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Abstrakt

Synapse jsou obecné definovany, jako mista kde dochazi k mezibunéénému pienosu
signalu pfedev§sim mezi neurony za pomoci lokéalni recyklace exo- a endocytickych vacka.
Mozna existence synaptického pfenosu signalu je u rostlin stale predmétem debat. Nicméné
existence rostlinnych proteinti homolognich k proteinim, které se vyskytuji v synapsich, tuto
teorii podporuji. U rostlin byla do dnesni doby popséana mezibunécna spojeni, ktera se podobaji
jak elektrickym a imunologickym tak i chemickym synapsim. Tato prace se zabyva popisem
znamych 1 mou nové objevenych rostlinnych homologli né¢kolika genti, kteii se u zivoCichu
ucastni funkce a vyvoje synapsi.

Protein RHD3 byl popsan jako ortholog sav¢iho atlastinu. Mutace v atlastinu zptsobuje
dédicnou spastickou paraplegii, u které dochazi ke zméné morfologie dlouhych axonti. Obdob-
nou zménu bunééné morfogeneze vykazuji i mutanti rhd3, jejichz kofenové vlasky vykazuji
zménény fenotyp. Tyto vlasky jsou krat$i a maji vlnity vzhled. Déle se mi podaftilo identifikovat
mozné homology dvou dalsich genii. Jedna se o homologa k DIg-MAGUK, ktery se podili na
spravném vyvoji a funkei synapsi. Druhym proteinem, ke kterému jsem objevil mozného ho-
mologa, je RIMs-BP 2. RIMs-BP 2 tvoii bifunkéni spojeni mezi fiznim aparatem synaptického
vaéku a Ca®" kanaly. Poslednim proteinem je nedavno popsany ortholog savéiho Muncl3.
Tento protein pojmenovany PATROLI1 zprostiedkovava translokaci H*-ATPas na plasmatic-
kou membranu svéracich a podptrnych bunék priduchi, ¢imz se podili na regulaci stomatalni

respirace.

Klicova slova
Rostlinné synapse, atlastin, RHD3, Dig-MAGUK, RIMs-BP 2, Munc13, PATROL1,

homologie



Abstract

Synapses are generally defined as places where cell-to-cell signal transmission espe-
cially between neurons can occur, involving transmission of signal by local recycling of exo-
and endocytosis vesicles. Possible existence of synaptic signal transduction in plants is still
subject of discussion. However, existence of plants homologues of proteins related to those
found in synapse support this theory. Cell-to-cell contacts similar to electric, immunological
and chemical synapses were described in plants. Here | describe some proteins involved in
function or synapse development whose plant homologs are known, or were discovered by my-
self.

Protein RHD3 was described as ortholog of mammalian atlastin. Mutation in atlastin
cause hereditary spastic paraplegia where morphology of long axons is changed. Similar change
of cell morphology is found also in rhd3 mutans, whose root-hairs have altered phenotype.
These root-hairs are shorter and posses wavy appearance. Further | succeeded in identification
of possible homolog of two other proteins. It is homolog of DIg-MAGUK, which is involved
in proper function and synapse development. Second whose possible homolog | found is RIMs-
BP 2. RIMs-BP 2 forms bifunctional connections between fusion apparatus of synaptic vesicle
and Ca®* channels. Last protein was recently describe as mammalian ortholog of Munc13. This
protein named PATROL 1from Arabidopsis mediates translocation of H*-ATPase on plasmatic
membrane of the guard-cells and the subsidiary cells, thus i tis involved in regulation of stoma-

tal respiration.

Key words
Plant synapse, atlastin, RHD3, DIg-MAGUK, RIMs-BP 2, Munc13, PATROL1, homology



1. Uvod

Pokud se tekne slovo synapse, predstavime si chemické synapse, které jsou zndmé jako
specializované mezibunééné spoje, kde za ptispéni proteinové masinérie dochazi k neuro-
transmiterovému prenosu signalu mezi neurony ¢i mezi neurony a jejich cilovymi buiikami
(Dani et al., 2010). Pojem synapse byl piedstaven Charlesem Sherringtonem v ucebnici fyzio-
logie v roce 1897 (Foster, 1897). Synapse jsou tzv. horka mista, ktera jsou zodpovédna za plas-
tinost mozku a prenos signalu. Obecné se synapse skladaji z axonového zakonceni (presyna-
pse). Synaptické Stérbiny, ktera obsahuje extracelularni matrix a adhezivni molekuly. Posledni
¢asti je zakonceni dendritu (postsynapse), ktera slouzi jako cilova struktura pro pienos signalu
(LaBek et al., 2014). Rostliny sice nemaji neurontim podobné buriky, které by slouzily pro pie-
nos signalu na dlouhé vzdalenosti a ani je nezbytné nepotiebuji. Mnoho rostlinnych bunék pii-
tomnych v kofeni a stonku ma charakteristicky tubularni tvar, kde k ptenosu signalu mezi
témito buitkami dochazi v misté styku dvou pfi¢nych bunéénych stén (cross-walls) na neros-
toucich koncich bunék (Baluska et al., 2003). Pokud tedy synapse definujeme jakozto stabilni
asymetrické struktury, mezi nimiz dochazi k vyméné informaci mezi buitkami za pomaoci lo-
kalni recyklace endocytickych a exocytickych vacka (Friedl and Storim, 2004), potom oblasti
styku dvou sousedicich pti¢nych stén na nerostoucich koncich rostlinnych bunék mizeme po-
vazovat za rostlinné synapse (Baluska et al., 2005). V zasad¢ rozeznavame tii druhy synapsi.
Elektrické synapse, které tvoii mechanické a elektrické vodivé spojeni mezi dvéma sty¢nymi
neurony. Tato synapse je tvofena tizkou mezerou mezi presynaptickou a postsynaptickou bun-
kou. Toto spojeni je také znamé jako gap junction.

Vlastnosti podobné elektrickym synapsim ma u rostlin napt. pulvinus u Mimosa pudica
(Volkov et al., 2013). Dalsim typem synaptického propojeni je imunologicka synapse, ktera se
jak nazev napovida, vyskytuje mezi buitkami imunitniho systému (Dustin et al., 1998). U rostlin
Ize pomoci imunologické synapse vysvétlit mezibunéény kontakt mezi rostlinnymi buiikami a
burikami jinych organismu (houby, bakterie) a interakce s patogeny ¢i parasity (Baluska et al.,
2005; Kwon et al., 2008).Nesmime zapomenout na chemické synapse, které jak jiz bylo feceno,
tvofi specializované mezibunééné spojeni mezi neurony ¢i jejich cilovymi bunikami (Dani et
al., 2010). Chemickeé synapse u rostlin jsou spojovany s polarnim transportem auxinu ¢i gravit-
ropickou odpovédi kotene (Baluska et al., 2005).

Rostlinné synapse jsou stale zdhadou rostlinné biologie, pokud ale pfipustime, ze je
mozné, aby u rostlin existovala takova mezibunétna komunikace, jako je tomu v piipadé neu-

rond, budeme moci snadnéji porozumét pochodiim rostlinnych bunék.
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2. Exo- a endocytéza, podstata neuralnich synapsi

Neurony a jiné specializované sekretorickém buiiky podstupuji indukované uvolnéni
sekretorickych molekul regulovanou exocytézou. Nasledné je ale zapotiebi aby membrana,
ktera byla inkorporovana do plasmalemy, byla opét odstranéna. K tomu slouzi d¢j zvany endo-
cytoza (Gundelfinger et al., 2003). Otazkou ale ovSem je jak vysoka uroven neurotransmitert
muze byt takto zpravovana po delsi dobu. Data z poslednich let ukazuji, ze v mnoha synapsich
je exocytoza sprazena s endocytozou (Haucke, 2011). Stejnou provazanost exocytozy a endo-
cytdzy muzeme pozorovat i rostlinnych bun¢k (Ketelaar et al., 2008). Navic se ukazalo, Ze
exocytoza je u rostlin vzdy regulovany d&j (Zarsky et al., 2009). Aby bylo mozné vyhovét jak
pozadavkliim ze strany regulované exocytozy tak s ni sptazené endocytdzy, vyvinul se v syna-
psich aparat scaffold proteint (Haucke, 2011).

Diive se domnivalo, Ze béhem exocyt6zy dochazi pouze ke kompletni fuzi Synaptickych
vackl s presynaptickou membranou a nazpét jsou tyto membrany ziskavany klatrin zprostied-
kovanou endocytozou (Heuser and Reese, 1973). Nyni vime, Ze existuji i jiné cesty pro tento
vackovy transport, jedna se o kiss-and-run a kiss-and-stay (Obrazek 1; Haucke, 2011). Kiss-
and-run cesta exocytického vacku, diky niz dochazi k rychlé recyklaci membran, je znama i u
rostlin (Zarsky et al., 2009).

Exocytoza a endocytdza maji u rostlin nezastupitelnou roli pti ustanoveni polarity, ktera
je kli¢ova pro vyvoj rostlinného organismu. Udrzeni rovnovahy mezi exo- a endocytdzou je
klicové pro spravny vyvoj a signalizaci v rostlinném téle a z tohoto diivodu je ptisné regulovana

(Frigerio, 2010).

2.1Exocyt6za

Exocytoza je bunéény pochod, pii kterém membranou obaleny vacek fiizuje s plasma-
lemou, pfi zachovani kontinuity vnitrovackového a extracelularniho prostoru. Exocytozu rozli-
Sujeme na konstitutivni, ktera se vyskytuje ve vSech eukaryotickych butikach a slouzi k udrzo-
vani a ristu plasmatické membrany. Druhym typem je regulovana exocytdza, jenZ hraje roli
zejména pii sekreci a kontrole trovné zastoupeni riznych lipidi a receptori v plasmalemé (Lin
and Scheller, 2000). V rostlinnych buikach ma exocytdza nezastupitelnou roli pti dorucovani
proteind a lipidi na plasmatickou membranu a proteinii a polysacharidii k bunécné sténé
(Frigerio, 2010). Navic exocytoza hraje nezastupitelnou roli pfi orientovaném rustu rostlinnych

bunék (Zarsky et al., 2009).



o Pugeni . "

I ® e
Synapticka §térbina Ca% 0°0

Neurotransmitterovy receptor Fost

Obrazek 1: Synaptické vacky jsou translokovany do aktivni zony. Zde dochazi k dockingu na presynaptickou
membranu a naprimovani. V odpovédi na vtok Ca®* dochazi k exocytoze a uvolnéni neurotransmiterti do synap-
tické s$térbiny, kde se tyto molekuly vazou na své receptory. Existuje nékolik cest jak ziskat zpét membranu sy-
naptického vacku: a) Synapticky vacek kolabuje a splyva s presynaptickou membranou a zpét je ziskan klatrin
zprostiedkovanou endocytozou. Poté mohou byt recyklovany pies ¢asny endosom.; b) klatrin zprostfedkovana
endocytéza mize byt nasledovana ptimou recyklaci synaptického vacku bez priichodu ¢asnym endosomenm,;

c) dalsi moznosti je Ze vacky nefuzuji kompletné s presynaptickou membranou, ale mohou byt znovu pouzity

a naplnény téméi okamzité po-té co vypusti neurotransmitery skrz fizni por, tento mechanismus je znam jako kiss-
and-stay; d) kiss-and-stay- zptisob, ktery byl navrhnut pro velmi rychlé znovu pouZiti synaptickych vacka. V tomto
ptipadé synaptické vacky nikdy neopousteji aktivni zonu, ale jsou okamzité znovunaplnény po uzavieni fuzniho
poru.

Pievzato (Gundelfinger et al., 2003); Endo-Casny endosom; Nt-znovuplnéni neurotransmitery; SV — synapticky
vacek; EX0 — exocytoza, fuzni por; Endo — endocytdza; Pre — presynapticka membrana; Post — postsynapticka
membrana.

Cyklus synaptického vacku, stejné jako exocytického vacku u rostlin (Ketelaar et al.,
2008), zac¢ina syntézou lipidii a membranovych proteinti na endoplasmatickém retikulu a na-
sledné dochazi k jejich apravé v Golgiho aparatu a vypuceni vacku (Lin and Scheller, 2000).
Nasledné jsou synaptické i rostlinné exocytické vacky dopraveny do mist uréeni za pomoci
cytoskeletu (Lin and Scheller, 2000; Battey et al., 1999). V ptipadé synaptickych vacka je moz-
nost odklonéni z trasy z téla neuronu do cilového mista a synaptické vacky pak putuji do axo-
nového zakonceni, kde vytvareji zasobu (pool). Po docestovani vacku do cilového mista do-

chazi k fuzi s plasmatickou membranou a uvolnéni obsahu (Lin and Scheller, 2000).
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2.2 Endocytéza

Potieba synaptickych vacki, které jsou potieba k exocytdze, by za néjaky Cas prevysila
zéasobu vacku, které jsou posilany z téla neuronu. K ziskdni membrén investovanych exocyto-
zou je vyuzivano endocytdzy, ktera zajistuje recyklaci synaptickych vacka (Nicholson-
Tomishima and Ryan, 2004). Piitomnost bunééné stény u rostlinnych bunék stéZuje studium
endocytozy (Chen et al., 2011). Pfi rastu rostlinnych bunék je potieba sekretorickou cestou
pomoci exocytdzy dodavat material pro rust plasmatické membrany a syntézu bunécné stény.
Nasledné je ale zapotiebi pfebytecnou membranu, kterd byla pfidana pii fuzi exocytického
vacku s plasmalemou, opét za pomoci endocytézy odebrat. Endocytdoza ma své uplatnéni také
pfi recyklaci transmembranovych proteini (Ketelaar et al., 2008), zakladnich bun&¢nych po-
chodech, vyvoji, hormonalni signalizaci ¢i komunikaci s okolim (Chen et al., 2011). Pokud by
frekvence endocytozy byla nedostateéna, vedlo by to k inhibici ristu a nespravnému ulozeni
celulosovych mikrofibril (Ketelaar et al., 2008).

V synapsich se setkavdme s endocytézou dvojiho typu. Pomala endocytdza, také znama
jako klatrin zprostiedkovana, pti které spolu interaguji klatrin a piidavné proteiny jako je am-
phiphysin. Rychla endocyt6za neboli kiss-and-run, ktera vyse uvedené proteiny nevyzaduje.
Oba typy jsou ale zavislé na aktivité¢ GTPaz (Jockusch et al., 2005). Pfi kiss-and-run endocytoze
dochazi pti kontaktu synaptického vacku a plasmatické membrany k vytvofeni fizniho poru,
kterym je uvolnén obsah. Poté dochazi k uzavieni poru, oddéleni vacku od membrany a vacek
mize byt nasledné hned pouzit pro dalsi cyklus (Taraska et al., 2003). U rostlin byl kiss-and-
run studovan u pylové la¢ky. Mechanismus tohoto pochodu je shodny s priabéhem u synapsi.
Navic kiss-and-run mechanismus vysvétluje pro¢ je na apexu rostouci pylové lacku pozorova-
telna jen velmi mala frekvence exo- a endocytozy (Bove et al., 2008). Pii klatrin zprostiedko-
vané endocytoze, ktera u rostlin patii k hlavni endocytické cesté (Chen et al., 2011), dochazi
k puceni vacku obaleného klatrinem, kdy po vypucéeni dochazi k odsttizeni nové zformovaného
vacku. Poté dochazi vybaleni a vacek putuje k ¢asnému endosomu s nimz fazuje (Schmid,
1997). Z ¢asného endosomu puci nové vacky opét za pomoci klatrinu. Po jejichz vybaleni jsou
vacky pouzity v exocytdze (Takei et al., 1996), nebo jsou cilovani do vakuoly a degradovany
(Chen et al., 2011).
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3. Homologie mezi rostlinnymi a synaptickymi proteiny

Dodnes jiz byla identifikovana cela fada proteini, které jsou potiebné pro spravny vyvoj
a funkci zivo¢isnych synapsi (Morciano et al., 2009; Collins et al., 2005). Mezi témito proteiny
jiz byly identifikovany homologni rostlinné proteiny napi. Klatrin, synaptotagmin, synaptobre-
vin a SNAP-25(Lewis and Lazarowitz, 2010; Salanoubat et al., 2000; Heese et al., 2001;
Scheele and Holstein, 2002; Blackbourn and Jackson, 1996). Synaptotagmin, synaptobrevin a
SNAP-25 jsou SNARE proteiny, které hraji nezastupitelnou roli pfi exo- a endocytoze nejen v
neuronech (Xu et al., 2013).Proteiny vyskytujici se v synapsich, u nichz byly publikovany rost-
linné homology, nebo jsem mozné homology nalezl bioinformatickymi metodami shrnuje na-

sledujici tabulka.

Tab1: Synaptické proteiny a jejich mozni rostlinni homologové

Testovano

Nazev proteinu  Piistupové Cislo Rostlinny homolog  Pristupové ¢islo  pomoci rl:l alezfna.
Blast omologie
Atlastin CAG33434 RHD3 AEE75429 net ano
Protein z Hordeum
ApSAP NP_001191584 vulgare subsp. vul- BAJ93323 ano ano
gare
Protein z Hordeum
RIMs-BP 2 NP_0056162 vulgare subsp. vul- BAJ99763 ano ano
gare
Muncl3 AAC19406 PATROL1 NP_196314 ne? ano

Pro hledani v sekvenc¢nich databazich (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) byla pouzita me-
toda Blast (Altschul et al., 1990) a PSI-Blast (Altschul et al., 1997). Pti vyhledavani proteind
za pomoci online nastroje blastp (http://blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) bylo ponechano
vychozi nastaveni. Zivo&isné proteiny byly pfi hledani pouziti coby dotaz (query) proti databazi
nr Viridiplantae.

1 publikovano (Hu et al., 2009)
2 publikovano (Hashimoto-Sugimoto et al., 2013)
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3.1 Atlastin a dédi¢na spasticka paraplegie

Atlastin je jeden z gend, jejichz mutace u ¢lovéka zptisobuje dédi¢nou spastickou para-
plegii (Lee et al., 2008). Atlastin je studovan i na zvifecich modelech napt. Drosophila mela-
nogaster (Lee et al., 2009) nebo Danio rerio (Fassier et al., 2010). Dédi¢na spasticka paraplegie
je neurodegenerativni onemocnéni postihujici zejména nejdelsi neurony lidského téla. Tyto
neurony vedou z mozku skrz michu az do dolnich koncetin (Salinas et al., 2008). Béhem roz-
voje onemocnéni dochazi k degeneraci axontl, coz vyusti v pokles kontroly svalti dolnich kon-
Cetin (Lee et al., 2008).

Ptitomnost atlastinu je kriticka pro spravnou formaci a elongaci axonli béhem vyvoje
(Zhu et al., 2006). Podobné je tomu v piipadé rostlinného homologa RHD3 jehoz pfitomnost je
nutna pro spravné uspoiadani a elongaci bun¢k (Wang et al., 1997). Elongace rostlinnych bunék
ve sméru kofen-apex je regulovany déj pti kterém vznikaji buiiky typického tubularniho tvaru
(Baluska et al., 2003), kde na apikalni a bazalni stran¢ ve sméru kofen-apex dochazi k lokalni
recyklaci exo- a endocytickych vacku, pri¢emz tento obrat membran je ozna¢ovan za rostlinné

synapse (Baluska et al., 2005).

3.1.1 Homolog atlastinu RHD3 je dllezity pro spravny vyvoj u Arabidopsis

Gen RHD3 kéduje 89 kDa velky GTP vazajici protein, ktery se G€astni rostlinného vy-
voje (Wang et al., 1997). Tento GTP vazebny protein patii do tfidy dynaminu podobnym GTPa-
sam. (Hu et al., 2009). Tyto GTP vazebné proteiny, do nichz patii i RHD3 se ti¢astni velkého
poctu pochodil véetné bunécné signalizace, bunécného transportu, cytoskeletalni organizace ¢i
proteinové syntézy (Stack et al., 1995). V pfipadé¢ RHD3 se jedna o GTP vazebny protein ktery
je potiebny pro anterogradni transport mezi endoplasmatickym retikulem a Golgiho aparatem
(Zheng et al., 2004). Toto bylo vypozorovano na zaklad¢ zjisténych defektt pii tvorbé vakuol
u rhd3 mutant (Wang et al., 1997)Vakuoly vznikaji fuzi malych vakuol, zvySovanim obsahu
vody nebo inkorporaci novych membran derivovanych z endoplasmatického retikula a Golgiho
aparatu (Staehelin and Moore, 1995). Geny kodujici RHD3 podobné proteiny byly identifiko-
vany u napi. Entamoeby, kvasinek a ryze coZz naznacuje, ze tato tfida proteind je u eukaryot
velice rozsifena (Wang et al., 1997). Zaroven bylo zjisténo, ze RHD3 je ortholog sav¢iho atlas-
tinu, ktery také patfi do tfidy dynamin podobnym GTPasam (Hu et al., 2009). Tato tiida je

pojmenovana po dynamin-1, ktery se Gc€astni puceni vackl z plasmatické membrany béhem
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klatrin zprostfedkované endocyt6zy, a dale se proteiny podobné dynaminu ucastni fuze a déleni
mitochondrii (Hoppins et al., 2007).

Mutant rhd3 zpisobuje pozménény fenotyp kofenovych vlaski (Schiefelbein and
Somerville, 1990). Kofenové vlaky jsou vybézky epidermalnich bunék kotene, které vyristaji
ze specializovanych bun¢k-trichoblastl a to vrcholovym ristem. Kofenové vlasky se tvoii v di-
ferenciac¢ni zon¢ kotene (Dolan et al., 1994). Vyvoj kotenovych vlaska se da rozdélit do néko-
lika etap. Nejprve dochazi ke specializaci buné¢k (trichoblasti), které budou tvofit kofenové
vlasky. Nésleduje iniciace rtistu kofenovych vlaski, dochazi k ustanoveni polarity trichoblasti,
selekce mista rtstu vlaski na basalni stran€, pfemisténi jadra nejprve do stfedu trichoblastu a
posléze na basalni stranu vlasku a dochazi k mistnimu okyselovani bunééné stény, jejimu zten-
¢eni a rozvolnéni coz vede k vytvofeni primordia kotfenového vlasku. Dalsi etapou je pomalé
zahajeni vrcholového ristu z primordia nasledované rychlou elongaci, kdy dochazi k rychlé
exocytoze. Nakonec dochazi k zastaveni riistu a maturaci kofenovych vlaska (Carol and Dolan,
2002). RHD3 je dilezity pro spravnou expanzi bunék kotenovych vlaskd, ktera je spojovana se
zvétSovanim vakuoly (Galway et al., 1997).Mutant rhd3 byl isolovan pii poc¢atecni charakteri-
zaci mutantd u Arabidopsis, ktefi vykazovali pozménény fenotyp u kofenovych vlaska. Homo-
zygotni mutace v genu pro RHD3 zplisobuje, Ze rostliny tvoii kofenové vlasky, které jsou kratsi

nez u divokého typu. Mutanti rhd3 rovnéz vykazuji zménénou morfologii kofenovych vlasku,

jedna se o vinity vzhled a tu a tam muZzeme pozorovat i vétveni (Obr2).

Obrazek 2: srovnani fenotypu kofenovych vlaski; A-divoka rostlina; B,C-mutant v rhd3
prevzato (Parker, 2000; Yuen et al., 2005).
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Zda se ze rhd3 vlasky se béhem ristu prodluzuji v mirné riznych smérech, ¢imz vznikne
nezameénitelny vilnity vzhled. Mozny diivod vzniku vInité morfologie je asymetrické ukladani
materialu bunééné stény na vrcholu rostouciho kofenového vlasku (Schiefelbein and
Somerville, 1990).Morfologie dlouhych axontd kortikospinalnich neuronti u dédi¢né spastické
paraplegie pfipominad kratké a vlnité kotfenové vlasky u rhd3 mutantt (Schiefelbein and
Somerville, 1990; Reid, 2003). Homozygotni mutantni linie rhd3 se mimo jiné vyznacovala
malym vzrastem a redukovanou velikosti organti. Za pomoci mikroskopie bylo zjisténo, ze toto
zmenseni je zpusobeno spise redukci velikosti bunék nez jejich poctu (Wang et al., 1997).

RHD3 se primarné podili na vzniku tubularni sit¢ endoplasmatického retikula spiSe nez
na sekretorickém transportu. RHD3 je kolokalizovan s tubuldrnim endoplasmatickym retiku-
lem, nicméné lze pozorovat i agregaty RHD3 na povrchu tubuld ER, které se v mikroskopu
podobaji teckam. Z tohoto diivodu byl zaveden termin RHD3 punctae, neboli tecky (punctae
Z latiny, znamena teckovany). RHD3 se také Casto nachazi spolu s proteinem HVA22d pravé
v mist¢ RHD3 punctae (Chen et al., 2011). Protein HVA22d, ktery byl poprvé popsan u jec-
mene, patii do DP1 rodiny proteint (Shen et al., 1993). HVA22d je u Arabidopsis, homolog
DP1/YOplp, ktery se nachazi témét vyluéné na tubularnim endoplasmatickém retikulu a je
zodpovédny za tvarovani tubularniho ER jak u savc, tak i u kvasinek (Voeltz et al., 2006). Pii
pokusu s mutovanym atlastinem v HeLa bunikach bylo zjisténo, Ze mutant zptisobuje vznik vice
tubularniho ER s mens$im mnozstvim spojek. Z tohoto lze tedy soudit, ze atlastin se tak vy-
znamnou mérou ucastni procesu formovani tubularni sit¢ endoplasmatického retikula
(Rismanchi et al., 2008). Mutace v RHD3 zpusobuje tedy vznik abnormalné utvaiené tubularni
sit¢ endoplasmatického retikula (Zheng et al., 2004) stejné jako je tomu v piipadé mutace u
atlastinu (Rismanchi et al., 2008) diky ¢emuz lze uvazovat o vzajemné ptibuznosti (Hu et al.,
2009). RHD3 je také velice dilezity pro spravnou morfogenezi Golgiho aparatu, jelikoz v pfi-
tomnosti rhd3 mutanti je distribuce a motilita Golgiho cisteren zménéna (Chen et al., 2011).
Podobnou roli ma i atlastin v ristovych kuzelech neuritti (Zhu et al., 2006). Mimoto ma RHD3
nezastupitelnou roli v biosyntéze bunécné stény a organizaci aktinového cytoskeletu (Hu et al.,
2003) RHD3 je tedy nezastupitelny v celém vyvoji u Arabidopsis (Wang et al., 2002) stejné tak
jako je atlastin dtlezity jak pro udrzbu axonu (Zhu et al., 2006) tak pro spravny vyvoj synapse
(Lee et al., 2009)
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3.2 Membranoveé asociovana guanylatova kinasa - MAGUK

MAGUK patti do velké rodiny strukturnich proteint, které hraji esencialni role ve vy-
voji tkani, mezibunécné komunikaci, kontrole bunécné polarity a v bunécné signalizaci. Pro
MAGUK proteiny je podstatna jejich GUK doména. Nicméné i ptes rozsahlé studie je nase
pochopeni této domény slabé (Zhu et al., 2011). MAGUK se v podstaté sklada z PDZ, SH3 a
GUK domény v tandemovém uspotadani, ackoliv se mohou vyskytovat i dalsi domény v zavis-
losti na tiid€ proteinu. VIiv na strukturu a funkci vyplyvajici z tandemového uspotradani je ne-
jasny (Pan et al., 2011). MAGUK proteiny byly rozdéleny do nékolik tfid v zavislosti na struk-

tufe, po¢tu a umisténi jednotlivych domén (Obrazek 3).

DLG 1-4

Predikovany protein Hordeum vulgare
subsp. vulgare

DLGS

CARMA
e ol

@ mE

@ SH3| m MPP1

CASK

Obrazek 3: Doménové usporadani jednotlivych proteinovych tfid rodiny MAGUK s vyznaenym moz-
nym rostlinnym homologem, pievzato (de Mendoza et al., 2010)
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Jedna se o kalcium/kalmodulin dependentni protein kinazu (CASK), palmitovany membranovy
protein (MPP), zona occludens (ZO), rodinu kaspasovych domén (CARMA), Disc large Ho-
molog (Dlg), B-podjednotku vapenatého kanalu (CACNB) a membranoveé asociovanou guany-
latova kinazu s invertovanou repetici (MAGI). VSechny tyto tfidy obsahuji jednu nebo nékolik
PDZ domén, s vyjimkou CANCB, dale katalyticky inaktivni guanylatovou kinazu (GUK) a Src
homolog 3 (SH3) a7 na MAGI. Clenové tiéidy MAGI maji na misto SH3 domény ptitomny dvé
WW (konservované Trp zbytky) domény. Navic jsou tyto domény situovany downstream od
GUK ¢imz se lisi oproti ostatnim. VysSe vyjmenované motivy slouzi v MAGUK k protein-pro-

teinovym interakcim (de Mendoza et al., 2010).

3.2.1 Protein z Hordeum vulgare subsp. Vulgare, mozny rostlinny zastupce
tridy DIg-MAGUK

Ke zjisténi zda existuje néjaky rostlinny homolog K proteinové rodiné MAGUK jsem
postupné pouzil zastupce jednotlivych tfid pro hledani sekven¢ni homologie za pomoci metody
Blast (Altschul et al., 1990).
Pouzil jsem program blastp (http://blast.stva.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ve vychozim nasta-

veni. MoZzné homology jsem vyhleddval v nr databazi Viridiplantae. Jediny mozny kandidat byl

nalezen u tfidy DIg-MAGUK (Tab 2).

Tabulka 2: Tabulka nejlepsich vysledkit BLASTu Dlg4 proti databazi rostlin (Viridiplantae)

) Max Total  Query )
Protein E value Identita Piistupové ¢islo
skoré skoré cover

Predicted protein [Hordeum vug-

546 546 97% 4e-180  39% BAJ93323.1
are subsp. Vulgare]
Guanylate kinase [Medicago
120 120 22% 2e-27 39% XP 003625153.1
truncatula]
Guanylate kinase-like protein
) 120 120 22% 2e-27 39% KEH23661.1
[Medicago truncatula]
Guanylate kinase [Medicago
121 121 22% 2e-27 39% XP 003625152.1
truncatula]
Guanylate kinase-like protein
120 120 22% 3e-27 39% KWH23662.1

[Medicago truncatula]
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Jedna se o predikovany protein z Hordeum vulgare subsp. Vulgare. Sekvence tohoto
proteinu byla ziskana sekvenci 24 783 nukleotidi dlouhé cDNA (Matsumoto et al., 2011). Pro
zjisténi zda se skute¢né jedna o sekvenéniho homologa byl proveden PSI-Blast ve vychozim
nastaveni (Altschul et al., 1997) s touto proteinovou sekvenci pfistupovym ¢islem BAJ93323,
jakozto dotazem (query) proti databazi zivocicha (nr Animalia). Vystupem této metody byl
zisk proteinu ApSAP z Aplysia californica, ktery patii do DIg-MAGUK ttidy (Reissner et al.,
2008). ApSAP o celkové délce 863 aminokyselin sdili s predikovanym proteinem o celkové
délce 847 aminokyselin 46% sekvenéni identitu (po celé délce). Nasledné vytvoreny dotplot
ukazuje, Ze by se skute¢né mohlo jednat o homologni proteiny Pro tfidu DIg-MAGUK je ty-
pické usporadani konzervovanych domén v potadi L27-(PDZ)3-SH3-GUK (de Mendoza et
al., 2010). Tomuto uspofadani odpovida jak ApSAP (Reissner et al., 2008) tak predikovaného
proteinu.(Obrazek 4).
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Obrazek 4: A) doménové uspotadani, vytvoteno pomoci MyDomains (http://prosite.expasy.org/mydomains);
B) dotplot
ABY81651.1 — ApSAP; baj93323.1 — predikovany protein z Hordeum vulgare subsp. vulgare

Jelikoz je zde zjevna homologie, 1ze tedy piedpokladat, Ze predikovany protein bude
mit podobnou roli v rostlinném organismu jako ma ApSAP u Aplysia californica. ApSAP je
homologni s PSD-like MAGUK proteiny (Reissner et al., 2008), které¢ maji funkci v regulaci

bazalni synaptické transmise a synaptické plasticity (Xu, 2011). Nicméné na rozdil od
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PSD-95 se ApSAP nevaze na NMDA receptory nybrz se vaze k AKv1.1 coz je draselny ka-
nal. Zda se, ze tato zmeéna je zptisobena vlastnostmi receptoru, nebot’ ApSAP se u savcl vaze
k NMDA receptort. Dlg4 u Drosophily ma i dalsi funkce, mezi néz patii usporadani drasel-
nych kanali, je potiebny pro spravnou strukturu synapsi a také je dalezity pro synaptické
funkce a pro strukturni plasticitu neuromuskularnich spoju (Reissner et al., 2008). Vzhledem
k existenci homologie mezi ApSAP a DIg-MAGUKYy lze tedy piedpokladat, ze v piipad¢ pre-
dikovaného proteinu se bude také jednat o dulezity prvek pfi vzniku rostlinnych synapsi. At
uz se jedna o regulaci bunécného ristu, cytoskeletalni organizaci ¢i udrzbu synaptickych

spoju je potieba pro objasnéni jeho funkce dalsSich studii.

3.3 RIM-vazaijici protein, funkéni spojeni mezi fuznim aparatem sy-
naptického vacku a Ca?* kanaly

Sekrece neurotransmiteri je spousténa piitokem Ca?* iontli skrz napétim ovladané Ka-
naly. Pfitomnost Ca®" iontil v cytoplasmé spousti fizni reakci mezi vi¢kem a plasmatickou
membranou (Hibino et al., 2002). Pfedpokladalo se, ze fiizni aparat na presynaptické membrané
je propojen na molekularni arovni s Ca?* kanaly (Mittelstaedt and Schoch, 2007). Jako vhodny
kandidat, ktery by mohl tvofit funkéni a strukturni spojeni mezi Ca?* kanély a vazaciho aparatu
synaptického vacku se jevi RIM-BP rodina proteinti (Wang et al., 2000). RIM-vazajici proteiny
simultanné interaguji s L- a N- typem Ca?* kanalf a s proteiny RIM. RIM-BP jsou velké mul-
tidoménové proteiny. VSechny RIM-BP obsahuji tfi SH3 domény, dvé nebo tfi sousedici do-
mény typu fibronectin III a specifické useky na N koncich a mezi doménami. SH3 domény
RIM-BP se vazou na RIM proteiny a na aip/r a auga podjednotky Ca?* kanalé. RIMs-BP jsou
idealni kandidat, ktefi by slouZili jako bifunkéni spojeni mezi riznymi typy Ca?* kanali a uvol-
novaciho aparatu synaptickych vacki. Navic jejich doménové uspotfadani napovida, ze tvori
leSeni pro dalsi regula¢ni proteiny. Pokud tedy zvaZzime doménové uspotadani a identifikované
interakce s Ca?* kanaly a RIM proteiny, miizeme se domnivat, ze RIM-BP hraji podstatnou roli
Vv molekularnim propojeni vazajiciho a fazniho aparatu synaptickych vacka (Mittelstaedt and
Schoch, 2007).
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3.3.1 Mozny rostlinny homolog RIM-BP

Pii hledani zda existuje homologni rostlinny protein k RIM-BP jsem pouzil metodu
Blast (Altschul et al., 1990). Pro vyhledavani jsem zachoval vychozi parametry. Jako dotaz
(query) proti rostlinné databazi (nr Viridiplantae) jsem pouzil RIMs-vazajici protein 2
z Homo sapiens (Mittelstaedt and Schoch, 2007) s ptistupovym ¢islem NP 056162, o celkové
délce 1052 aminokyselin. Vysledek byl zisk predikovaného proteinu z je¢menu Hordeum vul-
gare subsp. vulgare (Tab 3) s ptistupovym ¢islem BAJ99763, ktery byl ziskan sekvenéni ana-
lyzou (Matsumoto et al., 2011).

Tabulka 3: Souhrnna tabulka ze zacatku vysledkii Blastu RIMs-BP 2 proti databazi rostlin (Viridiplantae)

. Max  Total  Query . Piistupové
Protein E value Identita
skoré skoré cover Cislo
Predicted protein [Hordeum vulgare
209 644 63% 2e-53 31% BAJ99763.1
subsp. Vulgare]
Hypothetical protein SELMOD- <P
RAFT 444263 [Selaginella moellen- 50.1 50.1 19% 5e-04 25%
002979645.1
dorffii]
Hypothetical protein SELMOD- P
RAFT 446250 [Selaginella moellen- 48.1 48.1 19% 0.002 25%
002985348.1
dorffii]

Hypothetical protein [Oryza sativa
374 374 16% 3.2 29% AAT77887.1

Japonica group]

Predikovany protein o celkové délce 1132 aminokyselin, sdili s RIMs-véazajicim protei-
nem 2 31% sekvenci identitu. Pro ovéteni, zda by se opravdu mohlo jednat o mozného rostlin-
ného sekvenc¢niho homologa byl proveden PSI-Blast, ve vychozim nastaveni (Altschul et al.,
1997) se sekvenci predikovaného proteinu jakozto dotazem (query) proti databazi zivo¢ichi (nr
Animalia). Byl nalezen sekven¢ni homolog RIMs-vazajici protein 2 u Zootermopsis nevaden-
sis. Jedna se o termita z ¢eledi Termopsidae. Tento protein s ptistupovym ¢islem KDR20107 o
celkové délce 1520 aminokyselin sdili s predikovanym proteinem 36% sekvenci homologii. Pfi
pohledu na doménové usporadani téchto proteinti (Obrazek 5), se miizeme domnivat, ze by se

opravdu mohlo jednat o0 mozného rostlinného homologa RIM-BP.
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Obrazek 5: A) doménové vytvoieno pomoci MyDomains (http://prosite.expasy.org/mydomains);
B) dotplot
KDR20107.1 — RIMs-BP 2; BAJ99763.1 — predikovany protein z Hordeum vulgare subsp. vulgare

Zjisténi ze RIM-BP tvoii komplex s RIM proteiny v aktivni zoné presynapse a objev
toho, ze se RIM-BP vazkou k Ca?" kanaliim napovid4, Ze by tyto RIM-BP mohli slouzit k od-
vadéni Ca®* kanald do aktivni zony presynapse (Wang et al., 2000; Hibino et al., 2002). Potieba
vapenatych iontti pro vrcholovy v pylovych lackach je jiz dlouho znama (Roy et al., 1999). Je
tedy moZné, Ze pravé tyto zatim neobjevené rostlinné RIM-BP by mohli byt zodpovédné za
dopravu Ca?* kanalti na vrchol rostouci pylové lacky. Ovéieni této hypotézy bude nicméné na-

ro¢né ale zaroven 1 vzruSujici.

3.4 Munc13 zprostiedkovava priming synaptickych vacku

Rodina UNC-13/Muncl3 proteind patii mezi zakladni komponenty presynaptické ak-
tivni zony. Tyto proteiny jsou esencidlni jak pro vyvolané tak spontdnni uvolnéni synaptickych
vacka (Augustin et al., 1999). Podle studii, které byly provedeny na ¢lenech UNC-13 protei-
nové rodiny, bylo zjisténo, Ze tyto molekuly se ucastni primovaciho kroku v cyklu synaptického
vacku. Naprimovani se navic zdé jako esencidlni a rychlostné limitujici krok v regulované exo-
cytdze. VEétSina synapsi je absolutné zavisla na ptitomnosti UNC-13 nebo jeho sav¢ich homo-

logii Munc13 (Augustin et al., 1999; Aravamudan et al., 1999).
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UNC-13 byl identifikovan u C. elegans jakoZzto gen, ktery koduje diacylglycerol vazajici
protein. Tento protein byl pojmenovan uncoordinated protoze, had’atka s mutaci v UNC-13
vykazovali nekoordinovany pohyb. (Maruyama and Brenner, 1991). U savci bylo popsano 5
Muncl3 gent. Muncl3-1, -2 a -3 jsou velké proteiny, které jsou primarné¢ exprimovany
VvV mozku zatimco Munc13-4 aBAP3 koéduji mensi proteiny, jenz se primarné vyskytuji mimo
mozek (Brose et al., 1995; Song et al., 1998; Koch et al., 2000). Nyni byl identifikovan i rost-
linny ortholog, ktery byl pojmenovan PATROL1 (Hashimoto-Sugimoto et al., 2013).

3.4.1 PATROL1 ortholog savéiho Munc13 zprostiedkovava translokaci H*-AT-
Paz

PATROLI je rostlinny ortholog savéiho Munc13 (Hashimoto-Sugimoto et al., 2013).
Tento protein byl ptivodné popsan jako recesivni mutant ht2 u Arabidopsis. Tento protein byl
ziskan pii hledani mutantniho fenotypu HT1 kindzy, kviili studiu molekularnich procest které
zprostiedkovavaji signalizaci CO2 ve svéracich bunikach praducht (Hashimoto et al., 2006).
Mutant ht2 byl nasledné piejmenovan na PATROL1 (Hashimoto-Sugimoto et al., 2013).
PATROL1 je 1101 aminokyselin dlouhy protein s MUN doménou (Tabata et al., 2000). Praveé
tato a-helikalni MUN doména u Muncl3 je zodpovédna za urychleni pfechodu z komplexu
uzavieného syntaxinu s Muncl8-1 na SNARE komplex. MUN doména je taktéz potfebnd pro
aktivitu Munc13-1 pii primovani synaptického vacka (Ma et al., 2011; Basu et al., 2005). Pro-
teiny s MUN doménou znamé u zivo€ichti a hub navic jesté obsahuji C2 domény, diky cemuz
se da usuzovat, ze hraji ur¢itou roli v regulaci Ca?* zavislé exocytoze (Pei et al., 2009). Munc13
je krome své MUN domény (Basu et al., 2005) tvofen jesté phorbol ester vazajici C1 doménou
a dvéma Ca?" a fosfolipidy vazajicimi C2 doménami (Brose et al., 1995; Augustin et al., 1999).
Rostlinné proteiny obsahujici MUN doménu jsou relativné malé a neobsahuji Zadnou dalsi zna-
mou doménu krmé MUN (Pei et al., 2009). Z tohoto lze soudit, Ze rostlinné Munc13 podobné
proteiny nevyzaduji k aktivaci navdzani Ca?* nebo jsou aktivovany dosud neobjevenymi Ca?*
komponenty (Hashimoto-Sugimoto et al., 2013).

PATROLI je lokalizovan s endosomem odkud je dopravovéan na plasmatickou mem-
branu a zpét v odpovédi na zménu prostiedi. Ukazalo se ze PATROLI1 hraje roli pfi ristu a
odpovédi praduchi na podminky okoli a to regulaci H*-ATPaz. Otazkou je jak tyto H*-ATPazy
reguluje. Zjistilo se ze PATROLI1 slouzi k navadéni H*-ATP4z na plasmatickou membranu

sveéracich bunék priduchti. Nonsense mutace pted MUN doménou zpisobuje, Ze jsou
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H*-ATPazy rozmistény na plasmatické membrané nepravidelné. Toto $patné rozmisténi H'-
ATPaz u mutanta patroll podporuje teorii, Ze translokace H*-ATP4az na plasmatickou mem-
branu je pod kontrolu PATROLI1. Navic se zdd Ze PATROL1 by mohl nepfimo ovliviiovat
i produkci biomasy. Velikost biomasy je zavisla na spravné funkci pruduchu, ke které je po-
tieba spravné mnozstvi H'-ATPaz které jsou translokovany pravé PATROLI. Zajimavé by
mohlo byt zjistit, zda by se dala zvysit produkce biomasy vhodnou manipulaci PATROLI1
(Hashimoto-Sugimoto et al., 2013).

Kromé svéracich bun¢k pruduchi byl PATROL1 lokalizovan i v podptrnych buiikach,
kde se nejspise podili také na prenosu H*-ATPaz stejné jako ve svéracich buiikach. Diky pfi-
tomnosti PATROLI jak ve svéracich tak v podptrnych bunkach priduchi byl predstaven roz-
Sifeny model pienosu ionti a transferu vody mezi buikami béhem otevirani a zavirani praduchii
(Obrazek 6). V piipadé otevirani priducht dochazi k translokaci H*-ATPé4z na plasmatickou
membranu svéracich bunék za pomoci PATROLI a zarovei dochazi k internalizaci H*-ATPaz
na membrané podpirnych bunék taktéz za pomoci PATROLI. Nasledn¢ jsou uvolnény dra-
selné ionty z podptrnych bunék depolarizaci aktivovanymi kandly a vstupuji do svéracich bu-
n¢k hyperpolarizaci aktivovanymi kandly. Toto vyusti ke zméné vodniho potencidlu mezi bun-
kami a pfenosu vody z bun€k podplrnych do bunék svéracich. Pribéeh reakei pii zavirani pra-
ducht je analogicky jen probiha opa¢né (Higaki et al., 2014). Ukazuje se tedy ze PATROL1

mize hrat dilezitou roli pii otevirani praducht (Hashimoto-Sugimoto et al., 2013).
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Obrazek 6: Model pfenosu ionti a transferu vody mezi svéracimi a podpirnymi buitkami. Vysvétleni v textu;
prevzato (Higaki et al., 2014)
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4. Zaver

Jiz Charles a Francis Darwin v jejich knize The power of movement in plants vydané
roku 1880, postulovali, Ze kofenova $picka se chova jako mozek nizsich zivocichu, jejichz mo-
zek je umistén v piedni ¢asti téla, kde ziskava informace ze senzorickych organu (Darwin and
Darwin, 1880; str. 572-73). Moznost existence rostlinnych synapsi je stale velmi diskutované
téma. Koncept synaptického prenosu informaci nam vSak pomaha, vysvétli takové pochody
rostlin jako je napf. interakce se symbiotickymi bakteriemi za pomoci imunologickych synapsi
(Baluska et al., 2005). Existenci rostlinnych synapsi podporuje i fakt ze bylo v genomu Arabi-
dopsis identifikovano 6 homologl synaptického proteinu synaptotagminu (Craxton, 2004) Tato
prace si kladla za cil vyhledat literarni tidaje o znamych ¢i dosud neobjevenych moznych ho-
molozich proteinti spojenych se synapsemi u rostlin.

RHD3 se ukazuje byt orthologem synaptického proteinu atlastinu (Hu et al., 2009). Oba
proteiny RHD3 i Atlastin spolu sdili pfibuzné mutantni fenotypy, ktery se projevuje krat$imi
kofenovymi vlasky a axony, které vykazuji vinity vzhled (Galway et al., 1997; Reid, 2003).
Protein RHD3 si vSak zasluhuje dalsi charakterizaci, abychom byli schopni plné porozumét jak
jeho vlivu na rostlinou buiiku tak jeho regulaci.

U strukturnich proteina tfidy Dig-MAGUK jsem bioinformatickou cestou nasel moz-
ného kandidata z tad rostlinnych proteinti. Jedna se o predikovany dosud necharakterizovany
protein z Hordeum vulgare subsp. vulgare, ktery byl ziskan sekvenaci cDNA (Matsumoto et
al., 2011).Toto pocate¢ni pozorovani vSak musi byt potvrzeno dal§imi studiemi. Podobné je to
s druhym predikovanym proteinem z Hordeum vulgare subsp. vulgare, ktery byl rovnéz ziskan
sekvenaci CDNA (Matsumoto et al., 2011). Tento protein jevi jistou homologie s RIM-BP 2
ktery slouzi jako bifunkéni spojeni mezi ca2 kanaly a fiznim aparatem bunky (Mittelstaedt and
Schoch, 2007). Opét jako v ptipadé piedpokladaného homologa DIg-MAGUK je potieba toto
pozorovani ovéfit. U obou proteind je tedy zapotiebi dalsiho vyzkumu, ktery sice bude naroény,
ale bude velmi pfinosny.

Poslednim proteinem byl PATROL1 ktery je nedavno objevenym orthologem Munc13.
U tohoto proteinu bylo zjisténo, Ze se na rozdil od Munc13 netéastni vackového transportu, ale
nejspise je jednim z hlavnich regulatord otevirani praduchi (Hashimoto-Sugimoto et al., 2013;

Higaki et al., 2014). Nicmén¢ o tomto proteinu se zatim vi malo a podle mého nazoru nas pii

vvvvv
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