Signalizace mezi bunkami

Cell-Cell Communication
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Co musi bunka vnimat?

* pritomnost Zivin/rustovych faktord

» pritomnost toxickych latek

- pritomnost signdlu produkovanych okolnimi bufikami (podminka
sprdvného rustu, vyvoje celého mnohobunééného organismu -

koordinace)

Signdl je receptorem zachycen bud’ na vné jsim povrchu bunky nebo
v cytoplazmé




Princip signalizace

- Ulohu signdlu zajist'uji specidlni molekuly
- pro jejich detekci jsou bunky vybaveny prislusnymi receptory

elektricky signdl

molekula A
VSTUP

extracelularni signalni

intracelularni
signalni

muolekula B
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Burka je béZné vystavena mnoha signdlim zaroven

kazda bunka disponuje
sadou receptord, které
urcuji na jaké signdly bude
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Uvnitr bunky pritomnost komplexu signdl-
receptor vyvola specifickou odpovéd

* Zménu genové exprese

+ zménu aktivity metabolickych enzymd

» zménu konfigurace cytoskeletonu

+ zménu permeability membrdny pro ionty
» aktivaci syntézy DNA

* smrt bunky




Zastaveni bunécné odpovedi je
podminéno degradaci nebo
inaktivaci signalni molekuly




Rozdéleni signdlnich drah podle rychlosti reakce

axtracelularni signalni molakula

intracelularni 'l' povrchovy
signalni draha i
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3 faze zpracovdni signdlu

1. Prijeti signdlu a jeho konverze do ,srozumitelné® podoby
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3 faze zpracovdni signdlu

2. Prenos signdlu bunkou
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3 faze zpracovdni signdlu

3. Bunécna odpoved’
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Rozdéleni signdld ZivoliSnych bunék podle dosahu

- endokrinni (velka vzdalenost, ) Paacing siigaliv
krevni tok, difdze) '

*_parakrinni (do mimobunécnych

(A) Endocrine signaling

tekutin, lokadlni dcinek)

»_synaptické (neurony)

» primy kontakt signdini

Circulatory system

molekula je ukotvena v

membradané a zdroven

vystavena receptoru cilové
bunky)

autokrinni (bunka produkéni

je zaroven bunkou cilovou)




Figure 11.4 Communication by direct contact

Nékteré buiiky waétwgerpEimdBo propojeni se sousednimi burikami

Plasma membranes

Gap junctions Plasmodesmata
between animal cells between plant cells

a) Cell junctions

b) Cell-cell recognition




Typy signdlu

- proteiny

- peptidy

* aminokyseliny

* nukleotidy

- steroidy

* mastné kyseliny a jejich derivdty
* plyny




Vyznam rozpustnosti signdlni molekuly

Stimulus

Receptor  Effector  (ligand) Activated
é effector

Hydrofilni signdly

neprochdzeji plazmatickou membradnou
vdzou se na povrchové receptory
z krve se odstranuji béhem nékolika minut

zprostredkovavaji krdtkodobé odpovédi

Sﬂti'”;‘rj]l(‘j‘)s Activated  Receptor
g receptor kinase (inactive)




Vyznam rozpustnosti signdlni molekuly

2. Lipofilni signdly

- v krvi se pohybuji prostrednictvim nosicu

volné prochdzeji plazmatickou membrdnou

vdzou se na cytoplazmatické nebo jaderné
receptory

- v krvi perzistuji hodiny az dni

- zprostredkovadvaji dlouhodobé odpovédi
(vyjimka prostaglandiny)




Parakrinni signdly

- rychle zpracovdny (absorbce, enzymatické rozlozenti,
imobilizace v matrix)

- krvi se neob jevuji

- dany signdl zdroven obdrzi rada sousedicich bunék v dané
oblasti

Priklady parakrinnich signdlu:

1. histamin

- uchovdvdn v nitrobunécnych vezikulech bunék konektivni tkdné
- vyplavuje se v pripadé poranéni nebo infekce

- vyvoldva dilataci krevnich vldsecnic

- usnadriuje pristup proteina séra a makrofdgu

- pritahuje eosinofilni granulocyty, které enzymaticky histamin
odstranuji




2. Fibronektin

- po sekreci imobilizovdn v mimobunééném prostoru v
podobé sité

- dlouhodoby lokadlni Ucinek




3.0xid dusnaty

- hlavni parakrinni signdl nervového, imunitniho a obéhového systému

- volné prochdzi membrdnami a ovliviiuje aktivitu enzymu

- v bunkdch vzniké z argininu - jen lokdlni a krdtkodoby dcinek - rozklad

na dusitany a dusi¢nany

(lI)O_ (%OO_

Itl_;N-(l?—H }tl_;N—(':-H
+

H. NADP H

(|: 2 NADPH [NADP LF 2

T ke

CH, = > CH,

PIJH PI\JH Nitric oxide

- ,
C|=mHz NO syntadza L
NH, B nNH,

Arginine Citrulline

@ 2000 A5M Prezs and
Sinauver Lesociates, Ine.




Uloha oxidu dusnatého pri uvolnovani
hladkého svalu v cévni sténé

» acetylcholin uvolfiovany v nervovych zakoncenich
vyvola vznik a uvolnéni NO z endotelidlnich bunék
cév

* NO difunduje z endotelidlnich bunék do sousednich
bunék hladkého svalu, ktery ovliviiuje pruchodnost
cév

- uvolnénim svalu se prichodnost cév zvysuje




aktivované
nervové zakonéeni

@) NO vazany
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Vyhody signalizace NO:

* rychlost (sekundy, minuty)

* nitroglycerin: v téle se méni na NO - uvolnéni
krevnich cév - snizeni zatiZeni srdce (Iék na anginu
pectoris)

» obvyklym cilem NO je také guanylat cyklaza - tvorba
cGMP - zdsah do signdlnich drah




Synaptické signdly

-typické pro spojeni neuron-neuron, neuron-svalova burnka
-hydrofilni povaha - (¢ast povrchovych receptort

-podil ne regulaci permeability membrany







Tabulka 15-1

Nékteré pfiklady signdlnich molekul

Hormony
Adrenalin nadledvina derivit tyrosinu zvysuje krevni tlak, zrychluje tep srdce
a metabolismus.
Kortisol nadledvina steroid (derivit ovliviiuje metabolismus proteint, sacharidd
cholesterolu) a lipidit v mnoha tkdnich
Estradiol vajednik steroid (derivit indukuje a udriuje sekundirni samidi
cholesterolu) pohlavni znaky
Glukagon a-buriky peptid stimuluje syntézu glukosy, odbourini
slinivky biisni glvkogenu a odbourdni lipidi napiiklad
v jaternich a tukovych bunkich
Insulin fi-bunky slinivky protein stimuluje pfijem glukosy, syntézu proteini
brisni a syntézu lipida napfiklad v jaternich bunkdch
Testosteron varlata steroid (derivit indukuje a udrzuje sekundirni samdéi
cholesterolu) pohlavni znaky
Thyroidni Stind Flédza derivat tyrosinu stimuluje metabolismus fady bunéénych typi
hormon (thyroxin)
Lokélni medidtory
Epidermdin{ riizné burky protein stimuluje epidermalni buriky a fadu jinych
ristovy faktor (EGF) bunék k proliferaci,
Ristovy fakior riizné bunky véetné protein stimuluje mnoho bunéénych typi
krevnich desticek (PDGF) krevnich desticek k proliferaci
Nervovy riistovy rizné inervované protein zajistuje preziti jistych tfid neurond;
faktor (NGF) tkéiné pusobi rist jejich axonil
Histamin Zirmé bunky derivdt histidinu plsobi prodluzovani bunék a zvysuje
jejich propustnost, pomaha vytviret zanéry
Oxid dusnaty (NO) nervové bunky; rozpustény plyn puhsobi uvolnéni hladkého svalstva,
endotelidlni buriky, reguluje aktivitu nervové burky
které vysiylaji cévy
Nervové medidtory
Acetylcholin nervovi zakonceni derivat cholinu excitatni nervovy medidtor v mnoha
nervosvalovych synapsich a v centrélni
nervoveé soustave
Kyselina nervovii zakonéeni derivit kyseliny inhibi¢ni nervovy medidtor v centrilni
y-aminomdselndg (GABA) glutamoveé nervoveé soustave
Signalni molekuly, které zdviseji na kontaktu
Delta zarodetné neurony, transmembrinovy zabranuje sousednim bunkim,
riizné daldi buiky protein aby se specializovaly stejnym smérem,

embrya

jako signalizujici hunka




Lipidové signdly

PLA,
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Signalizace zprostredkované nitrobunécnymi
receptory

Maly pocet steroidnich / tyroidnich hormonu reguluje
mnoho vyvojovych a fyziologickych procesi u evolué¢né
vzddlenych organismi.

Mechanismus uéinku:

Mala velikost hormoni - snadnd difize membrdnou - pevna
vazba na nitrobunéény receptor - konformacéni zména
receptoru (aktivace) - zvysend afinita ke specifickym
sekvencim DNA - regulace transkripce cilovych gent




plasmaticka membrana

intracelularni
receptorovy v

protein konformaéni
. zména aktivuje
receptorovy protein

aktivovany komplex receptoru
se steroidem pronika do jadra
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Receptor pro tyroidni hormon se vaze na DNA
i_za nepritomnosti ligandu

Absence of hormone

Thyroid
harmone
receptor

- ale v tom pripadé pusobi

jako represor transkripce I-®Transcripticun
repressed

- pritomnost ligandu jej O Hormone

méni na aktivator added

Transcription
activated




Struktura nitrobunéénych receptoru

hormone-binding site

inhibitor protein

gene-activating
domain

HoN

DNA-binding domain hinge region

3

\V4
_DNA binding site exposed

steroid
hormone

C-konec: doména pro vazbu hormonu
N-konec: doména pro Fizeni transkripce
Stred molekuly: doména pro vazbu DNA
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Signalizace zprostredkované povrchovymi receptory

Signdlni drdhy:

1. Mimobunécny signdl (ligand, ..primary messenger"):
rustovy faktor, cytokin, hormon, atd.)

2. Povrchovy receptor:
prevod mimobunécného ligandu do podoby nitrobunééného signdlu

3. Sekundérni prenasec (.secondary messenger"):
- nizkomolekuldrni struktury (cAMP, Ca?*, diacylglycerol, zbytek
kyseliny fosforecné, atd.)
- produkt enzymoveé katalyzované reakce
- pPenos signdlu od povrchovych receptord k efektorum

4. Cilova molekula (efektor):
- enzym
- slozka replikacniho aparatu
- slozka apardtu pro genovou expresi




Amplifikace signadlu

- jedna signdlni molekula aktivuje jediny receptor

- jediny aktivovany receptor aktivuje vétsi pocet molekul
enzymu tvoriciho sekunddrni prenasec

- kazdd molekula tohoto enzymu katalyzuje tvorbu mnoha
molekul sekunddrniho prenasece

- kazdd molekula sekunddrniho prenasece aktivuje mnoho
cilovych molekul

Vysledek:
Nizka koncentrace ligandu - vyznamna odpovéd' uvnitr bunky
- schopnost reakce na malé zmény okoli.




Funkce nitrobunécnych signdlnich kaskad

» prenos signdlu z bodu prijeti do bunécného
aparatu, ktery zajisti odpovéed’
transformace signdlu do molekuldrni podoby, ktera
muze stimulovat odpovéd’

- zesileni signdlu

- rozdeéleni signdlu tak, aby ovlivnil nékolik déju - vliv
ha rdzné cilové molekuly - rozvétveni toku
informace-komplexni odpovéd’

- kazdy krok kaskddy je otevien plsobeni dalich
faktort - modulace odpovédi podle podminek




Nitrobunécna signalni
kaskada

modulace
dalsimi faktory

signal

prenos signalu
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VSechny enzymy zapojené do signdinich kaskdad
jsou dukladné regulovany

- aktivita enzymu je uréena rovnovdhou mezi signdly
aktivaénimi a inhibi¢ nimi

* po prijeti signdlu se rovnovdha velmi rychle obnovuje
(ochrana organismu proti hezddoucim extrémim)




Typy povrchovych receptoru

. Receptory typu iontovych kanalku

- vazbou ligandu na receptor se ovlivriuje prichodnost
membrdnovych kandlkl - zména permeability membrany
- rychld signalizace na synapsich

. Katalytické receptory

- vazbou ligandu ziskdvaji katalytickou schopnost

- obvykle transmembradnové proteiny s PTK aktivitou
(proteinové kindzy specifické pro tyrosin)

. Receptory napojené na protein G

- nemaji enzymovou aktivitu

- ridi aktivitu enzymd nebo prichodnost kandlk
prostrednictvim proteinu G (,6TP-binding regulatory
protein™)




Tri tridy
povrchovych

o
receptoru

(A) receptory spojené s iontovym kanalem

L L —‘—1-
. s plasmaticka ity

membrana ' I ' _signalni molekula

(B} receptory vazané na G-protein

signalni molekula

G-protein aktivovany aktivovny
enzym G-protein enzym

(C) receptory vazané na enzym

signalni i_M
molekula jako

dimer

b
neaktivni aktivni

katalytickd doména katalyticka doména




Klasifikace katalytickych receptoru

1. Membranové vazané PTK
- receptory pro vétsinu polypeptidovych rustovych faktoru
- spolecné strukturni rysy:
- glykozylovand N-koncovd doména smérujici ven z bunky
pro vazbu ligandu
- hydrofobni transmembrdnova Sroubovice
- cytozolickd C-koncova katalytickd doména
- N-koncova doména urcuje typ signdlu, na ktery bude bunka
citliva
- C-koncovd doména urcuje typ signdlni drdhy a tim také
charakter bunécné odpovédi

2. Cytozolické PTK
- nejsou primo vazdny na membrdnu
- funguji jako nitrobunécné podjednotky tfransmembrdnovych
receptord (Abl, Fps, Src, JAK)




Organizace receptorovych PTK

QOutside N
of cell .

Ig-like
~domains

Cysteine-rich
domains

Tyrosine
kinase
domain

Cytosol EGF receptor Insulin receptor PDGF receptor




Prenos signdlu receptorovymi PTK

» vazba ligandu indukuje zménu konformace receptoru

* hovd konformace umoznuje interakci s jinou molekulou receptoru
(dimerizace)

- autofosforylace receptoru

- stimulace PTK aktivity a umoznéni vazby dalSich proteind
zajist'ujicich prenos signdlu prostrednictvim domény SH2

Signal-molecule Signal molecules

a Helix in the binding site

membrane

Activated relay

Plasm :
asns proteins

membrane

Inactive relay proteins %}\;E% App ®l =
\/ Activated tyrosine-kinase

Tyrosine-kinase receptor receptor (phosphorylated
proteins (inactive monomers) dimer)

Cellular
- response

(a) Inactive tyrosine-kinase receptor system (b) Activated system




Reakce receptorovych
PTK na pritomnost
signalni molekuly

Trans autophos-
phorylation

Signal
transmission

Tyrosine dephosphorylation




Doména SH?2

- .Src homology"
-velikost cca 100 aminokyselin

- rozezndvad a vdze se k proteinovym doméndm,
které obsahuji specifické fosfotyrozinové zbytky

- existuji rizné domény SH2, které se lisi
rozezndvacimi sekvencemi - propojeni rdznych
signdlnich drah




Spojeni receptorové PTK s nitrobunécnymi prenaseci
signdlu zajist'uji molekuly prostrednictvim domény SH2




SH2 zaji$t'uje propojeni ruznych signalnich drah

SH2 spojuje receptorové PTK s

- enzymy metabolismu fosfolipidu (fosfolipdzu C)
- proteinem G (proteiny Grb2, Shc, Ras)

- transkripénimi faktory (proteiny STAT)

Flexibilita signdlnich drah




Disledky interakce domény SH2 s fosfotyrozinem
se liSi podle povahy cilového proteinu

» zména aktivity proteinu

» zména konformace proteinu - usnadnéni
interakce s jinymi proteiny

* translokace proteinu do jiné ¢dsti bunky




Vyznam domén typu SH2

- dulezité slozky regulaénich siti, ridi interakce mezi
signdlnimi molekulami

- éasty vyskyt ve strukture requlaénich proteinu a to ve vice
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Vyznam domén typu SH2

- dulezité slozky regulaénich siti, Fidi interakce mezi
signdlnimi molekulami

- Casty vyskyt ve strukture regulaénich proteint a to ve vice

B B o %
S
/

GTP




Doména SH3

- vazebnym mistem je poly-prolin ve strukture
partnerské molekuly

- interakce SH3/PPP muze byt konstitutivni
(GRB2/S0S) nebo doména SH3 domain se
muze otevrit vazbé s polyprolinem jen po
urcité stimulaci

Fs ﬂ
GRB2
55




Priklady proteinovych domén vyuZivanych pro meziproteinové interakce
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Priklad zapojeni domény SH2 do signalizaci: drdha Ras

klicovymi proteiny reakéni kaskady jsou proteiny 6rb2 a Sos

-6rb2 je adaptorovy protein obsahujici domény SH2 a SH3

-doména SH2 proteinu Grb2 se spojuje s aktivovanou receptorovou PTK
-doména SH3 spojuje 6rb2 s proteinem Sos

-Sos zajist'uje vyménu GDP za GTP na proteinu Ras (aktivace Ras)

-aktivovany Ras vdze a aktivuje své efektory, napr. Raf, fosfoinositid
kinazu 3, Ral

-Raf je serin-treonin kindza, kterd spousti kaskddu kinaz MAP

-inaktivaci Ras zajist'uje 6GTPase-activating protein, ktery rovnéz
disponuje doménami SH2 a SH3




Aktivace a signalizace proteinem Ras

& P




Aktivovany ERK prechazi do
jadra, fosforyluje Elk-1,
ktery indukuje transkripci

specifickych gend




Aktivace a inaktivace Ras

Guanine Nucleotide GTPase Activating

Exchange Factors Proteins
(GEFs) (GAPs)

Exchange HYdI"OlYSiS

Pi
GDP




Mutantni Ras v nadorovych burkdch nemize
hydrolyzovat GTP a hromadi se v aktivnim stavu

GTP

Exchange

GDP




Efektorové proteiny Ras

* vazou pouze aktivovany Ras (Ras-GTP), nikoliv Ras-GDP
- vazbou k Ras méni vlastni aktivitu
* hlavnim efektorem je kindza Raf




Ras aktivuje kindzovou kaskadu

MAPK (,mitogen-activated protein kinases™)
- rodina serin/treonin PTK
vysokd konzervativnost v eukaryontnich bunkach

dcast na procesech proliferace, diferenciace, pohybu a bunééné
smrti

MAPK jsou fosforylovdny a aktivovdny MAPK-kinazami (MAPKK)

MAPKK jsou fosforylovény a aktivovdny MAPKK-kinazami
(MAPKKK)

MAPKKK jsou aktivovdny interakci s malymi GTPazami (napr.
Ras) nebo jinymi kindzami, které jsou napojeny na povrchové
receptory




Mitogen Activated Protein Kinase Cascades

Stress
Stimulus Growth factors Inflammatory Cytokines
Mitogens Growth Factors

' \

MAPKKK

:

l

MAPKK @
‘

l ‘

. ,;

/

Biological Growth Inflammation
Response Differentiation Apoptosis
Development Growth

Differentiation




Kaskady kinaz aktivovanych mitogeny (MAPK)

MAP4K

MAP3K

MAPKK

MAPK

MAPKAP

Stress Growth Factors

Cytosolic
targets

Nuclear
targets




Komplikace: protein Ras muZe byt aktivovan vice
drahami _a vice signdlnich drah muZe aktivovat

Tyrosine Kinases

She IRS-1 Abl ssz
| | | i
Y Y Y

|
| | |
IP i PI i

- rozsah a kinetiku aktivace Ras ovliviiuji ruzné linkery




Regulatory funkce Ras
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Kazdy GEF mad strukturni motiv, ktery jej spojuje s urcitym typem signdlu,
ale obdobnou katalytickou doménu umoznujici aktivaci Ras




Efektory funkce Ras
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Regulace Raf proteinem Ras, dloha fosforylace a 14-3-3

PP2A

p259 p621

|
T [ [Cat ]

S338 Y341

Akt

» vazba Ras zajisti prenos Raf k plazmatické membradné v blizkosti kindz, které jej fosforyluji
v pozicich S338 and Y341

» faktor 14-3-3 se vdze na Raf ve dvou vazebnych mistech: pozitivnim regulacnim misté (p621) a
negativnim regula¢nim misté (p259). Vazbou Ras je indukovdna disociace 14-3-3 z mista p259.

- aktivita Raf mize byt negativné regulovdna signdlni drahou PI3K, konkrétné fosforylaci mista 259
kindzou Akt a naopak pozitivné regulovdna defosforylaci tohoto mista fosfatdzou PP2A.




Protein KSR spojuje Raf a MEK
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RAS RAS

@ MEK )
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Figure 7. Model accounting for KSR function. See text tor details.

- protein KSR poskytuje podporu pro Rat a MEK (MAPKK)
- protein KSR udrzuje Raf v nefosforylovaném stavu dokud se po stimulaci nenavaze Ras

Ref: Genes Dev 2002 Feb 15;16(4):427-38




Signalizace Ras, Raf, MAP - shrnuti

- dominantni pri signalizacich uréujicich rust, vyvoj a
diferenciaci bunék

Princip:

Interakce rdstovy faktor / receptor
aktivace Ras

Interakce s kindzou Raf

fosforylace MEK

aktivace ERK

fosforylace cilovych molekul

fosfollpazy A2 - tvorba kyseliny arachidonové
daldich kindz a transkripénich faktort (Elk-1) -
Zmeéna genové exprese

ocCUhwN




Funkce proteinu Ras

11) Stimulace proliferace
-fibroblasty, epitelidlni bunky, lymfocyty
-zprostredkovdni ucinku rastovych faktort

2) Stimulace diferenciace
-neurondlni progenitorové buriky (PC12)
-zprostredkovdni U¢inkd neutrofint

3) Prispévek k zajisténi funkci diferencovanych
bunek

- neurony CNS

- zprostredkovani uéinki signalizace Ca?*
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Cytoskeleton Transport méchyiku

Translokace do jadra
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