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a) Uvod

Bor (B, boron) — nezbytny mikroelement v rostlinném a zivoc¢iSném
organizmu

V pudé — 10 mg . kg’ hladina B ovliviiuje vynos i kvalitu plodin

Hranice mezi nedostatkem a nadbytkem boru je uzka; mechanizmus
toxicity neni znam

Nedostatek boru je rozSirenéjsi nez nedostatek jinych mikroelement







Vyznam boru pro rostliny:

Syntéza a struktura bunécné stény
Transport cukru
Metabolizmus karbohydratu

Metabolizmus RNA

Metabolizmus IAA
Respirace
Metabolizmus fenolu

Transport pres membrany

Mechanizmy pusobeni boru nejsou znamy




Bor — prijiman koreny z ptidy ve formé H;BO,, transportovan do rostliny
a akumulovan v ristovych zénach lista a stonkii

Transport:

- pasivni difuze (Raven 1980)
- pomoci proteinovych transportéri (Dordas and Brown 2000)

Arabidopsis — 3 transmembranové mechanizmy:

- export B z pericyklu do xylému; efflux (2002); BOR1

- import B do epidermalnich, kortikalnich, endodermalnich bunék;
uptake (2006); NIP5;1 — kanal pro kys. boritou

- export B z epidermalnich bunék do pudy; efflux (2007); BOR4

Arabidopsis thaliana L.




b) Funkce boru v rostlinach

Presna funkce B v metabolizmu rostlin neni znama.

1) Uloha B ve struktuie bunééné stény (CW) — dedukovana na zakladé symptomt
nedostatku boru

- zastaveni rustu apikalnich meristému -~

- vyvoj tuhych lista Zmény v syntéze

- zména fyzikalnich vlastnosti tkani a strukture CW

- velké mnozstvi B nalezeno v CW

1992 — Hypotéza ,,apidéza“; apidoza — cukr v pektinech CW, tvori estery s B nebo boraty

1994 — B tvori komplex s pektinovou frakci CW; nedostatek B — anatomické a fyzikalni
zmény CW

1996 — Identifikace polysacharidu rhamno-galacturonanu-ll (RG-II)




Monomery homogalacturonanu (HG) — spojeny apiézou => dimer mRG-lI
= monorhamno-galacturonan

Dimery mRG-Il — spojeny borem pies apiézu => dRG-II-B = rhamnogalacturonan

Monorhamno-galacturonan
(rhamnogalacturonan Il)

HomogalacturananiHG)
estar

o
7%,

The model of pectin crozs-linked by dR G-11-B farmation rhamno-
) Flglgacf:‘.ll;ranan II

homo-

Dalsi funkce B: {gﬁldaf;tuman

- inkorporace proteint, pektint a prekurzorti do CW RG-1I-B
(intina) complex

- uréovani velikosti port v CW (bunécné kultury) (1999)

model of pectin network in plant cell wall




2) Uloha B v reproduktivnim vyvoji rostlin

Nedostatek boru => Spatny nebo preruseny vyvoje kvétu, Spatny vyvoj plodi, opadavani plodi

1944 — vynos vojtésky 600x vyssi po pridani B do pudy

1996 — B v CW pylu kontroluje syntézu a ukladani pektinového materialu prostrednictvim sité
RG-ll — pé6ry v CW

B vytvari chemotakticky gradient, ktery sméruje pylovou la€ku k vajicku => ovlivnéni
fertility

Nedostatek boru v reprodukénich organech, normalni mnozstvi B ve vegetativnhich ¢astech

Reprodukéni a vegetativni ¢asti rostliny maji velice odliSnou citlivost k boru =>
=> transport B hraje velice dtlezitou roli v reprodukénim vyvoji
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3) Uloha B v rostlinném metabolizmu

80. léta 20. stoleti: - askorbat/glutathionovy cyklus

- metabolizmus fenoll . )
) ) Mechanizmy nejsou
- metabolizmus dusiku znamy

- vyvoj kysliku a aktivita fotosystému i
ve fotosyntéze y,

4) Uloha B ve struktufe a funkci membran

Nedostatek B => naruseni transportnich procesu pres membranu:

— shizena akumulace fosfata a rubidia (kukufice, fazole)

— inhibice aktivity ATP-H* pumpy (90. léta; rajce)

— reaguje s redox enzymatickymi systémy => zmény v membranovém potencialu
— méni selektivitu membrany pro Na* a CI-

— tvori komplexy s glykoproteiny nebo glykolipidy




Glykoproteiny a glykolipidy tvori agregaty => domény se specifickymi vlastnostmi
(,,membrane rafts“)

1997 — membrane rafts jsou specificky aktivni slozky membrany (prenos signalu)

- Casté v aktivnich a rychle se vyvijejicich se membranach

- vysoce citlivé k boru => B pusobi prostrednictvim raftu
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S = sphingomyelin
G = glycosphingolipids
B = boron

M = mannose-rich domain
GPI = glucosylphosphatidyl-inositol




c) Mechanizmy transportu boru v rostlinach

- pasivni difuze (Raven 1980)

- pomoci proteinovych transportérii (Dordas and Brown 2000)

Bor — prijiman koreny z pudy, transportovan, akumulovan v rastovych
zonach listl a stonku

pKa H;BO,: 9,24

Cytoplazma (pH 7,5): 98% H;BO; [ H(BO),]; 2% borat H(BO),
Apoplast (pH 5,5): 99,95% H;BO; [ H(BO),]; 0,05% borat H(BO),




Pasivni difuze (Raven 1980)

Teoreticky koeficient lipidové permeability H;BO,: 8 x 10¢ cm s/
(~ 1 mm/4 hod)

pasivni difuze H;BO; je hlavni a mozna jediny mechanizmus
transportu B pres membranu

Dorden and Brown (2000)

Pomoci syntetickych lipozomua: 4,9 x 10 cm s
Pomoci membran kofent Cucurbita: 3,9 x 1077 cm s*' v membrané

2,4 x 10 cm s ve vezikulech bez membrany
Stangoulis et al. (2001)

V obfich fasach Chara: 4,4 x 107 cm s

Existence membranovych proteint, které by transportovaly dostatek
boru do bunky




Transport boru z plidy pires epidermis do xylemu (xylem loading)

Proteinovy transport boru z pidy do stonku
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PLANT PHYSIOLOGY, Third Edition, Figure 16.17 © 2002 Sinauer Associates, Inc.

PLANT PHYSIOLOGY, Third Edition, Figure 4.3 © 2002 Sinauer Associates, Inc.







Protein BOR1

Mutant bor7-1 (high boron requirement 1) — k normalnimu ristu potrebuje vysokou
koncentraci boru (100 uM)

- nizka hladina akumulovaného B

- defekt v prijmu i translokaci B

- chromozom 2

Noguchi et al. 1997

2002 — nepiimé dukazy pro existenci energeticky zavislych pro B vysoce afinitnich
transportéri indukovanych nedostatkem boru (slunecnice)

Takano et al. (2002) — pozi¢ni klonovani bor1-1 => identifikovan gen




Takano et al. (2002)
ik BOR1:

L

- exprimovan predevsim v pericyklu

- lokalizovan na plazma membrané

- exprimovan v kvasinkach snizoval koncentraci
B v bunnkach

ds—tb

Ep CEP PEC Bp

bori-1 with BORT

-

Transgenni rostliny over-exprimujici BOR1 rostou i pfi nizké koncentraci B =>







Pro¢ je BOR1 dtilezity pro pfijem B pouze pfi nedostatku boru?

Takano et al. (2005) [B]ml Vysoka akumulace B, [BOR1] I

B
+8 1d 3d 6d [B]mI Nizka akumulace B, [BOR1] l

Root

TR -
- ———

Pri vysoké koncentraci B dochazi k degradaci

C  Res8 BOR1 ve vakuole.
-B 45m 90m 3h 6h 12h 24h

Vakuola

BOR1-GFP




Mnozstvi mRNA BOR1 je redukovano pri vysokych koncentracich B (Svoboda et al. 2008)

[H,BO,] (MM): O 10 0 10 ©0 10 0 10

[H.BO.] 0 10 Ws  rswi1-10 Ws rsw1-10

(mM)
WS




Vyuziti v praxi — Miwa et al. (2006)

Transgenni rostliny over-exprimujici BOR1 maji normalni €i vétsi vynos pfi nizké koncentraci B




Microarray experimenty — skrining genti over-exprimovanych pfi nedostatku B

(Takano et al. 2006)

NIP5;1 — 12x vice exprimovany pfri nedostatku B

nips;i-1

NIP5;1-GFP

NIP5;1 je lokalizovan
na plazma membrané

GFP-NIP5;1

NIP5;1 — down-regulovan pfi vysoké koncentraci B

)'?L;; e
x @ %

3uM B 10uMB  30uMB  3uMB 10 uM B 30 uM B

Tanaka M et al. (2011) Plant Cell 23: 3547-3559

Exprese NIP5;1 v oocytech Xenopus Pfi vysoke koncentraci B, je NIP5;1 degradovan i ve formé mRNA.

NIP5;1 usnadnuje transport B a H,0










Takano J et al. (2010) PNAS 107: 5220-5225

Trafficking dependent on
the tyrosine based signals
Proximalni

lokalizace
/ BOR1 Vysoké koncentrace B => degradace BOR1 ve vakuole: ®

'.."‘-'J.
N = : {-
Nizka koncentrace B => proximalni (vnitini) lokalizace BOR1 33 vig

Tyrosiny Y jsou zodpovédné za polarni lokalizaci BOR1

— lokalizovan na distalni (vnéjsi) PM (= blize k povrchu korene)




Existuje u€innéjSi mechanizmus aktivni ochrany pred nadbytkem boru?
Protein BOR4 (Miwa et al. 2007)

Analyza transgennich Arabidopsis rostlin BOR4-GFP pri vysoké koncentraci B
v médiu:

Over-exprese BOR4

=B +B ++B

BOR4=GFP S s

-
St

L4

QO

B concentraton
N

(mmol B kgDW-?

BORA4 lokalizovan
WT L4 WT na distalni strané
Rools ) epideralnich bunék

L -

Nizka akumulace B v transgenech

Rezistence k vysokym koncentracim B







Tanaka M et al. (2008) Plant Cell 20: 2860-2875

Protein NIP6;1

- kanal pro kys. boritou podobny NIP5;1

- kompletné nepropustny pro vodu

- transkript se akumuluje v tkanich s nedostatkem boru

- specificky pro nadzemni ¢asti, nevyskytuji se v korenech
- mlada vyvijejici se pletiva

- zajist'uje transport H;BO; z xylému do floému




Mechanizmy transportu B: BOR1 + NIP5;1 + BOR4 + NIP6;1

& wmm) Export boru (transport z buriky)
BOR1

mmm) Uptake boru (transport do bunky)
NIP5;1

mmm) Export boru z rostliny
BOR4

=) Uptake boru (transport do bunky)
NIP6;1




MFPSB
Miwa K et al. (2013) Plant Physiology 163: 1699-1709

Protein BOR2 efflux carrier bort-3/
Col-0 bor1-3 bor2-1 bor2-2 bor2-1 :
Bl A b S

Paralog BOR1; exprimovan v korfenové epidermis a
cepickach lateralnich korent v prodluzovaci zéné

symplast Secretion vesicle

!2((8:))3,—{» dRG-I-B dRG-II-B
4
S Nizka

koncentrace B:
[Blioien : bOr2=WT

[dRG-II
/' rhamnogalacturonan] :
B(OH),

\

@ B(OH)3 ! B(OH);1 ........................ LT dR( B
/ B(OH), apoplast bor2 < WT

\ bor1=WT

Pfi nizkych koncentracich B je BOR2 nutny pro transport B ze symplastu
do apoplastu, kde zprostredkovava propojeni dRG-Il v bun. sténé.




Mechanizmy transportu B: BOR1 + NIP5;1 + BOR4 + NIP6;1 + BOR2

Pericycle _

\

Xylem
parenchyma cells

Export boru (transport z bunky)  Floem
Uptake boru (transport do bunky)

Export boru z rostliny

Uptake boru (transport do bunky)

Export boru (transport do apoplastu)




Robert HS, Friml J (2009) PNAS Nature Chemical Biology 5: 325-332
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d) Bor v zivocisnych tkanich

< Uloha a transport B v zivoéiSnych burikach jsou velmi malo znamy

** Nedostatek B v zivocCisné bunce je ridky jev — vyskytuje se v plodech
* Hladina B v zivo€isné bunce je kontrolovana ledvinami

* Kosti, srdce, slinivka, jatra — nejvyssi hladina B

< Uéinek B — ,,bell-shaped* krivka




Vyznam boru pro zivocCichy:

Vyvoj embrya u zab a ryb
Metabolizmus karbohydratti a minerali (savci)

Regulace aktivity enzymu (savci)

Pevnost kosti (savci)

Udrzovani optimalni hladiny steroidu (savci)




Transport boru v zivocisné bunce

Lidsky BTR1: transportér podobny HCO;" transportéru, podobny co-transportéru
SLC4 (Na*-HCO;)

BTR1 = homologicky k Arabidopsis BOR1 => BTR1 je transportér boru

Park et al. (2004)

Expresni studie — BTR1 je transportér boratu spojeny s transportem 2 Na*

Prejmenovan na NaBC1




NaBC1 - boratovy co-transporter — udrzuje homeostazu boratu

NaBC1 - transportér propustny pro Na* a OH-

NaBC1 — selektivni co-transportér Na*-B(OH)," regulovany
napétim

NaBC1 je regulovatelny borem, a to rizné
v rtiznych organech => transkripcni
regulace NaBC1 borem je souéasti
homeotické kontroly metabolizmu boru.

B(OH), - tetrahydroxyborate anion




NaBC1 — dulezity v rustu a proliferaci bunék

A HEK (Human Embryonic . s N
Kidney cells) Nizké koncentrace boratu: silna mitogeneze

Vysoka koncentrace boratu: inhibice mitogeneze
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Mitogenni ucinek boratu je zprostredkovan
L0126 (uM) D

MAPK: borat zvySuje fosforylaci MEK/ERK

D MEK/ERK Specificky inhibitor MAPK U0126 inhibuje
stimulacni efekt boratu na aktivitu MEK

5 5
AN 0 |0.3[0.3]03] 5

EFEF‘WE Vypnuti exprese NaBC1 pomoci siRNA vedlo k
[ [ERK 112 zastaveni ristu a proliferace bunék

MEK = MAPK/ERK kinase
ERK = extracellular-signal-regulated kinase




Epidemiologicky skrining: pfisun Bl riziko rakoviny prostaty I

Inkubace prostatickych rak. bunék + B (konc. X) zastaveni proliferace bunék

Inkubace kontrolnich bunék + B (konc. Y) zastaveni proliferace bunék

) & odlisné kapacity transportu boratu v bun. liniich

Vyuziti B v mediciné
Boron Neutron Capture Theraloy
Lithium Collimator

/" Tumor cell 9B (nosi¢ BPA) — akumulace v nadorovych bunkach
/ ,___Lithium particles

Po injekci 1°B — nador bombardovan neutrony

(BPA = B phenylalanin)

108
Li dolet He
5 um

Neutron beam Neutrony

Detaily: Beddoe AH (1997) British J Radiology 70: 665-667 Usmrceni rak. bunék
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