a) Brasinosteroidy — Arabidopsis
b) Podobné ucinky brasinosteroidu a steroidu
c) Ecdysteroidy — Drosophila
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Znalost signalnich drah

Steroidy — savci, hmyz - Drosophila melanogaster (14 tisic gent)

Detailni popis transkripce genua aktivované 20E hydroxyecdysonem

|

Znalost biosyntézy ecdysteroidu




Hormony - polyhydroxylované steroidni molekuly

BR a steroidy kontroluji: - regulaci genové exprese
- bunééné déleni
- expanzi bunék
- diferenciaci bunék
- PCD

- homeostazu

Update 2015
Untterholzner SJ et al. (2015) Plant Cell 27: 2261-2272

Brassinosteroidy stimuluji biosyntézu GAs.
Update 2016
Shahnejat-Bushehri et al. (2016) Nature Plants 2: 1-9

Interakce signalnich drah brassinosteroidi a GAs;
protein JUB1



Brasinolid

- stimuluje toleranci k chladu
- zmény v expanzi CW pfi abiotickych stresech

Prodluzovani 2. internodu
stonku fazole

Increasin%assinosleroid concentration

et S o . o 1 e e

Brasinosteroidy a auxiny maji synergické ucinky. Stimulace:
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Lateral root formation (%)

50 - aktivity protonové pumpy!
) . . . - diferenciace xylému
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R Update 2016
Auxin - rychly ucinek Brasinolid — pomaly ucinek

Favero DS et al. (2016) Plant J, Nov. 21, doi: 10.1111/tpj.13451
Interakce signalnich drah brassinosteroid(l, auxinu a svétla



Cold ——8 \\ BZRI1 ) <«—— BRs

l ATG2 ATG6

g NBRIa NBRIb

Autophagy Photoprotection Fotoprotektivni geny:

Protein  NEBRI PsbS, VDE, D1

ubiquitination I_ ’%‘%52 _j S— PSbSmVDE

Autofagni receptor
\ l / NBR1
Update 2020

Chi C et al. (2020) J Exp Botany 71: 1092-1106




B
S Velgt:  .vevioch lostovangch pletivech

- nejvice v apikalnich ¢astech stonku

Brasinosteroidy nejsou pravdépodobné
transportovany na dlouhé vzdalenosti

Symons GM et al. (2008) J Exp Botany 59: 17-24
Review o transportu brasinosteroid(




Neighbouring cell

Trends in Plant Science



Vyrazny fenotyp mutantti; Arabidopsis — pleiotropicky efekt mutaci

(B)

Tma: kratky vzrast, tlusty hypokotyl, oteviené
zvétSené délohy, pfitomnost primarnich listovych
pupen(

Svétlo: trpasliCi vzrist, tmavozelena barva,
redukovana apikalni dominance, pylova sterilita,
zpozdéna senescence chloroplastu a listd,
narusené fotoperiodické reakce, zmény v reakci
ke svétlu.

PLANT ion, Figure 24.5 . Inc,



PLANT PHYSIOLOGY, Fourth Edition, Figure 24.6 © 2006 Sinauer Associates, Inc.

TE - teasterone
DT - dehydroteasterone
TY - typhasterol

CS - castasterone

BL - brassinolide



homeostazy signalizace

Signalizace

1 Mutanti v signalnich drahach
Biosyntéza hmoarjrln \é};]suw hladinu endogennich

Homeostaza

okl chem 2



Campesterol = ——)  — —) — BR

_ Cholesterol > > > > » Steroidy
Klicové kroky syntézy BR a steroidtli jsou vysoce konzervované — pritomnost 5a -reduktazy

Hmyz — pfitomnost Sa -reduktazy nebyla zatim prokazana



Late C-6 oxidation pathway

Campestanol

DWF4l

Biosyntetické drahy BR

Taiz L, Zeiger E (2006)
Plant Physiology, 4th. ed.,

'
BRox! |
BRox2 |

i

str. 617 - 634 o
Update 2016 5
Tarkowska D et al. (2016) Anal Bioanal Chem, August 16; Ho s
doi: 10.1007/s00216-016-9807-2 Ho' Chbol
Brassinolide

Most active BR

Nova metoda identifikace brasinosteroidd (LRR Olomouc)

Early C-6 oxidation pathway

_~""Rom3

QH

HO
HO &
26-Hydroxybrassinolide
Inactive BR

PLANT PHYSIOLOGY, Fourth Edition, Figure 24.7 |



regulatoru

hormonu

Identifikace BR receptoru na plazmatické
membrané + dalSich elementu drahy

!

Obrovsky narust znalosti mol. zakladd uc¢inki BR
Enormni narust publikaci o BR

Update 2020
Nolan T et al. (2020) Plant Cell 32: 295-318

Nejnovéjsi review o signalnich drahach brasinosteroidti.
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Identifikace BR-insensitivnich mutantu

Mutovana populace rostlin

4 )

\
Q/ \Vysoké konc. Bly

N/

BR-insensitivni mutanti

4 )

I —>

\_ / Mutant bri1

(brassinosteroid-insensitive1)

Wild type a brd2 BR-insensitivni mutanti jsou podobni mutantim s defektem

mutant ryze v syntéze BR. Jejich fenotyp vSak nelze zménit exogennimi BR.
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Laborator J. Chory — identifikace dalsich trpasli€ich alel bri1

! &

Dal$i geny této skupiny: BRL1, BRL2 a BRL3

BRL1 a BRL3 vazi BR. Ektopicka exprese téchto genu
fizena promotorem BRI1 je schopna zrusSit u¢inek mutace
bri1.

BRL1 a BRL3 se specificky exprimuji ve vaskularnim
systému => mutace brl1 a bri3 vedou k abnormalnimu
pomeéru v diferenciaci floému a xylému.

Trojity mutant bri1bri1bri3 - zesileny trpasli€i vzrist

a vaskularni fenotyp

Vazebné studie: vysoka specificita vazby BL k BRI1 proteinu

_—_ bri1 ; | britbrl1bri3

BRI1 je receptorem brasinosteroidu




Update 2019
Planas-Riverola A et al. (2019) Development 146: 151894

BRI1 — exprese ve vSech ¢astech korene
BRL1 a 3 — exprese v kofenovych kmenovych burnkach

Triple mutant bribri1bri3:

- narusena tvorba protofloémovych
sitkovic

- zkraceny koren - redukované
bunééné prodluzovani + asymetrické
(formative) bunécéné déleni

v radialnim sméru

p
2.
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Update 2017
Kang YH et al. (2017) Development 144: 272-280

BRI1-mediated BR signaling
from outer cell layers drives
normal growth and development

D

BRL-mediated BR signaling
from innermost cell layers
acts during stress adaptation

BRI1 signalizace — primarné reguluje rust a vyvoj
za normalnich podminek

BRL signalizace — primarné reguluje rist a vyvoj
béhem adaptace ke stresiim



BRI1 kéduje leucin-rich repeat
(LRR) transmembranovou
receptor-like kinazu (RLK)
(LRR-RLK)

(pozi€ni klonovani)

Lokalizace:
plazma membrana

70-amino acid island (exprese BRI1-GFP)

BL-binding site

LRR22 Transmembrane region

Ser/Thr kinase domain
(KD)

C-terminal tail

PM

Juxtamembrane domain

Cytoplazma



BRI1

CLV1

Cf-9 Toll

Unikatni znak BRI1

Jiné LRR-R neobsahuji KD a prenasi signal
prostrednictvim intracelularni protein-protein
interakce (CLV1, Cf-9).

Receptor Xa21 je zapojen v rezistenci
k patogenim, ma KD, ale neobsahuje
70 amino acid island.

Toll receptor u Drosophily obsahuje
intracelularni protein (interleucin doménu),
ktery po aktivaci receptoru vaze protein
podobny KD.



70-amino acid island

BL-binding
site LRR22

]
]

PY Vv VY YV Y Y Y YeYy PV VS
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Juxtamembrane domain

Ser/Thr kinase domain
(KD)

C-terminal tail



Bunécna sténa

Absence BR:

Fosforylace proteinil BES1 a BZR1
konstitutivné lokalizovanych v jadre.

Fosforylované BES1 a BZR1
se nemohou vazat k DNA a jsou

degradovany
S @@ D"‘“I — BR-indukované geny nejsou
— . 2
E-box (CANNTG) [ cerg(ic)g L exprimovany
L L
Jadro Represe nebo aktivace Represe nebo aktivace
BR-responzivnich geni BR biosyntetickych genii

(Tchd, SAUR-Ac) (CDP, DWF4, POT3)



Bunééna sténa Pritomnost BL = vazba BL
k receptoru

Cytozol

proteosomal
degradation

Akumulace defosforylované formy
BES1 a BZR1 v jadfe

BES1 (bri1-EMS-suppressor 1)
BZR1 (brassinazole-resistant 1)
BES1 a BZR1 — transkrip&ni faktory

BR-indukovanych genu; kratka
zivotnost; degradace 26S proteasome

E-box(Canntey L | I CGTG(T/C)G l;.
L L
Jadro Represe nebo aktivace Represe nebo aktivace . v s v , e
BR-responzivnich gent BR biosyntetickych geni Aktivace Ci pOtIacenl genove

(Tch4,SAUR-Ac) (CDP, DWF4, POT3) exprese



Wild-type bak1/serk4

BAK1/ Ca%" Ca? Ca2* _Ca2*

SERK4 ’ 38 YA :

1 9

. Ca2+ Ca?* Ca2+
Ca?*
CNGC20/19 | Low channel High channel
degradation/ | abundance/ abundance/
homeostasis| Ca?*influx Ca2* influx
Cell survival Cell death

BAK1 a jeho homolog SERK4 blokuji Ca2* kanal CNGC19 a CNGC20 a tak reguluji
osud buriky.
Pokud pfi hyperpolarizaci membrany chybi BAK1/SERK4 (= u mutanta

bak1/serk4), dochazi k aktivaci Ca?* kanall. Ca?* je transportovan dovnitr bunky,
tim se hyperpolarizace zmirnuje. Nasledné dochazi k programové smrti.



BKK1 = BAK1- like1

FLS2 = flagelin-sensitive

LRR receptor kinaza 2 BR-zavisla BR-nezavisla signalni draha BR-nezavisla
(PRR = patern-recognition receptor) signalnidraha bunééné smrti signalni draha
, v ! ! N\
Jadro
PAMP = pathogen-associated l l
molecular pattern .
Brasinosteroidy Konstitutivni PAMP -
zprostiredkované obranna reakce a imunitni
bunécné spontanni bunécéna reakce
prodluzovani a smrt
\ proliferace j
Update 2016
Lozano-Duran R, Zipfel C (2016) TIPS 20: 12-19 Podle He et al. (2007)

Review o Uloze BRs v rostlinné imunité. Current Biology 17: 1109-1115



- syntéze a modifikaci bunécné stény

- formaci cytoskeletu
- biosyntéze BR
- signalnich drahach

- transportu BR

BES1 a BZR1 jsou z 90% identické, ale reguluji odliSné skupiny genu.

Update 2017
Wang H et al. (2017) Molecular Plant 11: 315-325
ABA inhibuje BR signalizaci tim, Ze inhibuje ABI1 a ABI2, které defosforyluji BIN2. Inhibici ABI1 a ABI2 nedochazi

k defosforylaci BIN2 a tim BIN2 mGze inhibovat BES1.



Cytozol

Aktivace genové exprese
vazbou k E-boxu

pna BZR
I
— E— I T
E-box (CANNTG) L | cetg(tioye L
Represe nebo aktivace Represe nebo aktivace
Jadro BR-responzivnich geni BR biosyntetickych geni
(Tch4, SAUR-Ac) (CDP, DWF4, POT3)

Update 2017
Chen J et al. (2017) Plant Cell 29: 1425-1439  Transkripcni faktory WRKY46,54 a 70 pfimo interaguji s BES1 s spolecné
reguluji expresi ter€ovych gend.



Jadro

Bunécna sténa

—
E-box (CANNTG) I—.
L

Represe nebo aktivace
BR-responzivnich gent
(Tch4,SAUR-Ac)

1
cerG(ic)e L

Represe nebo aktivace
BR biosyntetickych genii
(CDP, DWF4, POT3)

Update 2017
Ibanez C et al. (2017) Current Biology

28: 303-310

BRs a BZR1 hraji dllezitou ulohu
v termomorfogenezi.

ambient temperature

mcrease \r " j

PIF4

L

thermomorphogenesis




- distribuce BRI1 v PM ¢i endozomech neni zménéna v BR-deficientnich mutantech Ci
po ovlivnéni BR => endocyt6za neni zavisla na aktivaénim stavu BRI1

- endozomalni BRI1 je konstitutivné aktivni

Davody existence signalni drahy BRI1 prostrednictvim endozomui:

- doplnkovy k PM BRI1 (nedostatek mista na PM)
- degradace BRI1 — utlumeni signalni drahy



No BR BRI1

pr2a

Endocytosis II Recycling

@ ; P
Endosome P- .
e
e @ \ ’
~~ % ~~
£\ ?] £ a\

N_/ N/
SBI1 expression
\ \  BRI1 degradation J
J —
Plasma membrane\/_ Plasma membrane

Receptor BRI1 cykluje mezi membranou a endozomem. KdyZz je BRI1 aktivovan = fosforylovan, tak v endozomaini
formé stimuluje expresi SBI1 (Suppressor of bri1). SBI1 koéduje leucine carboxylmethyltransferazu (LCMT), a proto
metyluje protein fosfatazu PP2A. Tim se usnadnuje asociace PP2A s aktivnim BRI1. To vede k defosforylaci a
degradaci receptoru BRI1. Tim dochazi k inhibici signalu. Brasinosteroidy tak kontroluji vlastni signalizaci.

Update 2017
Zhou J et al. (2017) PNAS February 5, 2018 doi/10.1073/pnas.1712251115

PFijem BR receptorem BRI1 stimuluje ubiquitinaci tohoto BRI1 a asociaci s PUB12 a PUB13 prostifednictvim fosforylace
serinu 344. PUB je U-Box E3 ubiquitin ligaza.



Ecdysteroid signaling 20E
EcR/USP 20-hydroxyecdysone

Google: http://www.google.cz/
NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/



-PCD

!

Spoleéné prvky s vyvojovymi a fyziologickymi
reakcemi rostlin k BR, které zahrnuiji:

- regulaci genové exprese

- diferenciaci bunék
- expanzi bunék

- bunécéné déleni

- homeostazu

- PCD



Ecdysteroid:

Rostliny

Pritomnost rigidni bunééné stény Integrita bunky — interni cytoskelet
Regulace tvaru bunky Regulace tvaru bunky

zménami v hladiné proteinu zménami cytoskeletu
spojenych s bunéénou sténou



2)

Ecdysteroid:

Indukce tkanové specifickych gent klicovych pro PCD

Napf. geny: E93
reaper
hid
ark
Ecdysone = prekurzor 20E dronc
(periferni tkané) croquemort



trachealnich elementu

(A) Wild-type Arabidopsis
stem cross section

(B) Arabidopsis det2 mutant
stem cross section

!

BR jsou zapojeny
v tvorbé xylému

Xylém je tvoren tracheidy

PLANT PHYSIOLOGY, Fourth Edition, Figure 24.17 © 2006 Sinauer Associates, Inc.



Tracheary cells that differentiated
Zinnia leaf mesophyll cells from Zinnia leaf mesophyll cells

Chrani bunky pred diferenciaci

BR pfekonava ochranu

!

BR iniciuje posledni krok
cytodifereneciace = PCD

Molekularni mechanizmus
neni znam

PLANT PHYSIOLOGY, Fourth Edition, Figure 24.18 © 2006 Sinauer Associates, Inc.

Mezofylové bunky inkubované
2 -3 dny v médiu s BR



ok

o
Calcium g----m Protein
° — =~ kinases

Response

Signalni draha s receptorem uvniti bunky (jaderny receptor)

!

V jednom kroku:

- pfijem signalu
- reakce k signalu

!

Unikatni struktura : ‘
jaderného receptoru s o



Dimerization Dimerization
fweak) (strong)

DNA-binding

Ligand-binding domain
domain
AF-1 E AF-2

nc finger 1

Ligand-binding doména (LBD) — méné konzervovana C-terminalni
DNA-binding doména (DBD) — vysoce konzervovana

AF-1, AF-2 — domény s Aktivacni Funkci pro transkripci

Drosophila — 2 fyziologicky aktivni lipofilni hormony (20E, JH); genom obsahuje
pouze 18 genu pro jaderné receptory (Clovék 48 genu)

Drosophila — jednoduché signalni drahy — modelovy systém



6 odliSnych podskupin

- glukokortikoid (GR)
- thyrodni hormon (TR)
- retionovou kyselinu (RAR)

- retinoid X (RXR)

Ligandy jadernych receptort = lipofilni molekuly

Orfan receptor — jaderny receptor bez znamého
prirozeného ligandu; mohou fungovat nezavisle
na ligandu



Dimerization Dimerization
fweak) (strong)

DNA-binding

Ligand-binding domain
domain
AF-1E AF-2

dnc finger 1

které formuji vazebné misto
pro ligand

Transkripéni
koaktivator

Exprese

SENC

Aktivace LBD
(rotace helixu 12) q
Hormon

AGGTCA |

Vazba ke genu pro jiny receptor
PFi aktivaci genu prostfednictvim jadernych receptort dochazi ke zménam v organizaci chromatinu.

NURF - NUcleosome Remodeling Factor — transkripCni koaktivator; ATP-dependent chromatin
remodeling enzym; vaze se na LBD v zavislosti na koncentraci 20E.



Protorakalni Hemolymfa

glaze a-ecdyson —> 20E

Produkce ecdysteroidil v protorakalni zlaze je ovliviiovana vyzivou — serotonergické neurony propojuji protorakalni zlazu
s nervovym systémem traviciho traktu (vnéjSim prostredim)

Nuklearni receptor 20E ;. =F o e

hormonu 20E:

Heterodimer EU .,giw

EcR - receptor pro 20E
USP - ultraspiracle



Ecl = Ecdysone Importer

Gen Ec/ koéduje polypeptid nazvany OATP (Organic
Anion Transporting Polypeptide), konkrétné Oatp74D

o
. Ecl/Oatp74D
Cytoplasm ) CEL )
Ecl — vysoce konzervovany polypeptid u hmyzu a jinych
(+] ° zivo€ich, ktefi vyuzivaji jako hormon ecdyson. Patfi do
(] ) skupiny velké evoluéné konzervované rodiny protein

SLCO (SoLute Carrier Organic anion)

Genes for molting

& metamorphosis >
Nucleus NN\ NN

Ecl - lokalizovany na plazmatické membrané bunék
v tkanich, které ecdyson pfijimaji.

Update 2018
Okamoto N et al. (2018) Developmental Cell 47: 294-305



Ecdysone @ : Insect Steroid Hormone

Hemolymph

Transporter-Mediated
Ecdysone Incorporation
_________ . across the BBB

—"'

Ecdysone

CNS Transformation

Differentiation
Remodeling
Apoptosis
Larva Adult

Update 2020
Okamoto N and Yamanaka N (2020) Current Biology 30: 1-8

Ecl - vysoce exprimovan v gliovych bunkach,

které tvofri bariéru BBB.

Vypnuti genu Ecl/ — potlaéeni ecdysonové
signalizace v CNS a blokace ecdysonem
zprostiedkovanych neuronovych udalosti

béhem vyvoje.

Ecl — nezbytny pro vyvoj CNS



k vnéjSimu prostredi (dimorfismus)

morfogenetické
Reakce: < ! fyziologické chovani

apoptické reproduktivni

Absence 20E: EcR pusobi jako represor diferenciace sensorickych neuronu v kfidlech Drosophily
Pritomnost 20E: Vazba 20E k EcR - uvolnéni represe
Dalsi funkce 20E: - nezbytny regulator dlouhodobé paméti - reguluje formovani neuronu

- nezbytny regulator spanku (spolu s juvenilnim hormonem JH)

- regulator imunitnich reakci embrya Drosophily
- zapojen do procesu ovulace (spolu s receptorem EcRB2)

Update 2015
Huang L-X et al. (2015) Insect Science 22: 95-105

.' A A Existuji izoformy EU: EcRA/USP2
Spodoptera litura EcRB1/USP1




hoult oukt Puparium farmation Heesd swvarzion

Seacond instar Third instar Prepupa l Pupa
[ I I
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Transkripéni

Receptor koaktivator

EcR/USP

Exprese

AGGTCA |




E75 E78

(oxid dusnaty) a CO (oxid uhelnaty) => NO a CO moduluji aktivitu E75

Geny DHR3 a DHR4 jako cile komplexu 20E-EcR/USP

U DHR3 a DHR4 - orfan receptory; DHR3 nezbytna funkce béhem
embryogeneze; DHR4 nezbytny pro nacasovani zakuklovani



Puls vysoké koncentrace 20E
na konci 3. larvalniho stadia

mmm) Iniciace metamorfézy + 2. puls 20E

o

Vyvoj hlavy PC'D '
dospélce v Iarya'lmch
Zalozeni celého tkanich

téla dospélce

U DHR39 - sekvenéné podobny s ftz-f1; predchazi expresi 3ftz-f1; DHR39 je
downregulovan, kdyz hladina ftz-f1 je maximalni



Tabk 1 | Dresophila melanegaster nuclear receptors

D. malanogaster Subfamily Nomenclature  20E-regulated Mo.ofisoformzs  Human orthologue (ligand) DBD/LDB
racaptor (ligand) (PR/PP/RHNA) identity

E75 1D/E NRADE . 244 “REV-EREA
E78 1D/E NRAE4 . 2/3/2 *REV_EREA
DHR3 1F NR1F4 . 1/3/3 *RIORE (all trans retinaic adid) TE/35
EcR 1H NR1H1 . /%5 FXR (chenodaaxychalic acid) 72/28
(20-hydronyacdysone) “L¥R [22{R)-hydroxycholastencl) B4/37
DHROE 114 NRA (4] 11/2% “VOR (1o, 25-difycroxyvitamin D) 65/20
HNF4 24 NR2A4 ? 1/3/3 *HNF4A B0/
Lisp oB NRZE4 - 111 FIXFA (2-cls-ratinaic acid) 84/43
DHR7& 2D NR201 [+ 1/2/44 “TR2 B7/23
Tallass oE NRZE2 7 114 TLX 80/34
Dissatisfaction 2 NRZE4 7 111 TLX T4/35
DHRAZ/CE 10206 oE NRZES ? 0M A PNR BO/20
DHRS1/C5 16804 2E NR2E3 7 /20t PNA 70047
Sevan up oF NR2F3 7 1/3/3 *COUP-TF 80/02
ERR 3B NR3E4 ? /2 *ERFb (disthylstibestrol) £8/34
DHR38 ap NR4A4 - 2/2/2 *NURR 03/50
FTZ-F4 5A NRSA3 " 2/2/3% LRH-1 {phospholipid) 80/35
SF-1 (phospholipid) 88/28
DHR0 EA NRSEA . 2242 LRH-1 {phaspholipid) B2/05
SF-1 (phospholiid) BO/26
DHR4 BA NRGA2 " 1/2/24 GCNF B1/21




pupariation head eversion
third instar mid-prepupa late prepupa; pupa

20E : 20E
+ : +

T : E74A
| E758 | — G




Paracyclopina nana Smirnov, 1935

PPL LA AL LS LALELEL LTI T
LabsbbbbsbbssRbsbEsb LG,
.

T

20-hydroxyecdysone (20E)
Hladiny mRNA EcR a USP jsou vyvojové specifické

Ecdysone (E)
pro post-embryonicka stadia.

Znecisténi vody (WAFs 40 az 80%) zpUsobuje zmény

Molting process

v expresi EcR a USP:
USP — down-regulace v 1. larvalnim stadiu; up-regulace u

;: :’ s ol i :t ) ~

Ly 7/ S

Dy ’ . B,
$e ' EcR el L ’
&P I—} Transcription A Early genes !

y l\ .' USP £ y g :I vi_ o

2OV / dospeélct
) i |
EcR a USP jako mozné biomarkery znec€isténi vody

Update 2017
Puthumana J et al. (2017) Comp Biochem Physiol, part C 192: 7-15



http://en.wikipedia.org/wiki/Drosophila

Becker (1959) ‘ Ashburner (1974) — kultivace slinnych zlaz v pfitomnosti 20E
Clever a Karlson (1960)

Charakterizace nafukovacich reakci chromozomu (puffing)

Dukazy: geneticka reakce k ecdysteroidu zahrnuje > 100 puffu

Postulace steroidy-indukované regulaéni kaskady:

20E primo indukuje malé skupiny rannych regula¢nich
genu reprezentujicich asi 6 puffi na polytennich
chromozomech.

Proteiny ranych genl jsou lokalizovany v

mistech puffii a maji pravdépodobné 2 opacné
funkce:




Genetické reakce k brasinosteroidiim a steroidiim - podobnosti a rozdily

Microaray vysledky: Arabidopsis: 8000 testovanych genu => 50 regulovanych BR

Drosophila: 31% ze 465 testovanych EST ukazuje silnou indukci
ecdysteroidy (az 3x silnéjsi)

Arabidopsis: 27 tisic genu 1
Drosophila: 14 tisic gent

vegwEw s

nez u Arabidopsis




BR-C, E74, E75

(forhead, cryptocephal) s pulzy 20E:

DMef2, bagpipe, tinman

Arabidopsis: BR indukuji relativné malé zmény v genové
aktivité ( 2-4x); silnéji indukované geny nebyly identifikovany

Drosophila: 20E indukuje velmi silné zmény v aktivité rannych

genu ( >>4x) 1

2) Genetické reakce k ecdysteroidim u Drosophily jsou Fradové
silnéjsi nez reakce genu u Arabidopsis indukovanych BR

Hmyzi metamorféza — rychla a masivni zména planu ‘ SlozitéjsSi indukce genové aktivity



1) Binding aktivita ECR/USP vyzaduje
interakci s chaperony; chaperony se
vSak vyskytuji v cytoplazmé

2) Metabolicka inaktivace hormonu;
(existuje i u brasinosteroidty);
enzymy P450 inaktivuji 20E

3) Modulace hladiny ecdysteroidi — gen
E23 indukovany hormonem 20E
moduluje hladinu hormonu 20E (tj. sam
sebe) v burice




ABC
transportér

Studie gain-of-function: E23 funguje jako obecny negativni regulator signalni drahy — tlumi
expresi gent indukovanych 20E.



Proliferace neuroblastu :
béhem metamorféz BIRICISTC U RT
y Receptor (Gaq)

Update 2015

Delalio LJ et al. (2015) Journal of Insect Physiology, March (2015) Update 2014, 2015

NO Ecdysone sekretovany Ren J et al. (2014) J Ster Biochem 144: 313-323
Hypoxie I T A Jing Y-P et al. (2015) J Biol Chem 290: 8469-81

Acetylace lysinu /
. mmm) Ca?* signaling mmmm) E——) ) mm) Exprese gent
Aktivace
fosforylace

CaMKIl = Ca?*/Calmodulin-dependentni protein kindza

Czoc)

Aktivace
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Obecné schéma inositol-lipidove S|gnaln| drahy

Vnéjsi prostor Q d \‘b'
(apoplast) \ / Fosfolipaza C C)

> Protein kinaza C
Plazmaticka —_—] | = (R o=\ | . >
membrana | CoRPtO" N\ .
uummuumu
Vnitini prostor K _/ I DAG DAG
(cytozol) “\\ | ¢
i @
G proteln Neaktivni
'& Aktivni protein
% (fosforylovany)
protein

%\\6 © Ca?* kanal

citlivy k IP,
Bunécéné reakce -l e
Bunécné reakce

Endoplazmatické retikulum
nebo vakuola

PIP, - Fosfoinositol-bifosfat

Alan M Jones

IP; - Inositol-trifosfat
The University of North Carolina

at Chapel Hill, USA DAG - Diacylglycerol

Podle
Taiz L and Zeiger E (2006) Plant Physiology, 4th ed.



Obrazek 45.2 - Hormonalni regulace vyvoje hmyzu. Vé;éi_n%myzu prochdzf sérif larvalnich stadi, kdy kazdé sviékani vede
(soucasné s odkladanim staré vnéjsi kostry, exoskeletu) k vetsi larvé. Metamorfézou konecného larvéalniho stadia vznika kukla
(pupa), kterd se pfeménuje v dospélou formu hmyzu. Jak je znézorméno, jednotliva vyvojové stadia jsou kontrolovana hormony.

Mozek

© Neurosekreéni buiky
mozku produkuji mozkovy

hormon (z angl. ,brain Mozkovy
hormone” - BH, téz hormon (BH)
aktivacni hormon), ktery

je ukladan v kardialnich

téliscich.

Kardidlni téliska
(corpora cardiaca)

Prilehla téliska
(corpora allata)

N @ Juvenilni hormon (JH), vylucovany pfilehlymi
Nizka  télisky (.corpus allatum”). uréuie vsledek nfeménv,
hladina JH ~ Pfi relativné vysoké koncentraci JH se vytvafi dalsi
Py larvalni stadium, JH tedy potla¢uje metamorfézu.
Pokud vsak koncentrace JH poklesne pod ur¢itou
hladinu, pretvafi se kukla v nasledujici, ekdysonem
indukovang, stadium. Dospély hmyz kuklu opousti.

Prothorakalni
Zlaza

@ Mozkovy hormon pienési
signal ke svému hlavnimu
cilovému orgéanu,
prothorakalni zlaze,

k produkci hormonu
ekdysonu.

[y
[}

[}
Ekd \
son i

Yy Juvenilni )
hormon

(H)

© Sekrece ekdysonu

z prothorakalni zlazy

je epizodicka, kazdym
uvolnénim dochazi

k stimulaci hmyzi premény.

Pozdni
larva

Dospélec

antagonisticky, synergisticky

Diptera (Drosophila) — neni pozorovana
modifikace U€inku ectysteroidu juvelnim
hormonem JH pfi procesu svlékani

Malo znamo o molekularnich mechanizmech ucinkt JH v interakci
s ecdysteroidy



Drosophily

Existuji hormonalni signalni drahy paralelné s 20E nebo ve spojeni s 20E.

Manduca sexta ‘ Ecdysone (inaktivni prekurzor 20E)

!

. Receptor %. EcR/USB (nizka transkripéni aktivita k ecdysonu)

!

Proliferace neuroblastii béhem
ranného vyvoje kukly

mmm) Ecdysone funguje jako hormon



l

Met/Gee EcR/USP

Kr-hl ———|Br-C, E75, E93

Organ Size Spok, Dib, Sad

. N/

Ecdysone

Update 2018
Liu S et al. (2018) PNAS 115: 139-144

JH signalizace prostrednictvim Kr-h1
(Kruiippel-like transkripéni  faktor)
inhibuje biosyntézu ecdysonu v PG a
tim brani metamorféze.

20E signalizace brani biosyntéze JH
v CA a tim umozinuje metamorfézu.



U je zavisla na: - druhu rostliny

- ¢asti rostliny

- rocnhim obdobi

- habitu
Fytoecdysteroidy: 20E

ponasteron .ol - vyvojovém stadiu
. Uéinné u hmyzu
makisteron A
cyasteron

ecdyson

Synteticka draha fytoecdysteroidii neni objasnéna



Hmyz si vytvari rezistenci k fytoecdysteroidiim, které konzumuje.

Dukaz existence metabolickych drah, které detoxifikuji fytoecdysteroidy.

Ecdysteroidy nemaji Skodlivé ucinky na savce ‘ i‘:ggzrs‘g?jz;:('oeicndsf':;::?é?ﬁu v

Update 2012
Zhu JQ et al. (2012) PLoS ONE 7: €38572

Larvy H. armigera (Cernopaska bavinikova) krmena listy transgenniho tabaku exprimujiciho EcR dsRNA, mély
velice nizkou hladinu EcCR mRNA. To zplsobovalo umrti larev a defekty ve vytvareni zamotk(. => Dukaz, ze
transgenni rostliny exprimujici dsRNA zaméfujici se na geny hmyzu, mohou zvySovat svoji rezistenci ke

Skodlivému hmyzu.



Prothoracic gland cell .
Insulin receptor - citlivy k teploté

Juvenilni hormon a inzulin-like
peptide reguluji expresi Vg

Vg (vitellogenin) = glycoliprotein,
prekurzor lipoproteinu a fosfoproteind,
zakladnich soucasti zloutku

Fat body cell
(ekvivalent jater a tukové tk
Colombani J et al. (2005) Science 310: 667-670

King-Jones, Thummel (2005) Science 310: 630-631



Insulin-producing cells

Inzulin
Ecdyson ma dualni funkci:

1) Maximalni sekrece stimuluje
_ vyvojové zmény a dospivani
2) Zakladni produkce ecdysonu

I P ' o
Prothoracic gland vede k potlaceni rustu

Rast téla Drosophily je kontrolovan nové objevenou microRNA bantam. Bantam v bunkach
prothorakalni zlazy stimuluje rust tim, ze potlacuje akumulaci ecdysonu.

Inzulin prostiednictvim bantam kontroluje hladinu ecdysonu a tim rust jedince.
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Photomorphogenesis Tumorigenesis

Google: http://www.google.cz/
NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/



