
Signalizace, regulace, 
komunikace a integrace v 

buňce, pletivu a 
organizmu

Několik poznámek.
Kvantitativně převažujícím prvkem regulace genové
exprese je represe (a její odblokování).
Většina bílkovin je polyfunkčních a jejich exprese a 
funkce je regulována na mnoha úrovních najednou.
Signální dráhy se integrují na úrovni společného 
regulačního bílkovinného intermediátu (příklad fosf.), 
druhého posla, promotoru, procesu či struktury.  
Signál je zesilován, či zeslabován - při tom šum okolí
může být pozitivně využit k zesílení signálu = 
stochastická resonance.



http://www.lancs.ac.uk/depts/physics/research/condmatt/lng/srshow/srslide1.html



• Z toho, že organismus vládne buňkám 
(nejen buňky organizmu), také plyne, že 
také buňka a organizmus vládne signálním 
drahám a sítím. Buňka není jen výsledkem 
propletence procesů/struktur, které v ní
probíhají/strukturují, ale také jejich 
tvůrcem.



Degradace bílkovin
je stejně důležitý regulační krok 

jako jejich syntéza.
Signální dráhy často obsahují

vysoce specifickou/regulovanou 
degradaci bílkoviny jako důležitý

regulační krok.
(Vzpomeňme na cykliny…)



Proteolýza je ovšem také
konstitutivní proces.

Až 30% translatovaných 
bílkovin je nefunkčních.



Degradace bunDegradace buněčěčnnýých bch bíílkovinlkovin

Proteolytické dráhy u eukaryot
- 1. vakuolární/lysozomální
- 2. Na ubiquitinu-proteasomu závislá degradace
- 3. post-proteasomálni degradace : Tricorn, TPPII?
- 4. Degradace membranových proteinů
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HlavnHlavníí proteolytickproteolytickéé drdrááhy eukaryothy eukaryot
endosome-lysosome 

pathway degrades 
extracellular and cell-
surface proteins

ubiquitin-proteasome 
pathway degrades 
proteins from the 
cytoplasm, nucleus and 
ER

mitochondria (and 
chloroplasts) have 
their own proteolytic 
system that are of 
bacterial origin

Nucleus

Autophagosome

Lysosome/
endosome

Ubiquitin-
proteasome

system

nuclear
proteins

cytoplasmic
proteins

Mitochondria

Mitochondrial
/plastid

proteolytic
systems

ER proteins

endosome-
lysosome
system

cooperation
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DDegradaegradacece mmembrembráánovnovýýchch proteinproteinůů..
ATP dep. membr. komplexyATP dep. membr. komplexy

AAA proteases mediate the degradation of membrane proteins in bacteria, 
mitochondria and chloroplasts (i.e., compartments of eubacterial origin) 

combine proteolytic and chaperone activities in one system, acting as quality-
control machineries

- model substrate polypeptides containing hydrophilic domains at 
either side of the membrane can be completely degraded by 
either of two AAA proteases found in mitochondria, if solvent-
exposed domains are in an unfolded state

- a short protein tail protruding from the membrane surface is 
sufficient to allow the proteolytic attack of an AAA protease that 
facilitates domain unfolding at the opposite side

Leonhard et al. (2000) Mol. Cell 5, 629-638.
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ClpAP je proteázový komplex aktivní
v plastidech (homol. E.coli).

Brání hromadění nefunkčních bílkovin v plastidech. Podobně je tomu
v mitochondriích.



VakuolVakuoláárnrníí/lysozom/lysozomáálnlníí degradacedegradace

Cuervo and Dice (1998) J. Mol. Med. 76, 6-12.

macroautophagy is the equivalent of forming intracellular endosomes 
(phagosomes) that fuse to the lysosome and result in the breakdown of its contents 
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vakuola



Bílkoviny určené k degradaci 
proteasomem jsou modifikovány 

ubiquitinem.
Prvním známým proteinem ubq. in 
vivo v aktivní formě byl u rostlin 

fytochrom.

Většina bílkovin je před ubiquitinací specificky fosforylována.



UbiquitinovUbiquitinováá drdrááhaha

E1 - ubiquitin activating enzyme
E2 - ubiquitin conjugating enzyme
E3 - ubiquitin ligase
‘~’ denotes high-energy thioester bond
DUB, deubiquinating enzyme
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Ubq. se kovalentně váže na Lys cílové bílkoviny C´-Gly.

76 AA – rostl. od kvasinek/živočichů se liší 2/3 AA.

Syntet. z fusních tandemových prekursorů – 3 až 6.
Jsou štepeny deubiqutinačními enzymy/proteasami = DUB



E1 – ubq. Aktivace
E2 – ubq. Konjugace
E3 – ubq. Ligace ubq. na 
Lys cílové bílkoviny. E3 
zajišťuje specifitu 
rozpoznání.

Na bílkovině je 
ubq. více Lys a
to opakovaně =
polyubiquitin.



E3E3 ubiquitin ubiquitin ligligáázyzy

4 základní typy E3 ubiquitin ligáz u rostlin: kol.1300 genů Arabidopsis kóduje 
podjednotky E3 ligáz.

s HECT domains (E6AP-related proteins) - monomerní 17x u A.t.
s Ring/U-Boxem (VHL, SCF, APC, MDM2, c-CBL, etc.) 480x RING a 64x U-Box 

u A.t 

SCF komplex 4 podjednotky - podjednotka řídící specifitu 
F-box 700x u A.t. 

APC
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ale také 37x AtE2 = potenciálě obrovské množství spec. ubq. komplexů. 



vedle 700 F-boxů má Arabidopsis 21 SKP bílkovin.
Opět velká kombinatorika komplexů – existují ovšem preferované
kombinace.



F-box odpovídá za specifitu interakce se substrátem.



F-box proteins 
mediate substrate 
selectivity in degrading 
various yeast proteins

many (all?) of the 
substrates need to be 
phosphorylated to be 
recognized by the F-box 
protein

WD40 and leucine-
rich repeats (LRRs) 
present in F-box 
proteins mediate 
protein-protein 
interactions

SCFSCF--
dependentdependentnníí
ubiquitinaubiquitinacece
uu kvasinekkvasinek
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u rostlin je to podobné



Monoubiquitinace může sloužit 
jako regulační modifikace. Např. 

pro třídění do endocytotické dráhy 
a vakuoly/lysozomu či modifikuje 

např. transkripci TF-ubq. 



Anaphase promoting complex (APC)Anaphase promoting complex (APC)
The anaphase-promoting complex (also termed ‘cyclosome’) is a ubiquitin-protein ligase 

that controls important transitions in mitosis by ubiquitinating regulatory proteins
consists of many different proteins, including some related to SCF (e.g., ring protein)
To initiate sister chromatid separation, the APC has to ubiquitinate the anaphase 

inhibitor securin, whereas exit from mitosis requires the ubiquitination of B-type 
cyclins

Gieffers et al. (2001) 
Mol. Cell 7, 907-913.
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Proteasom





Topologie proteasomu zajišťuje, 
že proteázovou aktivitou 

nebudou nespecificky zasaženy 
cytoplasmatické bílkoviny.

U Arabidopsis každá
podjednotka = dva geny - to zn. 

různé subtypy proteasomu. 



CSN (COP9 / signalosom) komplex 
byl poprvé

objeven u Arabidopsis (viz. dále = 
světlo jako signál).

Jeho podjednotky a celková
organizace jsou homologní "víku" RP 

proteasomu, ale funguje nezávisle, 
jako regulreguláátor ubiquitinace a tor ubiquitinace a 

aktivity proteazaktivity proteazóómumu.





CSN kontroluje aktivitu E3 SCF 
ligázy prostřednictvím neddylace
či deneddylace (NEDD8 či 
RUB1 jsou peptidy podobné

ubiquitinu)
a degradaci bílkovin interakcemi 

s proteasomem (alternativní
„víko“).



N-koncové pravidlo

Met, Thr, Ser, Gly a Val na N´stabilizují
bílkovinu, zatímco Lys, Arg, His ji 

destabilizují.



N-koncová acetylace stabilizuje bílkovinu.



U některých prot. je N´Met odštěpen aminopeptidázou a novou
počáteční AA bývá Glu nebo Asp;takové bílkoviny se stávají
substrátem ubiquitinace teprve po přidání N´- Arg.



• Bílkoviny se mnohonásobně liší
poločasem životnosti a ten se prudce 
mění s měnícím se 
diferenciačním/regulačním stavem 
buňky.

• Klíčové proteiny signálních drah (včetně
transkripčních faktorů) bývají velmi 
labilní.



Příklady proteolytických bílk. a 
ovlivněných procesů u rostlin.



Inhibitory proteasomu

The peptide aldehydes, MG 132, MG 115, 
and PSI, inhibit the complex's chymotrypsin-
like activity in a potent but reversible 
manner. Lactacystin is a natural, 
irreversible, nonpeptide, cell permeable 
inhibitor that is more selective than peptide 
aldehydes but less selective than peptide 
boronates, another class of proteasome 
inhibitors.



SVSVĚĚTLOTLO

jako jako 

SIGNSIGNÁÁLL





• Světlo

• UV–B        280-320nm
• UV-A         320-380nm
• Modré s.    380-500nm
• Červené s.  620-700nm
• Dl. Červ. S. 700-800nm



Borthwick’s Experiment in Grand Rapids Lettuce (1952)



Fotoreceptory

• Fytochromy
• Kryptochromy
• Fototropiny
• Neznámý rec. UV-B





Phytochrome Exists in Two
Photointraconvertible Forms

-synthesized as Pr in darkness

-converted by red light (max=
666 nm) to Pfr

-Pfr is biologically active form

-Far-red light (730 nm) converts 
to Pr









Early Developmental Effects of Phytochromes

Phytochromes regulate (100’s of processes
described)

-- stem elongation
-- cotyledon expansion
-- chloroplast development (greening)
-- apical hook opening
-- gene expression

Microarray analyses show that the early 
effects of phytochromes are to induce the 
expression of transcription factors that then 
alter the expression of genes involved in 
photomorphogenic development 
(Tepperman et al., 2001). 



Fytochromy jsou syntetizovány v 
Pr formě

a vedle fotokonverze existuje temnostní
reverze Pfr na Pr u mnoha 

dvouděložných (není u jednoděložných, 
trav)





• PhyA je foto-labilní
• Phy B,C,D,E jsou foto-stabilní



• PhyA je nejen nestabilní na světle (PfrA-1h 
p.r.), ale dochází také k poklesu jeho 
transkripce zprostředkovaného 
fytochromovým systémem



Phy v Pfr formě jsou kinázy

• Autofosforylace, fosf. regulatory (Aux/IAA, 
TFs), kryptochromy

• Jen PfrB jde do jádra (FR to inhibuje)– kin. 
hodiny.

• PhyA obě formy v jádře po osvětlení- kin. 
15min.

• PfrB váže TF PIF3 – transkr. světlem regul. 
genů





PKS, NDPK2

http://bric.postech.ac.kr/~hgn/korean/lecture/plant_biology/p3.ppt

PIF3 and PHYB only interact if phyB is in Pfr state.



Interaction between PIF3 and PHYB is dependent upon state of PHYB

PIF3 and PHYB
only interact if
phyB is in Pfr
state.

Ni et al., 1999

PIF3 bound to bead,
PHYB radioactively 
labeled.

Extracts were treated
with R or FR, spun down,
and electrophoresed.



Fytochromoví mutanti

Jak je hledat?



Jsou i na světle částečně slepí - a 
tedy vypadají jako ve tmě.

THE PLANT CELL, Vol 3, Issue 12 1263-1274, 
Copyright © 1991 by American Society of Plant 
Biologists 
RESEARCH ARTICLES

The hy3 Long Hypocotyl Mutant of Arabidopsis Is 
Deficient in Phytochrome B

D. E. Somers, R. A. Sharrock, J. M. Tepperman and P. 
H. Quail 
University of California, Berkeley/U.S. Department of 
Agriculture, Plant Gene Expression Center, Albany, 
California 94710 





PhyB se např. účastní úniku ze 
stínu





KryptochromyKryptochromy

• Vyvinuly se z fotolyáz – nezávisle u rostlin 
a živočichů



Cryptochromes

The sequence of Hy4 was reported in 1993, and it was similar to DNA 
photolyase (Ahmad and Cashmore 1993, Sancar 1994) yet has no photolyase activity. 
Re-designated “Cryptochrome 1” (Lin et al., 1995)

Involvement in circadian rhythms; led to discovery of animal crys (Cashmore, 2003)

cry’s are phosphorylated when illuminated (Shilatin et al., 2003, Bouvy et al., 2003). 
The timing of phosphorylation agrees well with the time course of early physiology 
(Folta and Spalding, 2001)

Many plant responses were not R-FR reversible 
and had action spectra with peaks in the blue and 
near-UV.  There must be a BL receptor(s). 

Due to their elusive nature, Gressel (1977) 
described BL receptors as “cryptochromes”.
hy4 mutants showed a lack of hypocotyl growth 
inhibition under blue light,but were normal under 
red and far-red.

Dark  BL
Wild-type

BL
cry1

adapted from Neff and Chory, 1998



The C-Terminus CCT of cry1 Regulates Photomorphogenesis

Ectopic overexpression of the CRY1 
C-terminal extension results in a 
constitutive-photomorphogenic 
phenotype.

Cashmore, 2003

Is cry functioning through
a mechanism involving 
COP1?



Pozitivní a negativní regulace 
fotomorfogeneze





Xing Wang Deng, Yale

COP Mutants
First isolated by Deng et al., 1991

--Constitutive Photomorphogenic
phenotype:

expanded cotyledons, short hypo-
cotyls, light-regulated gene
expression patterns in darkness 

1996 Mayer et al. show that COP1
mutation affects expression of 

many genes– not just specific to 
photomorphogenesis.



CSN komplex (viz. nahoře)
COP9 byla první známá podjednotka signalosomu.



The hy5 mutant – long hypocotyl under light conditions, particularly blue 
(Koorrneef et al., 1980).  Encodes a B-zip transcription factor that is 
presumably a positive regulator of photomorphogenesis. 

HY5 accumulates rapidly in light and is not
as detectable upon transfer of plants to 
darkness

fluence rate

Plants grown for days in light show different
levels of HY5– HY5 level correlates with advanced
photomorphogenic development.

Osterlund et al., 2000

How does HY5 regulate photomorphogenesis?

Is it simply present only in light and acting as
a positive regulator?  Is it more complex?  It
seems to be acting in a manner that is 
antagonistic to COP1….



Does COP1 Interact with CRY?

Yeast 2-hybrid assay between COP1
truncations and CCT2 (CRY2 c-terminus)

Conclusions:  The WD repeat domain is
necessary and sufficient for interaction, 
yet binding is strongly enhanced by the 
coiled-coil and Zn binding domains.

CCT2-GUS interacts similarly. 

Coimmunoprecipitation –

Using anti-CRY2, COP1 can be 
coimmunoprecipitated, demonstrating
likely interaction in vivo. 

Wang et al., 2001



GFP::COP1

GFP::CCT1

COP and CCT1 Co-Localize
to the Nucleus



Hellmann and Estelle, 2002

Proposed Model for Cryptochrome Function – COP1, CRY, HY5 
Interaction to Regulate Degradation of HY5



v mitochondriích i plastidech

v jádře

v jádře ve tmě, na světle 
v cytoplasmě

novější
hypotéza





Fototropismus

a 

FOTOTROPINY



opět auxin a jeho transport



CHLOROPLAST 
MOVEMENTS  -LEMNADARK WEAK BLUE LIGHT                STRONG BLUE LIGHT



FOTOTROPINY

Adiantum
kapradina





Mechanismus asociace s membránou je nejasný.



Po osvětlení je část Phot1 
bílkoviny uvolněna do 

cytoplazmy.
V kortexu etiolovaného 

hypokotylu je Phot1 bílkovina
přednostně polarizovaně
kolokalizována s Pin1 na 

příčných stěnách.





Fotoperiodická indukce kvetení a 
biologické hodiny









Biological clocks

• Two concepts associated with 
biological clocks
– Free running period
– Entrainment by light

jsou odolné vůči změnám teploty 



"Biologické hodiny" tikají v každé buňce rostliny a s vnějším časovým 
cyklem komunikují přes fytochormový/kryptochromový systém.



Transkriptomická analýza 
Arabidopsis ukázala, že asi 

6000 genů je exprimováno v 
diurnálním rytmu, z toho asi 

500 přímo v závislosti na 
"centrálním 

oscilátoru/hodinách"



GATING

"hodiny"

cyklus prostředí



na krátkém dnu





RostlinnRostlinnéé "hormony""hormony"

Auxins
Gibberellins
Cytokinins
Abscisic acid
Ethylene
Brassinosteroids
JA, SA
………………









Signals are 
perceived at the 
cell membrane 
and transduced 
to the nucleus, 
resulting in a 
change in gene 
expression

The last transducer 
is a gene regulator 
protein.

One to many 2°
signals: 
proteins, ions, or 
the morphogens 
themselves. 

Receptor 
proteins, often 
with carbohydrate 
sidechains



Auxiny



AuxinAuxin





Hladina aktivního auxinu je regulována modifikacemi/konjugacemi -
reverzibilními i ireverzibilními.



Polar transport of AuxinPolar transport of Auxin

Chemoosmotická teorie transportu
auxinu potvrzena objevem AUX1 
vtokového a PIN výtokových 
přenašečů a jejich polární lokalizace.
Transport jde ovšem také pře ABC
transportery (PGP, závislé na ATP) a
je možná také sekrece z IAA naplně-
ných váčků jako v případě neuro-
transmiterů.  



Auxin - přenos signálu





Fungují PINy jako senzory?
Co je receptorem auxinu??? 



ABP1

Auxin Binding Protein1 byl objeven biochemicky je lokalizován 
převážně do membrány ER, ale malá frakce "uniká" a je aktivní na 
povrchu buňky. Pokus s blokováním reakce protoplastů na IAA protilát.
prokázal jeho podíl na reakci na IAA.



Mutanti monopteros(mp) a 
bodenlos(bdl)
nemají kořen.

MP kóduje člena ARF (auxin response transcript. factors) rodiny 
transkripčních aktivátorů ARF5. (Prosím neplést! s malými 
GTPázami).

BDL kóduje člena rodiny inhibitorů ARFů AUX/IAA, IAA12.
Tyto bílkoviny se vyznačují minutovým poločasem životnosti.
S ARFy tvoří heterodimery a tak blokují jejich aktivitu. Transkripce
AUX/IAA genů je stimulována IAA (okamžitě) - tak byly objeveny.



Řada mutantů s postiženým 
proteasomem (a také CSN) má

auxinový fenotyp - bývají auxin 
rezistentní.



Model regulace ARFů AUX/IAA a jejich
auxinem stimulovanou proteolýzou. 

BDL a další AUX/IAA geny jsou také cílem transkripční stimulace.



De novo syntéza AUX/IAA 
represorů umožňuje potlačení

signálu = 
atenuaci.

Podobně kinázy fungují jako 
přenašeče signálů jen díky proti-

působícím fosfatázám.

a tak je to i s Ca2+ a dalšími….



• F-BOX SCF-E3 LIG. 
KOMPLEXU TIR1 JE 
RECEPTOREM 
AUXINU.



TIR1



Receptorem auxinu je TIR1 a jeho
homology: F-box podjednotka SCF  E3 

ligázy.





TIR1 a spol. jsou regulovány 
neddylací/RUB1 modifikací

a tedy také CSN.



NEDD8=RUB1




