Regulace aktivity prenaSecii auxinu z bunky

Bakalatska prace

Marie Martincova
Katedra fyziologie rostlin PFFUK

2008






OBSAH

1. Uvod

2. Abstrakt a kli¢ova slova

3. Abstract and key words

4. Auxiny ve vyvoji rostlin

5. Mechanismus uc¢inku auxinu

6. Transport auxinu

6.1.Kanaliza¢ni hypotéza

6.2. Proteiny pfenasejici auxin pfes membranu
6.2.1. Proteiny AUX/LAX
6.2.2. Proteiny PGP a TRH
6.2.3. Proteiny PIN

7. Zaver

8. Seznam literatury

6.2.3.1. Regulace funkce proteinit PIN

6.2.3.2. Ovlivnéni genové exprese proteinti PIN

6.2.3.3. Konstitutivni cyklovani proteinti PIN, transport
a cileni proteinti PIN do membrany

6.2.3.4. Regulace funkce a aktivity proteini PIN jejich fosforylaci
6.2.3.4.1. Regulace aktivity protein kindzy PINOID
6.2.3.4.2. Role protein fosfatazy PP2A pfi regulaci

transportu auxinu

6.2.3.4.3 Kinazy WAG

6.2.3.5. Regulace prostednictvim fytotropind

6.2.3.6. Regulace funkce proteinti PIN jejich specifickou degradaci

O O O 0 0 AN W K~ W N

e e T
W W =

13
16
18

20
21
22

23
24



1. Uvod

Auxin je jednim z hlavnich rostlinnych hormonti (fytohormonti), mezi které dale pocitame
cytokininy, ethylen, kyselinu abscisovou, gibereliny, brasinosteroidy a dal$i rastové
regulatory. Podili se na mnoha vyvojovych a morfogenetickych procesech zalozenych na
diferencidlnim déleni a prodluzovani bunék, jako jsou vyvoj embrya, diferenciace cévniho
pletiva ¢i riistové odpovédi na vnéjsi podnéty (shrnuto ve Woodward a Bartel, 2005; Teale a
kol., 2006; Fleming, 2006). Tento pleiotropni U¢inek auxinu je umoznén mimo jiné jeho
polarnim transportem, ktery ma za nasledek lokalni akumulace auxinu v urcitych tkanich a
bunkach.

K nejvétsi produkei auxinu dochéazi v mladych apikélnich tkénich (Leyser, 2005), ale je
zapotiebi snad ve vSech Castech rostliny. K jeho distribuci slouzi apoplasticky i symplasticky
transportni systém rostliny. Auxin je transportovan na delsi vzdalenost spolu s dal$imi latkami
floémem, ale také transportnim systémem z buniky do bunky. Pravé tento systém je smérove
polarizovany diky nerovnomérnému rozlozeni auxinovych pfenaSeCii na plazmatické
membran¢ (shrnuto ve Friml a Palme, 2002).

Mezi hlavni dosud popsané pienasece auxinu do buiky patii permedza AUXIN1 (AUX1)
(Bennett a kol., 1996, Swarup a kol., 2001) a jeji homology (AUX/LAX), pro pienos auxinu
ven z buiiky jsou to transmembranové proteiny z rodiny PINFORMED (PIN; Gilweiler a kol.,
1998; Petrasek a kol., 2006) a také fosfoglykoproteiny (PGP), rostlinné ortology savc€ich
ABC-transportéri (Dudler a Hertig, 1992; Terasaka a kol., 2005).

Regulace aktivity prenasecl auxinu se déje na nckolika urovnich, od regulace jejich
genoveé exprese pies regulace funkce na urovni aktivity a lokalizace proteinii samotnych, az
po jejich fizenou degradaci.

Vzhledem k dal§imu zaméteni své prace je zde hlavni diraz kladen na proteiny rodiny
PIN a regulaci jejich funkce prostfednictvim specifické fosforylace a defosforylace u

Arabidopsis thaliana.



2. Abstrakt a klicova slova

Rostlinné hormony jsou latky, které se vyznamné podili na regulaci vyvojovych a
morfogenetickych procesii v rostlinach. Auxin (kyselina indolyl-3-octova, IAA) je dilezity
hlavné pro dé€leni a elongaci bunék, diferenciaci cévniho pletiva a ristové odpoveédi na vnéjsi
podnéty. Jeho ucinek je zprostfedkovan koncentracnimi rozdily mezi jednotlivymi buiikami ¢i
pletivy. Tyto rozdily jsou ustanoveny diky unikatni schopnosti tohoto fytohormonu byt
transportovan z buiiky do buiky polarn€. Samotnd polarita transportu auxinu je zajiSténa
asymetrickym rozmisténim auxinovych pfenasecti v plazmatické membrané, a to zejména
prenasecli auxinu ven z bunky. Mezi né patii proteiny PINFORMED (PIN) a
fosfoglykoproteiny (PGP). Regulace funkce pfenaseci auxinu je moznd na vice urovnich.
Tato prace je zamétena predevSim na regulaci proteinit PIN jejich specifickou fosforylaci,
protoze tomuto tématu se budu nadéle vénovat v rdmci vypracovani své diplomové prace.
Mozné regulace predstavuji zejména ovlivnéni genové exprese proteind PIN, cileni vzniklych
proteini do plazmatické membrany ¢i zménu jejich aktivity specifickou fosforylaci a
defosforylaci pomoci protein kinazy PINOID (PID) a fosfatdzy PP2A. Protoze proteiny PIN
ptirozené cykluji mezi plazmatickou membranou a endozomélnimi kompartmenty, 1ze zvysit
odtok auxinu z bun¢k inhibici endocytézy vackl nesoucimi prenaSeCe PIN. Sam auxin se
vyznamné podili na regulaci svého vlastniho transportu aktivaci exprese nékterych gent.
Mezi né€ nalezi geny pro jeho prenasece (AUXI1/LAX, PIN, PGP) a geny kodujici protein
kindzu PID. Auxin mize inhibovat endocytozu pii cyklovani proteinii PIN, ale mé4 schopnost
indukovat 1 specifickou degradaci svych ptfenasecii. Protein kindza PINOID patii do rodiny
rostlinnych homologt Zivoc¢isnych AGC kinaz a jeji aktivita zfejme€ rozhoduje o umistovani
pienasecti PIN do membrany a také zvySuje miru transportu auxinu z bun¢k. Nedavno bylo
zjisténo, ze se pii lokalizaci proteinii PIN uplatituje 1 fosfatdza PP2A, kterd plsobi proti
ucinku kinazy PID. Specificka fosforylace pfenasecti auxinu je tedy velmi diilezitou regulaci,
protoze jejich fosforylacni stav ma pravdépodobné vliv na jejich lokalizaci v bunce a tim i na

miru transportu auxinu.

Kli¢ova slova: auxin, fosforylace, PINOID, polarni transport auxinu, PINFORMED



3. Abstract

Plant hormones are substances playing a substantial role in the regulation of
developmental and morphogenetic processes in plants. Auxin (indole-3-acetic acid, IAA) is
important for cell division and elongation, differentiation of vascular tissue and it is also
involved in regulation of tropical responses to external stimuli. Its effect is mediated by
concentration gradients between individual cells and tissues. Auxin is the only phytohormone
that is transported from cell to cell in a polar manner so these gradients can be set and
maintained. The directionality of cell-to-cell auxin transport is realized by the asymmetric
distribution of plasma membrane-located auxin transporters and auxin efflux carriers in
particular. These are PINFORMED (PIN) proteins and phosphoglycoproteins (PGP). This
thesis is primarily aimed to PIN proteins and how they are regulated by phosphorylation,
because I will study this topic in my following diploma thesis. There are many possible levels
of regulation of PIN activity. It is gene expression, protein synthesis, protein targeting and
regulation of the function of the mature protein. The function of PIN carrier can be modified
by phosphorylation and dephosphorylation by the protein kinase PINOID (PID) and the
phosphatase PP2A. Since PIN proteins undergo rapid cycling between the plasma membrane
and endosomal compartments the inhibition of endocytosis of PIN-containing vesicles results
in increased auxin efflux. Auxin can regulate its own transport by activating expression of
some proteins including AUX1/LAX, PIN and PGP transporters and a protein kinase PINOID
(PID). Auxin can also inhibit endocytosis of its efflux proteins and induce their degradation.
The protein kinase PID belongs to the group of plant homologs of animal AGC kinases. Its
role is suggested in positioning of PINs to the plasma membrane and enhancing of auxin
transport from the cells. Recently it has been shown that the phosphatase PP2A is also
involved in localization of auxin transporters and that it acts antagonistically to the protein
kinase PINOID. The regulation of PIN transporters by specific phosphorylation is important
because the phosphorylation state of these molecules seems to have crucial impact on the

level of transported auxin molecules.

Key words: auxin, phosphorylation, PINOID, polar auxin transport, PINFORMED



4. Auxiny ve vyvoji rostlin

Jako auxiny lze oznaclit skupinu chemickych latek s ptibuznou chemickou strukturou a
podobnou biologickou aktivitou. Existuji auxiny pfirozené a syntetické, vyrabéné umeéle.
Nejvice zastoupenym prirozenym auxinem v rostlinach je kyselina indolyl-3-octova (IAA) jez
ma také asi nejvyznamngj$i ucinek. Dal§imi pfirozenymi auxiny jsou kyselina 4-chlor-
indolyl-3-octova (4-CI-IAA), kyselina fenyloctovd (PAA) a kyselina indolyl-3-maselna
(IBA). Mezi syntetické auxiny patii napiiklad kyselina naftalen-1-octovd (NAA) ¢i kyselina
2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D) (Woodward a Bartel, 2005). Tyto auxiny se pouzivaji do
ruznych ptipravkl na podporu zakotfeiiovani a rtstu, popiipadé do herbicidu.

K ustanoveni odliSnych koncentraci auxinu dochazi jiz béhem casnych fazi
embryogeneze, po rozdeleni jednobunééné zygoty na bazalni buniku ddvajici vznik suspenzoru
a buiiku apikalni, ze které vznikne pravé embryo. Auxinu je vice ve vznikajicim embryu nez v
buiikach suspenzoru (Friml a kol., 2003). Tento stav trva az do 32-bunééného embryonalniho
stadia, kdy je naopak vice auxinu v buiikach suspenzoru, s maximem v buiikach hypofyzy, jez
je prekursorem kotfenového meristému. Nestejné rozloZeni auxinu se uplatiiuje 1 pii zakladani
a formovani organil v postembryonalni fazi vyvoje. Jeho zvySené hladiny koreluji s misty, kde
se budou zakladat nova listova a kvétni primordia ¢i primordia postrannich kofend.
Maximalni koncentrace auxinu byla v primérnim kofeni zjisténa v kolumelovych inicialach a
v klidovém centru. Jeho hladina poté klesa umérné s postupnou diferenciaci a zranim bunék.
Pti vzniku postrannich kotenit dochdzi ke zvySovéani hladiny auxinu v buiikach pericyklu, ze
kterych bude vznikat kofenové primordium. Béhem ristu postranniho kofene se poté ustanovi
gradient auxinu smérem od Spic¢ky kofenu k jeho zacatku. Podobnym zplisobem se auxin
uplatiiuje 1 pii zakladani listd a kvétnich c¢asti. Jest€¢ pred vypucenim primordia dochézi
k lokalni akumulaci auxinu v buiikach, ze kterych bude vznikat, a poté se zase ustanovi
gradient s maximem ve vrcholku nové vznikajiciho organu. Vsechny tyto vzniklé organy musi
byt nové propojeny s cévnim pletivem rostliny, aby mohl byt zajistén transport asimilatd a
zivin. Pfi zakladani a formovani novych cévnich svazkii také dochazi k zvysSeni lokalni
hladiny auxinu, coZ naznacuje, ze se tento hormon podili i na diferenciaci cévniho pletiva
(shrnuto v Tanaka a kol., 2006).

Jak jiz bylo zminéno, lokalni zvySeni ¢i snizeni koncentrace auxinu v buiikéch je signalem
pro ristovou odpovéd rostliny na vnéjsi podnét, ale muze byt téz signalem ke spravné
diferenciaci bunky. Proto pifi vyvoji rostliny dochdzi k dynamickym zméndm v distribuci
auxinu a ke vzniku riznych auxinovych gradientd. K ur¢eni této distribuce auxinu

v rostlinnych pletivech lze pouzit naptiklad imunolokalizaci pomoci specifické protilatky,
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pfimé méfeni vnitini hladiny auxinu, ¢i detekce aktivity na auxinu zavislého promotoru DRS,

jehoz aktivita koreluje s obsahem auxinu v buiice (Benkova a kol., 2003).

5. Mechanismus t¢inku auxinu

Auxin vyvoldva v builkdch rychlou expresi transkripénich regulatord rodiny
AUXIN/INDOL-3-ACETIC ACID (AUX/IAA), K akumulaci téchto proteinli v buiice
dochéazi v fddu nékolika minut po aplikaci auxinu. (Abel a kol.,1994). V Arabidopsis je
doposud znamo 29 proteinti rodiny AUX/IAA (Liscum a Reed, 2002). VSechny jsou velmi
nestalé a obsahuji Ctyfi vysoce konzervované domény: doména I je represorem transkripce,
domény III a IV zprostiedkovéavaji homodimerizaci a heterodimerizaci s dal§imi AUX/TAA
proteiny a také s takzvanymi AUXIN RESPONSE FACTORs (ARFs). Doména 1II je dilezita
pro interakci AUX/TAA s proteinem TIR1 (TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE), ktery je

soucasti komplexu ubiquitinaéni ligazy SCF™!

. Tento komplex oznacuje cilové proteiny
véetné AUX/TAA ubiquitinem a poté dochazi k jejich degradaci v proteasomu. V pfitomnosti
auxinu, ktery se véaze na receptorovy protein TIR1 (Dharmasiri a kol., 2005) se zvysSuje
interakce mezi TIR1 a AUX/IAA a dochazi k fizené degradaci transkripénich regulatort
AUX/TAA (Gray a kol., 2001).

Mnoho gent, jejichz exprese je regulovana auxinem, obsahuje v promotorové oblasti
regulacni sekvenci, tzv. Auxin-Responsive Element (AuxRE). Na tyto sekvence se vazi ARF
proteiny jako monomery, homodimery ¢i heterodimery sjinymi ARF proteiny nebo s
AUX/TAA proteiny, inhibujicimi transkripci. Samotné ARF proteiny mohou pusobit jako
inhibitory i aktivatory transkripce, to zavisi na povaze jejich centralni domény. AUX/TAA
interaguji s ARF proteiny pfes C-terminalni domény III a IV, které jsou konzervované u
vétsiny AUX/IAA 1 ARFs (shrnuto ve Woodward a Bartel, 2005). Fenotypy rtznych arf
mutantd jsou odlisné a velmi riznorodé, mnoho jich zatim nebylo ani popsano. Napiiklad u
rostlin mutovanych v genu MONOPTEROUS, kodujicim protein ARFS, ktery je aktivatorem
transkripce auxinem indukovanych genti, dochdzi k nespravnému formovéani embryonalnich
0s, Casto se zaklada jen jedna déloha a je poSkozeno 1 cévni pletivo (Hardtke a Berleth, 1998).

Systém indukce tvorby proteini AUX/IAA auxinem je vlastné dimyslnou negativni
zpétnou regulaci. Okamzité po ptisobeni auxinu a jeho navdzani na receptor v bufice dojde
k poklesu hladiny AUX/TAA proteinti (diky jejich ubiquitinaci a ndasledné degradaci
v proteasomu) a nasledné k zesileni transkripce genu AUX/IAA zprostiedkované nasednutim

ARF proteinlt na AuxRE v promotorové oblasti genu AUX/IAA. Tim dojde k akumulaci



AUX/IAA proteinii v bunice a k vypnuti auxinového signalu. Tento systém tedy umoznuje

kratkodobou a pfechodnou signalizaci (Gray a kol., 2001).
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Obr. ¢.1: Auxinem indukovana transkripce

Pii nizké hladin¢ auxinu (a) represory transkripce AUX/IAA brani piepisovani urcitych
gentl. Pii vysoké hladin€ auxinu (b) dojde k navazani IAA na receptor TIR1, ktery je soucasti
komplexu ubiquitinacni ligdzy, ten oznaci proteiny urcené k degradaci (véetné AUX/IAA)
ubiquitinem, a ty jsou poté degradované v proteazomu. Tim dojde k odblokovani inhibice a
transkripéni faktory ARF mohou aktivovat expresi auxinem indukovanych genti (upraveno

podle Quint a Gray, 2006).



6. Transport auxinu

Auxin je v rostlin€ transportovan dvéma zptisoby. Prostfednictvim floému spolu s dalSimi
latkami ¢i mechanismem opakovaného transportu pies plazmatickou membranu z bunky do
buiiky. Transport floémem je rychlejsi, ale neni smérovany. Probihd v obou smérech, jak
bazipetalné (od vrcholu smérem ke koteni) tak akropetdlné¢ (od kotenti k vrcholu), neni
regulovany a je pomérné rychly (5-20 cm/h). Oproti tomu transport z buiikky do bunky je
smérovany, regulovatelny, ale také pomalejsi (5-20 mm/h). Hlavni proud smérovaného
polérni transport auxinu sméfuje z vrcholu smérem ke koteni a kofenové Spicce , kde se jeho
proud otaci a vraci se buitkkami epidermis do elongacni zony kotene (Friml a Palme, 2002).

V poloviné sedmdesatych let byl navrzen model pro transport auxinu, tzv.
chemiosmotickd hypotéza (Rubery a Sheldrake, 1974). Protonové pumpy lokalizované na
plazmatické membrané vytvareji na ni protonovy gradient zpiisobujici, Ze v apoplastu je nizsi
pH (asi 5,5) nez v symplastu (pH asi 7). Auxin (IAA) je slaba kyselina s disocia¢ni
konstantou pK rovnou 4,7. To znamend, ze v nizkém pH apoplastu dochéazi k jeho pouze
castecné disociaci. Nedisociované nepolarni molekuly (IAAH) jsou hydrofébni a jsou
schopny ptechézet ptes plazmatickou membranu na zdklad€ koncentracniho gradientu prostou
pasivni diftizi bez dodéani energie, zatimco disociované formy (IAA”) jsou polarni a do bun¢k
mohou byt transportovany jediné aktivn¢ pomoci specifického ptenasece. V cytosolu, kde je
pH okolo 7, je vétSina auxinu disociovadna, a proto nemuze pasivné prochazet plazmatickou
membranou. Jedinou moZnosti jak se mizZe dostat ven je aktivni transport pomoci pienasece.
Z toho vyplyva, ze pfi transportu auxinu z buiikky do buiky zalezi pfedevSim na mnozstvi a
lokalizaci vynaSect auxinu. Ty mohou byt na plazmatické membran¢ umistény asymetricky a
ve shlucich, ¢imz je zplUsoben polarizovany transport auxinu (shrnuto v Benjamins a kol.,

2005).

6.1.Kanaliza¢ni hypotéza

Protoze vyssi rostliny jsou sesilni organismy, nepohyblivé a setrvavajici stale na jednom
misté, musi byt jejich vyvoj velice flexibilni, aby se ptizpisobily ménicim se podminkam
prostiedi. Jejich rast je neukonceny, vykazuji vysokou regeneracni schopnost a v ptipadé
poranéni mohou i post-embryonalné vytvaret nové organy. Pfi zakladani novych lista, kvéti
¢1 postrannich vrcholt vznikaji nové osy polarity, musi se tedy polarizovat jak rostlinna
pletiva, tak jednotlivé buiiky, k CemuZz je zapotiebi mezibunéény polarizacni signdl - auxin

(Reinhardt a kol., 2000).



Pro transport auxinu pletivem byla formulovana takzvana kanaliza¢ni hypotéza (Sachs,
1974, 1991), ktera ptredpokladad, ze auxin ma zpétnovazebny efekt jak na sviij vlastni
transport, tak 1 na jeho polarizaci. Tato pozitivni zpétnad vazba je zprostfedkovana zvySenim
transportni kapacity auxinu a polarizaci bunék a to tak, Ze sam auxin je schopen regulovat
transkripci, lokalizaci a degradaci svych vlastnich prenasecii v bunice. Existuje korelace mezi
tokem auxinu a propustnosti membrany. Uz pifi malych odchylkach ve sméru transportu

auxinu dochazi ke vzniku nové transportni cesty, kterou je auxin veden k sinku.

6.2. Proteiny pfenasejici auxin pies membranu

6.2.1. Proteiny AUX/LAX

Auxiny jako slabé kyseliny v nizkém pH apoplastu ¢éaste¢né disociuji. Disociované
polarni molekuly auxinu nemohou prochazet pfes membranu do buniky prostou difuzi, musi
byt tedy transportovany specifickym ptenaseCem. Jako takovy slouzi protein AUXI a jeho
homology zrodiny AUX/LAX (AUXIN-RESISTANT/LIKE AUX) (Bennet a kol., 1996;
Swarup a kol., 2004). Tyto pfenaSece jsou podobné¢ aminokyselinovym permedzam. [AA,
kterd je strukturné podobnd tryptofanu, je pro n¢ tedy vhodnym substratem a do bunck je
transportovana symportem s protony. Protein AUXI1 se ucastni odpovédi kofene na
gravitropicky stimul tim, Ze zvySuje objem transportu auxinu (Marchant a kol., 1999), kofeny
mutanta aux/ jsou agravitropické. V bunkach protofloému je tento pienase¢ lokalizovan
asymetricky na membrané horni strany buné€k, zatimco na spodni strané jsou umistény
prenasece auxinu ven z buiiky. Tento systém slouzi ziejmé ke smerovani transportu auxinu
z floému do kotfenové Spicky (Swarup a kol., 2001). PienaSe¢ AUXI se vyskytuje na
plazmatické membrané, v membrané¢ Golgiho aparatu a v endozomech. Jeho mnoZstvi na
membrané je regulované dynamickym cyklovanim mezi plazmatickou membranou a
endozomalnimi kompartmenty (Kleine-Vehn a kol., 2006). Polarni lokalizace AUXI1 je
zprostiedkovana pomoci proteinu AXR4 (AUXIN-RESISTANT4), ktery je asociovan
s endoplazmatickym retikulem a pravdépodobné se ucastni post-translacnich modifikaci
proteinu AUX1 (Dharmasiri a kol., 2006). Role aktivniho pfenosu pomoci proteint

AUX/LAX byla nedavno téz potvrzena v procesu fylotaxe (Bainbridge a kol., 2008).

6.2.2. Proteiny PGP a TRH
Proteiny PIN nejsou jedinymi transportéry auxinu z buiiky. Jako takové mohou slouzit i

fosfoglykoproteiny (PGP), jez jsou rostlinnymi ortology skupiny sav¢ich ABC-transportért
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(ATP-binding cassette transporters), které¢ zajiStuji rezistenci vi¢i nékterym 1ékim a
toxickym latkdm (Noh a kol., 2001). Mutanty v PGP genech vykazuji razné vyvojové vady
spojené s poSkozenym transportem auxinu, jako je redukovany dlouzivy rust, Spatné
definovana apikdlni dominance a pozménéna odpovéd’ na tropické stimuly (Bandyopadhyay a
kol., 2007). PGP proteiny nejsou vétSinou v bunikach umistény polarizované, coz naznacuje
jejich roli v nesmérovaném transportu auxinu na del$i vzdélenosti. Je ale zajimavé, ze v
bunkach nékterych pletiv, jako je endodermis a kiira elongacni zény kotene, jsou PGP1 i
PGP4 lokalizovany asymetricky. Pravdépodobné se tedy ucastni i polarniho transportu auxinu
(Geisler a kol., 2005).

Proteiny PGP mohou fungovat jak v roli pfenaSeCe auxinu z buiiky, tak i do buiky.
Zvysend exprese PGP1 v kvasinkovych a sav€ich buiikdch vede ke zvySenému odtoku auxinu
zbunék, PGPl je tedy exportérem auxinu. Naproti tomu PGP4, exprimovany hlavné
v kotfenové $picce, slouzi k importu auxinu do bun¢k za spotfeby ATP. Plsobi tedy spolecné
s proteinem AUXT, ktery vnasi auxin do bunky symportem s protony (Terasaka a kol., 2005).
Pokud jsou PGP4 a PGPI lokalizovany v bunkach polarn€, jsou umistény na opacnych
koncich bunék. Jejich transportni funkce pro auxin se tedy pravdépodobné dopliuji (Geisler a
kol., 2006).

V zasad¢ se naskytaji dvé moznosti funkce PGP proteini. Bud’ ptisobi na plazmatické
membran¢ samostatné a piispivaji tak spolu s proteiny PIN k transportu auxinu, nebo s
proteiny PIN interaguji a tim je na plazmatické membrané stabilizuji, Gcastni se tedy i
polarizovaného transportu. Bylo zji§téno, Ze PINI kolokalizuje s PGP19 na plazmatické
membrané. Oba tyto proteiny se vyskytuji v mikrodoménach bohatych na sterol, které
piipominaji lipidové rafty (Bandyopadhyay a kol., 2007). V mutantu pgp/9 se PIN1 v téchto
mikrodoménach nevyskytuje, coZ naznacuje, ze spolu PIN1 a PGP19 opravdu interaguji a
PGP19 stabilizuje komplex pfenasece PIN1 na membrané.

Pii zvySené expresi proteinii PIN a PGP dochazi bud’ ke zvySeni ¢i snizeni miry transportu
auxinu. Zatimco koexprese PGP1 nebo PGP19 s PINI vede ke zvySeni transportu, pii
spole¢né expresi PIN2 s témito dvéma ptenaSeci dochdzi k opacnému jevu, tj. ke snizeni
exportu auxinu. Ale vobou piipadech, jak pfi antagonistickém tak pfi synergistickém
pusobeni obou prenasecl, je zvysena sensitivita ke kyselin€ 1-naftylftalamové (NPA) a také
substratova specifita k transportu IAA. Fenotypy dvojitych mutantl pin pgp naznacuji jejich
aditivni funkci, ackoliv jednoduché mutanty jsou znaéné odlisné (Blakeslee a kol., 2007).
Proteiny PIN a PGP se tedy podle téchto vysledkii ucastni koordinovanych, ale vzajemné

nezavislych transportnich mechanizmti. PGP pfispiva hlavné k nesmérovanému transportu
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auxinu na dlouhé vzdalenosti, zatimco proteiny PIN ho transportuji spiSe polarizovan¢ a na
kratSi vzdalenosti. V buinikach nékterych tkani vSak spolu také interaguji a spolupracuji.
Regulace funkce ptenaseCli PGP je zatim prostudovana hlavné u savci. Fosforylace
zprostiedkovana protein kinazou C (PKC) stimuluje PGP ke zvySenému transportu. Proto se
pti 1écbé rakoviny pouzivaji mj. inhibitory PKC. Fosforylace proteinit PGP je pomoci nich
redukovana a dochazi k vétsi akumulaci 1é¢iva v rakovinnych bunkéach. Podobné je tomu i u
rostlin, existuje pfimé spojeni mezi transportem auxinu a mirou fosforylace PGP (shrnuto
v Geisler a kol., 2006). Prenasece PGP jsou citlivé také k flavonoidiim, jez jsou v rostlinach
normalné¢ piitomny jako prekurzory zlutych rostlinnych barviv. Tyto latky jsou zfejmé
piirozené se vyskytujicimi ekvivalenty NPA, inhibitoru transportu auxinu ven z bunék. PGP1
1 PGP4 vazi flavonoidy i NPA a jsou jimi inhibovany, pfi jejich zvySené hladiné tedy dochazi
k akumulaci auxinu v bunikach. Aktivita prenase¢it PGP1 a PGP19 je regulovana také pomoci
proteinu TWISTED DWARF1 (TWD1) (Geisler a kol., 2003; Bouchard a kol., 2006). Tento
protein je zakotveny v plazmatické membran¢ pomoci glykosylfosfatidylinositolové (GPI)
kotvy, interaguje s PGP1 ¢i PGP19 a pravdépodobné cely pienaseCovy komplex auxinu na
membrané stabilizuje. Je také mozné, ze TWDI1 ovliviiuje transportni kapacitu prenasect
PGP, protoze jeho interakci s nimi dochézi k zakryti ¢asti jejich C-koncové domény, kterd se
ucastni navazani a hydrolyzy ATP, néktery z t€chto procesti mize byt tedy ovlivnén.
ROOT HAIR1 (TRHI), slouzici k ptenosu drasliku v kotfenech (Vicente-Agullo a kol., 2004).
Mutant trh] ma poskozeny vyvoj kofenovych vlaskl a kofenovy gravitropismus. Oba tyto
defekty lze odstranit exogenni aplikaci auxinu. Protein TRHI je exprimovan hlavné
v kofenové cCepicce, kde ziejmé vytvafenim gradientu iontd pfes membranu slouzi

k reorientaci proudu auxinu proudiciho ze stélé do bunék epidermis a kortexu.

6.2.3. Proteiny PIN

Pti studiu kvétnich mutanti Arabidopsis thaliana byla popsana mutace pin-formed, jejiz
fenotyp se napadné podoba fenotypu rostlin péstovanych za ptitomnosti inhibitorti polarniho
transportu auxinu, jako jsou napiiklad kyseliny 1-naftylftalamova (NPA) nebo 2,3,5-
trijodobenzoova (TIBA). pin-formed mutanty maji Spatn¢ Spatn¢ vyvinutou osu kvétenstvi i
samostatné kvéty, nedochazi ke vzniku kvétnich primordii a pokud ano, vznikd na vzrostném
vrcholu pouze jakysi pestiku podobny utvar, kolem kterého je méné kaliSnich a vice

korunnich listkli. V kvétu se mizou nachazet i tyCinky. Pestik je sterilni, nevyvijeji se v ném
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vajicka. Listy jsou u mutanta pinl téz abnormalni, mohou byt $irsi, protoze hlavni céva se
vetvi uz u baze listu. Je poskozena také fylotaxe 1 vyvoj déloh (Okada a kol., 1991).

Pokud zvnéjsku aplikujeme na rostlinu auxin, dojde k indukei tvorby laterdlnich kvétnich
primordii a vznik4 nepoSkozené kvétenstvi, z cehoz je vidét, ze pro vyvoj i spravné umisténi
organtl je pfisun auxinu nutny (Reinhardt a kol., 2000). V pinl mutantech je jeho obsah ve
vzrostném vrcholu nedostateCny a k formovani laterdlnich orgadnti nedochézi. DalSim
dikazem, Ze se proteiny rodiny PIN podileji na polarnim transportu auxinu, je studie na PIN2.
Kdyz byl tento protein nadprodukovan v kvasinkovych bunkach, dochazelo u nich ke
zvySenému transportu radioaktivné zna¢eného IAA z bunék. Stejny postup vedl také u bunck
BY-2 a Arabidopsis k mensimu zadrzovani a zvySenému odtoku riznych radioaktivné
znacenych TAA, coz ale neplatilo pro latky podobné, jako je naptiklad kyselina benzoova
nebo prekurzor auxinu tryptofan. Transport IAA z bun¢k pfitom byl citlivy k inhibitoram
transportu auxinu a jeho rychlost byla pfimo umérna mnozstvi nadprodukovanych proteinti
PIN (Petrasek a kol., 2006).

Molekularni analyzou genu PIN1 bylo zjisténo, ze kdduje protein, ktery je dlouhy 622
aminokyselin a ma 8-12 transmembranovych domén obklopujicich pravdépodobné hydrofilni
centralni oblast. Podobnou strukturu ma i mnoho jinych proteind, ucastnicich se Siroké skaly
transmembranovych transportnich procesti. Proteiny PIN patii do skupiny sekundéarnich
pienasect, které prenasSeji chemické latky pfes membranu na tkor energie elektrochemického
gradientu na membrané¢ (Gélweiler a kol.,1998).

Bylo zjisténo, ze PIN1 patii do proteinové rodiny o osmi Clenech, jejichz exprese je
tkanove specificka. I kdyz maji vSechny proteiny PIN funkci v transportu auxinu, ukazuje se,
ze razné proteiny PIN se také ucastni raznych vyvojovych procesi. PIN1 v Arabidopsis
zprosttedkovava organogenezi a diferenciaci cévniho pletiva, PIN2 gravitropicky rtst a PIN3
diferencialni rist stonku zprostiedkovavajici fototropickou odpovéd. PIN4 fidi aktivitu
kotfenového meristému a PIN7 ranny vyvoj embrya. Protoze PIN proteiny maji vice funkei,
které se ¢astené piekryvaji, jednotlivé pin mutanty nevykazuji takové poskozeni, jaké by se
predpokladalo. Kdyz dojde k mutaci vjednom z PIN genl, miize byt jeho funkce
kompenzovana ektopickou expresi jiného typu proteinu PIN. Mutace ve vice PIN genech maji
proto vétsi dopad, protoze uz nemtize dojit k funkéni nadhradé jinym genovym produktem, a
mohou byt i letadlni. Tato CasteCna zaménnost jednotlivych proteinti je pro rostliny velmi

dilezité a ptispiva k jejich vysoké plasticité (Vieten a kol., 2005).
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6.2.3.1. Regulace funkce proteinti PIN

Stejné jako mnoho jinych proteint lze 1 proteiny PIN regulovat na vice urovnich. Prvni
predstavuje moznost regulace mnozstvi vznikajicich proteinii prostfednictvim aktivace ¢i
inhibice jejich transkripce a teoretické ovlivnéni proteosyntézy a maturace proteinu (ackoliv o
té doposud neni nic znamo). Cilem dal$ich regula¢nich mechanismi je transport proteini do
membrany a jejich lokalizace v bunce. Muze byt také piimo ovlivnéna funkce jiz
maturovanych proteinil prostiednictvim kompetitivni a nekompetitivni inhibice, fosforylace,

defosforylace a fizené degradace (shrnuto v Zazimalova a kol., 2007).

6.2.3.2. Ovlivnéni genové exprese transportnich proteini PIN

Auxin mlze zvySovat svlj odtok zbun€k pomoci indukce exprese svych vlastnich
transportnich proteind rodiny PIN (Paponov a kol., 2008). Mira indukce zavisi jak na délce
pusobeni auxinu, tak na jeho koncentraci, a je také specifickd pro urcity bunéény typ a pro
urcity typ proteinu PIN jinak rychla. Kazdy typ ptfenasece PIN potiebuje pro indukci své
transkripce jinou koncentraci auxinu. Regulace genové exprese je zprostiedkovana
AUX/TAA-zavislou drahou. Auxin zplsobi rychlou degradaci represori AUX/IAA,
transkrip¢ni faktory ARFs jsou tedy uvolnény z jejich inhibice a mohou aktivovat transkripci
proteini PIN, moznad ve spolupraci s drahou aktivovanou dal§imi transkripénimi faktory
PLETHORA (Blilou a kol., 2005). V mutantech solitary root 1 (slr-1), jejichz represor [AA14
je stabilizovany a nepodléhd auxinem indukované degradaci, nedochazi po piisobeni auxinu
ke zvySené expresi PIN proteini (Vieten a kol., 2005).

Proteiny PIN mohou byt regulovany také post-transkripéné, i kdyz o tomto typu regulace
toho doposud neni moc znamo. Nedavno byly objeveny dva geny, MOP2 a MOP3
(MODULATOR OF PIN) (Malenica a kol., 2007). Mutanty mop2 a mop3 maji podobny
fenotyp jako mutanty pinl, coz naznacuje jejich roli v regulaci polarniho transportu auxinu.
Tyto dva geny nemaji vliv na lokalizaci proteinti PIN ani na jejich expresi, ale jejich absence
v mutantnich rostlinach vyznamné snizuje mnozstvi proteinti PIN 1 jejich aktivitu. Tento fakt

naznacuje moznost post-transkripéni regulace mnozstvi proteinii PIN.

6.2.3.3. Konstitutivni cyklovani proteinti PIN a transport a cileni proteintt PIN do membrany
Pfenasece auxinu ven zbunky neziistavaji stale na jednom misté v plazmatické

membrané, ale misto toho dochédzi kjejich neustdlému dynamickému cyklovani mezi

plazmatickou membranou a vnitrobunéénymi endozomalnimi kompartmenty (Geldner a kol.,

2001). Cyklovani se ucastni protein GNOM, GDP/GTP vyménny faktor pro malé¢ G proteiny
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typu ARF (ADP-ribosyla¢ni faktor) (Geldner a kol., 2003), ktery je citlivy k brefeldinu A
(BFA). Je nezbytny pro puceni vackl a vybér jejich obsahu, reguluje transport vacki a fidi
spravnou lokalizaci proteini PIN1 v membranég, coz je dilezité predev§im pii formovani
apikalné-bazalni osy embrya (Steinmann a kol., 1999). GNOM se ale ziejmé& neucastni
cyklovani vsech PIN proteinti. U PIN2 byla popsana drdha zavisla na vaccich obsahujicich
protein SORTING NEXIN 1 (4:SNXI1), ktery je ale stejn¢ jako GNOM citlivy k BFA.
Existuji tedy nejméné dv€ rtizné endozomadlni cesty pro cyklovani proteini PIN (Jaillais a
kol., 20006).

Tzv. konstitutivni cyklovani zahrnuje dva dulezit¢é a stile se opakujici procesy.
Endocytozu, tj. pohyb vezikull z plazmatické membrany do endozomélnich kompartmenti, a
exocytozu, tj. pohyb zpét do membrany. Exocytéza vacki je narozdil od endocytozy citliva
k BFA, ktery zplsobuje akumulaci proteinti (v€etné proteinit PIN) ve vnitrobunéénych
kompartmentech, tzv. BFA kompartmentech, tvofenych nahloucenim endocytickych vacka a
endomembran. Toto pisobeni je reverzibilni, po vymyti BFA dojde znovu k navraceni
proteini PIN do membrany. K akumulaci proteini PIN do BFA kompartmentt dochazi i
pokud je v bunkdch inhibovana biosyntéza proteini. To potvrzuje, Ze tyto kompartmenty
nevznikaji pouze znové syntetizovanych proteinl, ale pfedstavuji nahlouceni vacku
obsahujicich proteiny PIN z plazmatické membrany (Geldner a kol., 2001). Druhy dulezity
krok, endocytoza, je regulovana auxinem samotnym (Paciorek a kol., 2005), coz bylo
prokazano pro PIN1, PIN2, PIN3, PIN4, ale i pro dalsi cyklujici proteiny, jako je vodni kanal
PIP2 nebo membranova H™ ATPaza. Auxin inhibuje endocytézu téchto proteintl, a to vede
k jejich zvySenému vyskytu na membrané. Auxin tim sam zvySuje mnoZzstvi svych vynasect
na membrané a tim 1 sviij transport ven z bunék, coz je dulezita negativni zpétna regulace
vnitrobunééné hladiny auxinu. Jakym mechanismem inhibice endocytdzy probiha zatim neni
upln¢ jasné. Pravdépodobné se tohoto procesu ucastni i jeden zkandidati na protein
zprostredkujici citlivost k inhibitoriim auxinu, protein BIG (Gil a kol., 2001). U mutant( big
je endocytoza proteinti PIN a dalSich proteinii daleko méné citliva k auxinu nez u wild-type
rostlin a tyto mutanty maji také nckteré vyvojové vady, spojené s posSkozenim transportu
auxinu, jako je potlacend apikalni dominance a posSkozeny rast postrannich kotend. Pii
endocytoze vznikaji vacky obalené klatrinem, do kterych jsou proteiny PIN, ale tfeba i kanal
PIP2 smérovany pomoci klatrin-adaptorového komplexu (Dhonukshe a kol., 2007). Pokud
tento komplex na membrané neni, dochazi sice ke vzniku klatrinovych vezikult, ale PIN
v nich neni obsazen. Ukazuje se, Ze endocytéza zprostfedkovand klatrinem je v rostlinnych

bunikach asi hlavnim endocytickym mechanismem.
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Jsou tfi divody, pro¢ k dynamickému cyklovani proteini PIN dochazi (shnuto v
Zazimalova a kol., 2007). Muze slouzit k rychlé relokalizaci téchto prenasect a tim 1 ke
zméné sméru transportu auxinu. Proteiny PIN mohou mit i funkci receptoru a cyklovani mize
byt soucasti pienosu signdlu a zplisobem, jakym receptor regeneruje, a nebo mize PIN
fungovat nejenom jako pienase¢ auxinu ven z buiiky, ale mize zptisobovat i jeho akumulaci
ve specifickych endozomalnich vaccich a cilit jeho transport do jinych ¢asti buniky. Toto téma
je ale stale jest¢ velmi malo prozkoumané, je i mozné, Ze k cyklovani dochazi ze vSech tii
moznych divodu.

Dulezitou strukturou ucastnici se transportu vacki je cytoskelet, ktery vlastné tvoii i
jakousi kostru bunky — drzi jednotlivé organely i proteiny signalnich drah na svém misté. Je
pravdépodobné, Ze se protein PIN nevyskytuje v membrané samostatné, ale tvoii komplex
s dal$imi proteiny. Jednim z nich je NPA-vazajici protein (NBP) (Butler a kol., 1998). Pravé
NBP je pravdépodobné tou c¢asti komplexu, kterd je zodpovédna za vazbu s aktinovym
cytoskeletem. To dokazuje i1 pokus, kdy po inkubaci bunék s Cytochalasinem D,
cytoskeletalni drogou, kterd zpisobuje fragmentaci aktinovych filament, dosSlo ke snizeni
miry transportu auxinu. Z toho vyplyva, ze NPA-vazajici protein a tedy i cely komplex
pfenasSece auxinu je asi drzen na membrané v nalezité poloze pomoci aktinového cytoskeletu
(shrnuto v Muday a kol., 2000).

Téz genova exprese ovlivnéna auxinem rozhoduje o lokalizaci proteinti PIN buiice. V
buiikdch primarniho kotene Arabidopsis je PINI lokalizovan na bazalni strané bunék stélé,
pericyklu a endodermis, zatimco PIN2 na apikalni strané epidermalnich bun¢k a na bazalni
stran¢ mladych bun€k kortexu. Inkubace kofenii v roztoku s biologicky aktivnim auxinem
(TAA) vedla ke zméné¢ polarity PIN1 1 PIN2 v urcitych bunikach (Sauer a kol., 2006). Umisténi
PINT nebylo ve stélé ovlivnéno, ale v buiikdch pericyklu a endodermis doslo k jeho pfesunu
na vnitini bo¢ni sténu. Lokalizace PIN2 nebyla ovlivnéna v bunikach epidermis, ale doslo
k jeho piesunu na vnéj$i boc¢ni sténu v bunikach kortexu. Takto piisobi auxin na lokalizaci
proteini PIN 1 pifi nizké koncentraci. Zmény jejich polarity nezavisi na vlastnostech
jednotlivych typt proteini PIN, ale jsou specifické pro urcity bunécény typ, jak vyplyva ze
studia bunék ektopicky exprimujicich PIN1 v bunkach kortexu. Zde doSlo po inkubaci
s auxinem k jeho relokalizaci na vnéjsi bo¢ni sténu bunék stejné, jako k tomu doslo v pripade
PIN2. Studiem mutantnich linii arf bylo dale zjiSténo, ze zmény polarity proteintt PIN jsou
zprostfedkovany signalizacni drdhou zavislou na AUX/IAA-ARF, u arf mutanti nedochazi
k tak znatelné relokalizaci PIN proteinii. Stejné tak u linii mutovanych v AUX/IAA nedochazi

k polarizaci bun¢k. Zatim neni zcela jasné, jak ptesné¢ AUX/TAA a ARF putsobi na cileni
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proteinti PIN do urcitych ¢asti membrany, nejspise se toho ucastni jesté néjaky dalsi, doposud
neznamy faktor. Které soucasti AUX/IAA-ARF signélni drahy se ucastni regulace zmény
polarity proteintt PIN je zavislé na typu pletiva, protoze v kazdém pletivu se mohou
exprimovat ruzné specifické AUX/IAA proteiny i transkripéni regulatory ARF a interagovat
spolu, coz se projevuje ve specifickém cileni proteinit PIN do riiznych stran bunék u riznych
bunéénych typtl. Z téchto poznatki je tedy ziejmé, Ze sdm auxin zpusobuje polarizaci bun¢k a

zprostiedkovava tak svilj smeérovany transport.

6.2.3.4. Regulace funkce a aktivity proteint PIN jejich fosforylaci

Post-translacni  modifikace raznych proteini reverzibilni fosforylaci je jednou
z nejcastéjSich regulaci fidicich aktivitu proteind. Zajistuji ji enzymy kinazy a fosfatdzy.
V signalni cest¢ auxinu nebyla dlouho ucast zadné kindzy zndma az do objevu serin-
threoninové kinazy PINOID (PID) (Bennet a kol., 1995) ucastnici se pfenosu a Sifeni
auxinového signalu. Mutanty pid maji fenotyp podobny jako rostliny mutantni v genu pro
PIN1 (shrnuto v DeLong a kol., 2002, Christensen a kol., 2000). Je narusena fylotaxie,
lateralni orgény jsou rozmistény nahodné. Kvétenstvi je skoro holé, jen s malym poctem
kvétt, ve kterych se mize vyskytovat nadbytek korunnich listkii, ¢asto srostlych, ty€inek je
zde naopak méné nez v normalnich kvétech a morfogeneze gynecea je také posSkozena.
Nadprodukce proteinti PID vede k agravitropickému rtstu kofene 1 hypokotylu a n¢kdy az
k tplnému kolapsu meristému primarniho kotene v disledku vycerpani auxinu (Benjamins a
kol., 2001).

Zvyseni exprese genu PID po plsobeni auxinu naznacuje, ze tento gen patii mezi auxinem
indukovanou skupinu gent (Benjamins a kol., 2001). Tomu také odpovida nélez sekvenci
AuxRE (auxin responsive elements) v promotorové oblasti genu pro protein kindzu PID. Ta je
nejvice exprimovana v primordiich d€loh embrya, v kvétnich primordiich a v cévnich
pletivech zejména blizko meristému a po pisobeni auxinu téz v listovych primordiich. PID je
asociovana s plazmatickou membranou pomoci interakce s membranovymi proteiny, byla
prokazana kolokalizace s pfenaSe¢i PIN (Michniewicz a kol., 2007). Centralni hydrofilni
smycka proteint PIN je také substratem pro fosforylaci zprostfedkovanou kinazou PID.

Gen PINOID koduje protein o 438 aminokyselinach s velmi podobnou sekvenci, jako maji
jiné serin-threoninové protein kinadzy. Obsahuje vSech 11 subdomén typickych pro
katalytickou doménu ostatnich kindz (Hanks a kol., 1988) a 13 ze 14 aminokyselin, které
katalytickou doménu definuji. U kindzy PID je zaménén glycin na 225. pozici za aspartat, coz

ale nebrani proteinu PID fosforylovat substrat, alesponi v in vitro pokusech (Christensen a
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kol., 2000). Zaménou této jedné aminokyseliny dochazi ke zméné konzervovaného motivu
DFG (Asp-Phe-Gly) vsubdoméné VII za triplet DFD (Asp-Phe-Asp), ktery je
charakteristicky pro ¢leny rostlinné kinazové rodiny AGCVIIL. PID mé pravdépodobné 1
regulacni doménu v tseku mezi VII. a VIII. subdoménou. V Arabidopsis je kédovano 23
AGCVIII kindz, jez jsou ortology zivocisnych kindz rodiny AGC (Galvan-Ampudia a
Offringa, 2007), a patii do nich mimo kindzy PID 1 fototropiny (receptory modrého svétla) a
proteiny WAG1 a WAG?2, jez nejspiSe také hraji roli v regulaci transportu auxinu (Santner a
Watson, 20006).

Protein kindza PID ma prokazatelny vliv na lokalizaci auxinovych transportertt PIN
v bunce (Friml a kol., 2004). Ptili§ nizka hladina proteinii PID v podpokozkovych buiikach
priméarniho kotfene Arabidopsis (mala mira fosforylace pienasecii PIN) vede k lokalizaci
proteini PIN na bazdlni strané bun¢k (smérem ke Spicce kofene), zatimco nadprodukce
kindzy PID (vétsi mira fosforylace) zpisobuje piesun proteinti PIN na apikalni stranu buiiky.
Tim je také vysvétlen kolaps kofenového meristému u rostlin produkujicich nadmérné
mnozstvi kinazy PID. V podpokozkovych bunikdch kontrolnich rostlin sméruji proteiny PIN1,
PIN2 a PIN4 (uloZené baziln€) transportni proud auxinu do kotfenové Spicky. Tim zde
dochdzi k akumulaci auxinu nutné pro ustanoveni a fungovani kofenového meristému.
V rostlinach nadprodukujicich kinazu PID vSak dochézi k ptresunu PIN2 a PIN4 na apikalni
stranu bunék. Proud auxinu tak uz neni smérovany do kotfenové Spicky, jeho hladina
v meristému se brzy vycerpé a dojde ke kolapsu meristému primarniho kotene (Friml a kol.,
2004).
Vliv kindzy PID na lokalizaci proteini PIN neni u vSech bun¢k stejny. Pii pozorovani
umisténi PINT a PIN3 v buitkach kofenovych vlaski Arabidopsis pied a po nadprodukei
kin4dzy PID bylo zjisténo, Ze vysoka hladina PIDu v téchto buitkdch nema stejny tc¢inek jako
v podpokozokovych bunkach primarniho kofene. V bunikach kotfenového vlasku kontrolnich
rostlin jsou PINI1 i PIN3 lokalizovany kolem celé membrany s nejvyssi koncentraci na
apikalni a bazalni stran¢, jejich distribuce tedy neni nijak polarizovana. Pfi pouziti inhibitoru
protein kindzy staurosporinu doSlo k naruSeni lokalizace proteinti PIN, které se namisto
rozmisténi okolo celé membrany shlukovaly do odd€lenych kompartmentli. Toto naznacuje
zapojeni kinazy PID v cileni proteintit PIN do spravnych ¢asti membrany (Lee a Cho, 2006).
Po nadprodukci kindzy PID v téchto buiikkach nedochazi k ptesunu proteint PIN, jen
k inhibici ristu kofenovych vlaskli. Tuto inhibici lze zvratit doddnim exogenniho TAA,
inhibitorti transportu auxinu (NPA) ¢i inhibitoru protein kindz, staurosporinu. Tyto vysledky

ukazuji, ze protein PID nejspiSe pozitivné reguluje transport auxinu ven z bunky. Pfi zvySené
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mife jeho exprese dochéazi v bunkach kotfenovych vlaski k poklesu koncentrace auxinu pod
urcitou hladinu, ktera je k jejich rastu nezbytna.

V bunkéch, ve kterych nejsou proteiny PIN polarné distribuovany tedy PID kinaza
nezpusobuje jejich relokalizaci, ale spiSe aktivuje pfenaseCe auxinu, ¢i zvySuje miru jejich
zabudovani do membrany. Zalezi tedy hlavné na bunécném typu, na tom, jestli jsou proteiny
PIN lokalizovany polarné ¢i ne, jestli bude kinaza PID zptisobovat jejich pfesun, nebo spise
usnadiiovat jejich transport do membrany a tim zvySovat odtok auxinu z bun¢k (Lee a Cho,

2006).

6.2.3.4.1. Regulace aktivity protein kinazy PINOID

Aktivita kindzy PID je regulovana vice mechanismy, jejichz rGizna aktivita ma v dasledku
dopad na to, zda bude ¢i nebude tato kindza fosforylovat sviij substrat. Samotna kinaza PID je
schopna se v malé mife autofosforylovat, stejn¢ jako mnoho dal$ich kindz (Benjamins a kol.,
2003). Cim vys§i je mira autofosforylace, tim se zvy$uje schopnost PID fosforylovat dalsi
substraty.

Bylo zjisténo, ze aktivace kindzy PID je umozZnéna jeji fosforylaci zprostiedkovanou
PDK1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1) a cely proces je nejspiSe kontrolovan
slozitou fosforyla¢ni kaskadou (Zegzouti a kol., 2006a). V in vitro pokusech bylo zjisténo, ze
interakce mezi PDK1 a PID vede k rychlému zvySeni mnozstvi fosforylovanych kinaz PID.
PDK1 aktivuje PID tim, Ze ji fosforyluje na jednom ¢i vice serinech v jeji aktivacni smycce,
¢imz dochézi k podpofe jeji autofosforylacni aktivity, a tim i jeji schopnosti fosforylovat
substrat.

Stejné jako u savcich kinaz bylo 1 u Arabidopsis zjisténo, ze pro funkéni interakci mezi
PID a PDK1 je nutna pfitomnost domény PIF (PDK1-interacting fragment) na proteinu PID.
Tuto hydrofobni C-termindlni doménu obsahujici dva fenylalaniny a zajiStujici interakci mezi
PDKI1 a kindzou typu AGC ma véts§ina AGCVIII kinaz v Arabidopsis (Biondi a Nebreda,
2003). V piipad¢ ndhrady dvou fenylalanini valinem doslo sice k interakci PID s kindzou
PDK1, ale uz ne kjeji fosforylaci. Navazdni PDKI1 na PIF je tedy dulezitym krokem,
vedoucim ke konformaénim zméndm v PDK1 a kstimulaci jeji fosforylaéni aktivity
(Zegzouti a kol., 2006a).

Kindza PID dale interaguje se dvéma proteiny vazajicimi vapnik. Jsou to TOUCH3
(TCH3), protein podobny kalmodulinu, a PID-BINDING PROTEIN 1 (PBP1) (Benjamins a
kol., 2003). Transkripce vSech téchto tii proteini (PID, TCH3 i PBP1) je indukovatelnd

auxinem, pficemz ani TCH3 ani PBPI nejsou substratem pro fosforylaci zprostfedkovanou
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PID. PBP1 se v buiikach tvoii jen v malém mnozstvi, ale s kinazou PID interaguje pomérné
siln€ a zptsobuje zvysSeni jeji autofosforylacni schopnosti. Funguje tedy asi jako kofaktor pti
pozitivni regulaci aktivity kinazy PID. Protein TOUCH3 je tvofen ve vétSim mnoZstvi a jeho
interakce s PID je zavisla na navazani Ca®" na TCH3, narozdil od PBP1. Ten se v malé mife
vaze na PID i v nepiitomnosti Ca*" a po jeho navazani se tato interakce jen zvysuje. Diky
piibuznosti TCH3 s kalmodulinem Ize pozorovat pii pouziti inhibitoru kalmodulinu
(tetracain) zvySeni aktivity kinazy PID. TCH3 je tedy nejspiSe negativnim regulatorem
aktivity kinazy PID (Benjamins a kol., 2003).

Téz samotné kationty Ca>" a Mg>" jsou povazovany za regulatory aktivity kinazy PID.
PID, stejné jako jiné kindzy, je aktivni pfi navazaném Mg”", pfi¢em pii jeho zvySené hlading
dochazi ke zvySeni autofosforylacni schopnosti PID a miry transfosforylace dal§iho substratu.
Pfi inkubaci kinazy PID s ekvimolarnimi koncentracemi Ca’" a Mg*" dochézi k poklesu
autofosforylace i transfosforylace a pfi zvySovani koncentrace Ca*" je autofosforylace
zastavena uplnd. Ca®" tedy pravddpodobné negativnd ovlivituje aktivitu kinizy PID
prostfednictvim kompetitivni inhibice. VéaZe se do stejného vazebného mista jako Mg?", ktery

je pro funkci PID nezbytny (Zegzouti a kol., 2006a).

Obr. €. 2: Regulace kinazy PID

Interakce kindzy PID s kinazou PDK1 zvySuje fosforylacni schopnost kinazy PID, stejné
jako navazani PBP1 a Mg®" (a), jsou to tedy pozitivni regulatory aktivity proteinu PID.
Naopak navazani proteinu TCH3 a véapenatych kationtl jeji fosforylacni schopnost snizuje.

Piisobi jako negativni reguldtory aktivity kinazy PID.
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Kationty vapniku jsou tedy asi schopné negativné ovliviiovat aktivitu kinazy PID jak jeji
pfimou inhibici navazanim do mista pro Mg*", tak nepfimo ptes inhibici zprostiedkovanou

interakci mezi PID a proteinem TCH3 vazajicim vépnik.

6.2.3.4.2. Role protein fosfatazy PP2A pfi regulaci transportu auxinu

Mutant roots curl in NPA 1 (rcnl) poslouzil k identifikaci dalsiho enzymu hrajiciho roli
v transportu auxinu, protein fosfatdzy PP2A. Kofeny mutantl rcnl se chovaji atypicky
v pfitomnosti inhibitoru transportu auxinu NPA. Zatimco u kofeni kontrolnich rostlin
zpusobuje NPA zastaveni krouceni kotfent, u kofend rcn/ mutantl toto krouceni a vinéni
podporuje. Toto chovani v piitomnosti NPA naznacuje jeho roli v regulaci transportu auxinu.

Mutant rcnl nese inzerci T-DNA v genu kodujicim regula¢ni podjednotku A proteinu
PP2A (Garbers a kol., 1996). Gen kodujici PP2A je mezi eukaryoty velmi konzervovany,
koéduje heterotrimericky enzym, fosfatdzu. Ta se skladd zjedné katalytické (C) a dvou
regulacnich (A a B) podjednotek. Podjednotka A tvofi vlastni ,kostru® holoenzymu a také
piimo pusobi na aktivitu katalytické podjednotky C. Podjednotka B je velmi heterogenni, je
kédovana tfemi nepiibuznymi genovymi rodinami. Vazbou riznych B podjednotek dochdzi
ke zmén¢ afinity PP2A viici specifickym substratim. V Arabidopsis jsou kédovany tii A, pét
C a nejméné 12 odlisnych B podjednotek, coz umoziuje sestaveni velkého mnozstvi riznych
izoforem enzymu PP2A, jejichZz exprese muize byt bunécné i tkanoveé specificka (shrnuto
v DeLong a kol., 2002).

Byla zjisténa ucast riiznych PP2A na mnoha dtlezitych procesech v rostling, jako jsou
napiiklad ptechody mezi jednotlivymi fazemi bunécného cyklu, bunééné déleni, odpoveéd na
chlad ¢i napadeni patogenem, nebo regulace aktivity enzymu ucastnicich se metabolickych
drah. Jejich aktivita tedy neni omezena jen na regulaci transportu auxinu (Zhou a kol., 2004).

Rostliny mutantni v A podjednotce proteinu PP2A (rcnl) jsou cCasto agravitropické,
délohy se u nich vyvijeji nespravné a mize dochéazet i ke kolapsu kotfenového meristému.
Vsechny tyto defekty ukazuji na poruchu transportu auxinu. Podobny fenotyp jako mutant
renl maji 1 rostliny s nadprodukovanou kindzou PID. Déle u rcnl mutantti dochazi k ptesunu
proteinti PIN z bazalni na apikalni stranu v kofenovych bunikach kortexu, tj. ke stejnému jevu,
ktery by mohl byt spustén nadprodukci kindazy PID. Oba tyto proteiny (PID i PP2A) jsou
asociované s membranou, kde kolokalizuji s proteiny PIN. To naznacuje zapojeni fosfatazy
PP2A v regulaci transportu auxinu a jeji antagonistickou funkci s kindzou PID, 1 kdyZ stéle
neni jasné, v jakém vzajemném vztahu jsou. Mohou fungovat bud’ jako kinazo-fosfatazovy

par a ptimo fosforylovat a defosforylovat PIN a nebo PP2A defosforyluje PID kindzu, ¢imz
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snizuje jeji schopnost fosforylovat PIN. Vzdy se ale v ptipad¢ PP2A jednd o negativni
regulator aktivity proteinit PIN a tim i transportu auxinu ven z buiiky (Michniewicz a kol.,

2007).

6.2.3.4.3. Kinazy WAG

Do stejné podskupiny AGCVIII kinaz, do které patti PINOID, nalezi také proteiny WAG1
a WAG2 (Bogre a kol., 2003). Kolokalizuji s kindzou PID u plazmatické membrany, maji
podobnou aminokyselinovou sekvenci a Uc€astni se regulace polarniho transportu auxinu
(Galvan-Ampudia a Offringa, 2007). WAG 1 i WAG?2 jsou tedy serin/threoninové kinazy,
oproti kinaze PID ovSem postradaji doménu PIF, ktera slouZzi k interakci s kindzou PDKI1 a
nemaji ani aktivaéni smycku. Pfesto mohou PDKI1 vézat, ale nedochazi uz kjejich
fosforylaci, nejsou pro tuto kindzu substratem (Zegzouti a kol., 2006b). Semenacky
Arabidopsis mutantni v genech wagl nebo wag2 vykazuji zvySené krouceni a kudrnaténi
kotinkt. Tento fenotyp se vyskytuje u kontrolnich rostlin jen v ptipad¢ jejich naklonéni v thlu
mensim nez 90°. Krouceni kofent je jevem, ktery je spojen s transportem auxinu, aplikace
NPA u kontrolnich rostlin ho zastavuje, ne vSak u dvojitych mutantd wagl//wag2. Kinazy
WAG hraji tedy asi roli v potlacovani krouceni kotentli, pravdépodobné prostiednictvim
regulace transportu auxinu. Doposud vsak neni jasné, do jaké ¢asti transportu auxinu zasahuji

a jakym pusobi mechanismem (Santner a Watson, 2006).

6.2.3.5. Regulace prostfednictvim fytotropint

Funkce a aktivita jiz maturovanych a na membrané¢ umisténych pfenasecti auxinu PIN
mohou byt ovlivnény kompetitivni ¢i1 nekompetitivni inhibici pomoci takzvanych inhibitora
polarniho transportu auxinu. Jejich plisobenim dochdzi k omezeni transportu auxinu ven
z bun¢k a jeho nasledné zvySené akumulaci v buiikach (Katekar a Geissler, 1980). Mezi tyto
inhibitory patii naptiklad kyselina 2,3,5-trijodbenzoova (TIBA), pusobici téz jako slaby
auxin. Asi nejvyznamngjSimi inhibitory jsou tzv. fytotropiny s nejcastéji pouzivanym
predstavitelem, kyselinou 1-naftylftalamovou (NPA). Mechanismus jejiho pusobeni neni
zatim znam, ale pravdépodobné je jeji funkce zprostiedkovéana pres dal§i, NPA-vazajici
protein (NBP), ktery se vyskytuje na plazmatické membrané v komplexu s proteiny PIN
(Butler a kol., 1998, Benjamins a kol., 2005). Jednim z kandidatt na NBP je protein BIG (Gil

vvvvv

nizsi afinitou, je vSak vyssi. Patii mezi n€ napf. 1 proteiny PGP (Geisler a kol., 2005).
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Pfirozen¢ vyskytujicimi se obdobami fytotropini mohou byt flavonoidy, latky
vyskytujici se v rostlinach a vazici se na potencialni NBP (Jacobs a Rubery, 1988). Rostliny
se zvySenou hladinou flavonoidd jsou zakrslé s poskozenym poldrnim transportem auxinu,
zatimco u rostlinnych mutant s nedostatkem flavonoidii dochazi ke zvySenému transportu
auxinu ven z bunék (Murphy a kol., 2000). Flavonoidy jsou tedy pravdépodobné ptirozené

inhibitory transportu auxinu z bun¢k.

6.2.3.6. Regulace funkce proteinti PIN jejich specifickou degradaci

Posledni a kone¢nou regulaci hladiny proteinti PIN v burikach je jejich degradace. Ta byla
zatim popséana hlavné v piipad¢ PIN2, ktery je zodpovédny za bazipetdlni transport auxinu
smérem z kotfenové Spicky do elongacni zény kotfene, zménou jeho hladiny na spodni a
svrchni stran€ kofene je téz zajisténa rychla gravitropicka reakce. Po gravitropickém stimulu
je vice auxinu transportovano do elongacni zony kofene na jeho spodni strané, zatimco na
jeho svrchni strané je ho méné. Ustanoveni pfili§ velké koncentrace auxinu na spodni strané
inhibuje rtst kofene, svrchni strana ho pteroste a dochézi k jeho ohnuti. S koncentraci auxinu
koreluje také hladina proteinii PIN2, jejich hladina klesd na svrchni strané kotene. Tento
pokles je zpisobeny degradaci téchto pfenasSeci a je pro néj dulezity protein AXR1, ktery se
ucastni proteolyzy zprostfedkované ubiquitinem (Sieberer a kol., 2000). Degradace je tedy
post-translacni regulaci, pii niz dochazi k ubiquitinaci ¢asti endocytovanych proteini PIN. Do
plazmatické membrany se jich tedy vraci méné, ¢imz je sniZen i transport auxinu z bunék. Po
gravitropickém stimulu dochdzi k pfemisténi pfenaSeci PIN3 na spodni stranu bunck
kotfenové cepicky, tim je vni také ustanoveno koncentratni maximum auxinu. Diky
pienasecim AUX1 a PIN2 je odsud auxin transportovan ve velkém mnozstvi do elongacni
zony spodni strany kotene. Pii kratkodobém plisobeni auxinem dochazi k inhibici endocytozy
PIN2, na membrané jich tedy zlstava vice a stihnou odtransportovat velké mnozstvi auxinu.
Po delsim ptisobeni ale auxin podporuje degradaci téchto proteinii v proteazomu, coz vede
k vyrovnani hladin auxinu na obou stranach kotfene a zabrani se tim jeho dalSimu ohybani
(Abas a kol., 20006).

Nejenom mnozstvi PIN2, ale i jinych proteinit PIN (PIN1 a PIN7) mtze byt po ptsobeni
vyssich koncentraci auxinu tkanové specificky snizeno degradaci. Degradace pienasect
auxinu v proteazomu je tedy velmi ucinnym mechanismem, Gc¢astnicim se kontroly toho, jak

velké mnozstvi molekul PIN bude v riznych bunkach rostliny pfitomno (Vieten a kol., 2005).
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7. Zavér

Védecky vyzkum vedl v poslednich letech k pochopeni toho, jakym zpiisobem je zajistén
polarni transport auxinu rostlinou. Byla zjiSténa tloha nékterych enzymi, jako je protein
kindza PINOID (Bennet a kol., 1995) ¢i fosfatdza PP2A (Garbers a kol., 1996). Tyto dva
proteiny kolokalizuji na plazmatické membrané spolu s pfenaSeCem PIN a pisobi ziejmé
antagonisticky na jeho aktivitu. Kinadza PID zvySuje miru transportu auxinu z bunky tim, Ze
podporuje zabudovani vétstho mnozstvi prenaseci PIN do membrany, PP2A naopak miru
transportu snizuje. Mohou fungovat bud’ jako kindzo-fosfatdzovy par a ptimo fosforylovat a
defosforylovat proteiny PIN, a nebo PP2A defosforyluje kindzu PID, ¢imz snizuje jeji
schopnost fosforylovat PIN (Michniewicz a kol., 2007). Oba tyto proteiny se také ucastni
lokalizace transportéri PIN v bunice. Specificka fosforylace pfenasecli auxinu je tedy velmi
dilezitou regulaci, protoze jejich fosforylacni stav ma pravdépodobné vliv na jejich lokalizaci
v buiice 1 na miru transportu auxinu (shrnuto v DeLong a kol., 2002).

Tématem regulace polarniho transportu auxinu se budu déle zabyvat ve své diplomové
praci, ktera by méla objasnit jakym zptisobem jsou protein kinazy rodiny AGC, do které patfi
i1 PID, v této regulaci zapojeny. Hlavnim cilem bude porozuméni tomu, jakym zptisobem je
v bunice kindza PID umistovana a jak ovliviiuje rychlost endocytozy proteinit PIN pii jejich
cyklovani, jestli aktivita kinazy PID vede spiSe ke stimulaci exocytdzy ¢i inhibici endocytozy
pienasech PIN, jestli je vlastni umist'ovani proteinti PIN zavislé na pfitomnosti funk¢ni kinazy
PID nebo ne, a jestli v lokalizaci kindzy PID hraje né&jakou roli cytoskelet. Dale bych méla
izolovat tabdkové homology PID a WAG kinaz z Arabidopsis thaliana a pokusit se o jejich

funk¢ni analyzu.
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