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Seznam pouzitych zkratek

ADP Adenosindifosfat

AFB2 Auxin response F-box 2

ATP Adenosintrifosfat

BR Brassinosteroid

BES1 BRI1-EMS-suppressor 1

BIN2 Brassinosteroid insensitive 2
ETI Effector-triggered immunity
GDA Geldanamycin

HSE Heat shock element

HSF Heat shock factor

HSR Heat shock reaction

HSP70 Heat shock protein 70

HSP90 Heat shock protein 90

HtpG High temperature protein G
RARI1 Required for Mlal2 resistance
ROF1, ROF2 Regulator of fluffy (1, 2)

RD radicicol

sHSP Short heat shock protein
SGTI Suppressor of G2 allele of SKP1
TIR1 Transport inhibitor response 1
TPR Tetratricopeptide repeat
TYLCV Tomato yellow leaf curl virus, virus zluté kadefavosti listl rajcete




Abstrakt

Heat shock protein 90 (Hsp90) je chaperonovy protein, ktery se ucastni mnoha bunéénych
funkci. V praci je stru¢né popsana jeho struktura, a jeho role v teplotnim Soku. Déle je popséana
uloha v imunitnich reakcich, signalizaci v rostlinné bunce a jeho uloha v transportu nékterych

proteint.

Kli¢ova slova: Hsp90, rostlinné burika, rostlinna imunita, stres

Abstract

Heat shock protein 90 (Hsp90) is a chaperone protein, that is involved in many cell functions.
This work briefly describes its structure and its role in heat shock. It’s role in plant immunity,

signalization and transport of selected proteins is also summarized.

Keywords: Hsp90, plant cell, plant immunity, stress



1. Uvod

Heat shock protein 90 (Hsp90) je protein evolu¢né konzervovany a pritomny u Sirokého spektra
eukaryotickych organismt, ktery ma svlij homolog i u prokaryotnich organismt (high-
temperature protein G, HtpG). U eukaryotnich bun¢k vykonava nezastupitelné funkce
v udrzovani drah signalni transdukce, reakce na stres a imunitni odpovédi. Ptitomnost Hsp90
je nezbytna pro pieziti i mimo stresové podminky. Za fyziologickych podminek tvofi pfiblizné
1 % vSech proteinli obsazenych v buiice a pfi stresovych podminkach tento podil dramaticky
vzrasta. Jelikoz je struktura Hsp90 v rostlinnych i Zivo¢isnych bunikach velmi podobna, mnohé
poznatky na Urovni struktur a domén lze povazovat za prenositelné mezi jednotlivymi
studovanymi organismy. Mnohé role Hsp90 jsou ov§em specifické pro rostlinnou bunku, kvali
odlisnym signalizaénim partnerim, rozdilnému vyznamu teplotniho stresu a vyznamnym

rozdilim mezi imunitou zivo¢ichu a rostlin.

Cilem této bakalatské prace je urceni funkce proteint rodiny Hsp90 v rostlinnych buiilkéch,
zvlasté pak funkei, které jsou pro rostliny specifické. Dale pak vysvétlit tyto funkce na

molekularni arovni.

2. Domény a struktura proteinu Hsp90

Proteiny Hsp90 se skladaji ze tii strukturnich domén, konkrétné z N-koncové domény, stiedni
M domény a C-koncové domény, a linkeru nabitych aminokyselin, ktery propojuje M doménu
a N-koncovou doménu a ktery je diileZity pro vazbu né€kterych klientnich proteinti. N-koncova
doména véaze adenosintrifosfat (ATP) a ma ATPéazovou aktivitu. M doména flexibilné spojuje
N- a C- koncovou doménu a ucastni se vazby kochaperont. C-koncova doména predstavuje
rozhrani pro vzajemnou vazbu dvou Hsp90 v homodimeru a obsahuje konzervovanou skupinu
péti aminokyselin MEEVD, kterd je nezbytna pro interakce s kochaperony, které se vazi pies

své tetratricopeptide repeat (TPR) domény (da Silva et al. 2013).

Sekvenci proteinu Hsp90 typicky tvoii 690-770 aminokyselin. VétSina sekvence je evolucné
doménami. Hsp90 izolované ze Saccharum spontaneum ma sekvencni identitu pies 85%
s ortholognimi Hsp90 v rostlinach, 64% s Hsp82 ze Saccharomyces cerevisiae a 37% s HtpG z
Escherichia coli (da Silva et al. 2013).
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Obrazek 1 - Struktura proteinu Hsp90 (monomer), prevzato z da Silva et al. 2013

N-koncova doména obsahuje ,,poklicku®, kterd se zavira pii vazbé ATP a umoziuje N-
koncovym doménam dimerizovat. K ATPazové aktivite Hsp90 ptispiva i M doména, ve které
se naléza smycka s postrannimi fetézci aminokyselin dilleZitymi pro katalytickou reakci. Linker
mezi N-koncovou a M doménou je velmi flexibilni a z pfiblizn€¢ 50 aminokyselin, které
obsahuje, je 20-30 nabitych. Stfedni segment obsahuje hydrofobni oblast diilezitou pro vazbu
klientnich proteinti (Meyer et al. 2003).

2.1. Prechody mezi otevifenym a zavienym komplexem

Dimer Hsp90 se mlZe nachéazet ve tfech stavech, mezi kterymi cyklicky pfechazi. Otevieny
stav bez navazané¢ho ATP, zavieny stav s navdzanym ATP a kompaktni stav s navdzanym
adenosindifostatem (ADP). Navazani ATP do obou podjednotek zptsobuje dimerizaci N-
koncovych domén, které se spoji a utvofi prstenec kolem substratového proteinu a piekiizi se
v tésné&jSi konformaci. V této konformaci nemusi okamzité dojit k hydrolyze ATP, vazba
regula¢niho proteinu miiZe tuto konformaci stabilizovat. Takovym regula¢nim proteinem muze
byt kuptikladu p23, ktery se navaze mezi N-koncové domény a zabrani rozStépeni ATP.
V piipad€ ze Zadny regulacni protein nebrani konformaéni zméné, je ATP hydrolyzovéano a
dimer Hsp90 piejde do kompaktniho stavu. Z tohoto stavu ADP rychle disociuje a dimer

ptechazi opét do oteviené konformace, coz dokoncuje cyklus konformacnich zmén. Dimer



muze dosdhnout uzaviené konformace 1 spontanné¢ bez navazani ATP, ale z této konformace

prechézi jen zpét do otevieného stavu (Southworth and Agard 2008).

Obrazek 2 - Konformacni zmény dimeru Hsp90. Prevzato ze Southworth and Agard 2008

1) Oteviena konformace, bez vazby ATP, 1b) Spontanné dosazend uzaviena konformace bez vazby ATP, 2) Uzaviend
konformace s navazanym ATP, 2b) Uzaviend konformace s navazanym ATP a regulaénim proteinem p23, 3) Kompaktni

konformace s navazanym ADP

2.2, Specifické inhibitory
Castym nastrojem studia proteinu Hsp90 je jeho specificky inhibitor, geldanamycin (GDA).
Ten svoji Hsp90 inhibi¢ni aktivitou funguje jako antibiotikum a potlacuje rozvoj nékterych
tumord, zfejmé vyCerpanim kindz z drah signalni transdukce, na jejichz nadmérné expresi nebo
deregulaci je rozvoj tumoru zavisly (Stebbins et al. 1997). GDA se vaze do ATP vazebné oblasti
Hsp90 a blokuje tak ptistup pro ATP, na némz je chaperonové aktivita zavisla (Prodromou et
al. 1997). Dal§im casto pouzivanym specifickym inhibitorem Hsp90 je radicicol (RD), ktery se
podobné jako GDA svoji strukturou blizi struktute ATP. Dalsi inhibitory Hsp90 jsou

v soucasnosti cilem studia pro pouziti v 1é¢bé rakoviny (Sidera and Patsavoudi 2014).

2.3. Izoformy Hsp90 v rostlinnych genomech

Hsp90 se v rostlinnych genomech vyskytuje zpravidla v nékolika kopiich. U modelové rostliny
Arabidopsis thaliana (Husenicek rolni) je zndmo 7 kddujicich gentt Hsp90 oznacovanych
AtHsp90.1-7, které 1ze rozd¢lit do skupin podle jejich evolucni piibuznosti. Skupina I se sestava
z cytosolickych proteinli s dvéma nebo tfemi introny (AtHsp90.1, 2, 3, 4), zatimco skupinu II
tvofi organelarni Hsp90 s 13-19 introny (AtHsp90.5 lokalizovany v chloroplastu, AtHsp90.6

lokalizovany v mitochondrii a AtHsp90.7 lokalizovany v endoplasmatickém retikulu (ER)).



Naproti tomu genom Oryza sativa (Ryze setd) obsahuje osm kopii a genom Populus
trichocarpa (Topol chlupatoplody) obsahuje deset kopii Hsp90 rozlozenych na 9
chromosomech. Jednotlivé varianty genu se odliSuji funkén€ i bunécnou lokalizaci a jejich
exprese v prubéhu vyvoje rostliny i v odpovédi na stres je odlisnd. V nékterych funkcich ale

funguji zaménitelné (Zhang et al. 2013).

Vicendsobny vyskyt genu Hsp90 v genomu umoziuje jak vyS$i odolnost k poSkozeni
mutacemi, tak Sanci pro evolucni specializaci variant pro odlisné funkce a piesn€jsi odpoveédi

na stresové podnéty (Zhang et al. 2013).

3. Chaperonova funkce

Chaperony jsou takové proteiny, které pomahaji dalSim proteinim v dosazeni nebo udrzeni
urcité konformace. Jsou zapotiebi pro béZnou funkci buniky kvili chybné sbalenym proteiniim,
proteiniim, které vyzaduji asistenci pro spravné sbaleni, ¢i proteinim, které byly poskozeny.
Protoze k takovym poskozenim mtize dochazet neptiznivou teplotou nebo nasledkem piisobeni
infekce, je pochopitelné, Ze se chaperonové proteiny Ucastni i reakci na tyto stresové podminky

a plni zde svou roli v udrzeni stability vnitiniho prostfedi buniky.

3.1. Chaperonova aktivita Hsp90

Proteiny Hsp90 plni svoje funkce skrze chaperonovou aktivitu. Hsp90 brani shlukovani
proteinll pii jejich ¢astecném rozbaleni i1 pfi vysokych koncentracich proteind, kde by shluky
vznikaly samovolné. Shlukovani dokaZe branit i bez spotieby ATP (Johnson et al. 2000).
Klientni proteiny ziejmé nesdili ptesné dany strukturdlni motiv, ale maji po povrchu
rozprostfené hydrofobni postranni fetézce aminokyselin, které¢ se nekoncentruji do vétSich
hydrofobnich ploch. JelikoZ Hsp70 (Heat shock protein 70) rozpozndva a pomahd sbalit
proteiny s vétSimi hydrofobnimi oblastmi na povrchu proteind, Casto jeho aktivita predchazi
aktivite Hsp90, ktery spravné sbaleni proteinu dokonc¢i. Hsp90 takto podporuje sbaleni nove
syntetizovanych proteintl, ale miiZe i upravit konformaci jiz sbalenych proteint (Karagoz et al.
2014). Predani klientniho proteinu z Hsp70 na protein Hsp90 je zajiStovano pomoci

kochaperonu Hsp70/Hsp90 organizing protein (HOP) (Chen and Smith 1998).

3.2. Teplotni Sok

Veskeré organismy na Zemi zazivaji urCité formy stresu a ani rostliny nejsou vyjimkou.

Rostliny jako sesilni organismy maji jen velmi malo moznosti, jak se vyhnout nepfiznivym
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podminkam. Maji proto rozvinuté mechanismy, které jim pomahaji témto podminkam celit a
udrzet stalost vnitfniho prostfedi. Mezi vyznamné stresory rostlin patii zvySena teplota. Ta
muze zpusobovat rozpad konformace proteind, jejich rozvolnéni a shlukovani do agregatt a
v kone¢ném dusledku i smrt bunky. Rostlinam pomaha Hsp90 tak, Zze ovliviiuje celou fadu
procest, které davaji rostliné moznost odolavat teplotnim Sokiim. Proteiny jsou rtzné citlivé
k vysokym teplotam, které mohou zptlisobovat jejich rozbaleni z nativni konformace a odhaleni
hydrofobnich rezidui, ktera se za normalnich podminek ukryvaji v jadru proteinu. Pii delSim
pusobeni vysoké teploty se pak takto rozbalené proteiny mohou shlukovat a vytvaret agregaty.
Ke smrti buiiky vSak staci 1 denaturace malého poctu zasadnich proteinti (Leuenberger et al.

2017).

Bunécnd odpovéd’ na teplotni Sok (heat stress response, HSR) je na trovni transkripce
spousténa Heat shock factor (HSF) proteiny, které se vazi na DNA do mist takzvanych heat
shock elements (HSE) a reguluji zde transkripci. Touto cestou se aktivuje i transkripce Hsp90
a dalSich heat shock proteinii (HSP), které napomahaji zvladat problémy spojené s vysokou
teplotou — denaturaci a agregaci proteinii. Chemické inhibice aktivity Hsp90 geldanamycinem
¢i radicicolem zpisobuje obdobnou reakei, jako teplotni Sok. Aktivace teplem ovSem zasahuje

vice gentll nez aktivace geldanamycinem (Yoshida et al. 2011).

V nésledujicim obrazku je nazorné ukédzana role Hsp90 v odpovédi na teplotni Sok. Ke
spravnému pochopeni obrdzku je tieba pfedstavit zacastnéné proteiny a zjednoduSené piiblizit
jejich funkci. ROF1 a ROF2 jsou kochaperony také oznacované jako FKBP62 a FKBP65 ze
skupiny FK506-binding proteins (FKBPs), které maji peptidyl prolyl cis-trans izomerazovou
aktivitu, kterou napomahaji chaperonové aktivité¢ Hsp90 (Aviezer-Hagai et al. 2007). Short heat
shock proteins (sHSP) jsou malé proteiny o hmotnosti 15-42 kDa, které rozpoznavaji
destabilizované proteiny, tvoii oligomery o 9-50 podjednotkach a maji riznou chaperonovou
funkci — od branéni vzniku shluki proteinii po spravné baleni proteinii. Heat shock transcription
factor A2 (HsfA2) je transkripéni faktor ovliviiujici fadu teplotnim Sokem spousténych geni

(Yoshida et al. 2011).
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Obrazek 3: Prevzato z Meiri et al 2010

A) Stav pied teplotnim Sokem, Hsp90 se v cytosolu vaze s ROF1 B) Stav pfi vystaveni teplotnimu $oku, produkce proteint
HsfA2, ROF1, ROF2, HSP90 a sHSP C) Zotaveni se z teplotniho Soku, HsfA2 se navaze na Hsp90 a vznika komplex ROF1-
HSP90.1-HsfA2, ktery translokuje do jadra. Tento komplex transkripéné aktivuje produkci sHSP a ROF2. D) Pozdgjsi faze
zotaveni, ¢ast ROF2 translokuje do jadra, vaze se na ROF1 a zplisobi zastaveni transkripcni aktivity HsfA2. Meiri et al. navrhuje

model, ve kterém ROF2 ptisobi jako senzor sHSP transkripce a negativni zpétnou vazbou ukonci aktivitu HsfA2.
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HSF trimery se vazi do HSE, coz je specificka DNA sekvence (nGAAn), ktera se muze 3krat
opakovat pro lepsi interakci s HSF (Schoffl, Prandl, and Reindl 1998). V podminkach mimo
teplotni Sok se chaperony Hsp70 a Hsp90 inhibuji. Hsp70 reprimuje aktivitu HsfA1 a brani mu
jak ve vazbé na DNA, tak ve vazb¢ s HsfB1. Hsp90 ovliviiuje hladinu HsfA2 a HsfB1 modulaci
degradace HsfA2 transkriptu. HsfB1 se vaze s Hsp90 a aktivuje heat shock element (HSE) a je
po vazbé s Hsp90 degradovano (Hahn et al. 2011)

Produkce ROF2 je u Arabidopsis thaliana také vyvolana jako odpovéd na mirné okyseleni
cytosolu. Zvysena exprese ROF2 aktivuje pfijem K iontil, depolarizaci plasmatické membrany
a nasledné aktivaci elektrogenni H® pumpy. Tato depolarizace také umoziuje odolavat
toxickym kationtlim, které by do butiky jinak vnikaly diky membranovému potenciélu (Bissoli

etal. 2012).

Za teplotn¢ priznivych podminek Hsp70 a Hsp90 negativné reguluji HsfA1ld. Plnohodnotna
odpovéd’ na teplotni Sok je spousténa spolupraci mnoha transkripénich faktort (rodiny HsfA2,
HsfA3) a ptestoZe proteiny rodiny HsfA 1 aktivuji vyznamny podil HS geni, jejich konstitutivni
aktivace nema stejny vysledek, jako samotny teplotni Sok (Ohama et al. 2015). Cely prub¢h
HSR u rostlinnych bunék neni dosud objasnén a modely navrhované rliznymi autory se

v detailech odlisuji.

4. Uloha Hsp90 v signalizaci

Rostlinné hormony fidi rychlost a smér ristu stonku 1 kotfentl a jejich koordinace je nezbytna

pro vyvoj rostliny.

Hsp90 stimuluje rist za pfiznivych teplotnich podminek. Inhibice Hsp90 pomoci specifickych
inhibitord vede na pomalejsi rast za pfiznivych teplot a mensi vznik primarnich kotfend.
Zrychleni rstu je nasledkem zvySené biosyntézy auxinu, ale zpomaleni rlstu navozené
inhibitorem Hsp90 neni zplsobeno niz§i produkci auxinu, nybrz potlacenou reakci Hsp90
s auxinovym koreceptory Auxin response F-box 2 (AFB2) a Transport inhibitor response 1
(TIR1), které jsou chaperonem stabilizovany. K této funkci je vyzadovan 1 protein Suppressor
of G2 allele of SKP1 (SGT1), ktery se i€astni stabilizaéniho komplexu. Pokusy s inhibitory
ukazaly, ze Hsp90 je potiebny nejen pii stresu, ale i pro normalni fungovani auxinové

signaliza¢ni drahy (Wang et al. 2016).

Regulator brassinosteroidové (BR) signalizace, kindza Brassinosteroid insensitive 2 (BIN2),

diky Hsp90 méni svoji bunécnou lokalizaci. Pred aktivaci BR receptoru BIN2 v jadie
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fosforyluje transkripéni faktory (BZR1 a BES1) spojené s BR signalizaci a tim je deaktivuje.
Po aktivaci BR receptoru na cytoplazmatické membrané translokuje Hsp90 s BIN2 ven z jadra,
transkripéni faktory jsou defosforylovany a jejich aktivaci je spusténa odpovéd’ na BR
(Samakovli et al. 2014). Transkripcni faktory Brassinazole resistant 1 (BZR1) a BRI1-EMS-
suppressor 1 (BESI) jsou paralogy a pouze BESI je klientem Hsp90. Blizka ptibuznost téchto
gend umoznila porovnat rychlost vzniku mutaci a bylo zjiSténo, ze klientni BES1 prochézi
vétsim poctem evolucnich zmén v porovnani s BZR 1. Podobny trend byl pozorovén i u dalSich
gentl, coZ naznacuje, Ze dalsi funkci Hsp90 je umoznéni rychlejsiho rozvoje klientnich proteinti
(Lachowiec et al. 2013). Tato vlastnost Hsp90 se zda byt vyhodnd obzvlast v souvislosti
s imunitni funkci Hsp90.

5. Uloha Hsp90 v imunitnich reakcich rostlinnych bunék

Soucasti imunitniho systému rostlin jsou takzvané nucleotide-binding and leucine-rich repeat-
containing (NLR) proteiny, které jsou schopny rozpoznat pfitomnost patogennich efektorti
v bunice. Ty obsahuji N-terminélni coiled-coil (CC) nebo Toll/interleukin-1 receptor (TIR),
centralni nucleotide-binding (NB) doménu, kterd vaze ATP ¢i ADP, v zavislosti na stavu
proteinu a leucine-rich repeat (LRR) doménu. Jejich senzorickd funkce zavisi na spravné

konformaci (El Kasmi and Nishimura 2016).

NLR se nalézaji u rostlin i zvifat. U rostlin rodiny NLR ¢itaji aZ stovky gent, podstatné vice
nez u savcl, kteti maji adaptivni imunitu a buiiky specializované pro imunitni funkce. Zvifeci
NLR rozeznavaji bud’ pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) charakteristické pro
mikroby, nebo damage-associated molecular patterns (DAMPs) které jsou pivodem z bun¢k
hostitele, ale vyvolané patogenem. Rostlinné NLR slouzi k rozpoznani efektorti zpravidla
mikrobialniho plivodu a zplsobuji odpovéd nazyvanou effector-triggered immunity (ETI),

kterd vede na programovanou bunécnou smrt (Jones and Dangl 2006).

Rozpoznavani patogenti zpravidla probihd ,,jeden na jednoho* v tom smyslu, Ze pro rozpoznéani
jednoho patogenniho genu existuje jeden specificky NLR protein. Rozpoznani patogenu oviem
vétSinou neprobihd pomoci pfimé reakce NLR senzoru s patogennim proteinem, ale Castéji
senzor zjisti poskozeni endogenniho proteinu rostliny. Nahromadéni NLR mulZe zpisobit
autoimunitni reakce. Hsp90, SGT1 a Required for Mlai2 resistance 1 (RAR1) jsou diileZité pro
udrzeni spravné hladiny mnohych NLR, chaperonové funkce jsou proto dilezité pro stabilitu

NLR a tvorbu receptorovych komplexti (Jones and Dangl 2006).
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5.1. Maturace NLR proteintu

Na zdklad¢ krystalografie proteinovych domén, vyzkumu reakcni kinetiky a dalSich
nashromdazdénych poznatkl o proteinech Hsp90, Sgtl a Rarl navrhli Kadota a Shirasu model

sestaveni komplexu, ktery maturuje NLR proteiny.

V oteviené konformaci se do Hsp90 dimeru navazi 2 molekuly ATP. Ve druhém kroku se
navaze protein Rarl svoji CHORD1 doménou na N-koncovou doménu jednoho z Hsp90
spojenych v dimeru. Poté se jiz navazany Rar1 navdze na N-koncovou doménu druhého Hsp90
svoji CHORD2 doménou a ptidrzi tak Hsp90 dimer v oteviené konformaci, coz zabrani §tépeni
navazaného ATP. Sgtl se navdze svou CS doménou na CHORD2 doménu Rarl a dojde i
k navazani NLR proteinu. Spolecnd vazba Sgtl a Rarl opét umozni hydrolyzu ATP.
S hydrolyzou ATP dochazi i k maturaci NLR proteinu a poté k disociaci celého komplexu, nebo
muze komplex setrvat s navazanym ADP az do rozpoznani patogenu pomoci NLR receptoru.
Pro uptesnéni modelu zbyva dodat, Ze neni stanoveno, zda diive dojde k navazani samotného

Rarl k Hsp90 dimeru, nebo se Rarl pfipojuje jiz navazany s SGT1 (Kadota and Shirasu 2012).

Aktivita NLR proteint je pravdépodobné zavisla na interakci NB a LRR domény, kde neaktivni
kompetentni stav nastava pti kontaktu obou domén. Maturace NLR proteinu by mohla byt
analogicka k maturaci steroidniho receptoru u zvirat, kde dochazi ke zméné konformace uvnitt

nukleotid vazebné domény (Kadota and Shirasu 2012).
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Experimentalné¢ bylo ovSem zjisténo, ze komplex Hsp90-Sgt1-Rarl obsahuje dvé molekuly
Sgtl. Je tedy pravdépodobné, Ze provadi maturaci dvou NLR proteind v jednom cyklu a je

mozné, Ze slouzi i k oligomerizaci NLR proteint (Siligardi, Zhang, and Prodromou 2018).

5.2. Role ve virové infekci

Viry vyuzivaji hostitelské buiiky jako zdroj energie 1 materialu pro vlastni replikaci. Agresivni
produkce virovych proteini vyCerpava zdroje buiiky a zasahuje i do kontroly proteinové

kvality, které se Hsp90 také uicastni.

Hsp90 se vaze na 3’ neptekladanou oblast Bamboo mosaic virus (BaMV) RNA. Hsp90 se tak
ucastni replikdzového komplexu viru. Misto obrany buiiky tak slouZi k roz§iteni virové infekce,

coz viru zaroveil poméha oslabit imunitni odpovéd’ (Huang et al. 2012).

U viru Zluté kadetavosti listh rajcete (tomato yellow leaf curl virus, TYLCV) pfi infekci
vznikaji agregaty proteinil. Ty vznikaji nejdiive v cytosolu, ale pozd€ji jsou pozorovana v jadie
nakazené bunky. V agregatech se hromadi chaperony Hsp70 a Hsp90, u kterych bylo
testovanim in vitro zjiSténa proteolytickd aktivita, mohly by tedy slouZzit jako obranny
mechanismus k odstranéni infekce. OSetieni inhibitorem Hsp90 pribéh infekce zhorsilo, coz

by teorii potvrzovalo (Gorovits and Czosnek 2017).
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6. Transportni funkce

Krom dalSich jmenovanych funkci se Hsp90 se uplatiiuje i v transportu preproteini do
chloroplastu a mitochondrie. Preproteiny jsou transportovany v nesbaleném stavu a pred
dokoncenim jejich transportu jsou z nich odstranovany N-koncové sekvence aminokyselin,

které signalizuji cilové umisténi proteinu.

Studiem rostlin Arabidopsis thaliana bylo zjisténo, ze transport do chloroplastu vyzaduje
funk¢éni AtHsp90.5, izoformu Hsp90 lokalizovanou v chloroplastu. Pfi potlaceni aktivity
pomoci inhibitort dochézi k poskozeni tvorby tylakoidl a tvorby fotosystému II (Riitgers and

Schroda 2013).

Receptor Translocon of the outer enveloper of chloroplasts 64 (Toc64) na povrchu rostlinnych
chloroplastii obsahuje TPR doménu, kterou zachytavd Hsp90, rozpoznava tak skupinu
preproteinli a umoziuje presun chaperonovaného preproteinu pomoci Translocon of the outer
enveolpe of chloroplasts 34 (Toc34). Timto zplisobem se do chloroplastu transportuje pouze
¢ast proteinil, nékteré jsou zfejme smérovany rovnou na Toc34. Pfestoze TPR domény mohou
zachytavat protein Hsp70, v tomto ptipadé se zda byt transport Hsp90 specificky (Qbadou et
al. 20006).

Koprecipitaci bylo zjisténo, ze Hsp90.5 interaguje s Tic110, Toc75, Tic22 a stromalnimi Hsp93
a Hsp70. Navic se Hsp90.5 vyskytuje s proteiny mitochondridlniho transport a je nutny pro
preziti pfinejmensim u modelové Arabidopsis thaliana. Bylo pozorovano, ze import proteinu
skrze membrany se pfi inhibici geldanamycinem zastavi, coZz ukazuje na zavislost

chloroplastového importu na Hsp90.5 (Inoue, Li, and Schnell 2013)

Transport preproteinu smétujici do mitochondrie rostlinné buniky vyuzivda mtOM64, homolog
Toc64 ktery méa u Arabidopsis thaliana sekvenéni identitu 67%. Protein mtOm64 funkéné

zastupuje receptor Tom70, ktery se u rostlin nevyskytuje (Chew et al. 2004)
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7. Zavér
Tato préace poskytuje zakladni nahled do ulohy proteinu Hsp90 v rostlinnych buiikach, ktery je

v soucasné dob¢ aktivné zkouméan a mnoho jeho funkci jiz bylo objeveno v zivociSnych

bunkach.

Proteiny Hsp90 plni v rostlinné butice Siroké spektrum funket, které jsou kritické pfi stresovych
situacich 1 mimo n€. V této bakalaiské praci byly shrnuty poznatky o Hsp90 se zaméienim na
poznatky specifické pro rostlinnou bunku. Konkrétn¢ byla popsana jeho struktura, jeho
homology u n¢kolika modelovych organismil. Byla popsana jeho aktivita pfi teplotnim Soku,
dale byly uvedeny jeho funkce nezbytné ke spravnému fungovani imunitnich reakci. V zévéru

prace je uvedena i jeho funkce v signalizaci a tiloha v proteinovém transportu.

Poznatky o rostlinné specifickych funkcich rychle ptfibyvaji a soucasna znalost o roli
v odpovédi na stresové podminky, imunité i transportu z Hsp90 ¢ini zajimavy cil dalSiho

zkoumani.
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