
Signalizace je vlastně
komunikace

a komunikace je základem života….
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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.



Analogy view of cell signaling transduction pathway
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A wide range of disparate external and internal signals
is monitored by plants and used to compute appropriate 
developmental responses

Molecular Cell Biology
2: 307- 314 (2001)
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RostlinnRostlinnéé "hormony""hormony"

� Auxins

� Gibberellins

� Cytokinins

� Abscisic acid

� Ethylene

� Brassinosteroids

� JA, SA

� ………………









Main approaches used to study plant hormone perception, 

signal transduction biosynthesis and responses

1. Molecular genetics approach
hormone biosynthetic mutants
vs. hormone insensitive mutants

2. Biochemistry approach
hormone binding protein
(photo-affinity probe, affinity chromatography, 
immunopurification)

3. Inhibitors approach
kinase/phosphatase, G-protein, PKC etc. inhibitors
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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 buněčěčných bných bíílkovinlkovin

Proteolytické dráhy u eukaryot
- 1. vakuolární/lysozomální
- 2. Na ubiquitinu-proteasomu závislá degradace
- 3. post-proteasomálni degradace : Tricorn, TPII?
- 4. Degradace membranových protein ů
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HlavnHlavníí proteolytickproteolytick éé drdr ááhy hy eukaryoteukaryot

� 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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DDegradaegradacecemmembrembráánovýchnových proteinproteinůů..
ATP dep. ATP dep. membrmembr. komplexy. 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 
eitherside 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.



VakuolVakuoláárnrn íí//lysozomlysozomáálnlníí 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 

17-5

vakuola



Bílkoviny určené k degradaci 
proteasomem jsou modifikovány 

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

fytochrom.

Většina bílkovin je před ubiquitinací specificky fosforylována.



UbiquitinovUbiquitinov áá drdr ááhaha

� E1 - ubiquitin activating enzyme
� E2 - ubiquitin conjugating enzyme
� E3 - ubiquitin ligase
� ‘~’ denotes high-energy thioester bond
� DUB, deubiquinating enzyme

17-6



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. Ligaceubq. na 
Lys cílové bílkoviny. E3 
zajišťuje specifitu
rozpoznání.

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



~1200
E3

Genes!

[Vierstra, 2003 TIPS]







F-box odpovídá za specifitu interakce se substrátem.



Monoubiquitinacemůže sloužit 
jako regulační modifikace. Např. 

pro třídění do endocytotické dráhy 
a vakuoly/lysozomuči modifikuje 

např. transkripci TF-ubq. 



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 tor ubiquitinaceubiquitinace a a 

aktivity aktivity proteazproteazóómumu.





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“).



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

• Klí čové proteiny signálních drah (včetně
transkrip čních faktorů) bývají velmi 
labilní .
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AuxinAuxin





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



Polar transport of Polar transport of AuxinAuxin

Chemoosmotickáteorie 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??? 



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



49

E3 
ubiquitin
ligase
complex

Auxin signal transduction



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.



ABP1

Auxin BindingProtein1 byl objeven biochemicky je lokalizován 
převážně do membrány ER, ale malá frakce "uniká" a je aktivnína 
povrchu buňky. Pokus s blokováním reakce protoplastů na IAA protilát.
prokázal jeho podíl na reakci na IAA.



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….





TIR1 a spol. jsou regulovány 
neddylací/RUB1 modifikací

a tedy také CSN.



NEDD8=RUB1
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Effect of Gibberellins on growth and development

GA1 stimulates stem elongation in 
corn dwarf mutant, but has no 
effect on tall WT

d1   d1 WT  WT
+GA1 +GA1

Cabbage, a long-day plant, remains 
a rosette under short day, but it can 
be induced to bolt and flower by 
applications of GAs



Signální dráha giberelinů











Oba kodují vysoce homologníFbox
podjednotku SCF E3
ligázového komplexu.





Signální
dráha GA -
analogická k 
auxinu











Signální dráha JA?



SHRNUTÍ - Ubiquitin-ligase based receptors ( auxin, 
jasmonates and  gibberellin) 

GENES & DEVELOPMENT 22:2139–2148 (2008)



• Přenos signálu

• Rotlinné hormony a jejich signální dráhy

– Signální dráhy založené na regulované proteolýze

• Komponenty proteolytických degradačních drah

• Auxin

• Giberellin

• Jasmonát (?)

– Signální dráhy založené na dvoukomponentní dráze

• Cytokininy

• Etylen

– Brassinosteroidy a signalizace pomocí proteinkináz

– ABA  = mnoho funkcí a receptorů

– Peptidové hormony

• Rotlinné hormony a jejich signální dráhy

• Signalizace světlem



Two-component or phospho-relay circuitry

Prokaryota Eukaryota











ARR A-typu se podílejí na
negativně zpětnovazebném
potlačení odpovědi na cytokininy.











Signální dráha etylenu
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Brassinosteroid signaling pathway

Development 133, 1857-1869 (2006)





Příklady signalizací pomocí RLK



ABA





ABA – různé signální dráhy
Různé receptory?
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PEPTIDY jako hormony







KONVERGENCE SIGNÁLNÍCH 
DRAH





ABA GA





SVSVĚĚTLOTLO

jako jako 

SIGNSIGNÁÁLL



Světlo

• Kvalita

• Kvantita

• Směr

• Trvání/Perioda

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



Light environment: sunlight

Visible light: 400-700 nm 
or 0.4 -0.7 µm

UV
B & A



Light quality variation during the day



Light quality 
variation due to 

location

The light quality alters 
drastically depending on 
the situation.  

• Direct sunlight
• Skylight (blue sky!)
• Under shade



Light quantity variation in nature

The light intensity in nature varies at least ten 
orders of magnitude 



shade

reflected
 light

direct
 light

directional
 light

darkness

shade
avoiding

characteristic
photomorphogenic

phototropic etiolated

Light
A

cotyledon

hypocotyl



Borthwick’s Experiment in Grand Rapids Lettuce (1954)



Fotoreceptory

• Fytochromy

• Kryptochromy

• Fototropiny (NPH1)

• Neznámý rec. UV-B







Absorption spectra of the two 
forms of Phytochrome





Fytochromy
• 5 genů v Arabidopsis (PhyA - PhyE)
• Všechny exprimovány +/- všude –> post-

translační regulace
• PhyA a PhyB dominantní a nejvíce studovány

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

• PhyA je nejen nestabilní na světle (poločas 
rozpadu PfrA ~ 1h), ale dochází také k poklesu 
jeho transkripce zprostředkovaného 
fytochromovým systémem



• Phytochromes consist of a polypeptide (~125 kDa, 1200 
aa) and a covalently linked tetrapyrrole chromophorein the 
N-terminal part.  

• Phytochromes are homodimers through the C-terminal 
dimerization (heterodimer?)

• All phytochromes seem to have identical chromophore
• The protein part of phytochrome is encoded by multigene

family (phytochrome gene family) in all higher plants 
examined



Far-red
darkness





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.





Fytochromoví mutanti

Jak je hledat?



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

cotyledon

Hypocotyl

root

Photomorphogenic
development

Skotomorphogenic
development or
Etiolation





phyAphyA :  :  FarFar--red red DeDe--etiolation (major) etiolation (major) 

Phytochrome function specificity 
during early Arabidopsis development

phyBphyB :  :  RedRed DeDe--etiolation (major) etiolation (major) 

phyCphyC :  :  RedRed Primary leaf expansionPrimary leaf expansion

phyDphyD :  :  RedRed DeDe--etiolation (minor) etiolation (minor) 

phyEphyE :  :  RedRed Internode suppression Internode suppression 



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 e t al., 2003, Bouvy et al., 2003). 
The timing of phosphorylation agrees well with the t ime 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



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.



CSNkomplex (viz. nahoře)
COP9 byla první známá podjednotka signalosomu.



hy1, hy2hy1, hy2 :  :  NormalNormal LongLong LongLong

HY5 is a positive regulator of photomorphogenesis and 
acts downstream of multiple photoreceptorsdownstream of multiple photoreceptors

hy3/phyBhy3/phyB : : NormalNormal LongLong NormalNormal

BlueBlue RedRed FarFar--redred

phyAphyA :  :  NormalNormal NormalNormal LongLong

Hy4/cry1Hy4/cry1 :: LongLong NormalNormal NormalNormal

hy5hy5 :: LongLong LongLong LongLong



phyA phyB CRY1

Red lightFar-red light Blue/UV-A light

Photomorphogenesis

CRY2

COPs

HY5 
etc



HY5 and COP1

• HY5 encode a bZIP type DNA-binding 
transcription factor

• HY5 binds to promoters of light-regulated 
genes and mediates their light activation 

• HY5 is a nuclear protein and directly 
interact with nuclear localized COP1



Komplexní regulace Hy5

Transkrip ční regulace světlem
Degradace pomocí COP1 za tmy
Fosforylace



Hy5 integruje signály z fytochromů a kryptochromů





Fototropismus

a 

FOTOTROPINY



opět auxin a jeho transport



CHLOROPLAST 
MOVEMENTS  -LEMNA

DARK WEAK BLUE LIGHT                STRONG BLUE LIGH T



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 signalizace a 
biologické hodiny







"Biologické hodiny" tikají v každé buňce rostliny a s vnějším časovým 
cyklem komunikují p řes 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"





0 2 1 3
1 2 3 0 5




