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Seznam pouzitych zkratek

AF Aktinova filamenta

ER Endoplasmatické retikulum

GA Golgiho aparat

MAP Proteiny asociované s mikrotubuly
MT Mikrotubuly

NLS Jaderny lokalizacni signal

PM Plasmaticka membrana



1. Uvod

Rostlinnd buika je velmi dynamicka struktura s nepfebernym mnozstvim
bunéénych procesti, na nichz se velkou mérou podili mikrotubuldrni cytoskelet. Jde
napiiklad o intracelularni transport, bunécné déleni, bunécny rist ¢i signalizaci.
Mikrotubuly (MT) jsou polymery o- a p-tubulinu, prochazejici procesy ristu
(polymerizace), kraceni (depolymerizace) ¢i stavy, kdy neprobiha polymerizace ani
depolymerizace. Souhmné se tyto MT aktivity nazyvaji dynamicka nestabilita (Galjart et
al., 2003; Howard a Hyman, 2003). Tato obecné pro cytoskelet charakteristickd vlastnost
umoznuje v zavislosti na fazi bunécného cyklu, vnéjSich ¢i hormondlnich signalech
rozséahlé prestavby MT. MT tvoii v rostlinné buiice Ctyii zékladni struktury, z nichz jsou tfi
rostlinné specifické, a to kortikalni MT, preprofazovy prstenec a fragmoplast. Interfazni
kortikalni MT jsou v blizkém kontaktu s plasmatickou membranou (PM), jsou vysoce
dynamické a dulezité predev§im pro spravnou bunéénou morfogenezi (Wasteneys a Fujita,
20006). Pied vstupem buniky do procesu mitotického déleni vznika preprofazovy prstenec,
ktery znaci prostor, kde vznikne budouci bunééné deska. Preprofazovy prstenec pietrvava
jeste behem profaze, s rozpadem jaderného obalu mizi. Béhem telofaze vznika mezi dvéma
dcefinymi jadry fragmoplast, ktery je tvofen MT slouzicimi jako ,koleje* pro vacky
odvozené z Golgiho aparatu, obsahujici material pro sestaveni nové bunécné stény.

Proteiny asociované s mikrotubuly (MAP) se tcastni regulace struktury a dynamiky
MT. Strukturni MAP proteiny svazkuji MT pomoci mustkil, jsou vyznamné pro spravny
pribéh bunécného déleni a bunécného ristu, spravné sestaveni mitotického aparatu, jiné
spojuji MT s riznymi bunécnymi strukturami, jako je PM, aktinova filamenta (AF), vacky,
endoplasmatické retikulum (ER), organely. MAP ovlivitujici MT dynamiku upravuji
rovnovahu mezi pfirGstanim a zkracovanim jednotlivych MT vlaken, obecné spiSe

podporuji polymerizaci a stabilizaci MT a omezuji tak frekvence katastrof.

2. Abstrakt a klicova slova

Mikrotubuly (MT) jsou jednou ze zékladnich bunécnych struktur. Jejich vlastnosti a

funkce jsou ovliviilovany a modifikovany dalSimi proteiny, které mtizeme zahrnout do



skupiny proteinti asociovanych s mikrotubuly (MAPs, microtubule-associated proteins).
Vyzkum MAP a jejich riznorodych funkci se v poslednich letech prudce rozviji. Nékteré
MAP ovlivituji dynamiku MT, jiné maji spiSe strukturni funkci - propojuji jednotliva MT
vlakna s rozliénymi bunéCnymi strukturami, jako jsou ostatni MT, proteiny, organely,
aktinovy cytoskelet ¢i plasmatickd membrana. Mnoho popsanych MAP proteini ma
homology v ramci celé eukaryotické fiSe, ptikladem je rodina MAP65 nebo EB1 (END
BINDING 1), je proto zajimavé sledovat, zda a jak se rostlinné MAP svymi funkcemi lisi
od svych zivocisnych homologli. Na druhou stranu jsou popsany také rostlinné specifické
MAP s unikatnimi funkcemi v rostlinné buiice, naptiklad ATKS ¢i SPR1 (SPIRAL 1).

Tato bakalaiska prace je literarni reSersi, jejimz cilem je zpracovat piehled
rostlinnych MAP, charakterizovat je a popsat, pokud jsou znamy, jejich funkce z hlediska

buiiky i celého rostlinného organismu.

Klicova slova: cytoskelet, mikrotubuly, proteiny asociované s mikrotubuly, rostlinna

burka, rist a vyvoj

3. Abstract and key words

MTs are one of the basic cellular protein structure. Their features and function are
influenced and modified by group of other proteins, i.e. microtubule-associated proteins
(MAPs). In the last decades, an extensive research on MAPs and their wide range of
functions has been carried out. Therefore we are aware of the involvement of some of the
MAPs in MT dynamics, other have been shown to have rather structural function. They
bundle MTs with various cell structures, such as the other MTs, proteins, organelles, actin
cytoskeleton or plasma membrane. Many described MAPs are homologous in the whole
eukaryotic domain, for example MAP65 or EB1 (END BINDING 1) family, therefore it is
interesting to follow if and how the functions of plant MAPs differ from their animal
counterparts. On the other hand, there are many specific MAPs with unique functions in
plants, e.g. ATKS or SPR1 (SPIRAL 1).

This Bachelor thesis is a survey on current knowledge of plant MAPs and it makes

an effort to present their characteristic and functions in plant cell and organism.



Key words: cytoskeleton, microtubules, microtubule-associated proteins, plant cell,

growth and development

4. Mikrotubuly a rostlinné MAP

MT spolu s aktinovymi filamenty (AF) tvoii v bunice hustou a dynamickou sit’
zodpovédnou za morfogenezi, transport, signalizaci, déleni bunky a dalsi dilezité procesy.
Mikrotubuly jsou proteinové tubularni struktury o primeéru 25 nm vznikajici polymeraci o-
a B-tubulinu. Jednotlivé mikrotubuly jsou tvofeny 13 protofilamenty se stfidajicimi se a- a
B-podjednotkami. In vitro se pii vysokych koncentracich tubulinu mikrotubuly tvofi
spontann¢, bez pomoci dalSich proteinti. /n vivo je vSak k nukleaci, dynamické nestabilité a
dalS$im procesim souvisejicim s MT potieba specialnich proteinii, souhrnné nazyvanych
MAP proteiny (microtubule associated proteins, proteiny asociované s mikrotubuly). MAP
jsou charakterizované jako proteiny schopné piimé vazby na MT, bez ucasti dalSich
interak¢nich partnerd (Hamada et al., 2007; Kaloriti et al., 2009). MAP hraji dilezitou roli
pti kontrole MT dynamiky, MT organizace a jsou zahrnuty v regulaci bunééného déleni a
rastu (Sedbrook et al., 2004). Mutace MAP proteini negativn¢ ovliviiuji chovani MT a
vedou tak k naruseni bunécné morfogeneze a k abnormalnimu vyvoji rostlinnych organt.
U Arabidopsis thaliana bylo celkové popsano nepfeberné mnozstvi mutantii a jak se
ukazuje, mnoho defektd je zplisobeno pravé mutaci nékterého MAP proteinu. MAP
muzeme podle funkce rozdé€lit do riznych skupin, ve své praci rozliSuji strukturni MAP,

+TIP, motorové MAP a MAP v nukleacnim komplexu.

4.1 Rostlinné MAP

MAPG65 proteiny jsou vyznamné stabilizatory MT cytoskeletu, svazkuji MT pomoci
mustkd béhem celého bunééného cyklu (Jiang a Sonobe, 1993; Smertenko et al., 2000,
2004; Van Damme et al., 2004a, 2004b; Mao et al., 2005). Stejné tak u nové objeveného
proteinu WAVE-DAMPENED 2 (WVD2) bylo prokdzano svazkovani MT (Perrin et al.,
2007). Velmi dtlezitou funkci pro bunééné déleni zastava i protein TANGLED 1 (TAN1),
ktery je zodpovédny za spravné umisténi fragmoplastu (Smith ez al., 2001). Fosfolipaza D6
spojuje kortikalni MT s plasmatickou membranou (Gardiner et al., 2001). Existuje také

nékolik proteint spojujici MT a AF a v budoucnu budou jisté nalezeny i dalsi takovéto



MAP proteiny. MAP proteinii §tépicich MT je u rostlin zndmo jen minimum. Jde
predevsim o kataniny, které jsou schopné oddélit MT od nuklea¢niho mista a vyvolat tak
depolymerizaci MT na minus konci (Ehrhardt et al., 2006; Stoppin-Mellet et al., 2006).
Vyse zminéné MAP muzeme zafadit mezi strukturni MAP z divodu jejich vlivu na
celkovou bunécnou morfogenezi.

+TIP (+tip interacting proteins) jsou MAP proteiny vazici se preferencné na plus
konce MT a ovliviiyjici spiSe dynamiku jednotlivych MT. U +TIP se vyskytuji Casté
homologie s proteiny vazanymi na plus konec MT v ramci eukaryot, ale na druhou stranu
byly nalezeny také rostlinné specifické +TIP.

Kinesiny pfedstavuji jediné znamé rostlinné motorové MAP. Prepravuji rizné
bunééné ndklady a zastdvaji dalsi funkce souvisejici naptiklad s bunéénym délenim.
V genomu Arabidopsis thaliana je kédovano 61 kinesinti (shrnuto v Hamada et al., 2007).
Muzeme se ptat, pro¢ rostlina potfebuje pro sviij zivot takové mnozstvi kinesini. Mezi
hlavni dGvody jisté patii pfisedlost rostlin a nemoznost uniknout vnéjs$im strestim, kinesiny
se tak zfejm¢ ucastni obrannych odpovédi rostlin. Dal§im divodem je pfitomnost mnoha
nejruznéjSich bunéénych typti v rostlinném téle, napt. trichomt, pylovych lacek, bunék
cévnich svazkl nebo kofenovych vlaskl, na jejichz morfogenezi se kinesiny aktivné
podileji.

O MAP vyskytujicich se v nukleatnim komlexu bylo publikovano minimum

informaci, dalsi studie jsou proto nezbytné.

5. Strukturni MAP
5.1 MAP svazkujici MT

5.1.1 MAP65

MAPG65 jsou jedny z nejlépe prostudovanych rostlinnych MAP proteintl, jedna se
také o jednu z nejbohatSich proteinovych rodin vazicich MT. Mezi jeji Cleny patii proteiny
o molekularni hmotnosti v rozmezi 54 az 65 kDa (Jiang a Sonobe, 1993; Chan et al.,
1999). MAP65 byly poprvé objeveny v bunkach tabaku (Nicotiana tabacum) (Jiang a
Sonobe, 1993), jejich homology byly popsany téz v bunkach mrkve (Daucus carota) (Chan
et al., 1996), Arabidopsis thaliana (Smertenko et al., 2000), Zinnia elegans (Mao et al.,
2006). V genomu Arabidopsis thaliana je kodovano 9 izoforem MAP65 se sekvenéni
aminokyselinovou identitou v rozmezi od 28 do 79% (Hussey et al., 2002). I ptes vysokou

homologii sekvencnich motivii maji jednotlivé izoformy v rostlinnych bunikach odlisnou
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funkci (Van Damme et al., 2004). Dnes mizeme MAP65 proteiny zahrnout do rodiny
MAP65/Aselp/PRCI1, jejiz ¢lenové se pravdépodobné vyskytuji u vSech eukaryot.
Sekvencni identita kvasinkového (Saccharomyces cerevisiae) Aselp a lidského PRCI1
s NtMAP65-1a se odhaduje zhruba na 16% a 18% (shrnuto v Hussey et al., 2002).

MAPG65 tvoii mistky mezi jednotlivymi kortikalnimi MT a MT preprofazového
prstence a tim tyto MT stabilizuji (Jiang a Sonobe, 1993). Jsou nezbytné pro spravné
formovani vieténka a fragmoplastu (Smertenko et al., 2000, 2004; Van Damme et al.,
2004; Mao et al., 2005a). Diky své schopnosti stabilizace MT miizeme MAP65 povazovat
za hlavni faktory ovliviiyjici vznik mitotickych struktur a spravny pribéh cytokineze.
Samotna interakce MAP65 s MT je velmi dynamickd, cozZ ma spolecn¢ s tvorbou mustkil
velky vyznam pfi reorganizacich MT béhem mitdzy. Funkce ¢lenti rodiny MAP65 jsou

popsany nize.

5.1.1.1 MAP65-1

MAPG65-1 se v rostlinnych bunikach vaze na kortikalni MT, MT preprofazového
prstence, vieténka a fragmoplastu. Pomoci 25 nm mustkd stabilizuje MT struktury
nezbytné pro spravny prubeh mitézy a cytokineze (Van Damme et al., 2004, Mao et al.,
2005, Smertenko et al., 2006). Podle Gaillarda et al. (2008) se AtMAP65-1 vaze na MT
vlakno ve formé monomeru, Smertenko et al. (2004) ovSem uvadi, ze se AtMAP65-1
vyskytuje jako homodimer, pficemz C-konec se pfimo vaze na pfilehlé MT vlakno a N-
konec je zodpovédny za interakci s partnerskym MAP65-1. C-konec se skladd ze dvou
oblasti. Sekvence jedné z téchto oblasti je evoluéné konzervovana u vSech ¢lend rodiny
Aselp/PRC1/MAP65 (Schuyler et al., 2003), zatimco druhd oblast obsahuje motivy
fosforylovatelné nejrtiznéjSimi kindzami (Sasabe et al., 2006; Smertenko et al., 2006).
Prestoze se AtMAP65-1 exprimuje v buitkach po cely bunécny cyklus, béhem profaze a
metafaze je neaktivni. Jeho aktivita tedy musi byt posttranskripéné regulovana a
kontrolovana. Z vysledki Smertenka et al. (2006) a Sasabe et al. (2006) vyplyva, ze
AtMAP65-1 je posttranskripéné inhibovan fosforylaci. Hyperfosforylace inhibuje vazbu
MAP65-1 na MT. Navic se zd4, ze fosforylace také kontroluje spravnou lokalizaci
MAP65-1 ve stiedu buiiky. Kdyz byla v bunikach suspenzni kultury Arabidopsis thaliana
exprimovana nefosforylovatelnd forma AtMAPG65-1, dochazelo béhem metafaze
k velkému nahromadéni MT vroviné vieténka a tim byl nastup anafaze opozdén

(Smertenko et al., 2006).
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U tabaku byla popsana funkce MAP65-1 ve zvyseni odolnosti MT vici chladu, MT
drogam a stabilizaci MT svazkl vii¢i ptsobeni kataninu, proteinu §tépiciho MT (Meng et
al., 2010). NtMAP65-1 ma na rozdil od svého homologu v Arabidopsis pozitivni vliv na
polymerizaci tubulinu, ale samotnou polymerizaci zfejm¢ nezahajuje (Smertenko et al.,

2000).

5.1.1.2 MAP65-2

Aminokyselinové sekvenéni podobnost AtMAP65-2 s AtMAP65-1 je 82% (Hussey
et al., 2002). Podle Li et al. (2009) se MAP65-2 vaze na MT v pribéhu celého bunééného
cyklu, velmi silné stabilizuje kortikalni MT proti ¢inktim chladu a také mikrotubularnim
drogam, konkrétné propyzamidu. Zaroven také podporuje svazkovani MT pomoci mustka
a tim stabilizaci MT. Spolecné s AtMAP65-1 se podili na spravném sestaveni vieténka a

regulaci cytokineze.

5.1.1.3 MAP65-3/PLE

AtMAP65-3/PLE (PLEIADE) se nevyskytuje v buiice béhem interfaze. V profazi,
metafazi a Casné anafazi neni protein vazany na MT, nicméné v cytoplasmé je pfitomny.
Vazba AtMAP65-3 na MT se uskutectiuje az v pozdni anafazi a pretrvava béhem
formovani fragmoplastu, pro jehoz tvorbu a integritu je aktivita tohoto proteinu nezbytna
(Miiller et al., 2004). Na rozdil od AtMAP65-1 je obrat AtMAP65-3 v buiice pomalejsi,
coz sveédCi o vyssi afinite¢ AtMAP65-3 k MT ve fragmoplastu a doklada rozdilnost funkci
obou MAP65 (Smertenko et al., 2008). Lokalizace AtMAP65-3 vypovida o jeho vyznamu
pro bunécné déleni, ne vSak pro samotny bunécny rust.

Mutace v AtMAP65-3/PLE je zplisobena recesivnimi alelami ple a vyznacuje se
zvétSenymi kofenovymi bunikami s nedokonCenymi bunéénymi sténami, vzniklymi
v disledku dezorganizace fragmoplastu a naruSeni cytokineze. Samotny defekt u ple
mutanta je zpisoben snizenou schopnosti vazby AtMAP65-3 na MT. Mutanti nemaji
narusenou karyokinezi, protoze samotny protein neni béhem metafaze aktivni a rozdé€leni
jédra tudiz neovliviiuje. Je zajimavé, ze ackoliv je AtMAP65-3 exprimovan ve vSech
rostlinnych organech, defekty v cytokinezi se projevuji pouze v kotfeni. Mizeme se tedy
domnivat, ze funkce AtMAP65-3 v jinych rostlinnych organech je vykondvéana jinym
proteinem (Miiller ef al., 2004).

11



5.1.1.4 MAP65-4

U Arabidopsis dosahuje MAP65-4 nejvyssi hladiny exprese béhem mitézy (Van
Damme et al., 2004), kdy se v profazi vaze na MT perinuklearniho prostoru (Obrazek 5.1)
Poté se jeho koncentrace zvySuje na protilehlych podlech jadra, kde vznikne budouci
vieténko. Je pravdépodobné, ze diky této specifické lokalizaci se AtMAP65-4 podili na
spravném umisténi mitotického vieténka. Po rozpadu jaderné¢ho obalu asociuje AtMAP65-
4 sMT, které pronikaji do jaderného prostoru. Od prometafaze do anafaze vaze
kinetochorové MT (Fache et al., 2010). Podle poslednich vyzkumi se béhem prometafaze
AtMAP65-4 ucastni spojeni MT a kinetochorti pomoci procesu ,,najdi a zachyt™, ktery je
bézny u zivocisnych bunék. Na MT preprofazniho prstence ani na kortikalni MT se protein
nevaze. Od anafaze se koncentrace proteinu velmi vyrazné snizuje, zfejmé dochazi k jeho
proteolytické degradaci (Fache et al., 2010).

In vitro AtMAP65-4 svazkuje MT pomoci mistki. Mustky jsou na rozdil od
AtMAP65-1/AtMAPG65-5 kratsi, prestoze molekularni hmotnost proteinii je podobna.
AtMAP65-4 reguluje dynamiku jednotlivych MT vldken uvnitf svazku, a to zejména

snizenim frekvence katastrof a zvySenim frekvence zachran. Diky tomu jsou vlakna ve

svazku stabilngjsi nez jednotlivé MT a mohou se tak rozpinat dovnitf do prostoru jadra

(Fache et al., 2010).

Obrizek 5.1 Dvojité znaceni tabakovych BY-2 bunék produkujicich (exprimujicich) MAP65-
4-GFP a RFP-TUAG6. YV profaznich buiikich se MAP65-4-GFP silné vaze na MT
perinuklearniho prostoru (builka nahote vlevo). V interfiznich buiikich MAP65-4-GFP
neasociuje s kortikalnimi MT (buiika dole vpravo) (prevzato z Fache et al., 2010).
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5.1.1.5 MAP65-5

Protein se stejn¢ jako MAP65-1 vaze na kortikalni MT, fragmoplast a preprofazni
prstenec u Arabidopsis, ale na rozdil od MAP65-1 také na profazni vieténko (Gaillard et
al., 2008). Jeho funkci je MT svazkovani pomoci mistkl, kratSich nez u AtMAP65-1.
AtMAP65-5 se vaze na MT vpodobé monomert (Gaillard et al, 2008). Vazba
AtMAP65-5 na MT také pozitivné ovliviluje navazani monomerniho AtMAP65-1. Obé
dveé zminéné formy MAP65 podporuji svazkovani antiparalelnich MT. Jakym zpisobem je
antiparalelni orientace MT regulovana, jesté neni zcela jasné. AtMAP65-5 ma také

pozitivni vliv na polymerizaci MT (Smertenko, et al., 2008).

5.1.1.6 MAP65-6

Diky AtMAP65-6 vznikaji v buiikdch rozsahlé mikrotubularni sit€¢ (mesh like
structure). Takto propojené MT jsou odolné viici vyssim koncentracim NaCl. MAP65-6 se
vyskytuje predevsim v okoli mitochondrii a zprostiedkovava vazbu mezi kortikalnimi MT
a mitochondriemi (Mao et al., 2005). Pohyb samotnych mitochondrii je sice vykonavan
pomoci motorovych proteinti po F-aktinu, avsak na jejich umisténi v cytoplasmé se podili i

MT (Van Gestel et al., 2002), ziejmé za pomoci MAP65-6.

5.1.1.7 Ostatni rostlinné homology MAP65

Rodina MAP65 je nejbohatsi skupinou MAP. Kazdym rokem ptibyvaji nové studie
zabyvajici se jednotlivymi rostlinnymi MAP65, pfesto u nékterych izoforem jejich detailni
funkéni analyza chybi. Smertenko et al. (2008) uvadi, ze MAP65-8 ani MAP65-9
neasociuje s MT. Duvodem je specificka lokalizace obou MAP65 v rostlinnych
organismech. MAP65-9 se vyskytuje pouze v butikach ty¢inek a pylu, stejné vysvétleni je
pravdépodobné i pro MAP65-8.
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5.1.2 WAVE-DAMPENED 2 (WVD2)

WVD?2 je 23 kDa MAP, vazici se na kortikalni MT a zifejmé k politm mitotického
vieténka, in vitro bylo v ptitomnosti WVD2 pozorovano také svazkovani MT (Perrin ef al.,
2007). Arabidopsis mutanti wave-dampened 2-1 se zvysenou expresi WVD2 jsou nizsiho
vzristu, maji uzké organy, pravotocivé koteny a hypokotyl, redukované kotenové vlasky
(Yuen et al., 2003; Perrin et al, 2007). Tyto defekty jsou zpisobeny poruchami pti
svazkovani kortikalnich MT a rastem Sikmych MT v prodluzujicich se buitkach. MiZeme
tedy predpokladat, ze WVD2 ma vliv na regulaci anizotropniho bunééného ristu behem

vyvoje organd.

5.2 TANGLED 1 (TAN1)

Gen Tanl je exprimovan v délicich se bunkach, koduje MT-vazebny protein, ktery
kontroluje spravnou orientaci cytoskeletalnich struktur (Smith et al, 2001). Vyzkumy
v bunkach Arabidopsis prokéazaly, ze TANI asociuje s preprofdzovym prstencem a na
stejném misté zstava i po jeho rozpadu az do vzniku fragmoplastu. Umisténi TAN1 do
oblasti preprofazového prstence je zavislé na MT a kinesinech POK1/2, které ziejmeé
TANI prenasi jako ndklad. Ze skute¢nosti, ze TAN1 zGstava v mist¢ budouciho napojeni
nové vzniklé bunécné stény na stavajici i po rozpadu preprofazového prstence, vyplyva, ze
pritomnost TAN1 je v téchto fazich bunééného cyklu nezavislda na MT a ze TANI je
ziejm¢e asociovany s PM prostfednictvim dosud neznamého transmembranového proteinu.
Funkci TAN1 je navadét vznikajici fragmoplast do oblasti predchozi lokalizace
preprofazového prstence. AvSak mechanismus, ktery je zodpovédny za interakci TANI1

a fragmoplastu, neni znam (Walker et al., 2007).

5.3 HSP90

Protein teplotniho Soku 90 (heat-shock protein 90, HSP90) interaguje v rostlinnych
buiikach s tubulinovymi dimery prostfednictvim o-tubulinu, dale s kortikalnimi MT,
preprofazovym prstencem a s fragmoplastem (PetraSek et al., 1998). Predpoklada se, ze se

HSP90 podili na nukleaci MT v rostlinné bunice (Krtkova, ustni sdéleni).
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5.4 MAP propojujici MT a plasmatickou membranu

JiZz pomoci elektronové mikroskopie byly objeveny miustky spojujici kortikalni MT
s plasmatickou membranou (Hardham a Gunning 1978). Ale az roku 1996 purifikoval
Marc et al. 90 kDa tubulin-vazebny protein propojujici plasmatickou membranu a
kortikalni MT. Tento protein byl pozdé€ji oznacen za PLD o (fosfolipaza D o) (Gardiner et
al., 2001).

PLD hydrolyzuje strukturni fosfolipidy za vzniku fosfatidovych kyselin a
hydrofilnich skupin, napfiklad cholinu. Genom Arabidopsis thaliana obsahuje 12 gent
koédujicich PLD, ztoho 10 jich je rostlinné specifickych (shrnuto v Dhonukshe et al.,
2003). PLD vaze jak kortikalni MT, tak plasmatickou membranu (Gardiner et al., 2001),
jedna se tedy o prvni dolozeny MAP, propojujici tyto dvé bunétné struktury ziejmé na
zakladé komplexu PLD s fosfatidovymi kyselinami PM (Dhonukshe et al., 2003). Podle
Dhonukshe ef al. (2003) se kortikalni MT po ptidani PLD aktivatort (naptiklad n-butanol,
mastoparan, rizné stresy i xylanazy) c¢astecné oddeluji od plasmatické membrany, z ¢ehoz
vyplyva, ze aktivace PLD zpusobuje reorganizace kortikalnich MT. Hirase et al. (2006)
namita, ze pouzivané¢ PLD aktivatory nejsou specifické k funkci PLD, vyvolavaji v buiice
mnoho riznych procestl, které mohou jeji chovani ovlivnit. PLD zistava pfesto jedinym
znamym MAP proteinem zprostiedkovavajicim interakci mezi plasmatickou membranou a

kortikalnimi MT.

5.5 MAP spojujici MT a AF

Dosud nejvice popsanych a zhodnocenych proteini spojujicich MT a aktinova
filamenta (AF) je pfevazné u kvasinek, hlistic, hmyzu a jinych Zivocisnych bunék.
Vyzkum u rostlin v tomto sméru zaostava, ale i zde piibyvaji stale nové studie zabyvajici
se touto problematikou. AF a MT spolu v rostlinné bunice spolupracuji predev§im béhem
intracelularnich transporti a formovani mitotického a cytokinetického aparatu, coz je
esencidlni pro spravny bunécny rust a bunécné déleni. Proteiny zajist'ujici pfimé interakce
mezi obéma typy cytoskeletalnich vlaken jsou pro vySe zminéné procesy nezbytné. Béhem
intracelularniho transportu zajistuje aktinovy cytoskelet pohyblivost organel, kdezto
mikrotubularni cytoskelet se stard o umisténi organel, pfedevsim prostfednictvim kinesinti

(shrnuto v Petrasek a Schwarzerova, 2009).
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5.5.1 Forminy

Forminy jsou aktin vazebné proteiny, které maji schopnost nukleovat, Stépit,
prodluzovat ¢i svazkovat F-aktin (polymerovana aktinova filamenta). Mnohé studie
prokazaly, ze forminy dokazi regulovat také organizaci a stabilitu MT u ZivocCichii a
kvasinek (shrnuto v Li et al., 2010). V genomu Arabidopsis thaliana je kdédovano vice nez
20 forminovych izoforem a u dvou formint, konkrétné AtFH4 a AtFHI14, byly objeveny
rostlinné specifické oblasti zodpovédné za vazbu k MT (Deeks et al., 2010; Li et al.,
2010).

5.5.2 SB401

SB401 je pylové specificky protein ze Solanum berthautlii, jehoz homology byly
nalezeny pouze u Solanaceae (Liu et al., 1997). In vitro vaze a svazkuje taxolem
stabilizované MT pomoci 6 nm mustkli a podporuje polymerizaci tubulinu. Navic bylo
zjisténo, ze dokaze vazat a svazkovat také AF, a piedpoklada se, ze propojuje MT a AF
zatim neznadmym regula¢nim mechanismem (Huang et al., 2007). V pfitomnosti MT i AF
se SB401 preferenéné vaze na MT (Huang et al., 2007; Liu et al., 2009), coz mize byt
ovlivnéno fosforylaci SB401. Fosforylace kasein kinazou II (CKII) sniZzuje schopnost
SB401 svazkovat MT a podporovat polymerizaci tubulinu (Liu ef al., 2009), podobné jako
je to naptiklad u AtMAP65-1 (Smertenko et al., 2006). Pii ristu pylové 1acky spolu MT a
AF spolupracuji, SB401 tedy mtize regulovat jejich vzajemné spojeni a ovliviiovat tak rst

nebo pohyb organel (Huang et al., 2007).

5.5.3 Elongacni faktor 1o (EF-10)

Elongacni faktor la je vysoce konzervovany GTP vazebny protein, jehoz hlavni
funkce spocivéa ve vazbé aminoacyl-tRNA k ribosomu. EF-1a je také MAP protein, vazici
a svazkujici jak MT, tak AF. EF-1a asociuje se vS§emi MT strukturami a vaze a svazkuje
MT stabilizované taxolem. Podili se na stabilizaci MT prostiednictvim snizovani frekvenci

katastrof a zabranénim MT zkracovani (shrnuto v Gungabissoon et al., 2001). Aktivita EF-
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la je zavisla na koncentraci vapniku/kalmodulinu (Ca®"/CaM) v buiice (Moore et al.,

1998).

5.54 MAP190

MAP190 je schopny v tabakovych buiikdch BY-2 interagovat jak s MT, tak s AF.
Béhem interfaze je lokalizovan v jadfe, coz doklada pfitomnost jaderného lokaliza¢niho
signalu. Po rozpadu jaderného obalu se nachazi v mitotickém vieténku a fragmoplastu
(Igarashi et al., 2000). MT a AF spolupracuji ve fragmoplastu, kde mize byt MAP190
dalezity pro jejich vzajemnou interakci. Nicméné Igarashi et al. (2000) nevylucuje, ze

MAP190 se miize na MT ¢i AF vazat neptimo, pomoci jinych proteint.

5.6 Destabilizujici MAP

5.6.1 Kataniny

Kataniny u zivocicht a rostlin funguji jako heterodimery, slozené z 60 kDa (p60)
katalytické podjednotky a z 80 kDa (p80) regulacni podjednotky. Katalyticka podjednotka
je schopna Stépit MT za soucasné hydrolyzy ATP. Regulacni podjednotka kontroluje
aktivitu p60. U Arabidopsis je znamo mnoho rostlin mutantnich v genu pro homologa
podjednotky p60. Homology k p80 byly také nalezeny, ale jejich funkce je zatim nejasna
(shrmuto v Kaloriti et al., 2007). Z mutantnich fenotypt jsou popsany napiiklad mutanti
fragile fibre (fra2) a botero 1 (botl) s naruSenou stavbou kortikalnich MT a redukovanym
mnozstvim celuldozy v bunééné stené (Burk er al, 2001). Dal§im ptikladem muze byt
mutant erh3 s objevujicimi se kofenovymi vlasky na nepredvidatelnych mistech nebo luel
s trpaslicim vzrGstem a naruSenou biosyntézou giberelind. Z fenotypd mutantnich rostlin
muzeme piedpokladat nasledujici vyznamné funkce p60 kataninové podjednotky pro
nejriznéjsi vyvojové procesy v rostlinné burice-kontrola organizace kortikalnich MT a
bunécného ristu, vliv na slozZeni a ukladani slozek bunécné stény, vliv na rist kotenovych
vlaskt, regulace biosyntézy giberelinli a podpora depolymerizace MT vyvolana jejich

rozdélovanim (shrnuto v Kaloriti et al., 2007).
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5.6.2 MAPI18/PCaP2

5.6.2.1 MAPI18

Podle Wang et al. (2007) mizeme MAPI18 tadit mezi MT destabilizujici MAP
proteiny, a to vzhledem k jeho schopnosti inhibovat polymerizaci tubulinu. MAP18 se vaze
na kortikalni MT a je exprimovan hlavné v rostoucich buiikach, ne v buiikach délicich se,
coz svédci pro funkci MAPI18 pii determinaci ristu a morfogenezi bunky. MAP1S8 je
produkovan v koteni, kvétu, hypokotylu, déloznich listcich, ale ne v kotfenové Spicce a
zralych listech.
Rostliny transgennich linii Arabidopsis thaliana se zvySenou produkci MAPI8
m¢ély narusenou bunécnou polaritou. Buiiky kotene se kroutily doleva, buniky hypokotylu
byly zvétSené, s neusporadanymi bunécnymi sténami. Typicky lalocnaté bunky déloznich
listki zde mély téméf pravidelny obdélnikovy tvar. Ovlivnéna byla také orientace
kortikalnich MT, které se namisto transverzalniho uspotradani orientovaly Sikmo. Pii
nadbytku (zvysSené expresi) MAP18 byly MT citlivgj§i k mikrotubularnim drogam,
napfiklad k propyzamidu ¢i oryzalinu. Naopak pii eliminaci MAP18 byla prokazana vétsi
odolnost MT vici témto drogam. Defekty u rostlin se zvySenou produkei (expresi)
MAPI18 jsou dany jiz zminénou schopnosti MAP18 inhibovat polymerizaci tubulinu.
Inhibice zptsobi naruseni procesu dynamické nestability, ktery je dulezity pro spravné
uspotadani a rast kortikdlnich MT. Bunécnd morfogeneze je tak naruSena a vznikaji

abnormalni fenotypy (Wang et al., 2007).

5.6.2.2 PCaP2

Podle Kato et al. (2010) je MAP18 jednak asociovany s plasmatickou membranou,
jednak Ca®" vazebny protein, nasledn& nazvany PCaP2 (plasma membrane-associated Ca>"
-binding protein-2). Exprese probiha pouze v bunkach kotfene, hlavné v kofenovych
vlascich a v rostoucich pylovych la¢kach. Rozdilné vysledky lokalizace MAP18/PCaP2
jsou ziejmé zpusobeny vybérem odliSnych promotorti pro nasledné GUS analyzy. Kato et
al. (2010) také neprokazali, ze by se PCaP2 vazal na MT, nutno vSak podotknout, Ze pokus
s kosedimentaci MT s rekombinantnim PCaP2 autofi neprovadéli. PCaP2-GFP kontinualné
ohranicoval plasmatickou membranu, Kato et al. (2010) vsak sami uvadi, ze GFP mutze
narusovat spravné uspotradani proteinu. Tato interpretace se zda spravnd vzhledem

k vysledkim  konkuren¢ni  skupiny Wang et al (2007), ktefi pozorovali
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imunofluorescenéné¢ znacené MT a MAPIS. Takto vizualizované struktury spolu
kolokalizovaly.

V budoucnosti vzniknou jisté dalsi studie, které podpofi tu ¢i onu variantu. Pokud by se
prokézalo, ze MAP18 je skute¢né MAP protein, zafadil by se spole¢né s kataniny do zatim

malo prozkoumané skupiny destabilizujicich MAP.

5.7 Dalsi strukturni MAP

V dnesni dobé stale ptibyva novych poznatkli o mnohych dalSich strukturnich
rostlinnych MAP. Vénovat se vSem podrobné by vsak ptesahovalo rozsah mé prace. Presto
bych se jest¢ na zaver chtéla zminit o AIR9 (auxin-induced in root cultures 9), ktery se
vaze na kortikalni MT a preprofazovy prstenec, pozdéji se objevuje v cytokinezi na miste,
kde se nachazel preprofazovy prstenec a kde dochazi ke kontaktu fragmoplastu s mistem
nasledného pfipojeni nové vzniklé bunécné piepazky se stavajici bunécnou sténou
(Buschmann et al., 2006). Lokalizace AIR9 v pribéhu bunééného cyklu se podoba
lokalizaci TAN1, mizeme proto piedpokladat, ze oba MAP proteiny se ucastni navadeéni
fragmoplastu do oblasti byvalého preprofazového prstence.

Genovda rodina AtMAP70 nemd dosud zddné zndmé homology Vv
nerostlinnych eukaryotickych fiSich. Obsahuje pét AtMAP70 genl, znichz nejvice
prostudovany je AtMAP70-1. Funkce AtMAP70 proteinii dosud neni jasna, znama je
pouze vazba AtMAP70-1 ke vSem MT strukturdam vyskytujicim se v rostlinné bunce
v prubéhu bunécného cyklu a domény zodpovédné za interakci s MT (Korolev et al.,
2007).

RUNKEL (RUK) je protein se serin/treoninovou kinasovou doménou a HEAT
doménami zodpovédnymi za vazbu k MT. RUK se vaze k MT preprofazového prstence,
mitotického vieténka a fragmoplastu. Mutanti ruk u Arabidopsis maji letalni fenotypy,
narusenou organizaci fragmoplastu a tudiz deformované a nedokoncené bunécné stény. I
ptes pritomnost kinasové domény neméa RUK funkci katalytickou, ale spiSe regulacni, a to

béhem organizace MT ve fragmoplastu (Krupnova et al., 2009).
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6. +TIP

+ TIP (+tip binding proteins, proteiny vazici plus konec MT) jsou charakteristické
svou vazbou na plus konec MT, kde ovliviiuji jednak MT dynamiku a také vazbu MT
na rizné bunécné struktury, jako jsou bunééné membrany, organely, kinetochory, ostatni
MT, aktinovy cytoskelet. +TIP jsou heterogenni skupinou proteinti, které jsou schopny na
+ koncich MT tvorit velké komplexy (shrnuto v Kaloriti et al., 2007). Razné +TIP se na
MT vazou ruznymi zpusoby. Naptiklad EB1 (END BINDING 1) se vaze témét vyhradné
pfimo na MT vlakno, kdezto SPR1 (SPIRAL 1) ¢i ATKS jsou navazany na MT
prosttednictvim EB1 (Sedbrook et al., 2004; Ambrose et al., 2005). Jednotlivé interakce
mezi +TIP jsou detailngji popsany predevsim u ZivociSnych bunék. V genomu Arabidopsis
thaliana bylo objeveno nékolik homologl zivocisSnych +TIP, napiiklad EB1 (END
BINDING 1), CLASP ¢i LIS1 (LISSENCEPHALY 1) (Bisgrove et al., 2004). Ne¢které
typicky zivocisné, jako jsou CLIP-170, dynein, dynaktin, vSak u rostlin nalezeny nebyly.
Na druhou stranu maji i rostliny své specifické +TIP, které¢ se v zivocisnych bunkach
nevyskytuji, a to SPR1 (SPIRAL 1), ATKS (Sedbrook et al., 2004; Ambrose et al., 2005).
Vzhledem k absenci CLIP-170 u rostlin je zajimavé, Ze byl nalezen rostlinny CLASP, tedy
CLIP-170 asociovany protein (Gardiner a Marc, 2003). Hlavni poznatky o nejlépe

prozkoumanych rostlinnych +TIP jsou popsany v dalSich kapitolach.

6.1 EBI1 (END BINDING 1)

Prestoze se hlavni diraz klade na studium ZivocisSnych EB1, mlzeme se vzhledem
ke konzervovanosti EB1 v ramci eukaryot a dale vzhledem k povaze vSech +TIP domnivat,
ze v rostlinach budou EB1 plnit podobné funkce jako u jinych organismi. EB1 se i u
rostlin vazi na plus konec MT (Chan et al., 2003, Mathur et al., 2003), maji vliv na MT
dynamiku snizovanim frekvence katastrof (Manna et al, 2008), podporuji MT
polymerizaci (Lansbergen a Akhmanova 2006). Doklad konzervovovanosti funkci EB1
muzeme vidét na nasledujicim piiklad€. U zivocicht a hub se protein vaze nejen na plus
konce MT, ale také na centrozomy, u Dictyostelium discoideum je dokonce integralnim
slozkou centrozomu (Rehberg a Graf, 2002). Rostliny, piestoze nemaji typické zivocisné
centrozomy (jasné definovand mista nukleace), vazi EB1 k minus koncim MT, kde se

ziejme nukleacni misto vyskytuje (Chan ef al., 2003).
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6.1.1 Rostlinné homology EB1

Vyzkum EBI1 u rostlin probihd predev§im na modelové rostliné Arabidopsis
thaliana. V jejim genomu byly popsany tfi homology zivoc¢isného EBI1, a to AtEBIla,
AtEB1b, AtEBIlc, s podobnosti 36%, 38% a 35%. Stejné jako u Zivocichi obsahuji
rostlinné EB1 vysoce konzervovanou kalponinovou homologni (calponin homology, CH)
doménu na N-konci, zodpovédnou za interakci s plus konci MT. C-konec je slozeny z
coiled-coil domén, zprostredkovavajicich jednak dimerizaci EB1 monomert, a zaroven
vazebné misto pro dal$i proteiny interagujici s EB1 (shrmuto v Hamada et al, 2007;
Kaloriti et al., 2007).

EBlIc se odliSuje od vSech ostatnich zndmych EBI1 pfitomnosti jaderného
lokaliza¢niho signalu (nuclear localization signal, NLS). Tento signal se vyskytuje u
mnoha cévnatych rostlin, chybi vSak u mecha, tas, kvasinek a zZivocichii (Komaki et al.,

2010).

6.1.1.1 Lokalizace a funkce rostlinnych EB1

V rlznych rostlinnych organech se mira exprese EB1 izoforem li§i. VSechny tii
dosud znamé EB1 geny jsou u Arabidopsis exprimovany v délohach, listech, kvétech a
kotenech, EBla a EBIc navic ve stonku (Bisgrove et al., 2008). Koexprese jednotlivych
EB1 gent ve stejnych Castech rostlin znaci piekryvani funkci EB1 proteini. Na druhou
stranu se predpoklada, Ze ¢lenové EB1 rodiny ovliviiuji MT odliSnymi zpisoby, napiiklad
vyssi produkce (overexprese) EB1b vedla ke zvySeni rychlosti polymerizace MT, kdezto
nadbytek proteinu u EBla ne (Van Damme ef al., 2004b).

EBla a EBIb jsou schopny spole¢né tvofit heterodimery (Komaki et al., 2010).
Vazi se na interfazni kortikalni MT, MT preprofazniho prstence, mitotického vieténka a
fragmoplastu (Chan et al., 2003; Mathur et al., 2003, Van Damme et al., 2004a). Na plus
koncich kortikalnich MT tvofi typickou strukturu komety (Chan et al, 2003). Oba
homology se vazi také k polam vieténka, kde se koncentruji minus konce MT. Obdobn¢ u
kortikdlnich MT zna¢i EBla a EB1b mista, kterd mizeme povazovat za nukleacni. MT
z téchto pohyblivych oblasti jednak rostou a zaroven se také zkracuji (Chan et al., 2003).

Dulvod, pro¢ se EB1 nachazi v nukleac¢nich mistech, neni dosud zcela jasny. Je mozné, ze
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nuklea¢ni misto slouzi jako sklad pro EBI proteiny, které se spolecné s ristem MT
dostavaji na plus konec M T, nebo pomaha ukotvovat minus konce MT ke y-tubulinu, ktery
nukleac¢ni misto tvoti (shrnuto v Bisgrove et al., 2004). Podle Mathur et al. (2003) se EB1b
vaze k membranam endoplasmatického retikula a membranam ohrani¢ujicim chloroplasty,
mitochondrie a jadro.

Vazba EBlc na kortikalni MT je velmi slaba (Komaki et al., 2010). EBlc je diky
svému jadernému lokalizacnimu signalu lokalizovan v jadfe a vykonava ziejmé specifické
funkce, odlisné od EBla a EB1b (Dixit et al/, 2006). Protein je aktivni hlavné v ranych
fazich mitézy, jak vyplyva ze studia mutanti Arabidopsis eblc. Ackoli mutanti maji
spravné orientovany preprofazni prstenec, osa mitotického vieténka je proménliva. Pri
potlaceni exprese EB1c v bunikach tabaku se chromosomy béhem anafaze rozchéazely ¢asto
se zpozdénim. Z téchto fenotypl vyplyva, Ze se EBlc podili na spravné polarité vieténka a
v anafazi se UCastni segregace chromosomu (Komaki et al., 2010). Po dokonceni
cytokineze se EBlc zacina pfemistovat ke dvéma polim noveé vzniklych bun¢k (Van
Damme et al., 2004), mizeme tedy piedpokladat, ze EBlc hraje roli v polarizovaném
bunééném ristu. EBlc tvofi pouze homodimery, heterodimery s EBla ¢i EB1b nebyly
pozorovany (Komaki et al., 2010), coz je zajimavé vzhledem ke skutecnosti, ze EB1

proteiny jsou charakteristické pravé svymi interakcemi s mnoha dalsimi +TIP.

Mutanti jsou fertilni, maji listy, kvéty a stonky podobné tém u divokého typu.
Kotenové bunky se vSak staci doleva a vykazuji zpozdéné reakce pti kontaktu s prekazkou
a zménach sméru plsobeni gravitace. Eb/ mutanti také tvofi na svych kotenech smycky
(Obrazek 6.1), které souvisi s poruchami gravitropismu. Jak konkrétné se zapojuji EB1 do
ohybti kofenti? Zivo¢isné EB1 usnadiiuji transport proteind, jako jsou naptiklad signalni
molekuly ¢i iontové kanaly, do specifickych mist v buiice. Stejné tak se zfejmé¢ mohou
rostlinné EBI1 ucastnit transportu proteinii podilejicich se na bunécné elongaci, ktera

nasledné zpiisobi ohyb kotfene (shrnuto v Bisgrove et al., 2008).
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Obrazek 6.1 (A) Trojnasobny mutant (rostlina vlevo) tvori zatocenou smycku, divoky typ
(vpravo) nikoliv.

(B) Epidermalni buiiky ve smycce u koiene trojnasobného mutanta jsou

stocené doleva (prevzato z Bisgrove et al., 2008).

6.2 CLASP

Genom Arabidopsis obsahuje dosud jediny nalezeny CLASP (CLIP-170 asociovany
protein) gen o velikosti 158 kDa, ptestoze samotny CLIP-170 u rostlin nebyl nalezen
(Gardiner a Marc, 2003). Ackoliv obsahuje rostlinny CLASP N-koncové TOG domény, C-
koncové MAST domény a opakujici se HEAT motivy stejné jako zivocisné a kvasinkové
CLASP, homologie neni ptili§ vysoka (Gardiner a Marc, 2003; Ambrose ef al., 2007; Kirik
et al., 2007) a funkce CLASP se ziejmé u riznych organismi lisi, coz konkrétn€ u rostlin
muze byt dano i neptitomnosti vazebného partnera, CLIP-170. Pouze na plus konci MT se
CLASP u rostlin vyskytuje jen pfi nizkych hladiniach své exprese, pfi primérnych a
vyssich hladinach byla prokazana lokalizace také podél kortikalnich MT (Ambrose et al.,
2007, 2008; Kirik et al., 2007). Podle Kirik et al. (2007) je lokalizace AtCLASP podél
kortikalnich MT déana tim, ze CLASP zprostfedkovava vazbu MT s plasmatickou
membranou a tato spojeni se nemusi vyskytovat jen na plus konci MT. Pfi overexpresi
CLASP dochézi k MT svazkovani, nikoliv vSak prostiednictvim mustkt, ale v disledku
silné stabilizace +konct kortikalnich MT (Ambrose et al., 2007; Kirik et al., 2007). Na
rozdil od zivocisnych a kvasinkovych homologii CLASP, které se vazi na MT jednak

pfimo, ale také prostfednictvim EBI1, rostlinny CLASP s EB1 neasociuje a k plus konci
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MT se tedy ziejme vaze piimo, nebo jinym, dosud neznamym zpusobem (Kirik et al.,
2007).

Vyznamnou roli hraje CLASP béhem bunééné morfogeneze, kdy ovliviiuje
kortikdlni MT, které urcuji ukladani celulozovych mikrofibril v bunééné sténé. Dokladem
jsou clasp mutanti s tvarovymi defekty jak v bunkach kotfene, tak v epidermalnich
bunkach, trichomech nebo buiikach hypokotylu (Ambrose et al., 2007; Kirik et al., 2007).

Arabidopsis clasp-1 mutanti jsou trpasliciho vzristu, maji men$i pocet MT
polymerti, narusenou stavbu preprofazniho prstence, mitotického vieténka a fragmoplastu,
jsou citlivi k MT drogam (Ambrose et al., 2007; Kirik et al., 2007). Tyto defekty, a¢ mensi
nez u zivociSnych bunck, vedou k pfedpokladu, ze CLASP ovliviiuje nejen bunécny rast,
ale také bunécéné déleni. Mitotické vieténko a fragmoplast jsou u mutantd mensi a uzsi
(Ambrose et al., 2007), pticemz muzeme vyloucit, Ze diivodem je mensi velikost bunky.
Bylo totiz prokdzano, ze neexistuje korelace mezi velikosti bunék v kofenové Spicce

Arabidopsis a velikosti mitotickych struktur (Kawamura et al., 2006).

6.3 MAP215/Disl a jeho rostlinné homology

Rodina MAP215/Disl je vysoce konzervovand u vSech eukaryot a mezi jeji
zastupce muzeme zatadit naptiklad XMAP215 z Xenopus laevis, Stu2 ze Saccharomyces
cerevisiae, savéi TOG nebo rostlinny MOR1/GEM1 a TMBP200. Zivo&isné i rostlinné
MAP215/Disl maji velmi podobné biochemické vlastnosti a konzervované
aminokyselinové sekvence, z ¢ehoz Ize soudit, Ze sdili obecny MT regulacni mechanismus.
Rodina MAP215/Disl reguluje MT stabilitu, kontroluje délku MT pomoci aktivace
dynamické nestability, podporuje polymerizaci tubulinu, hraje dtlezitou roli pfi bunééném

déleni a morfogenezi (shrnuto v Hamada et al., 2007).

6.3.1 Rostlinné homology MAP215/Dis1

MORI1 je homolog XMAP215 purifikovany z Arabidopsis thaliana, obsahuje
nékolik opakovanych HEAT motivii zprostiedkovavajicich proteinové interakce, coiled
coil domény zodpovédné za interakce s MT, jaderny lokaliza¢ni signal a také

transmembranové helixy (Whittington et al., 2001). Z BY-2 bun¢k tabaku byl purifikovan
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TMBP200 (Yasuhara et al., 2002; Hamada et al., 2004), jehoz struktura a funkce jsou
podobné MORI1 u Arabidopsis. MORI1/TMBP200 se v rostlinné buiice vyskytuje
v prib&hu celého bunécného cyklu a vaze se ke vSem MT strukturam, tedy ke kortikalnim
MT, MT preprofazového prstence, mitotického vieténka a fragmoplastu. Navazany na plus
koncich MT podporuje polymerizaci tubulinu, stabilizuje plus konce MT a pisobi
pozitivné na jejich prodluzovani (Whittington et al., 2001; Twell et al., 2002; Hamada et
al., 2004). Na druhou stranu Kawamura et al. (2006) pozorovali, ze MOR1 se nevaze na
plus konce MT, béhem vsech fazi bunééného cyklu se MORI1 vazal podél celych MT.
Rozdilné vysledky lokalizace MOR1 mohou byt zplsobeny vyuzitim riznych protilatek.
Pii lokalizaci MORI1 k plus konci MT se protilatky vazaly na C-koncovy fragment
polypeptidu, kdezto Kawamura et al. (2006) vyuzivali protilatku vazajici se na N-
koncovou ¢ast MORI.

Mutantni rostliny morl maji substitu¢ni aminokyselinové zamény v N-koncové
HEAT domén¢ (Kawamura et al., 2006). Morl jsou teplotné senzitivni, pii teploté vyssi
nez 29°C maji zakrsly rust, narusenou polaritu kofenovych vlaskd, levotoCivé organy a
netvoii kvéty. Nejvic poSkozené jsou u mutantd kortikdlni MT, které jsou zkracené,
neorganizované (Whittington et al., 2001; Twell et al., 2002). Kawamura et al. (2006)
zjistili, ze MORI1 je u mutantnich rostlin vazan na MT, pfestoze je v dusledku restriktivni
teploty (29°C) nemize ovliviiovat. Mutace tedy nema vliv na vazbu MOR1 k MT. U mori
jsou ovlivnény nejen kortikalni MT, ale také preprofazni prstenec, mitotické vieténko a
fragmoplast. Pti vyssi teploté bylo vieténko a fragmoplast vyrazné krat$i nez u divokého
typu (Kawamura et al., 2006). Narusené mitotické struktury ovliviiuji celé bunécné dé€leni,
naruseni cytokineze ma za nasledek nedokoncené bunécné desky, stejné tak jsou naruSené
bunécné stény (Twell ef al., 2002; Kawamura et al., 2006). Podle Kawamura a Wasteneys
(2008) maji plus konce MT pii restriktivni teploté niz§i dynamiku a redukovany rast,
MORI1 se tedy mize podilet na polymerizaci plus konci MT. Pfi vyssi teploté byla také
zaznamenana mensi schopnost MT asociovat s EB1. Podobné fenotypy jako u morl byly

objeveny i u tabakovych TMBP200 RNAI linii (Oh ef al., 2010).

6.4 SPRI1

SPR1 (SPIRALL) je rostlinné specificky MAP o velikosti 12 kDa, vaze se k plus

koncim kortikdlnich MT, MT preprofazového prstence, mitotického vieténka a
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fragmoplastu a vyskytuje se také podél endomembran (Nakajima et al., 2004; Sedbrook et
al., 2004). Podle Sedbrook er al. (2004) je vazba SPR1 na plus konce MT
zprostfedkovavana jinym, dosud nezndmym proteinem. Kaloriti et al. (2007) se domniva,
ze SPR1 soutézi s EB1 o vazebné misto na MT a oba se tak podili na smérovaném
bunécném rlstu. V genomu Arabidopsis thaliana je koédovano Sest homologli SPRI1,
vSechny homology maji vysokou sekvencni podobnost (Nakajima et al., 2004; Sedbrook et
al., 2004).

Mutanti sprl u Arabidopsis maji narusenou orientaci kortikalnich MT, redukovany
anizotropni rist a buiikky hypokotylu a kofene se stac¢i doprava (Furutani et al, 2000;
Nakajima et al., 2004). Jak pitesn¢ SPR1 ovliviluje MT dynamiku a cely bunécny riist, je
zatim nejasné, predstavu si muzeme udélat pouze zchovani mutantnich rostlin. Lze
predpokladat, ze SPR1 u MT v mitotickém vfeténku a fragmoplastu neni esencialni,
protoze mutantni rostliny v tomto ohledu nevykazuji defekty. Naruseni kortikdlnich MT a
anizotropniho ristu u mutantd vede k domnénce, ze SPR1 ovliviiuje proces dynamické
nestability, navadéni MT a muze také propojovat +TIP na plus koncich MT (Sedbrook et
al., 2004). Je zajimavé, ze po pfidani MT depolymerizujicich drog, propyzamidu c¢i
oryzalinu, a MT stabilizujici drogy, taxolu, se defekty u spr/ mutantii potlacuji a rostliny
se staci doleva (Furutani et al., 2000; Sedbrook et al., 2004). Vzhledem k protichtidnosti
vlivu obou dvou typt drog na MT stabilizaci Ize predpokladat, ze pficina stacivosti bude

komplikovanéjsi, nez pouha de/stabilizace MT (Sedbrook ef al., 2004).

6.5 SPR2

SPR2 (SPIRAL2) ma podobny vliv na MT jako SPRI1, ale vyuziva k jejich
ovliviiovani ziejme jiné mechanismy (Furutani ef al., 2000). SPR2 je rostlinné specificky,
94 kDa MAP, obsahujici zejména na svém N-konci HEAT opakované motivy, stejn¢ jako
MORI1 ¢i CLASP (shrnuto v Yao et al., 2008). SPR2 je alelicky k dvéma klasickym
mutantim s to¢ivymi fenotypy, a to k fortifolial a convoluta. Mutanti spr2 vykazuji
pravotocivy rust prodluzujicich se organti, jako jsou kotfeny, hypokotyl, stonek ¢i fapiky a
okvétni listky a rozloZeni kortikalnich MT v epidermalnich bunkach hypokotylu je
narusené. Pfi vysoké expresi se SPR2 v bunkach Arabidopsis vaze nejen ke kortikalnim

MT, ale také ke vSem MT strukturam vznikajicim béhem bunééného cyklu (shrnuto v
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Buschmann et al., 2004; Shoji et al., 2004). Yao et al. (2008) prokazali ¢aste¢né obohaceni
plus konctt MT in vivo, SPR2 tudiz mizeme tadit mezi +TIP. SPR2 na plus koncich MT
zkracuje dobu, béhem které MT nepfirtista ani se nezkracuje a podporuje pokracovani MT

rustu.

6.6 Ostatni rostlinné +TIP

S velkou pravdépodobnosti lze fici, ze budouci vyzkumy objevi mnoho dalsich
+TIP, at’ uz rostlinné specifickych ¢i vyskytujicich se v celé eukaryotické fiSi. Se
zlepsujicimi se védeckymi technikami miize dojit také na dodatecné zatazeni nékterych jiz

popsanych MAP mezi +TIP.

7. Motorové MAP

7.1 Kinesiny

Kinesiny jsou motorové proteiny zavislé na MT. Ke svému pohybu po MT
vyuzivaji energii z hydrolyzy ATP (adenosin trifosfat). Kinesiny u rostlin se pohybuji
smérem kplus i minus konci MT a pfenasi bunééné naklady, jako jsou organely
(mitochondrie, Golgiho aparat, vesikuly), proteiny ¢i jednotlivé MT. Eukaryotické
kinesiny se také ucastni organizace vieténka a spolupracuji naptiklad s genovou rodinou
MAP65/PRC1/Asel. Kinesiny klasifikujeme do 14 rodin podle jejich sekvenéni
homologie. U Arabidopsis thaliana bylo nalezeno 61 gent kodujicich kinesiny,
charakterizovanych je jich dosud minimum.

Zajimavosti je, ze u rostlin chybi dyneinové sekvence, na ziklad¢ ¢ehoz vSak
nemizeme jednoznacné tvrdit, Ze dynein u rostlin zcela chybi. V tabakovych pylovych
lackach a pSenicnych kofenovych buiikkach byly objeveny polypeptidy piibuzné
zivocisnému dyneinu. Dal$i moznosti je, Ze n€které kinesiny u rostlin dyneiny funkéné
zastupuji. Podrobnéjsi analyza rostlinného genomu v budoucnu jisté pfinese potiebné

odpovedi (shrnuto v Hamada et al., 2007; Kaloriti et al., 2007).
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7.1.1 Rostlinné kinesiny

Kinesiny POK1 a POK2 (kinesinova rodina 12) interaguji s TANGLED (TAN-1),
jehoz funkce jiz byla popsana vyse. Tyto dva kinesiny jsou s velkou pravdépodobnosti
zahrnuty v kontrole cytokineze (Muller et al., 2006).

Jednou z nejlépe popsanych rodin kinesinli u rostlin je kinesinova rodina 14.
Kinesinova rodina 14 zahrnuje k minus konci putujici motorové proteiny. Nejméné 23
kinesint této rodiny se podili na mitotickych procesech. Rostlinn¢ specificky kinesin
ATKI1 z Arabidopsis thaliana kontroluje organizaci vieténkovych MT tvorbou sil na minus
koncich MT, je nezbytny pro spravné sestaveni meiotického vieténka a jeho defekty
zpusobuji zpozdénou segregaci chromosomtl vedouci k redukci sam¢i fertility. ATK1 se
ziejme podili také na tvorbé mitotického vieténka (shrnuto v Ambrose et al., 2005).

ATKS, rostlinn¢ specificky MAP, ktery je z 83% identicky s ATK1, se pohybuje
nejen k minus konci, ale také k plus konci, kde se nejcastéji vyskytuje. Mizeme ho proto
povazovat za +TIP a protein zastupujici funkci dyneinu v rostlinach. ATKS je lokalizovan
ve stfedu mitotického vieténka a ve fragmoplastu. Vazba ATKS na plus konec MT probiha
pomoci Tail/Stalk domény, a to bud pfimo prostfednictvim MT vazebnych mist, nebo
nepfimo, prostiednictvim spoluprace s komplexy +TIP. ATKS se béhem prometafaze
podili na organizaci MT, které vytvoii mitotické vieténko, a spojuje klouzajici MT do
svazkli (Ambrose et al., 2005).

Dulezitd je také funkce kinesini rodiny 14 pifi koordinaci AF a MT béhem
bunécného déleni a rstu. Kinesinova kalponinova doména je zodpoveédna za vazbu k AF a
ob¢ cytoskeletalni struktury tak propojuje. Prikladem je tabakovy GhKCH?2, ktery ptes
svou kalponinovou doménu spojuje MT a AF in vitro (shrnuto v Petrasek a Schwarzerova,
2009).

Z velkého mnozstvi rostlinnych kinesinti je dosud popsano jen malé mnozstvi,

v budoucnosti se jisté dockadme dalSich vyzkumt zabyvajicich se rostlinnymi kinesiny.

7.1.2 Kinesiny v pylové lacce

Pylova lacka je idealnim modelem pro studium transportu organel, a tedy i
motorovych proteinil. V rostouci vrcholové casti pylové lacky bylo objeveno mnoho

kinesinii, naptiklad kinesin 13-A, ktery zprostfedkovava interakci mezi MT a Golgiho
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aparatem. Kinesiny rodiny 13-A byly objeveny v asociaci s Golgiho apardtem také v
koteni Arabidopsis, z cehoz vyplyva, ze kinesiny 13-A mohou regulovat umisténi Golgiho
aparatu v bunce a ucastnit se puceni a zacileni vackl z Golgiho aparatu (shrnuto v Cai et

al., 2010).

8. MAP v nuklea¢nim komplexu

PrestoZze rostliny jsou acentrosomalni organismy s nukleaénimi misty
roztrousenymi v kortikalni vrstve, a to ziejme na stavajicich MT, a na jaderné membran¢ a
jinych endomembranach (Chan et al., 2003), sdili jejich MT nuklea¢ni mista stejny
nuklea¢ni mechanismus s kvasinkami a zivoCichy. Jednotlivé stavebni komponenty
nukleacniho komplexu jsou konzervovany u vSech eukaryot. Hlavni slozkou MT
nuklea¢niho mista je y-tubulin (yTuC), ktery tvoti spolecné s péti GCP proteiny (y-Tubulin
complex proteins) kruhovy yTuC komplex. O GCP proteinech se vi minimum, ale miizeme
predpokladat, ze n€ktery z nich bude zodpovédny za propojeni y-tubulinu a MT. Dokladem
muze byt naptiklad GCP4, ktery je podle Kong et al. (2010) nutny pro spravnou funkci y-
tubulinu béhem MT nukleace a zaroven je také nezbytny pro interakci y-tubulinu s MT.

Mezi MAP vyskytujici se v nukleacnim komplexu mtizeme zatadit i EBI1, ktery se
vaze také na minus konce MT v oblasti, kde se zfejm¢ nachazi nukleacni misto (Chan et

al., 2003).

9. Zavér

Pro funkci MT cytoskeletu jsou MAP proteiny nezbytné. Ovliviiji veskeré MT
prestavby probihajici vramci celého bunécného cyklu, mutace vyvolavaji nejrizné;jsi
defekty souvisejici s bunéénou morfogenezi. Mnoho MAP proteinii je konzervovano
vramci celé¢ eukaryotické fiSe a muzeme tedy zaroven predpokladat, ze i funkce
jednotlivych MAP budou castetn¢ konzervované. Studium MAP u rostlin mize byt
vyuzitelné napftiklad i v zivocisné fyziologii. Mnoho rostlinnych MAP ma homology také
v savéim genomu, ale jejich funkce nejsou tolik probadané. Jde naptiklad o MORI,
rostlinny homolog lidského Disl1/TOG, ktery je u rostlin hlavnim regulatorem spravné

organizace kortikalnich MT. Stejné tak by stalo za zjisténi, zda fosfolipaza D, zodpovédna
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u rostlin za pfipojeni kortikalnich MT k plasmatické membrané, zastava stejné funkce i
v zivociSnych buikéch, napiiklad v neuronech. Déle je napiiklad zajimavé, ze mnoho
kinesini, esencialnich pro spravnou funkci neurond, je nezbytnych také pro spravny vyvoj
a rust rostlin (shrnuto v Gardiner and Marc, 2010).

Studium MAP proteint ziskava v poslednich letech na dilezitosti, novych zastupct
stale ptibyva a v budoucnosti se jist¢ doc¢kame dalSich nove objevenych funkci, které MAP

v rostlinnych buiikéch zastavaji.
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