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Abstrakt

Bunééna sténa jako hlavni sink karbohydratii vytvorenych fotosyntézou stoji na zacatku
potravniho fetézce. Bunéfnd sténa rostlin je kompozitni matrix tvofena nejdilezitéjSimi
polysacharidy na svété: celulozou, kalézou, hemicelulézou a pektiny. Z téchto polymera jsou
celuldza a kaldza syntetizované na plasmatické membrané specidlnimi syntdzami. Pro syntézu
celulozy se sdruzuji v proteinové komplexy, jejichz pohyb v plazmatické membrané je
kontrolovan kortikdlnimi mikrotubuly. Necelulozni typ polysacharidii bunééné stény je
syntetizovan v Golgiho aparatu pomoci enzymu glykosyltransferaz a vezikuly jsou dopraveny
na plasmatickou membréanu. V této linearni reSersi jsou shrnuty dosavadni znalosti o syntéze

hlavnich slozek rostlinné buné¢né stény a o enzymech, které tyto slozky syntetizuji.

Klic¢ova slova: bunéc¢na sténa, celuloza, hemiceluldza, pektin, kaloza, syntéza



Abstract

As the main sink of carbohydrates synthesized during photosynthesis, plant cell wall stands at
the beginning of the food chain. The plant cell wall is a composite matrix of the most
important polysaccharides in the word: cellulose, callose, hemicellulose and pectins. Cell wall
polysaccharides cellulose and callose are synthesized on the plasma membrane by special
synthases. For cellulose synthesis, cellulose synthases are assembled into large protein
complexes, which move in the plasma membrane under the control of cortical microtubules.
Non-cellulosic types of plant cell wall polysaccharides are synthesized in the Golgi apparatus
by number of enzymes glycosyltransferases and delivered to the plasma membrane by
vesicular transport. In this work the current knowledge on the synthesis of the main cell wall

polysaccharide components and respective enzymes are summarized.
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Uvod

Bunécnd sténa rostlin predstavuje hlavni slozku rostlinné bunky, kterd ji udava tvar a
vlastnosti. Bez bunéénych stén by z bunék byly jen protoplasty (Cosgrove, 2005). Rostlinna
bunéfna sténa je univerzalni, subtilni, dynamicka struktura s jedine¢nymi funkcemi a
vlastnostmi (Burton, Gidley, & Fincher, 2010). Bunécnd sténa je slozena hlavné
z polysacharidii a malého mnozstvi proteini. Polysacharidy bunééné stény jsou klasifikovany
do celuldéz, hemiceluldz, kaldéz a pektinli. Polysacharidy bunécné stény jsou syntetyzovany

glykosyltransferazami (GT) (Scheible & Pauly, 2004).

Nejvice zastoupenym polysacharidem je celul6za. Tvoti hlavni nosnou konstrukci a sklada se
z nerozvétvenych nesubstituovanych f(1,4) -D-glukanovych fetézci (Burton et al,
2010).Kalo6za je podobna celuloze, jen ma B(1,3)-vazbu na misto B(1,4)-vazby. Nachazi se jen
ve specializovanych bunikdch (Turner & Kumar, 2018a). Hemicelulozy jsou polysacharidy,
které 1ze extrahovat jen za pomoci alkalickych latek. Zahrnuji xylany, xyloglukany a manany
(Scheller & Ulvskov, 2010). Pektiny jsou posledni komplexni a rtiznoroda skupina
polysacharidi, ktera je obohacena o kyselinu galakturonovou (GalA). Patii sem
homogalakturonany a rhamnogalakturonany I a II (Harholt, Suttangkakul, & Vibe Scheller,
biopolymerem na svét€¢ a bez ni by zivot, tak jak ho zname, nemohl existovat. Proto je

studium rostlinnych bunéénych stén velmi diilezité (Cosgrove, 2005).

Cilem této bakalaiské prace je vytvoreni linearni reSerSe o syntéze bunécné stény rostlin.
Shrnu zde poznatky o hlavnich sloZkach, které bunécna sténa obsahuje, jaké mechanismy jsou

potieba k jejich syntéze a zptisob, jakym jsou tyto slozky v€lenény do bunécéné stény.



1) Bunécna sténa

1.1 Bunééna sténa

Bunééna sténa rostouci rostlinné buiiky je dynamicka a metabolicky aktivni struktura, kterd
ma jedinecné vlastnosti a obrovsky vyznam nejenom pro zivot rostlinné bunky (Burton et al.,
2010). Procesy probihajici v buné¢né sténé jsou nezbytné udrzeni ristu buiky a rostliny nebo
dozravani plodi a semen (Kqczkowski, 2003). Jak bunka roste plsobenim turgoru, tlaku
plazmatické membrany a cytosolu na bunéCnou sténu, musi byt bunécna sténa dostatecné
pevnd, aby zabranila bunice v prasknuti, ale zaroven i1 dostatecné pruzna, aby umoZznila
organizované rozpinani bunky. Toho je dosazeno kompozitnim sloZenim bunécéné stény, kde
je pruzna polysacharidova matrix spojena s pevnymi polysacharidovymi polymery zajistujici
pevnost bunééné stény. Bunécna sténa je tvotfena polysacharidovou kostrou, ktera je nejveétSim
ulozistém uhliku v rostliné a ptredstavuje tak nejvétsi sink uhlikovych produktl fotosyntézy

(Lampugnani, Khan, Somssich, & Persson, 2018).

1.2 Typy bunécné stény

V zavislosti na fazi vyvoje rozliSujeme dva typy bunéfnych stén — sténu primarni a
sekundarni. Primarni buné¢nd sténa je roztazitelna a umoziuje dalsi rast buiiky a schopnost
vytvaiet a udrzet si turgor. Tato sténa je syntetizovana béhem bunécného ristu a obvykle
dosahuje tloustky 50 - 100 nm (Kqczkowski, 2003). Primarni bunécna sténa je vysoce
hydratovand a flexibilni. Nejcastéji se sklada ze sit¢ pevnych celulozovych mikrofibril, které
jsou dohromady propletené rozvétvenymi polysacharidy hemicelulézou a pektinem
(Cosgrove, 2005). U nékterych typl bungk, jako jsou napiiklad buiiky vodivych pletiv, se po
ukonceni rdstu uvnitf primarni bunééné stény muize tvofit sténa sekundarni. Sekundéarni
bunéfna sténa je silnd a tuha, a tim umoZiuje vodivym pletivim odolavat podtlaku
zpusobenému transpiraci. Poskytuji 1 mechanickou odolnost, oporu a ochranu rostliny.
Sekundarni bunééné stény jsou obvykle sloZeny z celuldozy, hemicelul6zy, malého mnoZstvi
strukturnich proteinti a enzymui. Tento typ stény casto obsahuje hydrofobni lignin, jehoz

ukladani ve sténé ma za nésledek zvyseni hydrofobicity stény (Zhong, Cui, & Ye, 2018).



1.3 Funkce bunééné stény

Bunééna sténa slouzi nejenom jako opora jednotlivym buiikam, ale kumulativni silou vSech
bunéénych stén jako opora i celé rostling. Stény musi byt dostatecné pruzné, aby dokazaly
vydrzet zna¢né tlakové a tahové sily, které vznikaji mechanickym plisobenim vnéjSich faktori
i osmotickym tlakem zevnitf. Bunécné stény musi byt porézni, aby jimi voda, fytohormony a
nizkomolekularni ziviny mohly volné prostupovat a §itit se tak mezi buitkami po celé rostliné.
Naopak ve specializovanych buiikkach cévnich svazkii musi byt stény nepropustné a
vyztuzengé, aby buiiky mohly fungovat jako transportni drdha i pro dalkovy pfesun vody, Zivin
a dalSich slozek. Ve vétSin¢ struktur jsou bunétné stény také diilezité pro mezibunéénou
adhezi (Burton et al., 2010).

Bunécné stény také mohou byt pro rostlinu zdrojem energie. V nékterych zasobnich buiikach
semen mohou byt polysacharidy bunécné stény alternativnim zdrojem energie a v této funkci
tak nahrazovat Skrob. Tyto buniky pak mohou mit velmi silné bunécné stény, 1 kdyZ nemaji
strukturdlni funkci (Burton et al., 2010). Fragmenty necelul6zovych polysacharidii bunécnych
stén také slouzi k regulaci bunécného riistu a ucastni se mnoha signalnich drah, které mohou
iniciovat mnoho bunéénych zmén, jako jsou naptiklad obranné odpovédi (Cantu, Vicente,

Labavitch, Bennett, & Powell, 2008).
2) Stavebni jednotky bunécné stény
2.1 Celuloza

Celuloza je b&znou soucésti vétSiny rostlinnych bunéénych stén a je to nejhojnéjsi a
nejuzitenéjsi biopolymer na zemi (Cosgrove, 2005). Tato makromolekula se skladd z
nerozvétvenych nesubstituovanych (1,4) -B-D-glukanovych (Glc) fetézcu (obrazek 1), které
jsou schopny tvofit mikrofibrilarni komplexy prostfednictvim cetnych inter- a

intramolekularnich vodikovych vazeb a hydrofobnich interakci.
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Obr. 1: Schematické znazornéni celuldzy, tvorené B-D-gluk6ézovymi podjednotkami (modré krouzky,

Glc=glukdza) spojené vazbou (1,4) (Costa & Plazanet, 2016).



Vytvaii tuhé a dlouhé mikrofibrily. Tyto se od sebe sice mohou lisit délkou a stupném
krystalinity, ale zdkladni chemicka struktura je v podstaté identickd ve vSech rGznych
bunéénych sténdch a rostlinnych strukturach (Burton et al., 2010). Mikrofibrily tvofi kostru

bunécné stény a propojuji se hemicelulozami a pektiny (Wang, Zabotina, & Hong, 2012).

2.2 Pektin

Pektiny jsou jednou z hlavnich slozek priméarni bunécné stény dvoudéloznych rostlin, ve které
jsou zastoupeny 30 az 35 % (Smith & Harris, 1999). Jsou rozpustné ve vodé a hydratuji
bunéénou sténu (Tan et al, 2013a). Jednd se o velice komplexni a rtznorodou ttidu
polysacharidi obohacenou o kyselinu galakturonovou (GalA) (Harholt, Suttangkakul, &
Scheller, 2010).
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Obr. 2: Schematické znazornéni homogalakturonanu, tvoieného galakturonovou kyselinou, spojenou

vazbou a(1,4). GalA = galakturonova kyselina (Costa & Plazanet, 2016).

U homogalakturonanti (HG) (obrdzek 2) a rhamnogalakturonanti II (RGII) (obrazek 3) je
hlavni fetézec tvoien galakturonovou kyselinou (GalA) s vazbou o(1,4). Hlavni fetézec
dalSiho pektinu rhamnogalakturonanu I (RGI) se skldda z opakované sekvence a(1,4)-GalA a
a(1,2)-rhamnoézy (obrazek3). Na tyto fetézce se dale mohou napojovat dalsi oligosacharidy,

metylové a acetylové skupiny a komplexni heteropolysacharidy (Lampugnani et al., 2018).
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Obr. 3: Schematické znazornéni rhamnogalakturonanu I a II (Costa & Plazanet, 2016)



U HG se na GalA, kterd neni metyl-esterifikovana, vazi vapenaté ionty Ca®", a vytvaii tak
spoje mezi jednotlivymi polymery. Podobné je tomu i u RG II, na ktery se vazi borové ionty
B3" a také vytvareji spoje mezi polymery. Pomoci téchto vazeb je vytvaiena pektinova matrix.
Mira vytvofeni vazeb v této matrix ovlivituje flexibilitu bunécné stény, ¢imz se pektiny stavaji

dilezité pii ristu bunék a rostlin (Hypocotyl, Peaucelle, & Wightman, 2015).
2.3 Hemicelul6za

Mezi hemiceluldézy se obvykle fadi zbyvajici polysacharidy, které lze extrahovat za pomoci
alkalickych latek. Tyto polysacharidy se od sebe velmi 1i8i strukturdlné 1 fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi (Scheller & Ulvskov, 2010).
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Obr. 4: Schematické znazornéni xylanu. Glc = glykodza, Xyl = xyléza, D-Gal= D-galaktoza, Fuc =
fukoza (Costa & Plazanet, 2016).

V primarni bunécné sténé rostlin je nejhojnéjsi hemiceluloza Xyloglukan (XyQG), ktery je ve
sténé obsazen 20 az 30 % (Scheller & Ulvskov, 2010). XyG je tvofen zbytky glukozy
vazanymi P(1,4) vazbou s a(1,6) vazanymi xylozovymi (Xyl) fetézci, na které mohou byt
vazané dalsi galaktézové (Gal) a fukézové (Fuc) zbytky (obrazek 4) (Pauly et al., 2013).
Metabolismus XyG je dilezity pti prodluzovani bunék (Takeda et al., 2002).
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Obr. 5: Schematické znazornéni xylanu (Costa & Plazanet, 2016).



Dalsim typem hemiceluléz jsou xylany, které¢ se hojné¢ vyskytuji u jednodéloznych rostlin.
Xylany také obsahuje sekundarni sténa dvoudé€loznych rostlin, kde jsou pro vyvin struktur
obsahujicich sekundarni sténu nezbytné (Pauly et al., 2013). Hlavni fetézec Xylanu je slozen
z B(1,4) vazanych xyloézovych zbytkl, na které se mohou vazat dalsi slozky, jako naptiklad

kyselina glukuronova (GlcA) vazana vazbou a(1,2) (obrazek 5) (Pauly et al., 2013).
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Obr. 6: Schematické znazornéni galaktoglukomananu. Man = manan, D-Gal = D-galaktéza, Glc =

glukoza (Costa & Plazanet, 2016).

Do této skupiny dale patii manany, které jsou povazovany za nejstar$i hemicelulozy, protoze
byly nalezeny i v bunéénych sténach nékterych fas (Domozych et al., 2012). Jsou také hlavni
hemicelul6zou v sekundarni bunééné sténé nahosemennych (Pauly & Keegstra, 2008). Podle
sloZzeni hlavniho a postranich fetézcli mizeme manany rozdélit do ¢tyi skupin: na manany,
glukomanany, galaktomanany a galaktoglukomanany (Scheller & Ulvskov, 2010). Manany a
galaktomanany maji hlavni fetézec slozen z mandzy vazané (1,4) vazbou. Glukomanany a
galaktoglukomanany maji mandzové i glukozové jednotky (obrazek 6) (Scheller & Ulvskov,

2010).

2.4 Kaloza
Stejné jako celuldza, je i1 kaloza linedrni homopolysacharid slozeny z gluk6zovych zbytki, ale
s tim rozdilem, ze vytvaii B(1,3)-vazby na rozdil od celulézovych P(1,4)-vazeb. Za
normalnich rastovych podminek se kaldza vyskytuje jen ve specializovanych buitikach, jako
naptiklad v apikdlnim meristému, pylovych lackach nebo praduSich a ve specifickych

bunécénych kompartmentech jako jsou naptiklad plasmodesmy (Turner & Kumar, 2018a).

2.5 Proteiny bunéc¢né stény (CWP)

Bunécéna sténa je u dvoudé€loznych rostlin tvofena 5 az 10 % CWP a u jednodéloznych je to

jen 1 % hmotnosti bunééné stény (Vogel, 2008). U modelové rostliny Arabidopsis bylo v
soucasné dobé pomoci protetickych analyz popsano okolo 400 CWP (Jamet, Canut, Boudart,



& Pont-Lezica, 2006). Z téchto CWP se zatim u 13 % nepodafilo zjistit jejich funkci, avSak
zbylych 87 % CWP miizeme podle biologické a biochemické funkce rozdélit do osmi
kategorii. Nejvétsi z téchto skupin jsou CWP modifikujici polysacharidy se zastoupenim 26 %
z CWP surcenou funkci. Jednd se napiiklad o glykosidové hydrolazy (GH), sacharidové
esterdzy, sacharidové lyasy a expansiny. Dalsi jsou tfi funkéni skupiny CWP. Prvni oxido-
reduktazy se zastoupenim 12,4 %, do které patii peroxidazy a médnaté oxiddzy. Druhé
proteazy zastoupené z 11,9 %, kam spadaji subtilisiny, aspartik (Asp) proteazy, cystein (Cys)
proteazy a serin (Ser) karboxypeptidazy. Ttreti jsou proteiny, které maji interagujici domény, o
zastoupeni 10,6 %, do kterych patii inhibitory pektin metylesterazy, inhibitory protedz a
inhibitory dal$ich enzymt, lektiny interagujici s cukry a proteiny interagujici s dal§imi
proteiny. DalSimi skupinami CWP jsou proteiny podilejici se na signalizaci o zastoupeni 7,4
%, proteiny souvisejici s metabolismem lipidii se zastoupenim 5,4 % a nckolik strukturnich
proteinii se zastoupenim 1,8 %. Zbyvajicich 11,9 % patii do skupiny s nazvem rtizné, kde
¢ekaji na presnéjsi klasifikaci (Jamet et al., 2008).

Kromé toho mohou byt CWP rozdéleny do tii skupin podle interakce se sloZkami bunécné
stény. Voln€ vazané proteiny, které s polysacharidy bunécné stény nejsou spojeny a mohou se
tak pohybovat voln€¢ v mezibunécném prostoru. Slabé vazané proteiny, které interaguji s
matrix bunécné stény pomoci Van der Waalsovych interakci, vodikovymi vazbami nebo
iontovymi silami a podileji se na signalizaci, remodelaci, obran¢ a interakcich s plazmatickou
membranou. Posledni skupinou jsou silné véazané proteiny, které mohou byt spojeny

kovalentnimi vazbami (Tan et al., 2013b).

3) Syntéza

3.1 Uvod do glykosyltransferaz a jejich rozdéleni

Enzymy syntetizujici slozky bunécné stény vysSich rostlin spadaji do velké genové rodiny

GT. V databazi CAZY (http://www.cazy.org/) jsou GT rozdéleny do 106 rodin a né&které

z téchto rodin GT se podileji na syntéze polysacharidii bunécné stény. Rodina GT2 obsahuje
celul6zasyntdzovou superskupinu, kterd se dale déli na celuldozasyntézy (CesA) a na devét
skupin celuldzasyntazam podobnym enzymiim (CsL) (obrézek 7) (Yanbin Yin, Huang, & Xu,
2009). Do téchto skupin se déli na zéklad¢ fylogenetické analyzy. Tyto skupiny obsahuji geny
pro témét 50 enzymil a byly rozdéleny do fady podskupin (Fincher, 2009). Skupina gent


http://www.cazy.org/

CslA koduje syntézy mannanu, skupina CslC je zapojena do biosyntézy xyloglukant, skupiny
CslF a CslH koduji cik-cak glukan syntézy a skupina CslJ se nachazi pouze u obilovin. Co
kéduji ostatni skupiny zatim, nevime (Yanbin Yin et al., 2009). Rodina GTS8, GT47 a GT48
obsahuje kandidaty na enzymy podilejici se na syntéze xylanl. Syntéza pektini je

prostudovana méné a nékteré enzymy podilejici se na jejich syntéze jsou fazeny do rodiny
GT8 (Y. Yin, Chen, Hahn, Mohnen, & Xu, 2010).
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Obr. 7: Fylogeneticky strom celulozasyntaz a celulozasyntazam podobnych genovych rodin vyssich
rostlin (rodina GT2) (Fincher, 2009).



3.2 Celulézasyntaza a jeji struktura

U rostlin je celuléza syntetizovana velkym, na plazmatickou membranu vazanym komplexem,
ktery je znam jako celulézasyntazovy komplex, (celulose synthese komplex, CSC).
Predpoklada se, ze tyto komplexy jsou tvofeny 36 riiznymi celulézasyntazovymi proteiny
(CesA). Sest téchto CesA proteintl vytvaii jeden CesA komplex a Sest téchto CesA komplexi
vytvari jeden CSC (obrazek 8) (Persson et al., 2007).Tento pocet CesA je vSak zpochybnovan
n¢kolika studiemi, podle kterych jsou celulézové tetézce slozeny z 18 az 24 mikrofibril, a
tudiz by i CSC mél mit 18 az 24 CesA podjednotek (Turner & Kumar, 2018a). Je v§ak mozné,
ze celuldézové fetézce nemusi vytvaret vsechny jednotky CesA komplexu (Turner & Kumar,
2018b).

eSS ———
¢ (1,4)-p-D-glukanovy
fetézec
CesA CesA komplex SC

Obr. 8: Zobrazeni celuld6zasyntazového komplexu a jeho podjednotek (Cosgrove, 2005)



V genom modelové rostliny Arabidopsis thaliana je detekovano 10 genti CesA proteind
(Persson et al., 2007). Dle dostupnych dat se predpoklada, ze v jednotlivych CSC jsou tyto
proteiny zastoupeny v poméru 1:1:1. Koplexy pro syntézu primarni bunécné stény obsahuji
proteiny CesAl CesA2 a CesA6 a komplexy pro sekundarni buné¢nou sténu CesA4, CesA7 a
CesA8 (Turner & Kumar, 2018b). CesA6 na své pozici mize byt nahrazen funkéné
redundantnimi proteiny, jako jsou CesA2, CesAS a CesA9 (Desprez et al., 2007; Persson et
al., 2007).

CesA proteiny jsou pravdépodobné syntetizovany v endoplazmatickém retikulu, stejné jako
ostatni proteiny sekrecni drahy, a v endoplazmatickém retikulu a Golgiho aparatu jsou dale
modifikovany. Podle dnes$nich vyzkumi se domnivame, ze CesA jsou sestavovany do CSC jiz
v ER nebo v Golgiho aparatu (Mcfarlane & Anett, 2014). Kdyz jsou CSC sestaveny, jsou
smefovany na plazmatickou membranu. S velikou pravdépodobnosti jsou transportovany
z trans-Golgi sit¢ (TGN) ve vezikularnich kompartmentech, které nazyvame Microtubule-
Associated Cellulose Synthase Compartments, zkracené MASCs (obrazek 9) (Faris Crowell et
al., 2009). Tyto MASCs vezikuly se k plazmatické membrané dostavaji pomoci cytoskeletu a
splynou s membranou v blizkosti kortikdlnich mikrotubuli (Mcfarlane & Anett, 2014; Turner
& Kumar, 2018b). Je nutné podotknout, ze tyto informace byly ziskany béhem vyzkumu
hypokotylovych epidermalnich bun¢k a nemusi byt reprezentativni pro vSechny typy bunék
(Mcfarlane & Anett, 2014).

Po vlozeni komplexu do membrany se CSC nejdiive za¢ne pohybovat nepravidelné a poté se
komplex zastavi a ve stabilni poloze setrva po dobu 62 + 23 s. Zatim neni znamo, proc¢ se tak
déje, ale predpoklada se, ze se bud’ jednd o dobu, kdy se CSC dodany na membranu
stabilizuje, anebo CesA podjednotky nové dodaného komplexu jeSté nejsou schopny
syntetizovat dostatek celulozy pro vytvotfeni pohybu (Gutierrez, Lindeboom, Paredez, Emons,
& Ehrhardt, 2009).

Bé&hem doby ve stabilni poloze se CesA zatim neznamym mechanizmem aktivuji a zacinaji
syntetizovat celul6zové mikrofibrily do bunécné stény, ve které jsou zapletené do ostatnich
polymerti v ni obsazené a nemohou se jiz ddle hybat (Turner & Kumar, 2018b).

Syntetizovana celuléza tak odtlacuje cely CSC, ktery se tim pohybuje v plazmatické
membrané (Turner & Kumar, 2018a) podél mikrotubuli (Paredez, Somerville, & Ehrhardt,
2006). Rychlost pohybu je ptiblizné 300 az 350 nm za minutu (Paredez et al., 2006). Rychlost
komplexu ale zavisi i na dalSich okolnostech, jako je okolni teplota, ktera méni tuhost
membrany. S narUstajici teplotou se tuhost membrany zmensuje a komplex je rychlejsi.

(Diotallevi & Mulder, 2007).
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Mnozstvi a délku celulozovych mikrofibril dale ovliviiuje fosforylace CSC. Predpoklada se
totiz, ze mikrotubuly maji s CSC postranni interakce, ¢imz vznikaji dv€ linearni fady CSC,
jedna na kazdé strann¢ mikrotubulu. Tyto fady komplexd se vici sobé pohybuji opaénym
smérem. Kterym smérem se CSC bude pohybovat, zalezi na jeho polarizaci vii¢i mikrotubulu.
Polarizace se vSak mtize ménit fosforylaci komplexu, ¢imz dochazi k ovlivnéni mnozstvi CSC
syntetizujicich celulézu ve stejném ¢i opaéném sméru, a timto zptisobem muze buika
regulovat expanzi bunééné stény. Tato hypotéza je podpoifena pokusem, pii kterém byl
studovan rostlinny mutant Arabidopsis thaliana s problémem fosforylovat CSC, coz u n¢j
zpusobuje nerovnomérny pohyb komplexu v obou smérech. Pokud u vzorkli odstranime
mikrotubuly ptsobenim latky oryzalin, rozdily v obousmérném pohybu CSC zmizi, protoZze
uz smér jejich pohybu neni ovlivitovan jejich polarizaci (Chen, Ehrhardt, & Somerville,
2010).

Rychlost CSC muze ovliviiovat 1 jejich asociace s kortikdlnimi mikrotubuly. Interakci
mikrotubulti a CSC zajiStuje protein Cellulose Synthase Interacting (CSI1), nékdy nazyvany
POM2 podle oznaceni mutace, na které byla poprvé pozorovana funkce tohoto proteinu.
Tento protein nejspise prispiva mimo jiné k pohybu CSC. (Turner & Kumar, 2018b). CSI
protein se slozi do dlouhé, smycce podobné struktury, ve které N a C terminalnimi konci
interaguje s mikrotubuly, zatimco centralni smycka interaguje s CSC, aby vytvofila vazbu
mezi CSC a mikrotubuly (Lei et al., 2015).

Dalsimi proteiny, které asociuji s mikrotubuly a ovliviiuji CSC, jsou Cellulose Synthase-
Microtubule Uncoupling (CMU). Rozmisténi téchto proteinli je napevno dané podél
mikrotubulli. CMU zajistuji hladké a plynulé odpojeni CSC od mikrotubulu béhem pohybu
CSC v nespravném sméru, aby nenastal ptili§ velky tah na mikrotubul. CSC se poté muze
k mikrotubulu znovu spravné ptipojit (Liu et al., 2016).

V neposledni fad¢ jsou pro asociaci CesA a mikrotubuli dalezité proteiny Companion of
Cellulose Synthase 1 az 4 (CC1-4). Tyto proteiny interaguji svoji C-terminalni doménou
s CesA a svoji N- koncovou doménou se vazi na mikrotubuly. Co je ov§em na tomto proteinu
zajimavé je to, Ze chrani CSC komplex pii solném stresu. Po vystaveni tomuto stresu
mikrotubuly depolymeruji a CSC se pfemisti z plasmatické membrany do vackli MASCs.
Cytosolickd N-koncova ¢ast CC proteinu, ktery je stale ptipojen k CSC, vytvaii nejspis ve
spolupraci s dalSimi proteiny kratké casti mikrotubuli tolerantnich wviici soli. Po ukonceni
solného stresu a znovuvytvofeni mikrotubulti se CSC vraci opét do plasmatické membrany a

syntéza celulézy mize pokracovat (Endler et al., 2015).
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Po ukonceni funkcnosti CSC je potieba CSC odstranit z membrany, aby nové komplexy
mohly zacit syntézu dalSich celulézovych mikrofibril. O procesech, které pii tom probihaji,
toho neni zatim moc zndmo. Pfedpoklada se, ze to znamena zastaveni komplexu, odStépeni
celulézovych fetézct od CSC a vnoieni celého komplexu dovnitf buiiky, které ma nejspise na
svédomi endocytoza zprosttedkovand klatrinem (clathrin-mediated endocytosis, CME)

(Turner & Kumar, 2018b).

Celulozosyntaza 8] STELLO protein

Aktinova filamenta 6 Sl

s Ll Mikrotubul | CC proteiny
sitovina by
by Plasmatickd
Golgi P membrana EORRIC &
. CMU proteiny < EI(;)It\?Li]ly asociujici

Current Opinion in Plant Biology

Obr. 9: V levé ¢asti obrazku vidime schematické zobrazeni transportu celulézasyntazového komplexu
z Golgiho aparatu na plasmatickou membranu. V pravé ¢asti obrazku vidime schematické zobrazeni
celulézasyntazového komplexu o tradi¢nim poctu 36 CesA, ale i o spekulovaném poctu 18 a 24 CesA

(Hanak, Persson, & Voigt, 2016)
3.3 Kalozasyntaza a jeji struktura
V pritbéhu vyvoje je v rostlin€ kaldza syntetizovand na mnoha specidlnich mistech a také jako

reakce na bioticky a abioticky stres. Mechanizmy, jak je kaléza syntetizovand v odpovédi na

rizné signaly na riznych mistech, ndm nejsou prozatim znamy. (Verma & Hong, 2001).
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Kaléza je syntetizovdna enzymem kaldzasyntaza (callose synthese, CalS) a Arabidopsis
thaliana ma 12 gent kodujicich tyto enzymy. V nékterych publikacich se pro oznaceni téchto
proteind pouziva téz nazev Glucan synthese-like (GSL) (Richmond & Somerville, 2000).

CalS geny délime do dvou skupin. Do prvni skupiny spadaji geny AtCalS1, AtCalSS5,
AtCalS9, AtCalS10 a AtCalS11, které se podileji na syntéze kalozy béhem bunécného déleni
a zrani pylu. Druhd skupina pak obsahuje geny AtCalS3, AtCalS7 a AtCalS12, podilejici se
na syntéze kalozy pii vytvareni opornych struktur bunééné stény a vytvaieni bariér. Funkce
zbyvajicich ¢ty genli AtCalS2, AtCalS4, AtCalS6 a AtCalS8 je zatim stale neznama (Ellinger
& Voigt, 2014).

Kaloza

Membrana

Sachazézy
Obr. 10: Schematicky model kaldza-syntdzového komplexu (Nedukha, 2015).

Vsechny CalS proteiny Arabidopsis thaliana maji n€kolik transmembrénovych helixi.
Kuptikladu CalS5 ma téchto helixti 16. Ty jsou lokalizovany ve dvou skupinach v blizkosti
N-termindlni a C-terminalni domény a mezi sebou vytvaieji velkou hydrofilni centralni
smyCku. Tato smycka obsahuje doménu, kterd vaze vapnik a B(1,3)-glukan-syntdzu. Stavba

ostatnich CalS je podobna Casl5 (Dong, Hong, Sivaramakrishnan, Mahfouz, & Verma, 2005).
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DalSimi slozkami, které patii do tohoto enzymatického komplexu, jsou UDP-glukosyl-
transferdza (UGT1) a sachar6zo-syntdza (SuSy), které buiice zajistuji UDP-glukézu pro
syntézu kaldzy, a soucasti komplexu je také signdlni protein ROP1 (obrazek 10) (Verma &
Hong, 2001).

Syntéza kalozy probihd na specializovanych mistech. Je nezbytna pro vyvoj, zrani pylu a jeho
zivotaschopnost. Kaloza syntetizovana izoformami AtCalS11 a AtCalS12 zajistuje odd¢leni
tetrad a zrani pylovych zrn (Enns, Kanaoka, Torii, Comai, & Cleland, 2005).

Pokud je syntéza kaldzy zahdjena v reakci na stres z napadeni nebo zranéni, uplatiuje se
kal6zasyntaza AtCalS12. Tato CalS syntetizuje kaldozu do papil, zesilenych mist bunécné
stény, které jsou v mistech napadeni patogenem nebo zranéni (Jacobs et al, 2003).
Kalozasyntazy AtCalS1 a AtCalS10 maji dilezitou roli pti tvorbé stiedni lamely a spolecné s
AtCalS3 a AtCalS10 ptispivaji k ukladani kaldézy v plazmodesmech (Sevilem, Miyashima, &
Helariutta, 2013).

Regulace syntézy kaldzy je regulovand viceuroviiova. Zda se, ze muze byt syntéza CalS
regulovana na transkripcni urovni, avsak systém regulace nam neni dosud zndm (Ellinger &
Voigt, 2014).

Déle mtize byt CalS regulovana post-translacné fosforylaci. Nicméné fosfataza (nebo kindza),
ktera by fosforylaci regulovala syntézu CalS v odpovédi na stres nebo Cast vyvoje nebyla
objevena (Ellinger & Voigt, 2014).

CalS jsou se vsi pravdépodobnosti syntetizovany v endoplasmatickém retikulu, odkud jsou
diky TGN transportovany na plasmatickou membranu (Cai, Faleri, Casino, Emons, & Cresti,
2011). Zde Golgiho vacky obsahujici CalS splynou s plazmatickou membranou pomoci
procest, které zprostiedkovavaji mikrotubuly a CalS zacne se syntézou kalozy. KdyZ piestane
byt enzym CalS potieba, je z membrany endocytézou vyjmut a posléze recyklovan. Tyto déje
byly zatim pozorovany pouze u pylovych lacek tabaku, ale pfedpoklada se, Ze u bunck budou

velice podobné (Cai et al., 2011).

3.4 Pektin a jeho syntéza

ProtoZe jsou struktury jednotlivych pektinli velice slozité, piredpokladd se, Ze je na jejich
syntézu potieba priblizné 67 riznych enzymatickych aktivit glykosyltransferaz,
metyltransferdz a acetyltransferdz (Harholt, Suttangkakul, & Vibe Scheller, 2010).Podle
soucasnych informaci se pektiny syntetizuji v lumen Golgiho aparatu pomoci membranové

vazanych nebo asociovanych GT, které ptenaseji glykosylové zbytky z cukrt aktivovanych
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3.4.1

vazbou na nukleotid na polysacharidové nebo oligosacharidové akceptory (Cumming et al.,
2005). Predpokladd se, ze GT ucastnici se syntézy se sdruzuji v komplexy, avSak pro
potvrzeni stale chybi data. Jedinym dikazem potvrzujicim tuto hypotézu jsou enzymy
galakturonosyltransferaza 1 a 7, které spolu tvoii komplex pii syntéze homogalacturonanu
(Mohnen, 2008).

Syntéza pektinu probihd v mnoha ¢astech Golgiho aparatu pfiprocesech, které zahrnuji
kompartmentaci specifickych biosyntetickych enzymi, které tak konstruuji stale komplexné;jsi
pektinové polysacharidy pies cis, medialni a trans Golgiho cisterny (Nebenfiihr & Staehelin,
2001). Néekteré glykosylové zbytky jsou béhem syntézy modifikovany methyltransferazami
katalyzovanou esterifikaci nebo O-methylaci, a nebo acetyltransferdzami katalyzovanou
acetylaci. U Chenopodiaceae byla pozorovana ferulace, ktera je fizena feruloytransferazami
(Harholt, Suttangkakul, & Vibe Scheller, 2010). Pfedpoklada se, Ze substratem pro tyto
modifikace jsou S-adenosylmethioniny (SAM), acetylCoA a feruloylCoA (Ibar & Orellana,
2007). Tyto substraty jsou pravdépodobné transportovany z cytosolu do Golgiho aparatu pres
membranové transportéry (Pelloux, Rustérucci, & Mellerowicz, 2007).

Z Golgiho aparatu jsou pektiny po dokonceni syntézy transportovany k plazmatické
membrané¢ a do bunétné stény pomoci membranovych vackl, pravdépodobné podél

aktinovych filament za pomoci myozinovych motort (Mohnen, 2008; Oa et al., 2010).

Homogalakturonan (HG)

Syntéza HG v in vitro podminkach je jiz dlouho popsana, avSak identifikace biosyntetické
enzymy pektinu v buiikdch byla velmi obtizna (Doong & Mohnen, 1998). Aktivita in vitro
naznacila, ze endogenni a-1,4-GalA transferdza prendsi GalA zbytky na neredukujici konec
rostouciho HG fetézce (Scheller, Doong, Ridley, & Mohnen, 1999). Prvnim identifikovanym
enzymem je galakturonosyltransferaza 1 (GAUT1), u kterého se ptfedpoklada, Ze je to
membranovy protein typu II, tedy protein s hlavni globularni doménou uvniti lumen Golgiho
aparatu a s jednim N-koncovym transmembranovym helixem. GAUT1 je schopna
syntetizovat kyselinu polygalakturonovou a v podminkach in vivo tvoii komplex s
galakturonosyltransferazou 7 (GUAT7) (Mohnen, 2008). Déle se pfedpoklada, ze na syntéze
redukujiciho koncového oligosacharidu se podili GUAT12 (Pena et al., 2007).
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3.4.2

3.4.3

Rhamnogalakturonan I (RGI)

RGTI je relativné hojné zastoupeny polysacharid, nachazejici se na Golgiho vezikulech. RGI se
chova jako mutaza (méni polohu fosfatové skupiny v molekule), protoze heterologné
exprimovany ryzovy protein m¢l jasnou aktivitu UDP-arabinomutéazy, ale predpoklada se, ze
mize mit i dal$i funkce (KONISHI et al., 2010). I kdyZ je syntéza arabinanu a galaktanu
znacné studovana, vi se jen velice malo o specifickych GT, které se ucastni syntézy RGI.
Pouze dvé GT byly identifikovany jako ucastnici syntézy RGI. Jedna se o protein Arabinan
Deficient 1 (ARADI1) a Xylogalakturonan Deficient 1 (XGD1) (Jensen et al., 2008). Podle
lokalizac¢nich studii fluorescencné fiznich proteinti se ziejmé jednd o membranové proteiny

typu II, protoze byly lokalizované v Golgiho aparatu (Jensen et al., 2008).

Rhamnogalakturonan II (RGII)

Syntéza RGII zatim nebyla moc studovana. Proteiny, u kterych byla zjisténa tcast na syntéze
RGII, maji a -1,3-xylosyltransferazovou aktivitu a mohou piendset xylozu z uridin-
difosfoxylozy (UDP-Xyl) na fukozu . Tato glykosidova vazba se vyskytuje pouze u RGII, a to
indikuje ulohu téchto proteinti pti syntéze pektini (Egelund et al., 2008). Predpoklada se, ze
na syntézu RGII je potieba veliké mnozstvi GT, protoze RGII maji unikatni cukerné vazby a
slozitou strukturu, avSak zadny z téchto GT nebyl zatim identifikovan (Harholt, Suttangkakul,

& Vibe Scheller, 2010).

3.5 Hemiceluléza a jeji syntéza

3.5.1

Manany

Manany jsou syntetizovany z aktivovanych cukrii s vdzanym nukleotidem stejné jako ostatni
polysacharidy bunécné stény rostlin. Tyto nukleotidové cukry jsou produkovany GDP-
mandzou, GDP-glukézou a UDP-galaktosou (Liepman, Wilkerson, & Keegstra, 2005).
V Golgiho aparatu jsou tyto cukry zpracovany vysoce specifickymi GT, které umoZziuji
tvorbu specifickych vazeb mezi monomery (Breton, Lenka, Jeanneau, Ko, & Imberty, 2006).
Prvni takova syntdza byla objevena u guarovych semen. Jednalo se o B-manan syntdzu
(ManS), spadajici do skupiny proteinti podobnych celulézasyntdzam A (CslA) z GT2 rodiny
(Dhugga et al., 2004).
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3.5.2

3.5.3

Xylan

Oproti jinym hemicelul6zdm se u xylanii zatim nepodafilo prokazat, ze v jejich syntéze hraje
celulozasyntézam podobné GT néjakou roli. AvSak nékolik GT z rodin GTS8, GT43 a GT48 se
podileji na vytvareni xylanu (Brown et al., 2007). Jednou z téchto GT je PARVUS, ktery je
vyjime¢ny svoji lokalizaci jak v Golgiho aparatu, tak i v endoplasmatickém retikulu (Lee et

al., 2007).

Xyloglukan

U xyloglukanti se pfedpoklada, Ze jejich glukanova kostra je syntetizovana jednim nebo
vicero enzymy celul6zasyntézam podobné rodiny C (CslC) (Cocuron et al., 2007). Jeden ze
¢lent CslIC, ptesnéji AtCSLC4, byl lokalizovan do Golgiho aparatu, kde se predpoklada, ze
jeho katalytickd doména je umisténa na cytosolické strané Golgi membrany zpracovavajici
UDP-gluk6ézu (Davis, Brandizzi, Liepman, Keegstra, & Lansing, 2010). Béhem syntézy
xyloglukani je vznikajici glukanovy fetézec veden do lumen Golgiho aparatu multi-
membranovou doménou, ktera obsahuje CsIC a kde je fetéz ovliviiovan xylosyltransferazou

(Davis et al., 2010).

3.6 Syntéza proteini bunécné stény

4)

Proteosyntaza CWP probihd podle modelu eukaryotické syntézy proteint, tedy transkripci v
jadie z DNA do mRNA a translaci mRNA na proteiny v drsném ER. Odtud jsou proteiny
sekre¢ni drahou transportovany z ER do Golgiho aparatu, kde jsou sbaleny do vezikuli a
transportovany dale do bunééné stény a extracelularni matrix. Avsak je mozné, ze zde funguje
1 neklasicka sekre¢ni draha nezavisla na ER- Golgi siti, protoZe transport nékterych CWP neni

ovlivnén inhibitory klasické sekre¢ni drahy (Jamet et al., 2008; Tanudji, 2002).

Interakce mezi sloZkami bunééné stény

Xyloglukan (Xyg), jako nejhojnéjsi hemiceluldéza v bunécné sténe, vytvari vodikové vazby
podél celulozovych mikrofibril, a tim vytvafi zesileni mezi jednotlivymi mikrofibrilami
(obrazek 11). Existuji dva modely, které toto zesileni popisuji. Prvni predpoklada, ze
xyloglukanové fetézce piimo spojuji dvé nebo vice mikrofibrily, pokud jsou do nich vlozeny

béhem krystalizace mikrofibril. Druhy naproti tomu pfedpokladd, Zze xyloglukany se
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kovalentné vazou na pektiny a spojuji tak mikrofibrily nepiimo pies sit' pektinovych

polysacharidi (Hayashi, 1989).

Xyloglukan

il =

—
]

/ i

Celul6zové mikrofibrily

Obr. 11: Schematické znazornéni vazby mezi xyloglukanem a celul6zou (Hayashi, 1989).

Data z in vitro parovani xyloglukanu a mikrofibril, experimenti s enzymovym S§tépenim a
z mikroskopickych vizualizaci podporuji prvni z téchto dvou modelt, kde mikrofibrily a
xyloglukany tvofi sit’, kterd je vloZena do pektinové matrix (Pauly, Albersheim, Darvill, &

York, 1999; Yuan, 2002).
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Obr. 12: Model bunééné stény listu Arabidopsis a polysacharidi, které obsahuje. MnoZstvi

jednotlivych polysacharidi je zobrazeno k pomeéru celuldzy. Mnozstvi celulozy bylo snizeno pro lepsi

zietelnost (Somerville et al., 2004).

Pektinova matrix je tvofena jednotlivymi pektinovymi doménami, které jsou mezi sebou
kovalentn¢ véazané a vytvareji tak onu makromolekularni matrix, ve které slouzi
rhamnogalakturonan I jako patef, na kterou se podobné jako vétve napojuji dalsi pektinové
domény (Vincken, 2003). Homogalakturonan vytvaii tuhé gely prostiednictvim Ca** a
karboxylovych skupin a rhamnogalakturonan II tvoii bor-diesterovou vazbou dimery (obrazek
12) (Cosgrove, 2005).Pokud je xyloglukanu ve sténé malo, se v$i pravdépodobnosti ptebiraji
jeho zesilujici funkei pektiny a arabinoxylany (Zykwinska, 2005).
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Zavér

Syntéza bunécné stény rostlin je velmi slozity a pro rostlinu zivotné dalezity proces. Bez
bunécéné stény nemize rostlinnd buika v pfirodé v podstaté existovat. Udava buiice tvar,
velikost a do jisté miry i specializaci dané bunky, tvofi oporu a ochranu rostlinné bufice i celé
rostliné. Existovat bez ni nemtizeme ani my. Jsou do ni ukladany produkty fotosyntézy a stoji
na zaCatku celého potravniho fetézce. I uhli a ropa jsou hlavné bunécné stény rostlin. Z téchto
a mnoha dalsich diivodi je potfeba rozsifovat nase znalosti o rostlinné bunécné sténé, od jeji
syntézy, pres sloZeni, po funkce a vSe mezi tim. AvSak bunécna sténa rostlin se da jen obtizné
zkoumat, protoze se jedna o kompozitni materidl a jednotlivé slozky bunécné stény se jen
velice tézce daji z bunécné stény izolovat. V posledni dobé nam vSak mnoho novych poznatkt
prozrazuje zkoumani rostlinnych mutantii, u kterych mizeme pozorovat funkce jednotlivych
proteind Ucastnicich se formovani bunééné stény rostlin bez potieby jejich izolace. Z toho

divodu dnes mame o bunécné sténé€ a celkove o rostlinach vice a vice poznatk.

20



Seznam pouzitych zkratek:

(At)CalS — (Arabidopsis thaliana) Callose synthase = kal6zasyntaza

ARAD — Arabinan Deficient
Asp = aspartik

CME - Clathrin-mediated endocytosis = klatrinem zprostfedkovana endocytéza

CMU - Cellulose synthase-microtubule uncoupling =
CC — Companion of cellulose synthase =

CSI — Cellulose synthase interacting =

CSC — Cellulose-synthase complex = celuldzasyntazovy komplex

CesA — Cellulose-synthase = celulozasyntazovy enzym A
Csl — cellulose synthase-like = celulézasyntézam podobné
CWP — Cell wall protein = Proteiny bunécné stény

Cys = cystein

ER = endoplasmatické retikulum

Fuc = fukdza

GA = Golgiho aparat

GalA — Galacturonic acid = Galakturonova kyselina
GAUT = Galakturonosyltransferaza

GDP — Guanosine diphosphate

GH = glykosidové hydrolazy

GT = glykosyltransferaza

HG = Homogalakturonan

ManS — f-mannan syntézu

MASCs — Microtubule-associated cellulose synthase
kompartmenty

RGI = Rhamnogalakturonan I

RGII = Rhamnogalakturonan II

SAM — S-adenosylmethionin

Ser = serin

SuSy = sachar6zo-syntaza

TGN — trans Golgi network = Golgiho sit’

UDP — Uridine diphosphate

UGT - UDP-glukosyl-transferaza
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XGD - Xylogalakturonan Deficient
XyG = Xyloglukan
XYL — Xylan
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