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Formalné je mozné rozliSovat tri urovné regulace:

- regulace d€ju v urcitém bunécném kompartmentu (organele)
s jeho charakteristickou enzymovou vybavou,

- regulace v ramci kompletni bunky, vyznamné ulohy nabyva
proteosyntéza a transport latek membranami oddélujicimi
jednotlivé kompartmenty, neuplatiuji se extracelularni signaly,

- regulace vyplyvajici z komunikace mezi bunnkami v ur¢itém
okrsku tkané€, organu nebo 1 celém organismu; metabolismus
bunék ovliviuji extracelularni signaly (neurotransmitery,
hormony, cytokiny a mnoho dalSich signalnich molekul).

Mnoho metabolickych drah je vSak regulovano jen v jednom nebo v
nékolika malo uzlovych bodech - v rychlost urCujicich krocich, a to
obvykle vice nez na jedné z uvedenych urovni.

Uvedené tri formalni urovné regulace se prekryvaji.




Nékteré vyznamné faktory
v regulaci metabolickych pochodu v bunce:

- bunéény proteom (vybaveni bunikky enzymy a jinymi proteiny)
ur¢eny expresi genu v daném typu bunky a v daném cCase;

- vybava bunky specifickymi receptory, které¢ umoznuyi
rozpoznat extracelularni signalni molekuly a reagovat tak na
zmeny slozeni vnitiniho prostredi nebo na faktory zevniho
prostredi obklopujiciho organismus;

- existence mnohotnych forem enzymu (izoenzymil) umoziuje,
aby jediny typ reakce byl regulovan odliSné v riznych tkanich,
v ruznych organelach nebo podle podminek v rizném cCase;

- dostupnost zivin a jinych esencialnich latek

- energeticky stav bunky.




Tri hlavni zpusoby
fizeni metabolickych pochodu v bunkach:

1 regulace mnozstvi enzymu (pocCtu molekul)
nebo regulacnich proteinu ovliviujicich aktivitu
enzymu v bunce;

2 regulace katalytické aktivity enzymu
nebo aktivity regula¢nich proteinu, které aktivitu
enzymu ovliviuji;

3 regulace transportu latek membranami — jak
cytoplazmatickou, tak membranami oddélujicimi
jednotlivé bunécneé kompartmenty.




1 Regulace mnozstvi enzymu

— Regulace syntézy enzymu a regulac¢nich bilkovin

N¢ekteré enzymy jsou konstitutivni — jejich geny jsou
exprimovany priblizné stalou rychlosti.

Mnoh¢ enzymy jsou adaptibilni — exprese genu je urCitym
signalem indukovana (transkripce zahajena aktivaci enhanceru)
nebo naopak utlumena.(aktivace silenceru).

Gen ovSem muze byt t¢z amplifikovan, regulovana muze byt 1
rychlost transkripce, rychlost posttranskripénich tiprav hnRNA,
rychlost exportu mRNA z jadra, degradace mRNA v cytoplazmé,
rychlost translace a posttransla¢nich uprav.

U eukaryonttl je exprese genu nejcastéji indukovana vazbou signalni molekuly
na specificky membranovy receptor (napft. rustove faktory, cytokiny, insulin),

nebo u nepolarnich signalnich molekul vazbou se specifickymi
intracelularnimi receptory (steroidni hormony, jodthyroniny, retinoaty).




1 Regulace mnozstvi enzymi

— Regulovana degradace proteinu

Rychlost degradace enzymu je selektivni, zeymena téch, které katalyzuji
reakce urCujici rychlost metabolickych pochodl nebo jsou v jejich
uzlovych bodech. Maji zpravidla kratky biologicky polocas (minuty az
nékolik malo hodin) a byvaji degradovany vétSinou v cytosolovymi
proteasomy po oznackovani ubikvitinem.

. Rychlost odbourani enzymu (jejich biologicke polocasy byvaji velmi rozdilng)
zavisi jednak na vEtsi ¢1 mensi specifité proteinaz, jednak na pritomnosti
urcitych sekvenci v primarni strukture proteinu.

Vyznamna je aktudlni konformace enzymu a o tom zda podlehne proteolyze
nékdy rozhoduje nedostatek substratu ¢i koenzymu, pritomnost nékterych
kovovych ionth atd.

Enzymy s dlouhym biologickym polo¢asem byvaji odbouravany
vesmes neselektivné lyzosomalnimi katepsiny.

Dlouhodobé¢ hladovéni nebo bunécny stres zrychluje selektivné
odbourani enzymi, které mohou byt za dan¢ho stavu postradany a nejsou

nezbytné pro preziti bunky. .




2 Regulace katalytické aktivity enzymu
Hlavni zplisoby:

Vyuziti Michaelisovy kinetiky (zvySeni rychlosti vyssi koncentraci substratu) neni
piiliS u¢inne, takto vyvolané zmény rychlosti jsou pomérné malé;

- aktivace proenzymu casteCnou proteolyzou;
- alostericka regulace aktivity u oligomernich enzymu;

- interakce s regulacnimi proteiny, Casta je aktivace enzymu
uvolnénim 1nhibujici podjednotky nebo jiného inhibujiciho
regula¢niho proteinu;

- reverzibilni kovalentni modifikace enzymu (nebo 1
regula¢niho proteinu);
nejrozsirene)si jsou reverzibilni fosforylace katalyzovane
ruznymi typy proteinkinaz a fosfoproteinfosfataz.




2 Regulace aktivity enzymi

— Aktivace proenzymu c¢asteCnou proteolyzou

Aktivni enzym vznika z proenzymu odstépenim urcite sekvence
polypeptidového fetézce.

Tento princip aktivace je zvlasté Casty u proteinaz, chrani proteiny
jin¢ nez specificke substraty pred nezadouci proteolyzou.

P¥iklady:
Extracelularni — velke proteinazy traviciho traktu
(pepsin, chymotrypsin, trypsin atd.),
— proteinazy koagulacni kaskady
(faktory IX, X, XI a trombin),
intracelularni — aktivace proteinaz kaspaz v iniciaci apoptdzy.




2 Regulace aktivity enzymu

— Alostericka regulace aktivity a kooperativni efekt

Enzymy kontrolujici metabolickou cestu jsou zpravidla oligomery

s nékolika identickymi podjednotkami (protomery). Satura¢ni kiivky
téchto enzymi nebyvaji hyperbolické (neodpovidaji Michaelisové
kinetice), ale jsou sigmoidni.

Kooperativni efekt: U téchto oligomernich enzymiu (podobné 1 u
nékterych jinych bilkovin, napt. hemoglobinu) navazani molekuly
substratu (ptip. dikysliku u hemoglobinu) do aktivniho centra jedne
z podjednotek méni afinitu k substratu 1 v jinych podjednotkach.
Usnadni-li tato indukovana zména konformace vazbu substratu, jde o
positivni kooperacni efekt.

Alosterické efektory maji strukturu podstatné jinou nez substrat
(Jsou alostericke) a proto se reverzibilné navazuji se na enzym

jinde nez v aktivnim centru (v alosterickych regulac¢nich mistech).
Vysledkem indukované konformacni zmény, kterou pusobi, je zména
konformace aktivnich center nebo uvolnéni regula¢nich podjednotek —
aktivita enzymu se zvysi nebo je naopak inhibovana. 9




2 Regulace aktivity enzymi

Priklady regulace alosterickych enzymu

o Kooperativni vliv Alostericky Alostericky
Alostericky enzym substratu aktivator inhibitor
Glykogensyntaza _ Glc-6-P -
Glykogenfosforylaza _ Glc-1-P, AMP Glc-6-P
Fosfofruktokinaza Fru-6-P Fru-2,6-P,, ADP citrat, ATP
Fru-1,6-P,-fosfataza Fru-1,6-P ) fosfoenolpyruvat Fru-2,6-P,, AMP
Pyruvatkinaza fosfoenolpyruvat Fru-1,6-P, alanin
p tdeh . B i acetyl-CoA,

yruvatdehydrogenaza ATP. NADH
Isocitratdehydrogenaza - ADP ATP, NADH
Pyruvatkarboxylaza — acetyl-CoA citrat

10




2 Regulace aktivity enzymi

— Ovlivnéni aktivity enzymu regula¢nim proteinem

Priklady: Proteinkinaza A je inaktivni tetramer C,R,. Navazou-h
dvé regulacni podjednotky R ¢tyf1 molekuly cAMP, uvolnuji se
aktivni katalyticke podjednotky C. Pokles koncentrace cAMP
obnovuje puvodni interakce C a R, vznika inaktivni tetramer.

Fosfoproteinfosfataza 1 ma regulacni podjednotku, ktera udrzuje
katalytickou podjednotku v aktivnim komplexu s glykogenem. Je-li
fosforylovana u¢inkem PK A, malo aktivni katalyticka podjednotka
se uvolni a navaze j1 podobné fosforylovany inhibitor; je-li vSak
fosforylovana na jiném misté u¢inkem insulindependentni PK,
fosfatazova aktivita katalytické podjednotky v komplexu se zvysi.

Proteinazy byvaji Casto reverzibiln€ inhibovany interakci s vicemené
specifickym proteinem (proteinazovym inhibitorem); napf. trombin
je v plazmé 1aktivovan antitrombinem, serinove €1 cysteinove
intracelularni proteinazy jsou inhibovany ruznymi typy serpinu a

cystatinu. o




2 Regulace aktivity enzymi

— Reverzibilni kovalentni modifikace proteinu:

— fosforylace proteinu katalyzovana proteinkinazami (PK);
fosfatovy ester vznika pirenosem Yy-fosfatu z ATP,
hydrolytickou defosforylaci katalyzuji fosfoproteinfosfatazy;

— acetylace (napf. histonu v nukleosomech) prenosem acetylu
z acetylkoenzymu A,

— ADP-ribosylace (napt. Gag, EF-2, RNA-polymeraz) pfenosem
ADP-ribosylu z NAD™ za uvolnéni nikotinamidu,

— myristoylace, farnesylace (prenylace) a nékteré dalsi;

y-Karboxylace glutamylovych zbytku proteinu (napt. protrombinu a
dalSich faktorti koagulacni kaskady, zavisla vitaminu K) je sice
ireverzibilni, avSak nezbytnd, vytvari vazebna centra pro reverzibilni
navazovani iontl1 Ca?" po aktivaci proenzymu odsStépenim ¢asti
polypeptidového fetézce.

12




2 Regulace aktivity enzymi

Fosforylace proteinu je intraceluldrni dg;.
Donorem fosfatu je ATP.

Je katalyzovana regulovatelnymi proteinkindazami se znaCnou
substratovou specifitou; proteinkinazy jsou nejpocetné€)si znamou
rodinou homolognich enzymii, u ¢lovéka znamo vice nez 550 typu.

Proteiny jsou fosforylovany bud’ na zbytcich serinu nebo threoninu,
nebo na fenolickém hydroxylu zbytku tyrosinu, a to na
specifickych mistech polypeptidoveho retézce.

Aktivace ruznych typu proteinkindz je specificka, naptr. cAMP,
cGMP, komplexem Ca?*-kalmodulin (v. dalsi snimek).

Signal, ktery aktivuje proteinkinazy, je vyznamné amplifikovan

(aktivace jedne molekuly enzymu umozni fosforylaci mnoha
molekul proteinu).

Defosforylaci (hydrolyzu esterové vazby) katalyzuji regulovatelné
fosfoproteinfosfatazy. 3




2 Regulace aktivity enzymi

Priklady proteinkindaz (PK):

Fosforylace Ser/Thr Aktivovany
Proteinkinazy A " CcAMP
Proteinkinazy G cGMP
Proteinkinazy C diacylglycerolem (a Ca’*)
AMP-dependentni PK AMP
Ca?*/CaM-dependentni PK Ca’" nebo Ca?*-kalmodulinem
PIP;-dependentni PK fosfoinositid-3,4,5-trisfosfatem
Mitogeny aktivované PK (MAP) mitogeny, bunéénym stresem
Cyklin-dependentni PK regulaCnimi proteiny cykliny

Fosforylace tyrosinu (zvan¢ tyrosinkinazy)

— receptorove typy - napr. insulinovy receptor
nebo membranove receptory mnoha rustovych faktoru,

— intracelularni, nereceptorové (napi. JAK) - ruiznymi signaly.
14




2 Regulace aktivity enzymi

Priklad regulace reverzibilni fosforylaci

Glukagon nebo adrenalin vyvola aktivaci proteinkinazy A:

Fosforylaci je aktivovana

Fosforylaci je inhibovana

glykogenfosforylaza-b-kinaza
glykogenfosforylaza
(glykogenolyza)

fruktosa-2,6-bisfosfataza
(glukoneogeneze)

glykogensyntaza

(glykogeneze)
fruktosa-6-fosfat-2-kinaza
pyruvatdehydrogenaza

(glykolyza)
acetyl-CoA-karboxylaza

(syntéza mastnych kyselin)

HMG-CoA-reduktaza
(syntéza cholesterolu)
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3 Regulace membranového transportu
Priklady:

— Insulin stimuluje glykolyzu téZ proto, Ze usnadnuje vstup glukosy z krve
do svalu a tukove tkané. Jednim z disledkli navazani insulinu na insulinovy
receptor je rychlé vystaveni transportéra GLUT4 do cytoplazmatické
membrany rhabdomyocytu a adipocytu.

— Syntéza mastnych kyselin a jejich degradace [3-oxidaci je regulovana tak,
Ze soucasn¢ je aktivovan jen jeden z téchto pochodu. Malonyl-CoA, ktery je
v cytosolu ve vétSim mnozstvi jen pii hojném pfivodu zivin, inhibuje
karnitin-acyltransferazu I a brani tak transportu nové syntetizovanych
acyl-CoA do matrix mitochondrie, v nizZ by byly odbourdvany.

Naopak vys$i mastne kyseliny, které jsou v cytosolu ve vétSim mnozstvi
jen béhem hladovéni (mobilizace tukovych rezerv), inhibuji transport
trikarboxylovych kyselin z mitochondrie. Tim je branéno vystupu citratu,
ktery by aktivoval acetyl-CoA-karboxylazu, prvni krok syntézy MK.

16




Obecné mechanismy ucinku
hormonu a neurotransmiteru

Typy signalnich molekul v neurohumoralnich regulacich:

HORMONY vyluCované endokrinnimi zlazami,
rozptylenymi zlazovymi bunkami,
ikosanoidy mnoha jinymi typy bunék

NEUROHORMONY vyluCované neurony do krevniho ob&hu
NEUROTRANSMITERY vylucované na synaptickych zakonCenich

CYTOKINY vylu¢ované bunikami imunitniho systému

RUSTOVE FAKTORY vyluCované bunkami mimo imunitni systém

Signalni molekuly mohou miat i€inek - endokrinni
- parakrinni
- autokrinni

17




Princip hierarchie v nékterych hormonalnich regulacich

a zesileni toku informaci pomoci signalnich molekul
Naptr. ]
Denni produkce:

Neurony mozkove kiry NEUROTRANSMITERY nejvyse nanogramy
v
Neurony jader hypotalamu  KORTIKOLIBERIN mikrogramy

|

Bunky adenohypofyzy KORTIKOTROPIN stovky mikrogramu

l

Buriiky kiiry nadledvin KORTISOL desitky miligramu

|

CILOVE BUNKY PERIFERNICH TKANI

18




Faktory ovliviiujici biologicky u¢inek hormonu:

BIOSYNTEZA HORMONU &= REGULACE

‘ EXPRESE GENU
USKLADNENI HORMONU
ZPETNA VAZBA ‘
SEKRECE <€— SEKREGNI PODNET
‘ specificky
- napfr. liberin,
TRANSPORT glandotropin
: IPPETII T Ly nespecificky
Metabolismus | ..eee=*"7 e y v Lis
INAKTIVACE " oo™ l - napf. Ca?*, H
& , , v
EXKRECE RECEPTOR CILOVE BUNKY
PROCES TRANSDUKCE SIGNALU
‘ € STAV CILOVE BUNKY
BIOLOGICKY UCINEK

Koncentrace hormonu v plazmé vibec nemusi odpovidat biologickému ucinku!
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Transdukce signalu
Jak bunka prevezme informaci nesenou chemickym signalem?

Rozhodujici je velikost a polarita signalni molekuly.

- Proteiny a mensi polarni signalni molekuly (peptidy,
aminokyseliny, biogenni aminy, ikosanoidy) nepronikaji
plazmatickou membranou. Navazuji se na specifické

membranove receptory, proteiny penetrujici membranou. Jedna
se o iontové kanaly (u neurotransmitert, ne u hormonu a
rustovych faktoru) a receptory, které¢ vyvolaji zménou
konformace intracelularni domény v bunce bud’ zménu
koncentrace mal¢ sekundarni signalni molekuly (druhého
posla), nebo uplatni svou vlastni enzymovou aktivitu.

- Nepolarni signalni molekuly (steroidy, jodtyroniny, retinoaty)
jsou prenaseny pres cytoplazmatickou membranu a navazuji
se na specificke intracelularni receptory, s nimiz v jadre
bunky indukuji expresi urcitych genu.

20




Membranove a intracelularni receptory

Nepolarni signalni molekula
navazana na transportni protein plazmy

Polarni signalni molekula |
, 1 , Pienos signalni molekuly 1 transportniho
Membranovy receptor proteinu pomoci megalinu (event. 1 kubilinu)

Transdukce signalu ]

Intracelularni receptor

Amplifikace |
Interakce komplexu hormon- receptor

s hormonsenzitivhim elementem DNA

\ 4
Biologicka odpovéd . . l .
(rychly ucinek) Biologicka odpovéed

(aCinek pomalejsi, at’ jiz Casny nebo pozdni)
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Hlavni typy membranovych receptoru

Receptory - iontové kanaly (ROC, ligand-gated channels) jsou pouze
receptory pro nékteré neurotransmitery (viz prednaska 7).

Receptory interagujici s G-proteiny (heterotrimernimi), které
existuji v mnoha odlisnych typech. Vysledkem navazani ligandu je nej€asté;ji

— aktivace nebo inhibice adenylatcyklazy,

— aktivace fosfolipazy C,
— aktivace fosfodiesterazy.

Receptory s vlastni katalytickou aktivitou

— guanylatcyklazovou - receptory pro natriuretické peptidy ANP, BNP

— proteinkinazovou
— mnsulinovy receptor, receptor pro IGF (insulin-like rustové faktory),
— dimerizujici receptor pro EGF (epidermal growth factor).

Receptory kooperujici s nereceptorovymi tyrosinkinazami
(napt. JAK) — receptory pro somatotropin (GrH), prolaktin, erytropoetin,
interferony, interleukiny a jin¢ cytokiny.
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Receptory interagujici s heterotrimernimi G-proteiny

Viechny receptory této superrodiny maji Spolecné strukturni rysy:

Extracelularni casti proteinu (N-konec a
hydrofilni klicky) jsou mirné
glykosylovany; useky a-helixti IV, VI a VII
vytvareji specificke vazebné misto pro
agonistu, pritomna jsou 1 dalsi vazebna
mista pro antagonisty.

VSechny maji sedm 0-helikalnich usekii,
které jsou hydrofobni, pronikaji

membranou a spojuji extra- a intracelularni
klicky.

Intracelularni domény predstavuji vazebné
misto pro interakci s G-proteinem
jediného urcitého typu.
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G-proteiny

jsou proteiny vazajici GDP nebo GTP (odtud jejich nazev), vétSinou
pomeérné voln€ navazané na cytoplazmatickou membranu — mohou se
pohybovat pod¢l jejiho vnitfniho povrchu.

Podileji se na ruznych typech transdukce signalu.

Riizn¢ druhy G-proteinu maji velmi podobnou strukturu a shodny
zpusob aktivace.

Heterotrimerni G-proteiny se sklddaji z podjednotek a, B a y.
Podjednotky G a Gy jsou hydrofobni a nespecificke.

Podjednotky GO jsou nejvétsi, hydrofilni, na né se vaze GDP nebo
GTP a jsou specifické pro kazdy typ mechanismu transdukce.

Bylo identifikovano vice nez 20 druht ruznych Ga podjednotek.
Ne¢ktere priklady — snimek 26.
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Cyklus aktivace heterotrimernich G-proteinu interakci
s komplexem receptor-specificky ligand

Komplex
receptor-specificky Ilgand GTP

>\; Komplex receptor-ligand
- DP
trimer G-aGDPy GDP

Trimer G-aGDPf,y

/ Dimer By
Dimer Neaktivni Aktivovana
& podjednotka G-aGDP podjednotka G-aGTP

% Interakce /
S C|Iovym proteinem

BIOLOGICKY UCINEK
ZMENA KONCENTRACE ,,DRUHEHO POSLA*
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Vybrané typy G-proteinu

Typ podjednotky Go | .I,)f,ﬂdady Ucinek qktlvlovane}.lo Ga
aktivujiciho receptoru na cilovy protein
Ga, (stimulacni) glukagon stimulace
parathyrin adenylatcyklazy
[3-adrenergni
Ga;, (inhibi¢ni) somatostatin inhibice
a,-adrenergni adenylatcyklazy
Ga_ (aktivujici PI kaskadu) Vazopresinovy V, stimulace
a endotelinové ET, fosfolipazy C
acetylcholinovy M,
O ,-adrenergni
Ga, (transducin) rodopsin  Stimulace fosfodiesterazy

Stépici cGMP
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Receptory aktivujici G, a G,
stimuluji nebo inhibuji adenylatcyklazu

Adenylatcykldza je membranovy enzym katalyzujici reakci
ATP — cAMP + PP.; druhym poslem je cCAMP.

ligand

ligand
..... | AMP-cykldza) receptor
By By
ATP
fosfodiesteraza CAMP\
AMP H,O ~~ proteinkinaza A

/ inaktivni (R,C,)

fosforylace protein(i €==== aktivni proteinkinaza A
2 C + 2 R(cAMP),
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Receptory aktivujici G, protein stimuluji fosfolipazu C
a spoustéji fosfatidylinositolovou kaskadu

Fosfolipaza C katalyzuje hydrolyzu fosfodiesteroveé vazby
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu
na diacylglycerol a inositol-1,4,5- trisfosfat:

GH,O-COR R-CO-O EHH e
R-CO-O-CH Iy DG
S0t on o

0
2- OH OH
PIP, ORY L po? 2 0,P-0 IP,
OH |
20,PO
O-PO.
OH

Oba produkty jsou sekundarni ,,poslove*:
Inositol-1,4,5-trisfosfat otevira kanal pro Ca** v membrané ER,

diacylglycerol aktivuje membranovou proteinkinazu C.
28




Fosfatidylinositolova kaskada

specificky ligand

IP,

vzrust [Ca?*]
v cytoplazmeé

Endoplazmatické retikulum

Ca?t

IP;-receptor v membrané ER

ligandem ovladany iontovy kanal pro Ca?*

fosfolipaza C ) PIP, — DG

aktivace
proteinkinazy C

aktivni proteinkinaza C

!

fosforylace
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Receptory s vlastni katalytickou aktivitou

Insulinovy receptor s tyrosinkinazovou aktivitou
Q ﬂ v intracelularnich doménach svych -podjednotek

Yy Al
Day
B B

Navazani insulinu na receptor vyvola tyrosinkinazovou aktivitu katalyzujici
autofosforylaci 3-podjednotek a fosforylaci proteini IRS 1-4
(insulin receptor substrates 1-4).

Insulin

pio-P p _’—v vazba PI-3-kinazy na membranu
- \, aktivace fosfoproteinfosfatazy-1
~— aktivace Ras — exprese genu
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Substraty insulinového receptoru IRS1-4 jsou adaptorové proteiny.

Jsou-l1 komplexem insulin-receptor fosforylovany, navazuji se na dalsi

proteiny a aktivuji je tak.

Mezi jinym

— umozni ucinek PI-3-kinazy (PIP,-3-kinazy), produkt PIP; aktivuje
kinazu PDK-1 (PIP;-dependentni proteinkinazu), ktera fosforylaci

aktivuje dalsi proteinkindzu PK B; disledkem je
expozice transportérit GLUT4 ve svalu a adipocytech do membrany;

— aktivuje regulacni podjednotku fosfoproteinfosfatazy-1, ¢imz tuto
fosfoproteinfosfatazu, ktera defosforyluje glykogensyntazu a
glykogenfosforylazu, aktivuje;

— vazbou na proteiny Grb2 a SoS aktivuje maly G-protein Ras, ktery
navazanim na proteinkindzu Raf spousti tzv. Ras signalni cestu -
kaskadu dalSich fosforyla¢nich reakci vedoucich k expresi gent
dulezitych v regulaci proliferace nékterych typt bunck.
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Dimerizujici receptor s pro EGF (epidermal growth factor)
s vlastni tyrosinkinazovou aktivitou

2 molekuly EGF

fosforylace
fosforylaéni
kaskada

Autofosforylace receptoru umozni vazbu proteini Grb2 a SoS, kter¢ navazou
a tak aktivuji maly G-protein Ras s molekulou GDP.
Po vyméné GDP za GTP se interakci s Ras-GTP aktivuje serinova
proteinkinaza Raf a spousti kaskadu fosforylaci, kterou katalyzuji
proteinkinazy MAPK (mitogenem aktivované PK) a

ERK (extracelularnim signalem regulované PK).
Vysledkem je fosforylace transkripénich faktort a exprese nékterych genu.
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Receptory aktivujici nereceptorové tyrosinkinazy

Dimerizujici receptory aktivujici tyrosinkinazy JAK (Janus kinazy) —
naprt. receptory pro prolaktin, ristovy hormon, erytropoetin,
interferon, Cetné interleukiny a dalsi cytokiny.

ligand
- - >
dimerizace

(signal transducers and dimerizace STAT
activators of transcription) a presun do jadra

Po navazani ligandu receptor dimerizuje a interaguje s tyrosinkinazou JAK, ktera
je tim schopna se aktivovat autofosforylaci. Fosforyluje receptor, ten pak asociuje
s proteiny STAT, navdazané STAT jsou fosforylovany kindzou JAK.

Fosforylovan¢ proteiny STAT dimerizuji, jsou translokovany do jadra bunky a
navazuji se na specificke elementy DNA a reguluji transkripci.
Podobnym zpiisobem fosforylovany receptor aktivuje kaskadu MAP kinaz. 33




Intracelularni receptory

pro steroidni hormony, kalcitriol, jodované tyroniny a retinoaty

VSechny maji velm1 podobny mechanismus uCinku. Nazyvaji se Casto
jaderné hormonalni receptory, protoze hormon-receptorové komplexy se
vazou na specifickd mista DNA (hormone response elements, HRE) a

aktivuji nebo inaktivuji transkripci specifickych genii.
Priklad kortisolu (glukokortikoidy GK, jejich receptory GR):

Kortisol  kortisol v extracelularnim prostoru pfenasen CBG (corticosteroid-binding globulin)

hydrofobni molekula hormonu i s CBG pronika do bunky (megalin/kubilin)

CBG

N\ Vlyzosomu hydrolyzou CBG uvolnén Kortisol

S0
o [

aktivni monomerni komplex receptor-kortisol,
Q oddelil se hsp 90 s ostatnimi proteiny

\ aktivni komplex dimerizuje a je

©

inaktivni receptor @ nukleopéry translokovan do jadra
pro glukokortikoidy (GR) N
existuje v cytoplazmé jako -

komplex s dimerem proteinu
hsp 90 a dalSimi proteiny 34




Po dlouho dobu platila piedstava (povazovana za dogma), Ze vazba steroidnich hormont
a jinych hydrofobnich signalnich molekul (jodovanych tyronini, retinoatii) na transportni
bilkoviny v extracelularni tekutiné znemoznuje jejich biologicky U€inek, a ze biologicky
aktivni jsou pouze voln¢ signalni molekuly, které difunduji skrz cytoplazmatickou
membranu.

Tato hypotéza volnych hormonti byla ptekondna objevem bilkovin nazvanych
megalin a kubilin, multiligandovych receptort cytoplazmatickych membran,
které byly popsany téméf ve vSech typech bunék. Nejvice byly zpocCatku
studovany v proximalnich ledvinovych tubulech, v nichz zachycuji vitamin B, a
kalcioly.

Membranove glykoproteiny megalin a kubilin mohou navazovat veliky pocet
nejruznéjSich liganda a zprostfedkovat jejich transport pies cytoplazmatickou
membranu - jsou schopny internalizovat nepolarni hormony i s jejich
extracelularnimi transportnimi bilkovinami.

Mezi témito ligandy jsou 1 globuliny transportujici steroidni hormony v plazmé
(SHBG, CBG, ABGQG). Po jejich internalizaci s navazanym hormonem je lze
v cytosolu, diive nez jsou v lyzosomech odbourany, prokazat.
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Megalin
je transmembranovy glykoprotein, M, ~ 600 000, produkt genu z rodiny

LDL-receptoru. Pusobi jako multiligandovy endocyticky receptor - umoziuje

prenos proteinii nebo extracelularnich transportnich proteinu
i s navazanymi ligandy pres cytoplazmatickou membranu do cytosolu.

Ligandi megalinu je velké mnozstvi:

¥itamin-binding proteins Lipoproteins Immune- and stress related
Transcobalamin-vitamin B 12 Apalipoprotein B proteins
Yitarmin-D-binding protemn Adpolipoprotein E Imrmunoglobulin light chains
Retinol-binding protein Apalipoprotein 1/clusterin PAP-1
dpalipoprotein H [z -microglobulin
Steroid hormone binding Hormones and Enzyme and enzyme
proteins Precursors inhibitors
Sex hormone binding protein- | Parathyroid hormone PAI-1
gstrogens Insulin uralkinase-PAI-1
Androgen binding protein- Epidermal growth factor tPa-PAI-1
androgens Prolactin Pro-urokinase
Thyroglobulin Lipoprotein lipase
Flasminogen
[F-amvylase
{1 -rnicroglobulin
Lysazyme
Other carrier proteins Drugs and toXins Others
Alburnin Arminoglycosides RAP
Lactoferrin Polyryxin B iZa 2+
Hermoglobin Aprotinin Cytochrome
Cdorant-binding protein Trichasanthin

Transthyretin
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Podkladem pro mnohocetnou vazebnou schopnost megalinu pro ruzné ligandy

Je nékolik opakovani oblasti bohatych na zbytky cysteinu.

Vyskyt megalinu je nejvetsi v polarizovanych epitelovych bunkach:

Ependym choroidnich plexii

Ciliarni epitel oka vystylajici mozkové komory

Bunky folikulu

tyroidey
Pneumocyty typu II Vnitini ucho
plicnich alveolil

Bunky paratyroidey
secernujici PTH

Buniky proximalnich tubula
ledvin
Enterocyty

Endometrium a Placenta

vejcovod
Epitelidlni buik Visceralni buiiky
nadvarlete Zloutkového vaku
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Kubilin
je periferni membranovy glykoprotein, M. ~ 456 000.

V jeho struktufe se nachazi nékolikrat sekvence EGF (epidermalniho rustového
faktoru) a tém¢r tiicetkrat se opakujici doména oznacovana podle zkratek pro své

sekvence CUB, podle nizZ byl vytvofen nazev proteinu kubilin (nékdy téz
kubulin).

C pochazi ze sekvenci shodnych se sloZkami komplementu Clr/Cls,
u odvozeno od domény zvane uEGF, kde u je zkratka nidzvu motského jezka
(urchin) — nachazejici se v ,,urchin protein with EGF-like domains®,

B z proteinu BMP-1, ,,bone morphogenetic protein 1.

Kubilin je periferni protein cytoplazmatické membrany, nema signalni sekvenci
pro endocytozu.

Internalizaci kubilinu (i s navazanymi ligandy) zprostredkuje megalin vedle
internalizace svych vlastnich ligandd.
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Je pravdépodobné, Ze vedle transportniho systému s ucasti megalinu/kubilinu
existuje i méné vyznamny transport steroidit na megalinu a kubilinu nezavisly.

Tato zjiSténi v podstaté prevraceji soucasny klinicky pohled na vyznam
plazmatickych hladin volnych a steroidii vazanych na transportni proteiny:
Dosavadni rozliSovani volné a vazan¢ frakce hydrofobnich hormonu v krevni
plazmé tak zfejmé ztrati smysl — hormon vazany na transportni protein miize byt
transportovan do bunky a uplatnit sviij biologicky ucinek.
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Dimerni komplex kortisol-receptor se v jadre navazuje na dsDNA
v misté specifické sekvence GRE (glucocorticoid response element), tj.
na HRE (hormone response element) specifické pro glukokortikoidy.

GRE

GR
receptor i
DNA vazebna doména %h-{% vazebna doména pro kortisol
__"Fm?:_' : (hydrofobni kapsa)
5

Samotny komplex hormon-receptor vSak vazby na DNA a ovlivnéni transkripce
neni schopen. Teprve vytvoreni slozitéjsiho komplexu s dalSimi proteiny,
zejména koaktivatory a specifickymi HREB-proteiny (HRE binding proteins,

v piipad¢ glukokortikoidit GREB) vazbu umozni a uCinkuje jako enhancer,
podporujici iniciaci transkripce na promotoru nékdy 1 dosti vzdaleneho genu.

Jaderné receptory jodthyroninti nebo retinoatti mohou i bez specifického ligandu
(spolu s bilkovinnymi korepresory a dalSimi proteiny) na HRE expresi urcitych

genl znemoznovat..
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Iniciace transkripce kortisolem

Aktivni komplex kortisol-receptor se vaze na DNA d misté specificke sekvence
GRE (glucocorticoid response element, jedn¢ z mnoha HRE — hormone response
elements). Pripojuje se koaktivator a specifické GREB-proteiny (glucocorticoid
response element-binding proteins). Tento komplex nabyva schopnost i¢inkovat
jako enhancer, ktery se prostfednictvim mediatorovych proteinti navazuje na
bazalni transkripCni aparat na promotoru a iniciuje transkripci.

dimerni komplex kortisol-GR )

SOCOCOO > enhancer

koaktivator

f

bazalni
transkrip€ni
aparat

promotor

GR dimer — intracelularni receptor pro glukokortikoidy (dimer)
GRE - glucocorticoid response element
GREB protein — GRE binding protein (specificky transkripCni faktor) 41




