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Abstrakt

Auxiny jsou tfidou rostlinnych hormonti (fytohormont), z nichz hlavnim pfirozené se
vyskytujicim auxinem je indol-3-octova kyselina (IAA). Auxiny se kvuli jejich vlivu na
regulaci déleni a prodluzovani bun¢k podileji na mnoha vyvojovych a fyziologickych procesech
jako je napiiklad vyvoj embrya, tvorba cévniho pletiva a tropizmy. Tyto G¢inky jsou Casto
zprostfedkovany smérovanym transportem auxinu, ktery je tak pfitomen v Siroké Skale
koncentraci v butikach i celych pletivech. Auxin je lokdln€ transportovan z buiikky do bunky
z malé casti difuzi a vétSinu transportu pak zprostiedkuji auxinové pfenasece umisténé na
plazmatické membrané¢ (PM). Mezi né patii pfenasece rodiny AUXI/LAX (AUXIN
RESISTANT 1/LIKE AUXI), pomahajici toku auxinu do bunky a pfenasece rodin PIN-
FORMED (PIN) a ABCB/PGP (z anglického ATP-binding cassette subfamily B/P-
glycoprotein), Gc€astnici se toku auxinu smérem z buiiky. Tyto proteiny jsou do rizné miry
zavislé na systétmu membranovych vackl, putujicich podél aktinového cytoskeletu, ktery
zajistuje také tzv. cyklovani téchto vackii mezi PM a endozomdalnim prostorem bunék.
Regulace transportu auxinu je mozna na vice urovnich zahrnujicich ovlivnéni exprese gent pro
prenaSeCové proteiny, regulaci jejich umistovani a aktivity a degradace. Transport auxinu muze
byt regulovan auxinem vlastnim, prostfednictvim jeho ucinku na genovou expresi
ptenaSecovych proteintl, ale také jeho vlivem na tvarovéani aktinovych filament. Dilezitost
cytoskeletu v transportu auxinu je studovana na zaklad¢ pokusi s riznymi inhibitory a je také
predmétem této prace. Cilem této prace je tedy podat aktudlni obraz poznani mechanismu
vazanych na cytoskelet, které se u rostlin U€astni lokalizace a regulace funkce auxinovych

pfenaseci.

Kli¢ova slova: auxin, cytoskelet, auxinové pienaSece, vackovy transport, plazmaticka
membrana, endocytoza, exocytdza



Abstract

Auxins are a class of plant hormones (phytohormones) with their most frequently
endogenously occurring representative indol-3-acetic acid (IAA). Because of their influence on
division and elongation of cells, auxins play an important role in many developmental and
physiological processes such as embryo development, vascular tissue patterning and tropisms.
These effects are often mediated by polar auxin transport, which results in a wide variety of
auxin concentrations in cells and entire tissues. Transport of auxin from cell to cell is partly
mediated by diffusion, the prevalence of auxin transport is however mediated by auxin carriers
located on plasma membrane (PM). Among such carriers belong AUX1/LAX (AUXIN
RESISTANT 1/LIKE AUX1) transporter family, which helps with auxin influx and families of
PIN-FORMED (PIN) and ABCB/PGP (ATP-binding cassette subfamily B/P-glycoprotein)
transporters, which take part in auxin efflux. These proteins are in various degrees dependent
on a system of membrane vesicles, trafficking along actin cytoskeleton, which ensures among
others cycling of these vesicles among PM and endosomal cell space. Regulation of auxin
transport is possible on multiple levels including influencing of gene expression for carrier
proteins and regulation of their localization, activity and degradation. Auxin transport can even
be regulated by auxin itself, both through its effects on gene expression of carrier proteins and
its influence on shaping of actin filaments. Importance of cytoskeleton in auxin transport is
studied through experiments with various inhibitors and is also described in this thesis. The aim
of this thesis is to provide an up-to-date overview on the cytoskeleton-based mechanisms

participating in the localization and regulation of function of auxin carriers in plants.

Key words: auxin, cytoskeleton, auxin carriers, vesicular trafficking, plasma membrane,

endocytosis, exocytosis
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Seznam pouzitych zkratek

ABCB/PGP........ pfenaSe¢ auxinu z buitky (ATP-binding cassette subfamily B/P-glycoprotein)
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ARF-GEF.......... ribosilation factor GDP exchange factor
ATP................adenosintrifosfat
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1. Uvod

V procesech regulace vyvojovych a fyziologickych procesu hraji u rostlin dilezitou funkci
rostlinné hormony, tzv. fytohormony. Tato prace je zaméfend na auxiny, jednu z nejdéle
studovanych skupin fytohormontl. Auxiny jsou chemické latky, které mohou byt jak ptirodni,
tak 1 syntetické. Hlavnim pfirozené se vyskytujicim auxinem je indol-3-octova kyselina (IAA).
Auxin je prvnim fytohormonem objevenym v rostlinach a kvtili jeho pozorovanym ucinkiim
byl pojmenovéan podle feckého slova auxein, v ptekladu rist, prodluzovat se (Went et. al. 1926).
Auxiny se podileji hlavné na regulaci procesit béhem embryogeneze a organogeneze, maji vliv
na déleni a prodluzovani bunék, tvorbu cévniho pletiva, udrZzovani apikdlni dominance
a v neposledni fadé zprostfedkuji odpovéd’ na vnéjsi podnéty v podobé tropizmd, jak shrnuto
ve Vanneste and Friml (2009). Tyto ucinky jsou do zna¢né miry uskute¢nény proto, ze auxiny
jsou transportovany smérované z buiiky do buiiky od mista syntézy v mladych nadzemnich
castech rostliny ke kotfenové Spicce. Takovy transport pak zplsobuje rozdily v koncentraci
auxini mezi buiikami i celymi pletivy. Auxin miize z malé ¢asti prochéazet ptes PM difuzi.
Vétsinu transportu vSak zprostiedkovavaji auxinové pienaseCe umisténé na PM. Mezi tyto
pfenasece patii proteiny rodiny PIN, které usnadnuji vytok auxinu z buiiky. Zmifiovana
smérovanost auxinového toku je zptisobena piedevsim aktivitou a asymetrickou distributi praveé
téchto proteintl, jak shrnuto ve Friml and Palme (2002). Mezi dal$i pfenaSece pro vytok auxinu
z bunky patfi proteiny ABCB/PGP a pro vtok auxinu do buiiky pak proteiny rodiny
AUXI1/LAX. VSechny tyto pfenaSece jsou integralnimi membranovymi proteiny, a proto jsou
dopravovany do a z PM pomoci vacki, které putuji podél aktinovych filament, jak shrnuto
v Muday and Murphy (2002).

Ukazalo se, Ze auxinové pienasece ziejme cykluji mezi PM a endozomy. Tento jev je nejlépe
popsan pro proteiny PIN a vyzaduje regulaci pomoci ARF-GEF, tfidy guanin nukleotid
vyménnych faktort. Cileni PIN1, ktery je umistovan v kofeni na bazalni PM, je regulovano
proteinem GNOM (Kleine-Vehn et al. 2008b), patiicim mezi ARF-GEF. Jiné ARF-GEF pak
umist'uji dalsi proteiny PIN a AUXI1 do apikalni PM. Pomoci ARF-GEF také probiha tiidéni
vacki s ndkladem pifenasect do drahy smétujici k lytické vakuole pro degradaci. Tato drédha
prochazi ptes prevakuolarni kompartment (PVC), ze kterého ale miize jesté dojit k navratu
nakladu pomoci retromerniho komplexu (Jaillais et al. 2006, Kleine-Vehn et al. 2008c¢).

Regulace transportu auxinu je mozna na vice Urovnich. Hlavni mechanismus pfedstavuje
regulace genové exprese auxinovych prenasecu. Dale pak regulace umistovani ptenaSeCovych

proteinit do PM, kam patii vySe zminéna regulace pomoci ARF-GEF. Také bylo ukazano, ze



konkrétné pro prenasecovy protein PIN2 muze byt dilezita jeho ubikvitinace regulujici jeho
transport a tim i mnozstvi na PM (Abas et al. 2006). Pro umisténi pienaseci v PM byla
prokazana dulezitost propojeni s bunécnou sténou (Feraru et al. 2011, Martiniere et al. 2012)
a také dilezitost sterolového slozeni membrany (Men et al. 2008), které méa vliv i na vackovy
transport AUX1 (Willemsen et al. 2003). Pro zménu aktivity pfenaseCovych proteinti PIN
a ziejmé také pro jejich cileni na PM je pak dilezita jejich fosforylace pomoci protein kindzy
PINOID (PID) a k ni opacné¢ piisobici funkce fosfatazy PP2A, defosforylujici tyto proteiny
(Michniewicz et al. 2007). Dal$i moznost regulace transportu piestavuje samotny auxin, ktery
ma schopnost aktivovat expresi genil jak pro prenasecové proteiny, tak pro jiz zminénou protein
kindzu PINOID. Auxin také mlze inhibovat endocytozu pti cyklovani proteinii PIN a dokonce
muze zpusobovat i degradaci vlastnich pfenasect (Paciorek et al. 2005). Schopnost auxinu
regulovat svilj transport byla dale potvrzena zjiSténim, Ze auxin ma také vliv na tvarovani
aktinovych filament (Maisch and Nick 2007, Nick, Han and An 2009), které je zasadni pro
vackovy transport ptenasecovych proteinti.

Pravé dulezitost cytoskeletu v transportu auxinu je predmétem této prace a je Casto
studovana na zdklad€é pokusi s inhibitory, jako jsou latrunkulin B, ptsobici na aktinova
filamenta (Baluska et al. 2001), nebo oryzalin ptisobici na mikrotubuly. Aktinové drogy byly
pouzity jiz v experimentech s koleoptile ovsa (Cande, Goldsmith and Ray 1973) a cuketovymi

hypokotyly (Butler et al. 1998), kde doslo k redukci polarniho auxinového transportu.



2. Auxin

2.1 Auxin ve vyvoji rostlin

Auxiny jsou dulezitou tfidou fytohormont. Jsou to chemické latky, které mohou byt jak
piirodni, tak i1 syntetické. Pfirozené se vyskytujicimi auxiny jsou kyselina 4-chlorindol-3-
octova (4-CIl-IAA), kyselina indol-3-maselna (IBA), kyselina fenyloctova (PAA) a kyselina
indol-3-octova (IAA), kterd je z ptirodnich auxinti nejhojnéjsi. Ze syntetickych auxind jsou
nejcastéji pouzivané 2.4-dichlorfenoxyoctova kyselina (2,4-D) a a-naftyloctova kyselina
(NAA).

Auxin (IAA) je syntetizovan v celé fad¢ bunécénych typa tvoficich rostlinna pletiva, je ale
téz po rostling distribuovan. Jeho syntéza u modelové rostliny Arabidopsis thaliana probiha
hlavné v mladych nadzemnich orgdnech (Aloni et al. 2003), kde jsou enzymy potiebné pro
syntézu nejaktivnéjs$i. Odtud je auxin na vétsi vzdalenosti transportovan floémem smérem k
bazi stonku a pak dale ke kotfenové Spicce. Lokalné se pak pohybuje z buiiky do buiiky, a to
z malé Casti prostou difuzi (v nedisociované podob¢), vétSinu transportu auxinového aniontu
pak zprostiedkovavaji auxinové pienaSeCe umisténé na PM (Goldsmith et al. 1977).
Asymetricka distribuce pfenaSecli na membrané zplisobuje smérovani toku auxinu dileZzité pro
mnoho zdkladnich ristovych a vyvojovych procest, coz plati hlavné pro distribuci proteint
PIN, pfenasect pro vytok auxinu z bunék, jak shrnuto v Zazimalova (2007) a Vanneste and
Friml (2009). Pro tento jev se vzilo oznaeni polarni auxinovy transport (PAT, z anglického
polar auxin transport). PAT je podkladem vzniku tzv. auxinovych koncentracnich gradient
Casto s nejvyssi koncentraci auxinu v oblastech nejvétsi elongace, jak shrnuto v Lacek (2017).

Auxin funguje jako kli€ova signaliza¢ni molekula v mnoha procesech rostlinného ristu
a vyvoje béhem embryogeneze a organogeneze. Ma vliv na déleni, prodluzovani a diferenciaci
rostlinnych bunék. Polarni transport auxinu hraje kritickou roli ve vyvoji embrya, cévniho
pletiva a kofene, dale v udrzovani apikdlni dominance, tropismech a mnohych dalSich

procesech (Obrazek 1).



Obrazek 1: Distribuce auxinu béhem vyvoje v Arabidopsis. Zobrazeni distribuce auxinu
pomoci zeleného fluorescenéniho proteinu (A, B, C, D, F, G) a obarvené transgenni konstrukty
DR5::GUS (E, H, I). Mista aktivity auxinu jsou: (A) Spicky primordii kvétnich organti ve
vyvijejicich se kvétech, (B) Spicka primordia vajicka, (C) apikalni buiika délici se zygoty, (D)
kotenovy pol embrya v globularnim stadiu, (E) zastinéna strana fotostimulovaného hypokotylu,
(F) pozice pocatecniho vzniku organt a Spicky kvétniho primordia v meristému vyhonku, (G)
kotenovy apikalni meristém, (H) poc¢ate¢ni misto laterdlniho kotene, (I) Spicka objevujiciho se
primordia lateralniho kotene. Pfevzalo z Vanneste and Friml (2009).

2.2 Auxinové prenaSece
Pohyb auxinu z buiiky do buiiky je kontrolovan proteiny asociovanymi s PM. Vedle
nekterych specializovangjsich prenasect, které nejsou predmétem této prace, byly v rostlinach
v zasad¢ popsany tfi hlavni prenaSecové skupiny pro auxin.
Prvni skupinu tvofi pfenaSe¢ usnadnujici transport auxinu smérem do bunky, protein
AUXI1, a jeho homology z rodiny AUX/LAX (Bennett et al. 1996, Swarup et al. 2004). Tyto

transmembranové proteiny permeazové povahy transportuji auxin symportem s vodikovymi
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protony (Bennett et al. 1996, Swarup et al. 2008). Protein AUX1 ma v PM bunék rozdilnou
lokalizaci podle toho, v jakém misté kotene se nachazi (Kleine-Vehn et al. 2006). V bunkach
protofloému je zvySend mira jeho lokalizace na apikalni strané¢ (Swarup et al. 2001) proti
bazaln¢ lokalizovanému PIN1 pfenaseci auxinu ven z bunky (Friml et al. 2002a), coz zptisobuje
smerovani auxinu z floému do koienové Spicky. AUXI1 je krom¢ PM také lokalizovan
v membranach Golgiho aparatu a v endozomt (Kleine-Vehn et al. 2006). Smérovany vackovy
transport AUX1 je zavisly na pomocném proteinu endoplasmatického retikula, AXR4
(AUXIN-RESISTANT4) (Dharmasiri et al. 2006).

Druhé skupina zahrnuje proteiny z rodiny PIN, které¢ usnadnuji vytok auxinu z bun¢k. Do
této rodiny patii u Arabidopsis thaliana celkem osm proteind, PIN1-8. Jimi zprostfedkovany
transport auxinu je zfejm¢ zalozeny na principu tzv. gradientové pumpy a tedy nevyzaduje
ptisun ATP (adenosintrifosfat), cozZ je velice vyhodné hlavné v rostoucich pletivech, kde je ATP
nedostatek, jak shrnuto v Zazimalova (2010). PIN proteiny, které jsou umisténé v PM (PIN1,
2, 3,4 a7),jsou asymetricky rozlozen¢ a tim urcuji smér auxinového toku, jak shrnuto v Palme
and Giélweiler (1999). Na polarnim rozmisténi prenasectt PIN zavisi naptiklad fototropicka
a gravitropickd odpoveéd’ zprostfedkovana jejich relokalizaci jak shrnuto Kleine-Vehn and
Friml (2008). Membréanova lokalizace a regulace mnoZstvi proteinli na membrané probiha
dynamickym vackovym transportem mezi PM a endozomalnimi kompartmenty, jak shrnuto
v Murphy (2005).

Ttreti skupina pfenasecli zahrnuje proteiny ABCB/PGP, zejména jeji zastupce ABCBI,
ABCB4 a ABCB19 (Geisler et al. 2005, Cho, Lee and Cho 2007, Terasaka et al. 2005). Proteiny
ABCBI a ABCBI19 stejné jako prenasece PIN napoméhaji vytoku auxinu z bungk, jak shrnuto
ve Verrier (2008), Yang and Murphy (2009) a Titapiwatanakun and Murphy (2009). Protein
ABCBA4 se pfi nizké koncentraci auxinu ucastni jeho vnaSeni do buiiky a pti vysoké koncentraci
naopak jeho vynaSeni (Cho et al. 2007, Kubes§ et al. 2012). Proteiny ABCB jsou na PM
rozmistény apolarné a jimi zprostiedkovany transport probiha za hydrolyzy ATP. Primarnég tyto
pienasece slouzi k transportu auxinu na delsi vzdalenosti z apikéalnich tkdni smérem ke koteni
(Bandyopadhyay et al. 2007). Ztéto rodiny pfenasecli je nejlépe prozkoumany protein
ABCBI19. Bylo prokazano, Ze pfi spole¢ném vyskytu ABCB19 s PIN1, ABCBI19 stabilizuje
PIN1 v PM (Yang et al. 2013) a m4 tak vliv na miru jeho endocytdzy a vyskytu na plasmatické
membrané (Titapiwatanakun et al. 2009). ABCB19 se dostdva do PM vackovym transportem
pies Golgiho aparat a tzv. trans-Golgi sit’ (z anglického trans-Golgi network, TGN) pomoci
mechanismu zavislych na sfingolipidovych a sterolovych interakcich v membrané (Yang et al.

2013).



2.3 Inhibitory auxinového transportu

Inhibitory auxinového transportu jsou dilezitymi néastroji v hodnoceni role transportu auxinu
a jim zprosttedkovaného rostlinného vyvoje. V rostlinné biologii jsou tyto inhibitory vyuzivany
uz témet jedno stoleti. Pi1 vysokych koncentracich je jejich ptisobeni zaméiené také na vackovy
transport proteint (z anglického vesicular trafficking) (Geldner et al. 2001) a navic dokazi ménit
stabilitu aktinovych filament a tak zpisobit redukci jejich mnozstvi v buiice (Rahman et al.
2007, Dhonukshe et al. 2008a, Zhu et al. 2016).

Mezi inhibitory pisobici téZ na aktinova filamenta patii naftylftalamova kyselina (NPA),
kterd tak naruSuje polarni auxinovy transport i cyklovani vacki. Efekt tohoto inhibitoru
napfiklad na gravitaéni odpovéd’ kotene je kvili jeho ucinku na aktin velmi rychly a pfi jeho
aplikaci v dobé gravitropické stimulace dokdze uplné potlacit gravitropicky ohyb kofene
(Muday, Hu and Brady 2000).

Dal$im zndmym inhibitorem je brefeldin A (BFA), houbovy toxin, blokujici anterogradni
vackovy transport prostfednictvim ovlivnéni funkce obalovych proteind. Na rozdil od jinych
inhibitort BFA blokuje recyklaci endozomii do PM a nasledné zptsobuje akumulaci téchto
endozomu s nédkladem auxinovych ptenaSect do tzv. BFA kompartmentt, které jsou obklopeny
cisternami Golgiho aparatu (Geldner et al. 2001, Boutté et al. 2006, Geldner et al. 2003).
Takovéto vnitrobunééné akumulaci podléhaji proteiny PIN a AUX1 (Geldner et al. 2001, Grebe
et al. 2002) a tato jejich lokalizace je zavisla na aktinovém cytoskeletu, jak plyne z experimentii
s aktinovou drogou latrunkulinem B (Lat B), ktery zplsobuje depolymerizaci aktinového
cytoskeletu (Geldner et al. 2001).

Dalsi inhibitory vytoku auxinu jako 2,3,5-trijodobenzoova kyselina (TIBA) a 2- (1-
pyrenoyl) benzoova kyselina (PBA) také zasahuji do vnitrobunééného cyklovani nejen proteint
PIN, ale také AUXI1 (Geldner et al. 2003). Také byla identifikovana dalsi tfida inhibitora
ovlivityjicich hlavné vtok auxinu. Mezi né€ patii naptiklad 1-naftoxyoctova kyselina (1-NOA)

(Parry et al. 2001). VSe shrnuto v Klima, Lanikova and ZaZimalova (2016).

3. Cytoskelet

3.1 Cytoskelet jako dynamicka kostra rostlinnych bunék
Rostlinny cytoskelet se skldda z aktinovych filament a mikrotubull, které spolu tvofi
v buiice hustou a dynamickou sit. Jsou to vlaknité polymery tvofené globularnimi

podjednotkami. Jednotlivé monomery maji na sobé navazany nukleotidtrifosfat (NTP), kterym



je v piipad¢ aktinu ATP (adenosintrifosfat) a v ptipadé mikrotubult GTP (guanosintrifostat).
Tyto molekuly prochazi hydrolyzou a z nich uvolnénd energie slouZzi pro pfipojeni podjednotky
k vlaknu. Vladkna jsou polarizovana, coz znamena, ze maji tzv. plus a minus konec. Aktinova
filamenta 1 mikrotubuly prochazeji rychlymi procesy polymerace a depolymerace, coz z nich
déla velice dynamické struktury. Pro jejich interakce s okolim jsou diilezité s nimi asociované
proteiny. Dohromady se pak rostlinny cytoskelet a asociované proteiny podili na mnoha
procesech jako je naptiklad morfogeneze nebo déleni buiiky a také slouzi jako transportni sit’

pro rizné organely a vacky.

3.2 Aktinova filamenta

Aktinova filamenta jsou polymery slozené z podjednotek globularniho G-aktinu tvofici
tenkd vldkna ve tvaru pravotocivé dvousroubovice o priméru 7 nm. Polymerace aktinu probiha
bud’ nové tzv. nukleaci, nebo pfipojovanim globularnich podjednotek na jiz existujici vlakno
s tim, Ze na plus konci polarizované¢ho vladkna probiha polymerace rychleji. Aktin asociuje
s riznymi aktin-vazebnymi proteiny (actin binding proteins, ABPs), které maji rozmanité
funkce. Mezi n¢ patii napiiklad forminy — rodina proteini zajist'ujicich nukleaci aktinu. Dale
Arp2/3 komplex — komplex sedmi podjednotek vézajici se na stranu vldkna, kde dojde
k polymeraci aktinu za vzniku vétveni. Asociovany protein profilin vaze aktinové podjednotky
a v piitomnosti volného plus konce navozuje polymerizaci. Proteiny rodiny ADF/cofilin
zvySuji depolymeraci na plus konci aktinového vlakna a dokazou vladkna také Stipat, vSe shrnuto
v McCurdy, Kovar and Staiger (2001). Dilezité jsou také asociované molekularni motory —
myoziny. Myoziny spolu s aktinem tvofi tzv. aktomyozinovy komplex, ktery zajiSt'uje proudéni
cytoplazmy v bunice. Mezi dalsi funkce aktinu patii napt.: udrzovani struktury cytoplazmy
a pozice organel, kontrola expanze bun€k — hlavné pylové lacky a kotenovych vlaskd,

morfogeneze bunék slozitych tvart jako pokozkové buiiky a trichomy a mnoho dalSich.

3.3 Mikrotubuly

Mikrotubuly jsou polymery tvofené z podjednotek heterodimerii a- a B-tubulinu, které se
skladaji v dutd vldkna o priméru 25 nm. Mikrotubuly jsou polarizované — svym minus koncem
mohou byt ukotveny v tzv. nuklea¢nim komplexu a na plus konci dochdzi k jejich dynamickeé
polymerizaci a depolymerizaci. Stejné€ jako aktinové filamenta 1 mikrotubuly se mohou vétvit.
Pro spravnou funkci mikrotubulii je potiebnéd jejich interakce s asociovanymi proteiny
(mikrotubule associated proteins, MAPs), mezi které patii naptiklad y-tubulin, ktery je dilezity
pro nukleaci mikrotubult. Dale je znamy protein CLASP (z anglického cytoplasmic linker
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associated protein), ktery se vaze na plus konec mikrotubult. V Arabidopsis jsou proteiny
CLASP zapojeny ve zprostiedkovani propojeni mezi mikrotubuly a bunéénym kortexem
(Ambrose and Wasteneys 2008). V prubéhu bunééného cyklu se dynamicky méni struktura
a funkce mikrotubuld. Ty jsou uloZzeny v cytoplazmé a také tvoii souvislou vrstvu v bunééném
kortexu, tzv. kortikalni mikrotubuly. K jejich piestavbé dochazi pti bunééném déleni, kde tvori
nejprve piedprofazovy prstenec, poté délici vieténko a nakonec se podileji na tvorbé
fragmoplastu, ktery tvoii ,,leSeni” pro tvorbu bunécné prepazky, jak shrnuto ve Wasteneys

(2002).

3.4 Role cytoskeletu v auxinovém transportu

Role cytoskeletu v auxinovém transportu spociva hlavné vjeho vlivu na lokalizaci
pfenaSecl auxinu v bufice. Zajist'uje jejich transport do PM, spravnou funkeci a lokalizaci v PM
a také procesy degradace. Aktinova filamenta a mikrotubuly tvofi pod PM vrstvu tzv.
kortikalniho cytoskeletu. Kortikalni cytoskelet je spletitou siti s vlivem na pohyblivost
auxinovych pienaSect v PM. Kortikalni mikrotubuly se podili hlavné na polarnim umistovani
ptenaSecl auxinu do PM (Boutté et al. 2006, Kleine-Vehn et al. 2008b), jejich udrzovani v PM
a také se Ucastni pfi riznych typech endocytdzy. Na umistovani prenaSect do PM se podili
i aktinovy cytoskelet (Muday et al. 2000, Kleine-Vehn et al. 2008b). Hlavni role aktinu
pro auxinovy transport je pak ve zprostiedkovani transportu vackl s pienaSeci auxinu. Tyto
vacky se pohybuji po filamentech aktinu za pomoci molekularnich motor myozint, jak shrnuto
v Ivakov and Persson (2013). Aktin zajiStuje také tzv. cyklovani vackih mezi PM
a endozomalnimi kompartmenty, které zahrnuje procesy endocytdzy a exocytdzy, jak shrnuto
v Kleine-Vehn and Friml (2008). V mnoha studiich byla navrzena zavislost procest cyklovani
a asymetrického rozloZeni auxinovych ptenasecl na aktinovém cytoskeletu (Muday et al. 2000,
Geldner et al. 2001, Kleine-Vehn et al. 2006, Boutté et al. 2006, Titapiwatanakun et al. 2009).
Organizace a stabilita aktinovych filament ma tedy velky vliv na pohyb auxinovych pfenasect
po buiice pomoci regulace vackového transportu. Podrobné shrnuto ve Zhu and Geisler (2015).

Dtlezitost cytoskeletu v transportu auxinu se potvrdila pomoci tzv. cytoskeletalnich drog.
Mezi nejznaméjsi z téchto drog patii latrunkulin B izolovany z motské houby a také houbovy
metabolit cytochalasin D. Obé¢ tyto drogy narusSuji aktinovou polymerizaci a tim 1 polarni
auxinovy transport (Butler et al. 1998). Pro narusovani struktury mikrotubulii se pouziva droga

oryzalin.



4. Role cytoskeletu pri umist’ovani auxinovych prenaseci

4.1 Polarni distribuce auxinovych prenasecu a jejich pohyblivost v PM

Bunécna polarita a s ni souvisejici polarni lokalizace auxinovych pfenasect (zejména
proteinit PIN) v PM je velice dulezitd pro urCeni sméru auxinového toku (Kleine-Vehn et al.
2008b), ktery je zdsadni pro mnoho vyvojovych procesii. Polarni lokalizace auxinovych
prenasecl jako PIN1 a PIN2 je zptsobena alespon z ¢asti jejich nizkou laterdlni pohyblivosti
v (Kleine-Vehn et al. 2011). Omezeni lateralni pohyblivosti proteinti v PM muiZe byt zptisobeno
tvorbou shlukt (z anglického slova cluster) proteini, v piipadé prenasecovych proteinti auxinu
se hovofi i o tzv. polarnich doménach. Déle dochazi k omezeni pohyblivosti lipidovymi
mikrodoménami, které zptisobuji nehomogenitu PM (Kleine-Vehn et al. 2011). Také se mohou
tvotit mikrodomény zplisobené vymezenim ¢asti PM pomoci cytoskeletu v tésné blizkosti PM.
Pohyblivost pfenasecovych proteinli v PM omezuji jeste dalsi interakce s cytoskeletem nebo
bunécnou sténou (Feraru et al. 2011, Martiniére et al. 2011, Martiniére et al. 2012), téz shrnuto
pro auxinové pienaSece a dalsi proteiny v Martiniére and Runions (2013). Nizka pohyblivost
integralnich proteinti PM jako jsou pravé pienaseCe auxinu, byla jiz vickrat potvrzena pomoci
fluorescenni metody FRAP (z anglického Fluorescence Recovery After Photobleaching)
(Kleine-Vehn et al. 2006, Men et al. 2008, Martiniére et al. 2012).

Ukazalo se, ze cytoskelet a organizace proteinti do shlukti maji jen maly vliv na dynamiku
proteinlt v PM a stejné tak i lipidové mikrodomény (Martiniére et al. 2012). Zaroven se
potvrdilo, Ze nejvice omezuje laterdlni difuzi proteinii v PM bunécna sténa (Martinicre et al.
2012). Kviili turgorovému tlaku jsou PM a bunécna sténa tésné piilehlé. To umozituje fyzické
interakce domén polarnich proteinii (jako jsou PIN) se slozZkami bunécné stény, coz ovlivituje
lateralni pohyblivost téchto proteind (Feraru et al. 2011, Martiniere et al. 2012). VIiv bunécné
stény na pohyblivost proteinli potvrdily vysledky pokust s plazmolyzou bun¢k (Martiniere et
al. 2012). Nejvétsi daleZitost je prikladana hlavni sloZce bunécné stény tj. celuloze, u které byla
prokézéna jeji role v regulaci bun&cné polarity 1 polarity prenasecovych proteini PIN (Feraru
etal. 2011).

Pro spravné ziskani polarity pfenaSeci na PM se také potvrdilo jako klicové jeji sterolové
sloZeni, a to pro proteiny PIN (Men et al. 2008) a AUX1 (Kleine-Vehn et al. 2006).

Pomoci nedéavno piedstavené metody pro pozorovani integralnich proteini PM, tj. RICS

(z anglického Raster Image Correlation Spectroscopy) bylo ukazano, ze pienasecovy protein



PIN1 se v membrané pohybuje rychleji nez AUX1 (Lankova et al. 2016) a ze tato dynamika je
zavisla na struktute cytoskeletu.

Dale bylo zjisténo, ze ptenaSeCovy protein ABCB19 dokéze stabilizovat protein PIN1
v mikrodoménach PM (Titapiwatanakun et al. 2009). Pii spole¢ném vyskytu téchto dvou
pienasecu jejich interakce snizuje dynamické cyklovani PIN1 a zvySuje se jeho transportni

aktivita pro auxin (Titapiwatanakun et al. 2009).

4.2 Zavislost lokalizace prenaSeci v PM na cytoskeletu

Auxinové prenasece dosahuji svého cile na PM transportem membranovych vackl podél
,koleji“ tvofenych aktinem. PfenaseCové proteiny jsou nejprve transportovany rovnomeérné na
ob¢ strany nové vznikajici membrany a poté jsou z jedné strany odstranény (Men et al. 2008).
Asymetricka lokalizace prenasecii se proto objevuje az po bunééném déleni, kdy je naptiklad
konkrétné pro proteiny PIN urcena bazalni PM jako hlavni cil umisténi, z divodu zacatku
zakladani a udrzovani polarity rostlinnych bunék (Boutté et al. 2006).

Jednim z mechanismli vysvétlujicich proces polarni lokalizace vytokovych pienasecii
auxinu na bazalni membrinu je pfipojeni tzv. prenaSeCového komplexu pies aktinovy
regulacni podjednotka vazajici inhibitory auxinového transportu, jako je kyselina 1-N-
naftylftalamova (NPA). Vazebné misto pro NPA zajist'uje interakci s aktinovym cytoskeletem
a tato specifickd interakce pak umoziuje regulaci lokalizace vytokovych pfenaSect praveé
jenom na bazalni membranu (Muday et al. 2000). Pozd¢ji se zjistilo, Ze nejenom bazélni, ale
1 apikalni polarni umistovani pfenaSecli zavisi na aktinovém cytoskeletu (Kleine-Vehn et al.
2008Db).

DalS$im mechanismem souvisejicim s lokalizaci pfenase¢ti PIN je zapojeni kortikalnich
mikrotubuld. V pokusech s rozruSenim mikrotubulli doslo ke ztraté schopnosti buiiky polarné
cilit proteiny PIN na PM a také doslo k pfemistovani téchto proteinl na lateralni stranu PM
(Boutté et al. 2006). I dalsi pokusy potvrdily dilezitost mikrotubulii v polarni lokalizaci
pfenasecovych proteinti PIN. Pfi depolymerizaci mikrotubulii byla dokonce pozorovana zména
polarity cileni pfenasecl z bazalni na apikalni (Kleine-Vehn et al. 2008b).

Celkové se tedy kortikalni cytoskelet potvrdil jako dilezity regulétor polarni lokalizace
pienasect pro vytok auxinu. Rozdilna situace ale panuje u prenasecit AUX1 pro vtok auxinu
do bunék. Jejich lokalizace a vnitrobunéénd dynamika vyZaduje neposkozeny aktinovy
cytoskelet, a to ve vétsi zavislosti nez prenasece PIN1. Vackovy transport a polarni lokalizace

AUXI ale nejsou vyrazné zavislé na mikrotubulech. UdrZeni pfenasSeci AUX1 v PM stejné tak
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vyzaduje aktin, ale vliv ma také sterolové sloZzeni membrany (Kleine-Vehn et al. 2006).
V urcitém rozporu s piedeslymi poznatky je prace navrhujici Uplnou nezavislost lokalizace
auxinovych pfenasecti PIN1 a PIN2 na aktinu (Rahman et al. 2007), ktera je ale v tomto zavéru

ojedinéla.

5. Role cytoskeletu v transportu vacki s auxinovymi prenasSeci

5.1 Exocytoza a endocytoza

PM je velice dynamickou strukturou, ve které dochéazi k neustalym zménam. Jeji sloZeni se
meéni na zéklad¢é riznych vnéjSich podnétii. Tyto zmény jsou zajiStovany pomoci procesu
exocytdozy a endocytdzy. Proteiny PM prochdzi tzv. metabolickym proteinovym obratem
(z anglického turnover), tzn. nejprve jejich dodani do PM pomoci exocytézy a poté jejich
internalizaci (pfesun do nitra buiiky) pomoci endocytozy.

Endocytoza v rostlindch zprostfedkovava internalizaci a recyklaci molekul PM vcetné
membranovych proteinti a sterolti (Geldner et al. 2001, Baluska et al. 2002, Geldner et al. 2003,
Grebe et al. 2003). Dominantni drahu internalizace proteini z PM piedstavuje endocytéza
zprosttedkovana klatrinem (obalovym proteinem transportovanych vacki). Tuto drédhu
vyuzivaji i pfenaSeCové proteiny auxinu PIN, které by mohly byt dokonce hlavnim substratem
pro tento druh endocytézy (Dhonukshe et al. 2007). Pro spravnou funkci déji probihajicich na
PM je dulezita jeji tekutost. Pfi snizeni tekutosti napiiklad nizkou teplotou nebo DMSO
(dimethylsulfoxid) miZze dojit k redukci Grovné endocytdézy vacki z PM a tim ke zménam

v hojnosti proteint jako jsou auxinové prenasece na membrané (Jéasik et al. 2013).

5.2 Zavislost vackového transportu na cytoskeletu a vliv auxinu na cytoskelet
Transport vackl uvniti buniky se odehrava podél cytoskeletu. Na zakladé€ pokusi s inhibitory
cytoskeletu byly zjistény dveé drahy transportu vacki: dréha do a z PM zavisla na aktinu, ktera
funguje béhem interfaze a drdha do bunécéné desky zavisla na mikrotubulech, kterda funguje
béhem bunécného déleni (Geldner et al. 2001). Drahu zéavislou na aktinovém cytoskeletu
vyuzivaji prenasece auxinu pii cyklovani mezi PM a endozomalnimi kompartmenty (Geldner
et al. 2001, Paciorek et al. 2005, Dhonukshe et al. 2007). Dulezitym kritériem pro dopravu
vacka na specifické misto PM je organizace aktinového cytoskeletu, tvoficiho ,koleje* pro
vacky. Aktin tak ovlivituje spravnou lokalizaci vackt s pienaseci auxinu a tim také tok auxinu,

jak shrnuto v Muday and Murphy (2002) a Blakeslee, Peer and Murphy (2005).
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Ukazalo se, Ze na organizaci aktinu ma vliv samotny auxin, ktery dokaze pomoci tvarovani
aktinovych filament ovliviiovat svij vlastni transport (Maisch and Nick 2007, Nick et al. 2009).
Mezi polarni auxinovym transportem a aktinovou organizaci tak funguje regulac¢ni okruh
umoziujici auxinu zvysovat svij transport (Nick et al. 2009). Tato regulace je zfejmé v souladu
s dalSimi mechanismy pozitivni zpétné vazby jako na auxinu zavisla exprese pienasecovych
proteinti pro vytok auxinu (Vieten et al. 2005), které tak mohou také ptispivat ke zvySeni toku
auxinu. Pokusy provadéné v ryzi ukazaly, Ze auxin navozuje tvorbu svazkl (z anglického
bundling) aktinu v kofenech, a naopak navozuje podporu tvorby jemného vysoce dynamického
aktinu pfi vysokych koncentracich ve vyhonku (Nick et al. 2009, Li et al. 2014), pfi¢emz pravé

svazkovani aktinu ma vliv na zprostiedkovani vackového transportu.

5.3 Vackovy transport pirenasecu PIN

Pfenasecové proteiny jsou pomoci exocytdzy umistovany do tzv. polarnich domén na PM,
kde jsou pevné¢ udrzovany. Na okrajich téchto domén se ale proteiny mohou uvoliovat
a dochazi k jejich internalizaci pomoci endocytozy zavislé na klatrinu (Kleine-Vehn et al.
2011). Jako spojeni mezi dradhou exocytdzy a endocytdzy vacki s proteiny PIN funguje Golgiho
aparat (Boutté et al. 2006). V transportu proteinti PIN byla prokazana dilezitost aktinu (Geldner
et al. 2001) a také nepfima role mikrotubulii (Boutté et al. 2006). Pro dopravu proteini PIN1
a PIN2 do PM se ukazala dulezitost proteinového komplexu exocyst (Drdova et al. 2013). Jeho
vliv na polarni auxinovy transport a dopravu proteinit PIN se potvrdil pomoci pokusu s mutaci
v podjednotce komplexu exocystu — SEC6 v Arabidopsis (Tan et al. 2016). Dale se ukazalo, ze
na vackovy transport prenaseci PIN ma vliv dostupnost fosfatu (Pi) v buiice. Pti nizkych
koncentracich Pi dochazi k aktivnim zménam v aktinovych filamentech, doprovazenych
redukci vackového transportu a také je ovlivnéna polarni lokalizace pfenasecti PIN na PM
(Kumar et al. 2015). Vliv na vackovy transport prenaseci PIN ve spojeni s dynamikou

aktinového cytoskeletu ma také rostlinny alkaloid narciklasin (Hu et al. 2015).

5.3.1 Regulace vac¢kového transportu pomoci ARF-GEF

Regulace drahy endozomalniho va€kového transportu se ti€astni s membranou asociované
GDP/GTP vyménné faktory pro malé G proteiny ARF (ADP-ribosyla¢ni faktory) (ARF-GEF)
(Steinmann et al. 1999, Geldner et al. 2003). Mezi ARF-GEF patii protein GNOM, ktery je
citlivy k inhibitoru va¢kového transportu brefeldinu A (BFA) (Obrazek 2). Tento protein hraje

roli naptiklad pii puceni vacki a vybéru jejich nakladu (Steinmann et al. 1999). Je lokalizovany

12



v endozomech, kde také ziejmée reguluje jejich strukturu a funkci (Steinmann et al. 1999,
Geldner et al. 2003). Funkce proteinu GNOM je dulezita jiz pti zakladani apikalné-bazalni osy
embrya (Steinmann et al. 1999). GNOM je potiebny pro recyklovani pfenaSeci auxinu PIN,
¢imz se zajistuje jejich spravna polarni lokalizace. Hlavné bazalni lokalizace proteinu PIN1 je
na rozdil od jinych pfenasecovych proteinti na GNOM velice zavisla (Steinmann et al. 1999).

Ukazalo se, ze apikalni a bazalni drahy cileni proteinti PIN do PM jsou spolu propojené, ale
zaroven vzdalené z pohledu reguldtorti vackového transportu ARF-GEF. Cileni rtznych
proteinit PIN vyuziva apikalni a bazalni drahy zavislé na ARF-GEF razné citlivych k BFA.
Propojeni drah se ukazuje pii inhibici ARF-GEF citlivych k BFA, kdy vede k ptfevedeni bazalné
cilenych PIN (jako PIN1) do apikalni drahy (Kleine-Vehn et al. 2008a).

Cileni PIN na bazalni stranu buiiky je zavislé na funkci proteinu GNOM citlivého k BFA.
Apikalni cileni PIN je pak regulovéno zfejmé jinym ARF-GEF, necitlivym k BFA. Pro PIN

proteiny by toto odliSeni drah cileni do PM mohlo mit vyznamnou regula¢ni funkci z divodu

umoznéni rychlé zmény v polarité téchto prenasect (Kleine-Vehn et al. 2008b).

cell wall )"
r 3 1

cytoplasm

plasma membrane |

PIN] ¥ cell wall

Obrazek 2: Model pro drahy cyklovani prenasecovych proteini AUX1 a PIN1 mezi PM
a endozomy za vyuZiti ARF-GEF, zobrazeni vlivii inhibitori auxinového transportu.
Transport PIN1 na PM vyzaduje k BFA citlivy endozomalni protein GNOM ARF-GEF,
zatimco transport AUX1 zavisi na jiném k BFA rezistentnim ARF-GEF. Prevzato z Kleine-
Vehn et al. (2006).
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5.3.2 Cyklovani prenaSecovych proteini PIN

Nekteré proteiny, vcetné prenasect pro vytok auxinu PIN, tzv. cykluji mezi PM
a endozomalnimi kompartmenty (Geldner et al. 2001, Paciorek et al. 2005, Dhonukshe et al.
2007). Toto cyklovani proteinti probihd pomoci vacki pohybujicich se po aktinovych
filamentech a vyzaduje aktivitu ARF-GEF znamého jako GNOM (Geldner et al. 2001, Geldner
et al. 2003). Roli tohoto cyklovani proteinii PIN muze byt umoznéni rychlych zmén v jejich
polarité na PM v odpovédi napf. na environmentalni podnéty (Friml et al. 2002b, Dhonukshe
et al. 2007, Kleine-Vehn et al. 2008a). Také bylo navrzeno, ze pocatecni sekrece nove
syntetizovanych proteinli PIN je nepolarni a jejich endocytotické cyklovani je tedy nasledné
potiebné pro spravné polarni umisténi prenasecti v PM (Dhonukshe et al. 2008b).

Nakonec muze byt cyklovani ptenaSecovych proteini PIN také prostfedkem pro pozitivni
zpétnovazebnou regulaci auxinového transportu, kdy samotny auxin inhibuje krok endocytozy
v cyklovéani protein PIN (Paciorek et al. 2005). Tato inhibice pak zplsobuje zvySovani
mnozstvi prenasect PIN na PM, ¢imz se zvysi vytok auxinu z bunék. Tento mechanismus
ucinku byl prokézan pouze pro pfirozené se vyskytujici auxiny, nikoliv pro jejich syntetické

analogy nebo jiné rostlinné hormony (Paciorek et al. 2005).

5.4 Vackovy transport pirenaseci AUX1

Podobné jako v ptipadé prenaSeCovych proteini auxinu PIN, probihd mezi PM
a vnitrobunéénym obsahem AUX1 cyklovani zavislé na aktinovém cytoskeletu (Kleine-Vehn
et al. 2006) a také na sterolovém sloZzeni membrany (Willemsen et al. 2003). Vackovy transport
prenase¢t AUX1 se v mnoha ohledech odliSuje od transportu proteinti PIN. Rozdily jsou
naptiklad v sekretorni draze nové syntetizovanych pienaSecii, nebo také v cileni na PM, kdy je
transport AUX1 citlivéjsi na zasahy s aktinovym cytoskeletem, nez je transport proteinit PIN.
Navic na rozdil od proteinii PIN neni dynamika AUX1 zévisla na regulatoru endozomalniho
vackového transportu ARF-GEF GNOM (Kleine-Vehn et al. 2006), ale na jiném k BFA
rezistentnim ARF-GEF (Obrazek 2). Pro regulaci svého vackového transportu na urcité misto
PM vyuziva AUX1 privodni protein endoplazmatického retikula, tzv. AUXIN-RESISTANT4
(AXR4), ktery zfejmeé mlzZe tento transport usnadiiovat pomoci posttranslac¢nich tprav AUX1
(Dharmasiri et al. 2006).

AUXI se vyskytuje také na membranach Golgiho aparatu a endozomi. Takto vnitrobunééné
ulozeny AUXI1 podléha pilisobeni inhibitoru va¢kového transportu BFA, protoZe a rozdil od

transportu na PM vyuzivd ARF-GEF citlivy k BFA (Kleine-Vehn et al. 2006). Po pisobeni
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BFA se AUXI1 akumuluje vtzv. BFA kompartmentech, obklopenych cisternami Golgiho
aparatu (Geldner et al. 2003).

Diky rozdilim v regulacich vackového transportu proteinti pro vtok auxinu — AUX1 a vytok
auxinu — PIN, jako je naptiklad také regulace samotnym auxinem, ktery ma vliv na endocytozu
proteinii PIN ale ne AUX1 (Paciorek et al. 2005), je umoznéno jemné ladéni polarniho

auxinového transportu v odpovédi na rizné podnéty.

6. Role cytoskeletu v degradacni draze auxinovych prenasecu

Draha cilend do lytické vakuoly je pro degradaci pouzivana mnoha ndklady vcetné
pienasecovych proteinti. Pfesun pienasecovych proteinti z PM do degradacni drahy muze byt
ovlivnén riznymi vyvojovymi nebo environmentalnimi faktory, jako je naptiklad gravitace
nebo mnozstvi svétla (Friml et al. 2002b, Laxmi et al. 2008, Kleine-Vehn et al. 2008c, Jasik et
al. 2013).

Na zaklad¢ pokusi s aktinovou drogou latrunkulinem B byla pro vackovy transport proteinu
PIN2 do lytické vakuoly ukézdna zavislost na aktinovém cytoskeletu (Kleine-Vehn et al.
2008c). Déle byla na zaklad¢ pokust s inhibitorem brefeldinem A (BFA) potvrzena zéavislost
endozomalniho tfidéni (z anglického sorting) na aktivit¢ ARF-GEF citlivého k BFA. Ten se
uplatiiuje v draze vackového transportu proteinu PIN2 do lytické vakuoly pies prevakuoldrni
kompartment (PVC) (Kleine-Vehn et al. 2008c). PVC obsahuji specifické ,receptory
vakuolarniho tfidéni* (z anglického vacuolar sorting receptors — VSRs) zapojené v ttidéni
vacki s proteiny z Golgiho aparatu do lytické vakuoly (Geldner 2004, Tse et al. 2004).

V rostlinach byly identifikovany podjednotky tzv. retromerniho komplexu — SORTING
NEXIN 1 (SNX1) a VACUOLAR PROTEIN SORTING 29 (VPS29) (Jaillais et al. 2006,
Kleine-Vehn et al. 2008c), fungujici jako faktory v draze ttidéni vackt do lytické vakuoly. Bylo
navrzeno, ze retromerni komplex hraje dilezitou roli v navratu proteini PIN z PVC,
pravdépodobné do trans-Golgi sit¢ (TGN) (Kleine-Vehn et al. 2008c) (Obrazek 3). Podjednotka
SNX1 se ukazala byt v asociaci s proteinem CLASP, ktery se vaze na mikrotubuly. CLASP pak
zvysuje uroven proteinit PIN2 urcenych pro recyklaci, ¢imz omezuje jejich degradaci. Toto
spojeni umoziuje kontrolovat hojnost proteini PIN v buiice (Ambrose et al. 2013).

Ttidéni proteind PIN do lytické vakuoly je tedy zaloZené na procesech zavislych na aktivité
ARF-GEF a k tomu opa¢né aktivité retromerniho komplexu, coz umoziiuje regulaci mnozstvi

pfenaSeCovych proteini a tim 1 toku auxinu (Kleine-Vehn et al. 2008c).
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Aktivita proteazomu — proteinového komplexu pro degradaci proteint je také zapojena
v degradac¢ni draze pienasecovych proteinti auxinu. Proteazom rozpoznava proteiny oznacené
ubikvitinem, ktery slouzi jako signal odliSujici proteiny urcené k degradaci a proteiny urcené
pro drahu do PM. Timto zplisobem se da regulovat mnozstvi pienaseCovych proteini na
plasmatické membran¢, jako naptiklad proteinu PIN2 pii gravitropismu kotfene. Také se

ukdzalo, ze na degradaci proteinu PIN2 ma urcity vliv auxin (Abas et al. 2006).

Efflux carriers

Obrazek 3: Cileni pfenaSecovych proteini PIN do vakuoly. PIN degradace je kontrolovana
mnoha udalostmi tfidéni na PM, v endozomech a v PVC. Podjednotka retromerového
komplexu — SNX1 umisténd na PVC, se Gi€astni névratu proteinti PIN z degrada¢ni dréhy pres
TGN zpét do PM. Prevzato z Kleine-Vehn and Friml (2008).
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7. Zavér

Jiz dlouho se vi, ze auxin (IAA) je signalni molekulou hrajici roli v mnoha procesech ristu
a vyvoje rostlin. Umoziiuje rostlindm reagovat na vnéjsi podnéty v priibéhu jejich sesilniho
zivota. Transport auxinu mezi bunkami zajiStuji auxinové pienasSece, jejichz dynamické
premistovani uvnitt bunék zprostfedkovava cytoskelet. Dynamika vzéjemného ovliviiovani
mezi auxinem a cytoskeletem je aktudlnim tématem vyzkumu. Hlavni metodou studia jejich
vztahu je vedle molekularné¢ genetickych metod pouziti rtiznych inhibitort pasobicich na
polarni auxinovy transport a cytoskeletdlnich drog. Postupné tak dochazi k prohlubovani
znalosti molekularnich principi jejich interakce.

VySe zminénému tématu se budu déle vénovat ve své diplomové praci, pro kterou jiz
provadim laboratorni vyzkum. V soucasnosti se zabyvam pozorovanim umisténi fluorescenéné
oznacenych ptenaSeCovych proteini PIN na plazmatické membrané pokozkovych bunck
déloznich listkti Arabidopsis thaliana. Pro pozorovani vyuzivam mladé semenacky s mutaci
v podjednotkach aktinového komplexu Arp2/3. V mutantnich rostlinkdch zjistuji pomoci
konfokalni mikroskopie zmény ve tvaru pokoZzkovych bunck a umisténi fluorescenéniho

signalu prenasect PIN (Obrazek 4).

Obrazek 4: Pokozkové buiiky déloznich listka Arabidopsis thaliana u dva dny starych
semenacki s fluorescenéné oznacenym prenase¢em PIN3. Levy obrazek ukazuje bunky

kontrolni rostliny tzv. wild type (WT), pravy obrazek ukazuje buiiky mutantni rostlinky v arpc5
podjednotce aktinového komplexu (PIN3::PIN3:YFP x arpc5). Jsou vidét rozdily v intenzité
a umisténi fluorescencniho signalu, ktery je v mutantni rostliné ocividné nestejnorody
a vyskytuje se kromé& PM také uvnitf bun€k. Signal uvnitt bunék zfejmé piedstavuje prenasece
PIN3 urcené k degradaci ve vakuole.
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