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Ruist ve tmé Rust na svétle
(etiolizovany rust, skotomorfogeneze) (fotomorfogeneze)
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= proces, pri kterém svétlo jako signal zmeéni vyvoj
rostliny tak, aby mohla pro svuj dalsi rust vyuzit svétlo jako energu

4‘.

Fotoreceptor '

Zpomaleni prodluzovani

Stimulace rustu listu

Stimulace tvorby chloroplasti




Pri fotomorfogenezi je svétlo zachycovano pigmenty, které jsou
soucasti

» cerveného svétla: fytochromy A az E (phytochromes)

» modrého svetla a UV-A: kryptochromy a fototropiny
(cryptochromes, phototropins)

Absorpce sveétla aktivace signalnich drah

Aktivace svétlem indukovanych genu




Fytochrom funguje v jadre — aktivuje transkripcni faktory. Je vsak
lokalizovany puvodné v cytoplazmé => musi byt premist’én do jadra.

Sharma R (2001) Current Science 80: 178-188 Fytochrom se premist'uje do jadra vlivem svétla

- Pohyb phyB - indukovan R, inhibovan FR;
do jadra putuje pouze ve formé Pfr, pohyb je
pomaly

- Pohyb phyA — indukovan FR; putuje v obou
formach; pohyb je rychly.

Vizualizace pomoci GFP (green fluorescent protein;
GFP aktivovany svétlem emituje fluorescenéni zareni)

Konstrukt

Transformace rostlin

Sledovani exprese PHYB
v burikach a pletivech




Regulace genové exprese fytochromem B

PhyB je syntetizovan

v cytolazmé ve formé PrB PIC iniciuje transkripci MYB genu

(CCA1, LHY)
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PfrB se vaze
k dimeru PIF3

Ve formé PfrB je fytochrom
transportovan do jadra

Transkripéni faktor MYB
aktivuje transkripci LHCB

Jaderny protein PIF3
(Phytochrome Interacting Factor3):

- transkrip¢ni faktor reagujici
s G-boxem (= ¢ast promotoru genu
MYB)

- reaguje s C- terminalnim koncem
fytochromu B — Pfr tvofi komplex s
PIF3




b) Uloha COP1 ve fotomorfogenezi rostlin

Geneticky skrining Selekce mutantu Identifikace genli

(- onstitutive "hotomorphogenesis ") - etiolizované rostliny ukazuji
fenotyp rostlin rostoucich na svétle




Mutovany (poskozeny) gen COP1 vede ke konstitutivni
fotomorfogenezi

Zdravy gen COP1 —

— centralni gen fotomorfogeneze rostlin




Struktura Arabidopsis COP1 (AtCOP1)

NES RING Coiled-coil NIS et

N-terminalni doména: RING finger a coiled-coil doména

RING finger a coiled-coil doména — vneseni do cop1 mutanta vede k osvobozeni letalniho fenotypu

N-terminalni doména ma zakladni funkci ve vyvoji rostlin

NES = leucine-rich Nuclear Export Signal

NIS = Nuclear Import Signal

C-terminalni doména: WD40




Interakce Arabidopsis COP1 s dalSimi proteiny

WD40

NES RING Coiled-coil NIS
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COP10 SPA1-4, HY5, HYH, STO, HFR1,

CIP8 COP1, CIP1, CRY1, CRY2, phyA, phyB
CIP4, CIP7

Nezmapovany faktor: LAF1




COP1 funguje jako E3 ubiquitin ligaza

Negativni funkce COP1 byla odhalena pomoci

HY5 — bZIP transkripéni faktor:
- akumuluje se v reakci na svétlo
- v reakci na svétlo aktivuje fotomorfogenické geny

- ve tmé dochazi k degradaci HY5 pomoci proteolyzy zprostfedkované

Proteolyza zprostiedkovana proteazomem vyzaduje protein

Luoicuitin S protcin SRS ctiin S protein ~
RING /. E3 ubiquitin

finger ligaza Proteazom




Dukazy, ze COP1 funguje jako E3 ubiquitin ligaza:

- COP1 interaguje pfimo s HY5

- degradace HY5 je narusena v mutantu cop1

- mutant cop7 s bodovou mutaci v WD40 Spatné interaguje s HY5

- HY5 se stabilizuje na svétle, kdyz COP1 je z jadra odstranén

COP1 = E3 ubiquitin ligaza

COP1 rovnéz ubiquitinuje HYH a transkrip¢ni faktory jinych typu:
LAF1 (Myb) nebo HFR1 (bHLH)

COP1 funguje jako hlavni vypinac: ve tmé vypina fotomorfogenezi tim, ze degraduje
transkripcni faktory, které aktivuji specifické geny fotomorfogeneze.




Schéma ulohy COP1 ve fotomofogenezi

receptors:

COP1 pfimo interaguje s a sméruje je k ubiquitinaci proteazomem => ochrana pred nadmérnou
aktivaci signalnich drah

COP1 zprostredkuje vliv na transkripéni faktory.




Funkce COP1 je modulovana nukleoplazmatickou translokaci

Mutace Leu zbytku
v doméné NES proteinu
COP1
(odpovédné za export
proteinu z jadra)

Cytosol

. Zvysena akumulace
DNA Transcription mutovaného COP1
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Snizena akumulace
mutovaného COP1 v jadre
= konstitutivni
fotomorfogeneze




Faktory regulujici COP1 - kvasinkovy dvouhybridni skrining
- genetické interakce

- purifikace proteinovych komplexu

1) Proteiny SPA

- reguluji funkci COP1 v signalni draze phyA

- obsahuji N-terminalni kinase-like doménu, coiled-coil doménu, WD40 na C-konci
- WD40 vysoce homologni k WD40 doméné COP1

- fyzicky interaguji s COP1 prostrednictvim coiled-coil domény

NES RING Coiled-coil NIS WD40
BN R D000

1 . 1

COP10 SPA1-4, HY5, HYH, STO, HFR1,
CIP8 COP1, cry1, cry2, phyA, phyB
CIP1,

CIP4, CIP7

Mechanizmus regulace COP1 proteiny SPA neni znam.

- zvysuji aktivitu (fosforylaci COP1) - usnadnuji interakci COP1 se substraty
- stabilizuji COP1 komplexy




2) Kryptochromy

- na svétle jsou CRY1 a CRY2 fosforylovany =>
=> stavaji se aktivnimi

Photo-

- na svétle CRY1 a CRY2 negativné reguluji
aktivitu COP1 asociaci C-terminalni domény
CRY (CCT) s doménou WD40 proteinu COP1
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3) COP/DET/FUS

Dalsi geny: DET (DE ETIOLATED)
FUS (FUSCA)

} Mutanti s fenotypem konstitutivni fotomorfogeneze

Arabidopsis
Soucasti dvou velkych komplexu:
COP9 signalozom (CSN)

CDD komplex

CSN - konzervovany u rostlin a zivocichti; spojen s
multi-komplexy E3 ubiquitin ligazy; reguluje aktivitu
E3

CDD komplex — nalezen pouze u rostlin

E1 - ubiquitin-activating enzyme

E2 - ubiquitin-conjugating enzyme

Cul4 — Cullin 4 protein (ubiquitin ligaza)
Rbx1 - RING-box protein 1 (ubiquitin ligaza)




4) Transkripcni faktory BBX

B-box (BBX) proteiny - zinc-finger
transkripéni faktory obsahujici
doménu zvanou B-box a c€asto i
doménu CCT (CONSTANS, CO-
like, and TOCA1).

BBX proteiny — kliCové faktory v
regulaci rustu a vyvoje:.

— fotomorfogeneze

— kveteni

Photoperiod pathway

— reakce k zastinéni

— reakce k biotickym a abiotickym
stresam.
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(B) Under UV-Blight
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c) COP1 a tumorogeneze

COP1 - velice konzervovany u ryb, obojzivelnikt, ptakl a savcu;
nebyl identifikovan u Drosophily, ale byl nalezen u komara

MmCOP1 - role v tumorogenezi a reakcich ke stresim

Struktura savéiho COP1 (MmCOP1)

Unmapped: p53, MVP
FIP200

MmCOP1
ME? NIS MISNES Speckles
RING Cail WD40
MES__  — Speckles NIS

1 675

Unmapped: LAF1

NE - umoznuje interakci
COP1 s jadernou obalkou

COP1 migruje mezi jadrem a
cytoplazmou. Ma ale odlisSné
import a export signaly
(NIS, NES)

Coiled-coil doména - self —
dimerizace COP1; interaguje
s DET1

COP1 interaguje s c-Jun, p53
a MVP prostrednictvim WD40




Funkce COP1 v savcich bunkach

Stejné jako u rostlin, zivociSny COP1 je zapojen v ubiquitinaci proteint. Jeho
uloha u savct je vSak mnohem méné znama nez u rostlin

TFi nejznaméjsi substraty COP1: p53 (tumor suppressor protein)
c-Jun (proto-oncogene)
(major vault protein)

p53 - tumor suppressor protein Identifikovan v r. 1979

COP1 degraduje p53: Overexprese COP1 Inhibice transkripce a apoptézy
zavislé na p53

Vysoka exprese COP1 byla zjiSténa ve vysokém procentu
v endokarcinomech prsu a vajecnikt

Eliminace COP1 Zastaveni bunééného cyklu v G1 fazi




MFPSB
U rostlin je aktivita COP1 regulovana svéetlem.

Otazka: Co reguluje aktivitu COP1 u zivocichti? Co zplsobuje zvySeni Ci
redukci exprese COP1?

P53 Poskozeni DNA

Poskozeni DNA — dusledek UV
a ionizacniho zareni
Protein ATM fosforyluje
COP1 na Ser3®7
NejCastéji mutovanym
supresorem je p53

Transport COP1 z jadra do cytoplazmy
a autodegradace COP1

Rozpad komplexu
P1-p53
G2l Benjamin CL et al. (2008) Photochem Photobiol 84: 55-62

UVB indukuje mutaci (C=>T a CC=>TT) v genu p53. Mutace jsou

A spojené s vyvojem rakoviny kuze. Mutace p53 - detekovany v mysi

Zastaveni ubiquitinace kizi dopfedu pfed vypuknutim rakoviny. Vyuziti: Testovani
a degradace p53 opalovacich krémd.

Apoptéza




UV zareni

Akumulace c-Jun

Iniciace transkripce AP-1
(activator protein)

Redukce transkripce p53

Tumorogeneze

UV zareni

Fosforylace

Rozpad komplexu
COP1-

Redukce transkripce AP-1
(activator protein)

Apoptoéza




lonizacni
zareni

UV zareni
Stres

Poskozeni DNA
@ Transport do
. cytoplazmy
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Transport do

% COP1 = constitutive photomorphogenesis 1

I = major vault protein
, ATM = ataxia telangiectasia mutated
Apoptoza
AP-1 = activator protein
p53 = tumor suppressor protein

c-Jun = proto-oncogene

Tumorogeneze




Wei W, Kaelin WG (2011) J Clin Investig 12: 1263-1265 |

= DalSi substraty COP1:

Kobayashi et al. BMC Biochemistry 2013, 14:1 Onkogeny: ACC1, PEA3, MTA1, TORC2

Tumor supresor: FIP200
UV zafeni #

Tumor
Onkogeny supresor

I 1

Tumorogeneze
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Klicova slova pro pris

Boron Borate transport

Boron transporter NaBC1

Boron channel Na*-coupled borate transporter
Boron transport Boric acid

NIP5;1 NIP6;1

BOR1, BOR3, BOR4

Xylem loading
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