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Signalni molekuly

Signal
* faktor, kterym se zprostredkovava a predava néjaka informace
* signalni molekula je molekula ve funkci signalu
* extracelularni - zdroj mimo bunku, ligand reaguijici s bunkou pomoci receptoru
- napt. hormony, rlstové faktory, neurotransmitery
* intraceluldrni - zdroj uvnitr bunky, napf. druzi prenaseci, dalsi slozky signalnich drah

Extracelularni signaly
* proteiny, peptidy, aminokyseliny, nukleotidy, lipidy, steroidy, mastné kyseliny a jejich derivaty, plyny
* hormony - odvozené od aminokyselin (adrenalin, thyroxin)

- peptidy a proteiny (inzulin, glukagon, oxytocin)

- steroidni (testosteron, estrogen, kortizol)

- vitamin D, kyselina retinova

cytokiny - interleukiny, interferony
- nadorové nekrotické faktory (TNF-a, TNF-B, TNF-y)
- rustové faktory (EGF, PDGF, IGF-1, GM-CSF, GHF, NGF)

* nervové medidtory (acetylcholin, GABA)

lokalni mediatory (histamin, oxid dusnaty)

Signaly hydrofilni povahy: vazba na membranové receptory, kratkodoba odpovéd’
Signaly lipofilni povahy: vazba na intracelularni receptory, dlouhodoba odpovéed



Signalizace

Extracelularni signalizace
* prenos signalu z bunky, ktera je jeho zdrojem na receptor cilové buriky, ktera signal prijima

1. endokrinni - zna¢na vzdalenost mezi zdrojovou a cilovou burnikou prekonavana krvi, napf. hormony
2. autokrinni - stejna bunka je zdrojova i cilova
3. parakrinni - produkce signalu do télnich tekutin, lokalni Ucinek na okolni buriky
- napf. histamin, NO
4. dutym spojem - mezi obéma bunkami, které jsou v tésném kontaktu vytvorena tubularni struktura
- duty spoj (gap junction) u zZivocisné bunky, plazodezmata u rostlin
- napf. Ca%*, cAMP
5. primym kontaktem - ligand i receptor jsou umistény na povrchu bunék, které se pfi signalizaci
dostavaji do primého kontaktu napr. Fas + FasL
6. synapticka - v nervové soustave, prenos signalu mezi neurony, neuronem a svalovou bunkou
- vliv na permeabilitu membran, napfr. acetylcholin




Signalizace

Intracelularni signalizace

* draha prenosu signalu uvnitr buriky
* vazba signdlu na receptor indukuje enzymatickou aktivitu uvnitr bunky a signal je preveden na cilo-
vou molekulu, ktera realizuje odpovéd bunky na extracelularni signal

Odpoveéd bunky
pfitomnost receptord a vybava buriky rozhoduje o tom, na ktery signdl bude burka reagovat
stejny signdl mize mit rdzné Ucinky u rGznych bunék
- napt. acetylcholin vyvolava kontrakci kosternich sval(l, dilataci srdecni svaloviny, sekreci slin

zména genové exprese, aktivity metabolickych enzymu, konfigurace cytoskeletu, permeability
membrany pro ionty, aktivace syntézy DNA, indukce apoptdzy
rychlost reakce - v s az min pri zméné funkce protein{, v min az hod pfi zméné v expresi genl
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Signalni drahy

Prvni prenasec signalu: prvotni signal zachyceny bunkou.
Druhé prenasece signalu: malé molekuly produkované uvnitf buriky po vazbé ligandu na receptor
meéni aktivitu dalSich slozek signalni drahy
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Intracelularni signalizace zahrnuje retézec déju ﬁ\ jf I ﬁ i
* prenos signalu a jeho prevod do srozumitelné podoby ‘
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 zesileni (amplifikace) plvodniho signdlu a jeho pripadné rozdéleni O® ®© & &
* propojeni signalnich drah D,jha Drjha | @LXCB
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* na kazdy krok retézce mUzou pUlsobit dalSich faktory dréha
* zapojené enzymy jsou prisné regulovany

Po prijeti signalu se rovnovaha signalnich molekul velmi
rychle obnovuje. Odpovéd bunky je po rozlozeni nebo
inaktivaci signalni molekuly zastavena

Activated adenylyl cyclase
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Intracelularni receptory

receptory steroidnich a tyroidnich hormond, vitaminu D, kyseliny retinové, oxidu dusnatého

ligandy difunduji cytoplazmatickou membranou a vazbou na receptor vyvolaji zménu v jeho
konformaci, tim se zvysi afinita receptoru k DNA a receptor reguluje transkripci cilovych gen(

Funkéni domény receptort

. Cytoplazmatické receptory

doména pro vazbu ligandu - v nepfitomnosti ligandu muze byt vdzan inhibitor, napt. antiestrogen
aktivacni doména - vazba k TFIID, TFIIB

DNA vazebna doména - vazba k regulac¢nim oblastem DNA, motiv dvou zinkovych prst

doména pro dimerizaci - dimerizace nutna pro plnou aktivaci receptoru

steroidni hormony, gestageny, glukokortikoidy,
testosteron, ekdyzon, mineralkortikoidy

na inaktivni formu vazany HSP proteiny (HSP70,
90), které se uvolni po vazbé ligandu

receptor tvori homodimery a pfechazi do jadra,
kde aktivuje prislusné geny

napf. androgenni receptor

PROTEIN
testosterone @ (androgenic effect)



Intracelularni receptory

hormon  receptor primarni odpovéd’ sekundarni odpovéd
1. Cytoplazmatické receptory 5
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 tyroidni hormony, vitamin D, kyselina retinova

* tvofi heterodimery, ¢asto s RXR

* napf. vitamin D - v krvi vazan na DBP protein,
v jadre receptor VDR, ktery dimerizuje s RXR,
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Intracelularni receptory

Oxid dusnaty (NO) :"NH NO-smdz 1
* toxicky nestabilni plyn, pronika volné pres membrany bunék NH NH

e parakrinni signal kardiovaskuldrniho systému :z: :z:

* v bunkach vznikd deaminaci argininu za plsobeni NO syntdzy et M

* velmi rychly, lokalni ucinek, rozklad na dusitany a dusi¢nany H-c:-NH, H-c:-NHz

* acetylcholin z nervovych zakonceni vyvola vznik a uvolnéni NO b gl

z endotelovych bunék, NO difunduje k bunkam hladké svaloviny,
ve kterych se vaze na guanylatcyklazu, aktivovany enzym pak
spousti signalni retézec vedouci k relaxaci svalové buriky
* vazodilatator - zvysuje prlchodnost cév o8l Yot
* aplikace nitroglycerinu pfi anginé pektoris
prodlouzeni ucinku NO po aplikaci viagry

aktivované
nervové zakonceni
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Prehled proteinkinaz

(0]
 proteinkindzy katalyzuji vazbu fosfatové skupiny (fosforylaci) na AK ATP  ADP eo_lﬁl’_oe
zbytky v proteinech ( N (O

* tyrosinkinazy - vazba fosfatu na fenolickou skupinu Tyr

* serin/treoninkindzy - vazba fosfatu na hydroxylovou skupinu Ser ¢i Thr
* jako donor fosfatové skupiny vyuzivaji ATP za vzniku ADP

» fosforylace méni biochemické vlastnosti proteinu

protein protein

SERIN / TREONIN KINAZY
1. proteinkinaza A, PKA

* cAMP dependentni protein kindza, aktivuje se uc¢inkem cAMP

* homodimer obsahujici regulacni (R) a katalytické (C) domény

* R blokuji katalytické podjednotky a vazi PKA na urcité misto v burce

* po vazbé cAMP na R jsou C uvolnény a mohou fosforylovat cilové proteiny

* Ucinek signalizace podle bunééného typu, napr. rozklad glykogenu v svalovych vldknech, syntéza
somatostatinu v D-bunkach

4x

cAMP N N -
_% _ -4
b+ RN o B 24
+ ~ \ .
5 v L
. \\ - - H,0
7? —_—
l @ O - o
w Y PDE s v N
Ser/
Phosphoprotein

Thr .ATF’ . ADP



Prehled proteinkinaz

. proteinkinaza G, PKG
cGMP dependentni protein kinaza, aktivuje se uc¢inkem cGMP, homodimer
regulac¢ni doména: dimerizace, vazba cGMP, blok aktivniho mista
katalyticka doména: fosforylace, uvolnéna po vazbé cGMP k regulacni d.
PKG-l v cytoplazmé hladké svaloviny, krevnich desticek, endotelu, Casti
neurond, kardiomyocyt(
PKG-Il vazana k plazmatické membrané v bunkach ledvin, strevni mukdzy,
pankreatu, aj.

. proteinkinaza C, PKC

monomer, aktivuje se Uc¢inkem DAG, PtdSer a Ca?*, plsobi v blizkosti plazmatické membrany
regulacni doména - vazba DAG, PtdSer a Ca?*, blok aktivnhiho mista

katalytickda doména - fosforylace, uvolnéna po vazbé ligandl k regulacni doméné
fosforylace rliznych protein( v zavislosti na typu bunky a bunééném kompartmentu

membrane PtdSer qi‘ -
v h.ih‘i (Rack) 5 (racg)

l [DAG] > i [DAG] '




Prehled proteinkinaz

Struktura PKA, PKC a PKG je vysoce pfibuzné. S ssable daman
Regulaéni doména T e A s

* pseudosubstrat blokujici aktivni misto PKG Nt

* leucinovy zip pro dimerizaci (ne u PKC)

* vazebna mista pro ligandy PKA N—:-z—: _-c
Katalyticka doména Dﬁg PidSer Ca?*

» aktivni misto enzymu s kindzovou aktivitou T TH

e vazba ATP PKC nem— e e C

4. Ca?*/kalmodulin dependentni proteinkinaza Il (CaMKII)

regulovana komplexem Ca?*/kalmodulin, pfi dlouhodobém pulsobeni autofosforylace na Thr286
katalytickda doména - fosforylace, vazebna mista pro ATP

regulac¢ni doména - pseudosubstrat, vazba monomer( do multimeru

Siroka specifita substratl, regulace TF, sekrece neurotransmitertl, metabolismus glykogenu
specializované CaMKII - napt. kinaza lehkého retézce myozinu

Cal*
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Prehled proteinkinaz

TYROSIN KINAZY

* kindzova doména - sekvencéné homologicky usek (SH1) u vSech tyrosinkinaz

* receptorové - vazané na plazmatickou membranu jako soucast receptor

* nereceptorové - nejsou soucasti receptor(, pouze s nimi asociuji; déleny do rodin:

1. proteinkinazy Src-rodiny

* kindzova doména SH1; regulacni domény SH2, SH3
* ukotveni k membrané myristilovou kyselinou (SH4)
* c-Src - vinaktivni formé fosforylace Tyr-527, ktery se vaze na SH2, konformace blokujici SH1
- aktivace defosforylaci i vyvazanim fosfatu na Tyr-527, fosforylace Tyr-416
* asociace s receptory - receptorové tyrosinkinazy, receptory vazané s G-proteiny, adhezni receptory
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2. proteinkinazy Jak-rodiny
* pfima aktivace receptory pro interferon, Jak/STAT signalni draha

3. proteinkinazy Syk-rodiny



Prehled proteinkinaz

MAP-PROTEINKINAZY

e proteinkinazy aktivované mitogeny

* mitogeny jsou rlstové faktory stimulujici buniky k déleni
» fosforylace na Ser ¢i Thr nebo soucasné na Thr a Tyr

1. MAP-kinazakinazakinazy (MAPKKK)

 aktivuji MAPKK na serinu nebo treoninu
* napl. Raf-proteinkinaza pfimo aktivovana Ras proteinem

2. MAP-kinazakinazy (MAPKK)
 aktivuji MAPK soucasnou fosforylaci treoninu a tyrosinu

v sekvenci Thr-X-Tyr

* napi. MAP/ERK-proteinkindza (MEK-proteinkindza)

3. MAP-kinazy (MAPK)

* po své aktivaci migruji k cilovym molekulam

SERIN / TREONIN KINAZY
» proteinkinaza A (PAK)
» proteinkinaza G (PKG)
» proteinkinaza C (PKC)
* Ca?*/kalmodulin d. proteinkinaza Il (CaMKll)

MAP kinase cascade

Signal
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NERECEPTOROVE TYROSIN KINAZY
* proteinkinazy Src-rodiny
* proteinkinazy Jak-rodiny
* proteinkinazy Syk-rodiny



Dalsi enzymy sighalnich drah

adenylyl
cyclase

Adenylatcyklaza
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* katalyzuje uvolnéni bisfosfatu z ATP za tvorby
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Guanylatcyklaza

* katalyzuje uvolnéni bisfosfatu z GTP za tvorby cyklického
guanosinmonofosfat (cGMP)

Extracellular region
i

Typ 1 - homodimer vazany na plazmatickou membranu, kde
plsobi jako receptor pro rizné ligandy
- domény: extracelularni, transmembranova
kindzova, cyklazova
- pf. ANF: atrialni natriureticky faktor, vylouceni Na* a
vody z ledvin

PIORDGeLes
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Cytoplasm

GTP  cGMP

Typ 2 - rozpustny heterodimer z alfa a beta retézce
- aktivace vazbou NO
- domény: vazebna (hem), cykldzova

cAMP-fosfodiesteraza, cGMP-fosfodiesteraza
* hydrolyza cAMP / cGMP na AMP / GMP
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Dalsi enzymy sighalnich drah

J PIP PIP PIP,

§® g @ é % g_, 3-Pase
e S —> 5-Pase

Ins(1,4,5)P,
3-kinase «— PI(4)-kinaza
®
SPase  «— & PI(5)-kinza
® = ‘°‘§-2 Fosfolipaza C

PI(3)-kinaza

Fosfolipaza C (PLC)
* hydrolyzuje PIP, na DAG a Ins(1,4,5)P;

PI fosfatidylinositol

PIP  fosfatidylinositol-4-fosfat

PIP, fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat
PIP; fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat

DAG diacylglycerol
Ins(1,4,5)P; inositol-1,4,5-trisfosfat

* aktivovany receptory vazanymi s G-proteiny, receptorovymi proteinkinazami

Fosfatidylinozitol-3-fosfataza

* katalyzuje hydrolyzu 3-fosfatu z Ptdins(3)P / Ptdins(3,4)P, / PtdIns(3,4,5)P,

za tvorby H,PO, a PtdIns / PtdIns(4)P / Ptdins(4,5)P,
1-fosfatidylinoitol-3-kinaza, PI(3)K

* tfi typy enzymu, které katalyzuji fosforylace opacné k fosfatidylinozitol-3-fosfataze

Fosfolipaza D

* hydrolyzuje glycerofosfolipidy (nejéastéji fosfatidylcholin) za vzniku | 0
kyseliny fosfatidové a pfislusného substituentu (cholinu)
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Povrchové receptory

Signalizace zprostredkovana povrchovymi receptory

1.
2. povrchovy receptor

3.

4. cilova molekula - efektor

mimobunécny signal - ligand, prvni prenasec

sekundarni prenasec - nizkomolekularni latka, produkt enzymatické reakce

Typy povrchovych receptort

1. Receptory spojené s iontovymi kanaly
* vazba ligandu ovliviuje pridchodnost kanalt
* zména permeability membrany
* rychla signalizace na synapsich
2. Katalytické receptory
* zisk katalytické schopnosti po vazbé ligandu
* transmembranové proteiny s proteinkindzovou
aktivitou

3. Receptory vazané na G protein
* bez enzymové aktivitu
* pres G-protein ovliviuji aktivitu enzym{ nebo
prichodnost kandlku

Receptory spojené s iontovymi kanaly Katalytické receptory

e iy T
ot Substrate Product

Receptory vazané na G-protein Intracelularni receptory
Q Q Signaling
1 molecule
@
0 o Activated receptor
regulates transcription
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Receptory spojené s iontovym kanalem

oligomerni proteiny v plazmatické membrané
tvori iontovy kanal regulovany ligandem

vazba ligandu indukuje konformacni zmény receptoru
tim dochazi k otevieni kandlu a pohybu iontd mezi bunkou a jejim okolim
po rychlé disociaci ligandu z receptoru se kanal opét uzavira

ligandy - neurotransmitery, peptidové hormony
molekuly prochazejici kanalem - ionty Na*, K*, Ca%*, CI-

Signalizace na synapsich

prevod chemickych signdll do elektrickych, u elektricky vzrusivych bunék
excitovany presynapticky neuron vypousti neurotransmiter, ktery se vaze
na receptor spojeny s iontovym kanalem
otevienym kandalem proudi ionty, které vyvolaji excitaci postsynaptického
neuronu
pl. receptor pro serotonin

- vyvolava vypusténi rady neurotransmiterd

- cil antidepresiv a antipsychotik

pf. receptor pro GABA (y-aminomaslena kyselina)
- hlavni inhibi¢ni neurotransmiter CNS
- ovliviiuje chovani drogoveé zavislych jedincu
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Katalytické receptory

Tyrosinproteinkinazové receptory

* tyrosinproteinkinazova aktivita regulovana ligandy
* spolecné strukturni rysy zahrnuijici tfi domény
 extracelularni doména

- N-konec, glykosylovava
- vazba ligandu
- urcuje typ signalu, na ktery bude bunka citliva

* transmembranova doména

- kratka, hydrofobni, a-Sroubovice

* cytoplazmaticka doména

- C-konec, tyrosinproteinkinazova aktivita
- urcuje typ signdlni drahy a tim i bunéénou odpovéd
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Katalytické receptory

Aktivace tyrosinproteinkinazovych receptoru

vazba ligandu do vazebného mista v extracelularni doméné
zména konformace a dimerizace receptoru

autofosforylace receptoru: kazdy monomer fosforyluje Tyr svého partnera
stimulace tyrosinproteinkinazové aktivity

P-Tyr jsou vazebnymi misty pro intracelularni proteiny,
které predavaji signal dal Sk R

a-helix in the binding site
membrane
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Katalytické receptory

Receptory s pridruzenou tyrosinproteinkinazovou aktivitou

* nemaji cytoplazmatickou tyrosinproteinkinazovou doménu
* po vazbé ligandu dimerizuji a aktivuji nereceptorové tyrozinproteinkinazy

antigen

* imunoglobulinové receptory
- BCR, TCR; vazba antigenu
- asociace s kindzami Src- a Syk-rodin

Blk, Fyn, or Lyn

* receptory pro cytokiny
- napf. Epo, GM-CSF, HGF, IL2-7,
IL10, interferony

ki
Receptory asociované s proteinkinazami Src-rodiny

I
7] B3
* po dimerizaci receptoru aktivovana Src-kinaza ﬁﬁ —3 é Y —3 Ié y

* najeji P-Tyr-416 se SH2 doménou vazi adaptorové molekuly,
které prenasi signal na dalsi slozky signalni drahy

Tyr-416

Receptory asociované s proteinkindazami Jak-rodiny

* po dimerizaci receptoru aktivovana Jak-kinaza @
* fosforylace receptoru . S | e | -
* vazba (pres SH2 doménu) a fosforylace STAT PURKZ || JBK2P  PuUAKZI | UAKDP

< P/ P
P
PETAD"

P -
PTAD P



SH2 doména

Src Homology 2, popsana u Src-kinazy

u vétsiny eukaryotickych organizm( (ne u kvasinek)

strukturni doména o zhruba 100 aminokyselinach

vazba na fosforylovany tyrosin, rozeznava sekvenci 3-6 aminokyselin
* po spojeni s P-Tyr se méni konformace a aktivita proteinu s SH2

podil na interakcich signalnich molekul
- rdzné SH2, které se liSi rozezndvanymi sekvencemi
- spojuje katalytické receptory s napf. FLC, G proteiny, transkripénimi faktory
- soucasti enzym (Src, Jak, Lck, Fyn, Syk, PLCG, PI3K)
adaptorovych molekul (Grb2)
transkripcnich faktor( (STAT) ML

regulatoru signalizace (SOCS) - Btk (PH)| TH i—-’\f’“?)‘; SH2 XIONASE
Adaptors arb2 ((SH3 - sz -(:"sui D
* signalni draha pres proteiny Ras = priklad T
zapojeni SH2 domény do signalizaci Docking Proteins She <TB/— SH2 |
Transcription Factors Stat . DNA Binding | SH2 1— TA
Cytoskeletal Proteins  Tensin v/ a !guz - _p;s_ -

Inhibitory Factors Sap |SH2 —



Rodina proteint Ras

INACTIVE

 skupina malych monomernich GTPaz, schopnost vazat GDP/GTP

« G doména vaze za pfitomnosti Mg2* GDP/GTP "

e CAAX box, po prenylaci vazba k plazmatické membrané

 aktivovany GEF faktorem (guanin nucleotide exchange factor), @ o
ktery uvoliuje GDP Wl

* Ras potom vaze GTP, aktivuje se a prenaseji signal na své efektory ::

* inaktivaci zajisStuje GAP protein (GTPase-activating protein), ktery éi

ACTIVE

podporuje hydrolyzu GTP

* nadrodina proteint Ras - rodiny Ras (rust a diferenciace bunék), Rho (morfologie a pohyb bunék),
Rab a Arf (transport méchyrkd), Ran (jaderny transport)

Signalizace pres Grb2-Sos

* Grb2 se pres SH2 doménu spojuje s aktivovanymi tyrosinproteinkindzovymi receptory
SH3 doménu konstitutivné vaze k proteinu Sos
* Sos funguje jako GEF a zajistuje aktivaci Ras

© EGF
rowrr . © oursioe

%‘. Plasma {

membrane Ras

\ -~
\\ \. «\% @ Ras-GTP.
\ EE— / eh/\ (active)

\ GPP) Ras-GDP

}

\ (inactive)
X (c;’r;Bz
Adaptor proteins

Figure 15-54. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



Rodina proteint Ras

Aktivovany Ras-GTP vazZe a aktivuje své efektory, hlavnim efektorem proteind Ras je kinaza Raf

MAPK draha zahajena aktivaci Raf

e Raf - Ser/Thr MAPKKK
- v inaktivnim stavu udrzuje faktor 14-3-3 konformaci blokujici katalytické misto
- vazba Ras-GTP indukuje disociaci 14-3-3, fosforyluje Raf v pozicich Ser338 a Tyr341

Flexibilni Proteinkinazova » N
oblast doména

14-3-3 o
| 648 dimer _. Skryté aktivni

5259
‘ misto

1 56, 184

Vazba
14-3-3

Vazba
14-3-3 (o

ha Blok autoinhibi¢ni
doménou

* MAPKK - MEK1/2
* MAPK - ERK, transport do jadra, kde aktivuje transkrip¢ni faktory

©
 transkrip¢ni faktory se vazi na SRE (serum response elements) a indukuji
transkripci specifickych gentl (SRF, serum response factor)

e prenos signald od mitogen(
» dominantni pfi signalizaci urcujici rast, vyvoj a diferenciaci bunék

NUCLEUS

Activate transcription of response genes



Rodina proteint Ras

GEF faktory aktivujici Ras proteiny - Sos: signdl od proteinkindzovych receptort pres Grb2
- Ras-GRP: signal od fosfolipazy C pres DAG
- Ras-GRF: signal od Ca2+ iontového kanalu pres kalmodulin

Efektory proteind Ras

RAS GDP

-( ) (RAS-GAP)
(ras)Gre

/’7
@ @ | ©® ®

@& o @o O o o
® — o 1.0 @ @

@*6

Y\ v ¥ A | X - |
PP DB PO
L Al  Bunééna migrace
@ 1 @ * Prezivéni bunék
Pl |imma
" Proliferace X * Proliferace
* Transkripce

Nadorova onemocnéni

» stale aktivni Ras-GTP (blok hydrolyzy GTP, mutace GAP proteini)

* H-Ras, K-Ras a N-Ras nejcastéjsi onkogeny nadorovych onemocnéni (u 20 - 30 % nador()

* inhibitory Ras protein(i predmétem protinddorové Iécby - napr. inhibitory prenylace, siRNA proti
mutantnim Ras, reoviry



Pfima aktivace transkripcnich faktoru

Signalni draha Jak/STAT

STAT jsou transkrip¢ni faktory s SH2 doménou, v cytoplazmé, po aktivaci translokace do jadra
Jak konstitutivné asociuje s receptorem
vazba cytokinu stimuluje dimerizaci receptoru, fosforylace Jak, fosforylace receptoru
na fosforylovany receptor se vaze STAT, ktery je aktivovan fosforylaci od Jak
aktivovany STAT se oddéluje od receptoru, dimerizuje a prechazi do jadra
vazba na specifické enhancery a aktivace cilovych genu
negativni regulace drahy

- fosfatdza SHP1: SH2 doménou vazba na P-Tyr aktivovaného receptoru, defosforylace Jak

- proteiny SOCS: vazba na P-Tyr aktivovaného receptoru, blok struktury

pres doménu SOCS-box vazi ubikvitin ligazu, degradace Jak v proteazomu

Tyrosine phosphorylation of

(- Ligand Receptor STAT

N 1 £ Plasma
membrane

Active JAK2
kinase

Inactive JAK2
kinase

~
~

»
s@
-

~

O socs
L®

~
"
¢ ~. ™ Recruitment
protein
oy

- Inactive E ' ] P !53 iti
SHP1 SH2 SOCS S\ ubiquitin
/ domain box ligase
- SH2  Phosphatase
\V/A\V/ domains domain



Pfima aktivace transkripcnich faktoru

Signalizace TGFPB (Transforming Growth Factor f3)

Exterior

Secreted TGFp precursor
[¢———50-375 aa ——>}¢110-140 aa>|
‘HQN-@ Pro-domain ) oo oo M)—COO’ ve o ’ v v , . v
5 \wewresoman @ tFi izoformy (TGFB1-3) s tkanoveé a vyvojoveé

l Proteolytic cleavage

Binding by LTEP specifickou expresi
me% * syntéza ve formé prekurzoru sekretovano
- do extracelularniho prostoru
——— * tvorba latentniho komplexu: od3tépeni pro-
lﬁlfﬁf;fr&s”% - domény, vazba na LTBP protein
vature form N5 25 9)-C00 * po aktivaci uvolnén zraly TGFP ve forme
Rl S, dimeru

tfi typy receptord
Rl a RIl - transmembranové dimery
- Ser/Thr kindzovou aktivita v cytosolické doméné
RIIl - vazba a koncentrace TGFp blizko povrchu bunék

po vazbé TGFB na RIl (pfimo/pres RIll) je Rl pritazen a aktivovan

Rl fosforyluje Smad3, ktery v dimerizuje a tvori komplex se Smad4
a Importinem

po translokaci do jadra se Importinem B uvolni

komplex Smad3/Smad4 vaze transkripéni faktor TFE3 a reguluje
trasnkripci cilovych gen(

3-bp spacer



Sekundarni prenasece

nizka molekulova hmotnost
dobre rozpustné

kratky polocas rozpadu
intracelularni signaly

prenos, amplifikace a rozdéleni
signdlu z receptor(

po pfrijeti signalu aktivovany
enzymy zodpovédné za jejich
tvorbu

jejich koncentrace v bunce
stoupad a klesa v zavislosti na
pritomnosti mimobunécéného
signalu

vyvolavaji  rychlou zménu
aktivity enzym( nebo jinych
proteinU

;
CH3—(CH2),,—%—O—CH2
0

2
CH3—(CH2)n—("2—O—CH
0

3
CH,OH

3’, 5°-cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP)
Aktivuje proteinkinazu A (PKA)

3’, 5"-cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP)
Aktivuje proteinkinazu G (PKG)

Inositol-1,4,5-trisfosfat (Ins(1,4,5)P;)
Otevira Ca?* kanaly ER

1,2-diacylglycerol (DAG)
Aktivuje proteinkinazu C (PKC)



Receptory vazané na G-protein

. L ré
G-proteiny (trimerni) Vazha hormonu
na receptor
l Adenylate cyclase Extracellular fluid
> B & HHN&HWHHW if
I. 5./:;?;) Do ’WM
S,
cAMP aktivuje
. proteinkindzu A
Hormone Receptor G protein Enzyme 2nd o
(1st messenger) messenger \J—>'
Inactive Actl e
protein protein
kinase l kinase
Receptor G-protein Adenlyatcyklaza PFenos signalu na
aktivuje aktivuje méni ATP cilovou strukturu

G-protein adenlyatcyklazu na cAMP

ligand

Pfenos signalu z receptoru na producenta sekunddarnich prenasecu
Podjednotka a - vazebné misto pro GDP/GTP, GTPazova aktivita
Podjednotky By - ukotveni G-proteinu v plazmatické membrané 188 domain

receptor

heterotrimeric
G-protein

Zakladni stav —
* asociace apy podjednotek, GDP na podjednotce a /
GO

Aktivace
* vazba ligandu na receptor vede k vyméné GDP za GTP (GEF faktor)
* disociace a od By

* a a By reguluji aktivitu specifickych cilovych protein ',
Inaktivace f

* po hydrolyze GTP na GDP (GAP protein) navrat do trimerniho stavu



Receptory vazané na G-protein

U savcl 20 typl a, 5 typl B, 6 typll y; podle a podjednotek fazeny do 4 tfid

Gas o aktivace adenylatcyklazy, Ca%* kanald
a inaktivace adenylatcyklazy, aktivace fosfolipazy C a cGMP fosfodiesterazy
Gai
By aktivace K* kanalu a fosfolipazy C
Gaq o aktivace fosfolipazy C
Gal2 a aktivace Rho
W—Hormone
Stimulatory [ Epinephrine Inhibitory | PGE, l
hormone Glucagon hormone  Adenosine 20G

| ACTH | 'F“......‘..‘. l‘.‘.'...'.............l.............'...
* ® I Hh
2 l‘r I......ﬁl b................... .4 w
N R 2GTP! - “oTe? ‘ PIP :rct::‘ellen
/ kinase C

Adenylyl
cyclase

(A3
Laibitie®

(E)

Receptor
Cytosol PLieC, gn;c::;‘o
G Phospholipase C kinase C
Receptor for = g Receptor for Trlggers responses
stimulatory N ,  inhibitory ® of target cell
hormone Stimulatory Inhibitory hormone / 1

Gprotein MM G protein Endeani 6
complex complex A T |
Cyiopieem @0 O a Ca? Ca?-calmodulin
Efektory

adenylatcyklaza - narist cAMP - aktivace PKA, regulace iontovych kanal(
fosfolipaza C - vznik DAG, Ins(1,4,5)P3 - aktivace PKC, otevieni Ca?* kanall
GTPaza Rho - aktivace ROCK kinazy

Ca?* kanal - vazba na kalmodulin - aktivace CaMKII



Receptory vazané na G-protein

Robert J. Lefkowitz, Brian K. Kobilka
2012 NC za chemii
za studium receptor(l vdzanych na G-proteiny

nejvétsi rodina bunécnych povrchovych receptort wascoaton  EXTRACELLULAR
7
sedm a helixt (22-24 AK) v plazmatické membrané Y HM+-000000000000Q

() Sphingolipid /
Phespholipid

OO0C
00 00000000000 0e08 06 N @ ligand-binding

@ Ga-binding
@ Gpy-binding

a helixy spojeny variabilnimi smyc¢kami
- extracelularni: vazba ligandu
- intracelularni: vazba G-proteinu

vazba ligandu méni konformaci intracelularni casti
receptoru, na kterou se vaze a aktivuje G proteinu

CYTOPLASM

Ligandy C0000000000000 o

* neurotransmitery, neuropeptidy

* odoranty, lipidy

* hormony - napt. serotonin, epinefrin, glukagon, tyrotropin, kalcitonin, ACTH, prostaglandiny
* ztrata citlivosti vlivem pretrvavajici pritomnosti ligandu



Receptory vazané na G-protein

Biologické ucinky

* rUst a diferenciace bunék, chemotaxe

* prenos signald z chutovych, pachovych a svételnym vjem
* nervova signalizace

* regulace krevniho tlaku, funkce endokrinnich zlaz

* embryogeneze a vyvoj organismu

Nemoci spjaté s G-proteiny

* nadorova onemocnéni
- mutace receptortd nalezeny u zhruba 1/5 nadord

* infekce virem HIV
- receptory CXCR4 a CCR5 vyuzivany pro vstup viru do bunék

* cholera (Vibrio cholerae)

- choleratoxin slozeny z podjednotek A a B

- podjednotka B zajistuje vazbu na povrch bunék (GM1)

- podjednotka A podporuje ADP-ribosylace Gas, ktera pak
neni schopna hydrolyzy GTP

- hyperaktivace adenylatcyklazy - vysoka koncentrace cAMP
v epitelu streva - propustnost iontovych kanald - unik
vody a iontd do lumen streva - prudké prijmy

nO

Epithelial cell Mucus

o

CTA-1

TBI; 2~ ) Cholera toxin

CTA<27;“/~

GM1

LIIT'T' N

— (j) Vibrio cholerae
( 7J

\

pm ATP
[cAMP] jc
NA

NAD —= ADPR (Gs |

S il
<7cm 1

//‘\ v

CT,B4 <7_/ <} -



® V 4 ’

Nitrobunécné signalni drahy

Cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP)

NH, NH,

koncentrace zavisla na aktivité / S N
7 /4 0 [v] R | K‘ | N> H.0
- adenylatcyklazy I
. / O_F|' D_T_O_T_O_CHZ o Adenylat O_CHz 0 cAMP
- CAMP fOSdeleSte raZy o o” o” cyklaza fosfodiesteraza
* rychly narlst koncentrace v bunkach OH OH "o oM
VYStave nVCh pﬁsménému Ilgandu Adenosin 5'- trifosfat 3%, 5"-cyklicky Adenosin 5’- monofosfat

v . ’ ’ . o d i fosfa
* prenos signalu z membrany k proteintim (ATP) adenosinmonofostst(cAMP) (AVIP)

cytosolu nebo jadra

* vazba na regulaéni doménu PKA - uvolnéni katalytické domény - fosforylace cilovych substrat(
i) transkrip¢ni faktor CREB: spolu s CBP/p300 se vaze k sekvencim CRE a aktivuje pfislusné geny
ii) receptory steroidnich hormon
iii) kinaza lehkého retézce myozinu (MLCK) v burikach hladké svaloviny

Lehké Fetézce
Cyclic AMP // myozmu

l Téiké Fetézce <
myozinu

Protein kinase A

CREB

DNA[__[ CRE] | |
S I y
cAMP responzivni element Transkripce je aktivni Vazebni mlsta<

pro aktin
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Nitrobunécné signalni drahy

Cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP)
20~50nm

* objeven pfi studiu metabolismu glykogenu (Sutherland, 1958)

* glykogen predstavuje zasobarnu glukdzy v lidském téle

* pri stresu se do krve produkuje adrenalin, ktery stimuluje
svalové a jaterni bunky k uvolnéni a Stépeni glykogenu

Mechanismus

vazba adrenalinu na B-adrenergni receptory

o:Glucose

svalovych bunék i — / o e oA e N
 aktivace G-proteinu g L @
* aktivace adenylatckylazy S~ —/& i ahcge
« zvydeni hladiny cAMP Acive D s
« aktivace PKA ’ -
« fosforylace/aktivace fosforylazové kinazy e i
 fosforylace/aktivace glykogenové fosforylazy
» Stépeni glykogenu na glukdza-1-fosfat, kterd e =5 NG agiye

je po defosforylaci uvolnéna do krve ) e
* zaroven PAK fosforyluje/inaktivuje glykogen Siykogenous i

syntazu Ao (Giycogen ) )

Namrata Heda



Signalizace pres inzulinovy receptor

Inzulin - heterodimerni hormon produkovany B burikami Langerhansovych ostriavkd slinivky brisni
- snizuje hladinu glukdzy v krvi, podporuje jeji vyuziti bunkami a preménu na glykogen

- nedostatecna tvorba - diabetes mellitus 1. typu

Inzulinovy receptor - IR, tyrosinproteinkinazovy receptor rodiny 2, heteroteramer
- nedostatecna funkce - diabetes mellitus 2. typu

Signalni draha

 vazba inzulinu - autofosforylace/aktivace IR - fosforylace/aktivace IRS-1

* na IRS-1 se pres SH2 domény vazi
i) Grb2-Sos - Ras-Raf-MAPK draha

ii) PI(3)K - tvorba PIP3 - aktivace Akt - translokace glukézového transportéru GLUT4 k membrané

- aktivace glykogen syntazy

Plasma

@ (&

OUTSIDE OF CELL

pip, P ‘@ ®) PP, .m
® <—, ﬁ ®
®
& 00 000 1

transporter

Q synthase

/ T \ // \ activated

Ras-MAPK pathway

% inserted in
/ membrane
‘“’ / Gheoge

Chain B

D .o O
= @@@ s s e

Q, ovr 2D

% @ 21 amino acids
(. P -

@@@ (7 T o)



Nitrobuné

A4 J 4

cn

Si

gnaln

v é

i drahy

Cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP)
* koncentrace zavisla na aktivité guanylatcyklazy (solubilni, receptorovd) a cGMP fosfodiesterazy

* aktivuje PKG - stimulace iontovych kanald (Ca%*, Na*)

- uvolnéni hladké svaloviny, dilatace tepen, sekrece Na* a vody v travici soustave

* méni propustnost iontovych kanalt v ty¢inkdch ocni sitnice
- ve tmé: guanylatcyklaza tvori cGMP, které udrzuji iontové kanaly oteviené
- za svétla: absorpce fotonu - aktivace rodopsinu - aktivace G-proteinu - aktivace fosfodiesterazy -
hydrolyza cGMP - zavieni iontovych kandll - hyperpolarizace membrany - vizudIni signal
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Nitrobunécné signalni drahy

Draha Ca?*
* rozdilna koncentrace v cytoplazmé (107 M) a mimobunécné tekutiné (103 M)
* bunka jej neprijima, aktivné vyCerpava, vaze do organel
* zvySeni koncentrace v cytoplazmé aktivuje nitrobunécny signalni mechanismus

1. depolarizace membran akénim potencidlem

2. fosfolipaza C $tépi PIP,, vznikly Ins(1,4,5)P; otvird Ca%* kandl endoplazmatického retikula
* cilové proteiny - troponin C v bunkach kosterniho svalstva (svalova kontrakce)

- kalmodulin

Ca?* signdlni vina v oplozeném vajicku

Receptor tyrosine kinase

Tropomyozin Troponin

+
/ Mitochondrion
IP, receptor
3
channel ‘
AN
Ca2+ Ryanodine

Calcium in ER receptor
channel

in ER membrane

‘\ Calcium ATPase
G protein

Calcium ATPase

G protein-linked in plasma membrane

receptor

Ca% vézany  Odhalené vazebné
k troponinu misto pro myozin

Ca?* " Calcium
channel
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Nitrobunécné signalni drahy

Kalmodulin

 zprostfedkovava Ca?* signal

 dveé globularni domény (vazba Ca?*) spojené flexibilni oblasti (vazba k rGznym substratim)

* vazba Ctyr iontd Ca?* méni jeho konformaci, vyssi afinita k proteiniim, které méni svoji aktivitu

 dulezitou cilovou molekulou je CaMKII

* Uloha v metabolismu (aktivace fosforylazové kinazy), kontrakci hladké svaloviny (aktivace MLCK),
expresi genl (CREB), sekreci neurotransmitert, zanétu, pohybu bunék, apoptdze

Ca?+ Ca2+/kalmodulin L .
komplex Cilovy protein

Kalmodulin
Ovinuti vazebného mista

v cilovém proteinu

== Iména konformace/aktivace
Vazba ctyf kalmodulinu

iontd Ca?*
a

Interakce cAMP a Ca?* drah

* vzajemné ovliviiovani se
- komplex Ca%*/kalmodulin mUZe vazat a regulovat aktivitu adenylatcyklazy a fosfodiesterazy
- PKA muze fosforylovat nékteré kanaly urcujici obsah Ca?* v cytosolu

* CaMKIl mGze byt fosforylovana PKA
* PKA a CaMKIl ¢asto fosforyluji aminokyseliny stejného proteinu (napf. CREB)
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Nitrobunécn

v é

signalni drahy

Draha inositolovych fosfolipidl

PLC
PIP, —_—

fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat

diacylglycerol

DAG + Ins(1,4,5)P,

inositol-1,4,5-trisfosfat

PLCPB aktivovana G-proteinem z rodiny Gaq

Ins(1,4,5)P; uvolfiuje Ca?*z bunécnych zésob
DAG aktivuje PKC, PI3K

NFkB

* transkrip¢ni faktor inhibovany v cytoplazmé
vazbou IkB

* PKC fosforyluje IkB a tim stimuluje jeho
polyubikvitinaci a degradaci proteazomem

* po degradaci IkB se NFkB translokuje do
jddra, kde podporuje expresi genl
dilezitych pro imunitu, proliferaci bunék,
apoptozu, embryonalni vyvoj

* deregulace jeho drahy spjata s nadorovymi
a zanétlivymi onemocnénimi

PLCy aktivovana po vazbé na tyrosinproteinkindzovy receptor (SH2 doména)

Messenger Extracellular fluid
Receptor / Phospholipase C

2000 QOO OO OOOOCOOOCOOOOOOOOC

Protein kinase C/

ATP + protein ADP
+

protein- P
JIIIOG /. A Calmodulin [ Thatias
" A
\

Lumen of

: \ ) .
endoplasmic ( (¥ ) rotvinkinsss Response in cell
reticulum O o (contraction, secretion)

< )
73 S Protein-p
Membrane of : x

endoplasmic
reticulum

75 Response in cell (contraction,
. metabolism, transport) Cytosol



Oxid dusnaty pri vazodilataci - mechanismus ucinku

Nervova zakonceni signalizujici uvolnéni hladké svaloviny uvoliuji acetylcholin

Burniky endotelu

* vazba acetylcholinu na receptor vazany na G-protein, aktivace Gaq

* aktivace PLCP, produkce Ins(1,4,5)P,

* uvolnéni Ca?*z endoplazmatického retikula, tvorba komplexu Ca2*/kalmodulin
 aktivace NO syntazy, produkce NO, ktery difunduje k burikdm hladké svaloviny

Bunky hladké svaloviny

* prostup NO membranou, aktivace rozpustné guanylatcyklazy, produkce cGMP
* aktivace PKG, fosforylace fady svalovych protein(, relaxace svalové bunky

Acetylcholine

Lumen
cévy l m B
e ____|Acetylcholine Phospholipase |__ | = J
- prrgaaion B 24 -
N ,/ C ? / ) -
Endothelial e /' 3 e Buriky endotelu N 4
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Hlavni tridy povrchovych receptoru
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Tvorba Ci uvolnéni sekundarniho prenasece - receptory vazané na G-proteiny

Prima aktivace transkripcniho faktoru - receptory pro cytokiny, TGFP receptory

Spusténi fosforylacni kaskady - tyrosinproteinkinazové receptory

Uvolnéni aktivniho transkripcniho faktoru z komplexu v cytosolu - Wnt receptory
Proteolytické stépeni inhibitoru uvoliuje transkrip¢ni faktor - Hedgehog a Notch receptory

Dva typy bunécné odpovédi
i) aktivace enzym( - receptory vdzané na G-proteiny
ii) aktivace genové exprese - ostatni tfidy povrchovych receptort

Aktivace vice nitrobunécénych signalnich drah - receptory vazané na G-proteiny, tyrosinproteinkinazové
receptory, receptory pro cytokiny



Utlumeni signalnich drah

snizeni hladiny hormonu, defosforylace slozek signalnich EGFR

o2 _Tvorba
drah, degradace sekundarnich prenaseci m Tt""wvchvac:u
* nitrobunécné negativni regulatory (SOCS) AV - \ )
o protein */ o {
* odstranéni receptoru z povrchu burky endocytézou otz

vazbé EGF, pohlcen do klatrinovych vacku, transportovan
do lysozomU a degradovan &
- recyklace nékterych receptor(, napr. LDLR Degradace

v endolyzozomech

- napf. receptor pro epidermalni rastovy faktor (EGFR) je po N @
%% o

pritomnost mutantnich slozek signalnich drah
- napt. dominantné negativni mutace receptoru pro fibroblastovy rlstovy faktor (FGF)

FGF—m FGF Normal Mutant

receptor

Receptors with defective
intracellular domains
Tyrosine

inaee Normal receptors cannot transmit signal Mutant receptors can pair
pair, become with normal receptors,
activated, and but the heterodimer cannot
transmit signal transmit the signal

» sekrece proteinu, které vychytdvaji hormony
- tyto proteiny dokazi vazat hormon, ale nejsou schopny aktivovat nitrobunécnou signalizaci
- napf. kontrola resorpce kosti



Tvorba kosti u savcu

rovnovaha mezi tvorbou a rozkladem kostni tkanée lakuna  Lamely
osteoklasty: odbouravani kostni hmoty, receptor RANK N
osteoblasty: tvorba mezibunécné hmoty
produkce ligandu RANKL a osteoprotegerinu (OPG)
osteocyty: klidova forma osteoblastu

Osteocyt ——

Osteoklast

vazba RANKL na RANK aktivuje bunécné signalni drahy, které indukuji
diferenciaci osteoklast( a resorpci kosti
utlum resorpce kosti pres sekreci OPG, ktery brani vazbé RANKL na RANK

Osteoblast

poruchy tvorby kosti u ¢lovéka
i) osteopordza: priliSna resorpce kosti, nedostatec¢nd denzita kostni tkané, zvySena krehkost kosti
ii) osteopetrdza: abnormalné nizka resorpce kosti, zvysena denzita kostni tkané
lamani kosti, poSkozeni kostni dfené

Zraly osteoklast

Nezraly osteoklast

Makrofag

-

|
Osx::bk .

Normailni stav Osteoporodza Osteocyte

Tvorba kosti Resorpce kosti

Kanalky



Zvidavé otazky

Bunka dokaze rychle odpovédét na extracelularni signal pokud:
A. bunka nevyZzaduje receptor pro signdlni molekulu
B. odpovéd nevyzaduje, aby se zménily proteiny v cilové burice
C. odpovéd nevyZaduje, aby se spustila exprese gen( ¢i syntéza protein(

Co potrebuje cilova burika, aby mohla odpovédét na extracelularni signalni molekulu?
A. pristup k signalni molekule
B. pfitomnost odpovidajiciho receptoru
C. odpovidajici intracelularni signalni drahu
D. vSe z uvedeného

Po vazbé ligandu se tyrosinproteinkinazové receptory aktivuji dimerizaci, coz umoznuje:
A. kazdy polypeptidovy retézec dimeru fosforyluje sdm sebe na tyrosinu cytoplazmatické domény
B. kazdy polypeptidovy retézec dimeru fosforyluje druhy fetézec na tyrosinu cytoplazmatické domény
C. internalizaci receptoru, coZz umozni fosforylaci a aktivaci rlznych intracelularnich signdlnich protein(

Jaka je funkce diacylglycerolu (DAG) v draze inositolovych fosfolipid(?
A. Aktivuje fosfolipazu C (PLC)
B. Sam o sobé vazZe a aktivuje proteinkinazu C (PKC)
C. Spolu s Ca?*vaze PKC z cytosolu k plazmatické membrané a aktivuje ji
D. VazZe se k Ca?* kanallim, otevira je a umoznuje extracelularnimi Ca?* dostat se do burky

Mutantni Ras protein, ktery se ¢asto vyskytuje u nddord, nemUze hydrolyzovat GTP na GDP a proto:
A. se nemuzZe zapnout
B. se nemuzZe vypnout
C. nemuzZe byt degradovan
D. je schopny pfimo aktivovat MAPK drahu



Zvidavé otazky

Kazdy extracelularni signal indukuje podobnou odpovéd' v rozdilnych cilovych burikdch (ANO / NE)

Jaka je funkce inositol-1,4,5-trisfosfatu (Ins(1,4,5)P; )v draze inositolovych fosfolipid??
A. vytvari diry do membrany endoplazmatického retikula (ER), ¢imZ vypousti Ca* z ER do cytoplazmy
B. vazZe se k Ca?* kanalim v membrané ER, ¢imZ je otevira a vypousti Ca?* z ER do cytoplazmy
C. Pfimo aktivuje proteinkinazu C (PKC)
D. Aktivuje fosfolipdzu C (PLC)

Kdyz je adenylat cyklaza aktivovana pres receptor vazany na G-protein, tak:
A. méni AMP na cAMP
B. méni ADP na cAMP
C. méni ATP na cAMP
D. méni cAMP na AMP

Protein Ras je aktivovan Ras-aktivacnim proteinem, ktery:
A. zplsobuje vazbu Ras ke G-proteinu
B. fosforyluje Ras
C. defosforyluje Ras
D. vyvoldva u Ras vyménu GDP za GTP

Paralelni intracelularni signalni drahy mohou interagovat mimojiné proto, Ze proteinkindzy z jedné drahy mohou
fosforylovat a regulovat proteiny z jinych drah (ANO / NE)

Ktera z nasledujicich molekul neni malou intracelularni sigdlni molekulou (sekundarnim prenasecem)?
A. cAMP
B. Fosfolipaza C
C. Inositol-1,4,5-trisfosfat
D. Diacylglycerol
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