Sireniz elektrlegch signdlov v zlvyc




« Prenasaju informacie z vonkajSieho aj vnutorného prostredia do
mozgu a vykonnych organov (efektorov).

« Maju ucinné prepojenie s chemickou hormonalnou sustavou.
« Surychle.
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Membranovy (elektrochemicky) potencial:

nerovnomerna distribldcia ionov na vonkajsej a vnutornej strane

cytoplazmaticke] membrane bunky.

zvyCajne zaporny (od -70 do -40 mV, tzv. kfudovy potencial, resting

potential).

Cytoplazmaticka membrana je pre vacsinu idbnov nepriepustna. Tie sa

translokuju:1) ionovymi pumpami a 2) ionovymi kanalmi.

Ma dve zlozky: chemicky potencial — dany koncentraciou ionov.
elektricky potencial — dany nabojom, ktory iony nesu.
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 Transmembranovy protein.

* Pumpuje iony proti ich elektrochemickemu gradientu za spotreby ATP.

* Na negativom kludovom membranovom potencialy sa podiela najma
ionova pumpa: sodno-draselna pumpa:
3 Na* z bunky
2 K* do bunky
1 ATP

(N
i

The sodium-potassium The splitting of ATP provides The sodium ions are re- Release of the phosphate
pump binds three sodium energy to change the shape leased to the outside of the allows the channel to revert
ions and a molecule of ATP. of the channel. The sodium membrane, and the new to its original form, releas-
ions are driven through the shape of the channel ing the potassium ions on
channel allows two potassium ions the inside of the membrane.
to bind
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Transmembranoveé proteiny.

Vyuzivaju elektrochemicky gradient vytvoreny ionovymi pumpami.
Transport idnov je velky (10° ibnov s1) a bez spotreby ATP.
Maju selektivnu permeabilitu pre urdity druh iéonu (Na*, K*, Ca?*).

M&zu sa otvarat’ a zatvarat' v zavislosti od podnetu:
voltage-gated
ligand (neurotransmiter)-gated
lipid (IP3)-gated
mechanically-gating
light-gating
temperature-gating

Draselny ionovy kanal



akcény potencial
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* Na zmene membranového potencialu sa podielaju rézne ionoveé kanaly.
« Signal ma vacsinou pociatok v senzorickom neurdne alebo Specifickom
receptore, obklopeného neuronami.



Akény potencial (AP):

1) pokojovy potencial

2) depolarizacia (influx Na*, alebo Ca?* pri niektorych typoch neurénov a synapsii)
3) repolarizacia az hyperpolarizacia (efflux K*)

4) obnovenie pokojového potencialu (efflux 3 Na* influx 2 K*)

« Refraktérna periéda — je doba po ktoru nie je
Mozné spustit dalsi akCny potencial.

Action
potential

« All or nothing character — amplitudu neovplyvnuje
intenzita stimulu. Intenzita stimulu vsak ovplyvnuje
frekvenciu AP.

5 Threshold

Graded potential (GP) — aplitudu ovplyvriuje
intenzita stimulu, GP Casto predchadza AP (napr.
receptorovy potencial).

Time (ms)
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* Myelinova posva axonu umoznuje Sirenie AP iba v mieste Ranvierovych
zarezov.
« V Casti axonu obaleného myelinovou posvou sa signal Siri ako GP.

- Sirenie sa nazyva ako saltatorne.




Synapsa — je spojenie dvoch neuronov
a sluzi na prenose elektrickeého vzruchu.

Typy synapsii podla spojenia:
1) axodentriticka: axon-dentrit
2) axoaxonicka: axdon-axon

3) axosomaticka: axon-telo neuronu

Presynaptic
neurons

Axodendritic
synapse

Presynaptic

Postsynaptic Q \ neuron
R Axosomatic
synapse

Axoaxonic —
synapse




Elektricka synapsa — gap junction

« Tvoria ho konexony — tvori ho 6 proteinov
konexinowv.

 Konexon sa otvara a zatvara (voltage-gated)
« Surychlejsie v prenose vzruchu ako
chemické synapse.

« Obojsmerna.

b Electrical synapse

[ Gap junction
{ channel—

Coupling /
potential /”
/ \J ﬂ

Nature Reviews | Neuroscience




Chemicka synapsa

« Jednosmerna a pomalsia v prenose
nervoveho vzruchu.

« presynapticky neuron uvolnuje
neurotransmiter do synaptickej strbiny
prostrednictvom exocytozy

» Postsynapticky neuron obsahuje ligand-
gated receptory pre tento neurotransmiter,
co vedie k depolarizacii membrany a Sireni
elektrického vzruchu.

a Chemical synapse
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 Neurotransmiter je nizkomolekularna chemicka latka, sluziaca k
prenosu nervového vzruchu v chemickej synapse.

Podla chemického zlozenia:

« Aminokyseliny (glutamat, aspartat, GABA, glycin)
« Aminy (dopamin, serotonin, acetylcholin)

» Peptidy (vasopresin, somatostatin)

ADRENALINE NORADRENALINE

Podla reakcie, ktoru vyvolavaju: -
« stimulaéné (glutamat) T o ﬁﬂ
* inhibi¢né (GABA)

Fight or flight Concentration Pleasure Mood
neurotransmitter neurotransmitter neurotransmitter neurotransmitter

(c7.1:7.3

Calming Learning Memory Euphoria
neurotransmitter neurotransmitter neurotransmitter neurotransmitter




Akcny potencial na presynaptickej membrane otvori voltage-gated
Ca?* kanal, ktory spdsobi narast vnutrobunkovej hladiny [Ca?*] na a
aktivuje exocytozu a uvolnenie neurotransmitera.

Synaptotagmin — sensor Ca?*

SNARE complex — synaptobrevin (v-SNARE), syntaxin (t-SNARE),
SNAP-25

a Chemical synapse
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composed of phospholipids, the membrane anchors of the SNARE proteins, or a combination of both. See text for details.



Neurotrasmiter sa viaze na receptor na postsynaptickej membrane:

1) lonotropny (ligand-gated idnovy kanal): vazba neurotranmiteru na
receptor kanal priamo otvara a podla smeru toku iénov pusobi bud
excitacne (depolarizacia, glutamatové receptory) alebo inhibicne
(hyperpolarizacia, GABA receptory).

a) Cys-loop receptory viazu acetylcholin, serotonin, glycin, glutamat,
GABA,

b) Glutamatoveé receptory viazu glutamat,

podla agonistu, ktory viazu sa delia na:

AMPA - a-amino-3-hydroxy-5-methyl-
4-isoxazolepropionove kyselina

NMDA - N-methyl-D-aspartat

Kainatovy typ - kainat




2) Metabotropné receptory (G-protein coupled): su pomalSie ako
ionotropné receptory. Neurotransmiter sa naviaze na receptor, déjde ku
zamene GDP za GTP (pomocou GEF), a podjednotka s GTP se odpoji a
putuje k pfislusnému efektoru (napr. ionovy kanal). Metabotropé
receptory ovlivauji produkciu druhych poslov, ktoré spustaju dalsie
signalne drahy: ®) G-
1) aktivaciou adenylat cyklazy: cAMP
2) aktivaciou fosfolipazy C: DAG a IP3
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* Neurdny formuju nervovu sustavu, ktorej komplexita je zavisla od
fylogenetického postavenia.

1) Rozptylena (difuzna), napr. nezmar (Hydra)

* nervové bunky su rozptylené a tvoria siet ale
nevytvaraju nervove centrum.

* na podrazdenie reaguje celé telo, pretoze
podrazdenie sa Siri nervovou sietou vsetkymi smermi.

(@) Cnidarian
(hydra)




2) kruhova (radialna) — napr. meduzy, ostnatokozce
« typicka pre luCovito sumerné zivocichy

* nervove bunky su vyraznejSie sustredené v
prstenci na okraji zvona

3) pasova — napr. ploskavce

* nervové bunky su sustredené do ganglii
(nervovych uzlin), z ktorych vybiehaju dlhSie
nervove vlakna v podobe 2 - 3 pasov do tela.
» Vv hlavovej Casti su nervoveé pasy spojené
okolohltanovou obruckou

Nerve ring

Sear

Radial
nerves

(b) Echinoderm
(sea star)

Eyespot

Central
1Y ganglia
JTL (brain)

Nerve (A F

M af
"t j} Transverse
%g;r’ nerve

(c) Planarian
(flatworm)




4) Rebrickova — napr. obrucCkavce

* v kazdom telovom clanku (somite) sa na brusnej strane nachadza
par ganglii navzajom pospajanych nervovymi vlaknami, ktoré
vytvaraju obrazec pripominajuci rebrik

« Vv prednej Casti tela sa nachadza hitanové a podhltanové ganglium

5) Gangliova — napr. makkyse, ¢lankonozce

« vznikla splyvanim ganglii rebriCkovej nervovej sustavy.
« dominantné postavenie ziskala povodne parova, (u
neskOr integrovana cerebralna (mozgova) uzlina, ktora A
vznikla integraciou 2-3 parovych uzlin prislusnych
hlavovych segmentov v procese cefalizacie
(vytvorenia hlavy). L e

Central ganglia
(braln)

o \

Segmental ganglia




6) Rurkova — napr. stavovce

Centralna nervova sustava (CNS, mozog, miecha)

Mozog nizSich stavovcov: predny, stredny, zadny
Mozog vy3Sich stavovcov: prediZena miecha,
zadny mozog (most a mozocek), stredny mozog,
medzimozog a predny mozog.

Obvodova nervova sustava (periférne nervy)

Central nervous system

Peripheral
nervous
system

(f) Vertebrate
(human)
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» Klasicka doktrina tvrdi, ze elektrické signaly sa prenasaju nervovym

systémom Specializovanymi bunkami neurénami.
* Nervovy systém je vysoko komplexny system u zivoCiSnych
organizmov, ktory prenasa elektrické signaly v réznych Castiach tela.

« Objavom elektrickych signalov v rastlinach je nutné tuto definiciu
zmenit, inak musime byt schopni akceptovat existenciu nervoveho
systému a neuronov Vv rastlinach.

« Svojou komplexnostou je mozno porovnat k difuznej nervovej sustave.

« Rastliny maju mnohé molekuly, ktoré zohravaju ulohu v Sireni
elektrického vzruchu zivoCichov (GABA, glutamat a ich receptory,
synaptotagmin atd).

Dva typy elektrickych signalov v rastlinach:

« AkcCné potencialy (AP)

« Variacne potencialy (VP)



AkcEné potencialy (AP)- vznikaju v odpovedi na chlad alebo dotyk.
toky Ca?*, CI,K* cez membranu, iébnové kanaly stale nie su zname.

1) pokojovy potencial (H*-ATP-ase)

2) depolarizacia (Ca?* influx, CI- efflux),

3) repolarizacia az hyperpolarizacia (3, efflux K*a H*),

4) obnovenie pokojového potencialu (4, influx K*)

V rastlinach sa Siria cestou najmensieho odporu kontinuitou cytoplazmatickej
membrany v bunkach floému a cez plazmodezmy.

Intenzita stimulu, neovplyvnuje amplitudu AP.
PocCas drahy svojho Sirenia si udrziavaju konstantnu amplitudu.
V porovnani so Zivocichmi su:
dlhsie (ms vs. s)
pomalsie (1 - 100 mstvs.2-4cms?)
“All or nothing” character.
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zivocich/
rastlina Cell type
hlavonozce :
: Glant axon
(Loligo)
obruckavce Median
(Lumbricus) giant fiber
hmyz : :
(Periplaneta) Giant fiber
obojzivelniky  Sciatic
(Rana) nerve axon
: Spinal
cicavce
: motor
(Felis)
neuron
Venus flytrap trap

(Dionaea) parenchyma

leaf

Arabidopsis parenchyma

Resting
potential
(mV)

-60

-70

-70

-60 to —80

-55 to —-80

-120

-120

Amplituda
(mV)

120

100

80-104

110-130

80-110

50-150

~70

AP trvanie
(ms)

0.75

1.0

0.4

1.0

1-1.5

1000-2000

Rychlost
Sirenia (m/s)

35

30

10

7-30

30-120

0.05-0.25

90 000-160 000 0.01-0.04



« Variacné potencialy (VP) - vznikaju v odpovedi na poranenie
(rezna rana, popalenie) a Siria sa ako hydraulicka vina v xyléme, ktora
ovplyvnuje priepustnost mechanosenzitivnych/ligand-gated ionovych
kanalov, depolarizacia (Ca?* influx), pomala repolarizacia (aktivaciou H* -
ATPaz).

* Rozdiely oproti AP: dlha repolarizacia, amplituda je ovplyvnena intenzitou
stimulu, Siria sa ako tlakova vina aj cez odumreté pletivo a mézu zasiahnut
akukolvek bunku v rastline.

« Amplituda so vzdialenostou klesa (2.5 % na cm).
- Casto sa $iri ako tzv. kompozitny signal.

I

Fromm et al., 2013, Frontiers Plant Science



« Extracelularne - bioelektricka aktivita mnoziny buniek
- snimanie elektrickej aktivity po dlhsi Cas

« Intracelularne - bioelektricka aktivita jedinej bunky

- snimanie bioelektrickej aktivity 1 - 2 hodiny
- pomocou vosiek

(@)

Fromm and Lautner, 2007, Plant Cell Environ.



The Bioluminescence of Green Fluorescent Protein _—
in Aequorea victoria P

 Aequorin z Aequorea victoria.

Aequorea victoria is known for its naturally occuring green fluorescence around the
ring of its bell, in lorge thanks to the prescence of two fluorescent proteins:
Aequorin and Green Fluorescent Protein (GFP).

The process begins when caldium ions bind to the chemiluminescent
Aequorin, a protein with lu in the middle of each of its two subunits.

° Tra nsgé nne ras tl | n y A rab | d 0 p S | S s the. colckontTs boand e chomophares Begin 1o ea Blod Tight

ot 470nm.

thaliana s génom pre apoaequorine. Aneeoueie

« Kofaktor coelanterazin.

 Meranie luminiscencie za pouzitia ——
citlivej CCD kamery \\1530

Blue fight is
emitted ot
470 nm

Coelenterazine: o luciferin
compownd that fluoresces
upon oxidation by caldum

The light emitted by Aequorin's
chromophore couses the chromophore
of GFP to become excited.

Coelenteramide

GFP contains a naturally built chromophore
consisting of a specicl sequence of 3 amino
acids: Serine, Tyrosine, and Glycine. When
the chromophore receives blve light from
aequorin, it becomes excted ond emits its
very own green light.

. GFP - excited state

Coelenterazine M Luminescence
Apo-aequorin (A =469 nm)

Recnstituted aequorin GFP

Chromophore



« transgénna rastlina Arabidospis thaliana s apoaequorinom.

JakSova et al., 2021, Plant Physiol. Biochem.



Modelovy druh 1: Citlivka (Mimosa
pudica)

T . .“
Variaény potencial

Fromm and Lautner, 2007, Plant Cell Environ.



« Varia&né potencialy sa $iria z miesta 2
poskodenia po celej rastline
(systémova reakcia) a inhibuju
rychlost fotosyntézy, efektivny
kvantovy vytazok fotosystému Il a
stomatalnu vodivost.

J, Heat stimulation of pinna 1

Electrode A

(c)

\LHeat stimulation of pinna 1

Electrode B

Il quantum yield,
bouring pinna 1

+
25 mV _

elal
colour code to values of AF/F,

Koziolek et al., 2003, New Phytol.
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Elektrické signaly
<> Chl fluorescence measurements dokazu Ir_]dUkovat
Analysis of ABA, JA and SA v systemicky

| indukovanych
: t listoch
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Fig. 2 Responses of the fifth tobacco leaf following local burning Kysel I n a JaS m O n Ova
(time =0 min, dashed line) of the upper (sixth) leaf with respect to
) X ) stomatal conductance (g, a), rate of transpiration (E, b), rate of (J A)
Fig. 4 Endogenous concentrations of ABA. JA, and SA in the CO, assimilation (A, ¢). and intercellular CO, concentration (C;,

fifth tobacco leaf 0, 8, 15, 30, and 60 min after burning (time =0, H).cA 7y Irticace Hinies whien The soiipii (435 sl pho-
= tons m~~s™") was switched on (upward arrow) and off (downward

arrow) of the upper (sixth) leal. Mean values & SD, n=4-5 arFo)-Meaavaliss SD A
Hlavackova et al., 2006, Planta




|zoleucinovy konjugat JA-lle sa viaze na SCF complex
korepresor JAZ-COI1 a aktivuje transkripciu ﬂ\
JA-indukovanych genov. Gl

265-
proteasome
Resting state Stimulation

¢ JA-lle TJA-IIe
O
oo
o %9

NINJA o

JAZs

G-box JA-responsive genes JA-responsive genes

< &
Wasternack and Hause, 2013, Ann Bot. -
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« JA aktivuje tvorbu enzymov
syntetizujucich sekundarne
metabolity, ktoré maju anti-
herbivorny ucinok (nicotin,
vinblastin, artemisinin,
camalexin, proteazove
inhibitory PIN atd'. ).

» Tieto sekundarne metabolity
sa indukuju nielen v ramci
rastliny, ale pomocou
volatilnych latok (metyl-JA) sa
mozu indukovat aj v
susednych rastlinach.

Mithofer and Boland 2012, Annual Review Plant Biology *
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Events

[ Metabolic changes

1 Gene activation
] JA and SA changes
/1 H20,
1 [Ca®*]y, changes
| V., changes
Sec  Min Hours Days
T Time

TRENDS in Plant Science

8

Mousavi et al., 2013, Nature
Maffei et al. 2007, Trends in Plant Science



» Arabidopsis s nefunkCnymi glutamatovymi
receptormi GLR3.3. a GLR3.6. nie je

oir3.3a schopny sirit elektricky signal.
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Mousavi et al., 2013, Nature



 GLR (glutamate like receptor) — homolégny glutamatovym ionotropnym NMDA
receptorom - kanal pre Ca?* aktivovany L-glutamatom.

GLR3.3 GLR3.6.

« Poranenie alebo napadnutie herbivorom indukuje systémovu vinu Ca?*.
« Ca?" - biosensor — GCaMP3 alebo apoaequorin
« gIr3.3a gIr3.6a — negeneruju Ca?*vinu

Toyota et al., 2018, Science



Glutamdtové receptory sd zodpovedné
za Sirenie elektrickych signalov

000 sec €. | 000 sec’

\ , WT gIr3.3 gir3.6

Toyota et al., 2018, Science
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Exogénna aplikacia
glutamatu mimikuje
poranenie.

Biosensor glutamatu —
(IGIluSnFR). Poranenie
indukuje uvolnenie
glutamatu z listov a ten
aktivuje GLR kanaly.
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Glutamat je zodpovedny za Sirenie
elektrického signdlu v rastlinach.

Toyota et al., 2018, Science
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Koo et al., 2009, Plant Journal
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Modelovy druh 4: mucholapka americka
(Dionaea muscipula)

* Charles Darwin oznacCil mucholapku americku (Dionaea muscipula) za
najpodivuhodnejSiu rastlinu sveta.

« Sir John Burdon Sanderson na ziadost Ch. Darwina objavuje
elektricku aktivitu v mucholapke (1873).

« Prva sprava o akénych potencialoch (AP) v rastlinach.

List Charles Darwina americkému botanikovi W.M. Canbymu, Feb. 17, 1873
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Indukcia akénych potencialov v
mucholapke

« Dotyk spustacieho trichdmu je spojeny s tvorbou AP a Ca?* viny.
« Dva dotyky spustia 2 AP a pasca rychlo sklapne (0.5 s).
« AP sa Siria iba v pasci a nezasahuju asimilacny list.

40 mV|

10 sekund

Pavlovi¢ et al., 2017, New Phytol.



Vizualizacia elektrickej viny

Time from first mechanical stimulus

-00.58 s
M"f'—’ -
First stimulus Second stimulus Movement

| —]

vapnikovy sensor: GCaMP6f

ooy

Suda et al., 2020, Nature Plants



« Bez dalSieho pohybu koristi a elektrickeho
stimulu sa pasca do 24 hodin znova otvori.

« Pohyb koristi vo vnutri pasci neustale drazdi
trichomy a rastlina tak generuje desiatky AP —
Sirenie elektrického signalu nie je systémove.

« V pasci sa akumuluje velké mnozstvo
jasmonatov (JA a JA-lle).

Spusta sa expresia a sekrécia enzymov.

. A
[ 1JA-lle
cis-OPDA
R ABA
[ITTIT 1AA
=E3

Pavlovi€ et al., 2017, New Phytol.



Anestetika su latky, ktoré spbsobuju stratu vedomia (vSeobecné
anestetika) a vnimania (lokalne anestetika) inhibiciou Sirenia
elektrického vzruchu.

Lipidova tedria — lipofilné anestetika sa rozpustaju v lipidovych
membranach neurdénov a ovplyvnuju tak funkciu ibnovych kanalov.

Proteinova tedria — priama vazba anestetika na ionovy kanal
spOsobuje jeho neschopnost’ Sirit nervovy vzruch.

Budu ucCinkovat aj na rastliny?




Niektoreé typy anestetik p6sobia aj na rastliny (dietyléter, lidocain, xenon atd.).
Inhibuju v nich elektrické signaly. Po odstraneni anestetik elektricka
signalizacia opat funguje.

CH3 “
OOy
o]

CHs CHs

lidocain

Yokawa et al., 2018, Ann. Bot., Pavlovi¢ et al., 2020, Ann. Bot.



Control

of Doran Rastlina pod vplyvom
: anestézy nie je
schopna aktivovat
jasmonatovu signalnu
drahu.

| Critnase ! b Nie je schopna
vnimat' korist” ani
poranenie —
neodpoveda na
vonkajsSie stimuli.

Pavlovi€ et al., 2020, Ann. Bot.




. leaf wounding  Dietyl éter inhibuje glutamat a
GLR zavislu elektricku
signalizaciu v Arabidopsis.

glutamate

GLR channels

N

electrical and Ca?* waves

N\

jasmonates

Arabidopsis thaliana gene expression

aplikacia glutamatu, kontrola aplikacia glutamatu, dietyl éter

JakSova et al., 2021, Plant Physiol. Biochem.



. Zivogidne organizmy S$iria elektrické signaly
prostrednictvom sSpecializovanych nervovych buniek
neuronov.

* Hoci rastliny neurény nemaju, dokazu sirit' elektrickeé
signaly.

* Molekularny mechanizmus je velmi podobny a vyuziva
lonotropné glutamatove receptory a glutamat ako ligand.



