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Osnova

molekularni principy bunécné signalizace
typy signalnich molekul
typy receptord

disledky aktivace receptort — prenos
signalu vnitrnim prostredim bunky

signalni drahy zprostredkované proteiny G

?( nalni drahy aktivované rlstovymi
aktory

signalni drahy rizené cytokiny
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Proc komunikovat? :

e podminka fadné vystavby tkani a organt

diferenciace, pohybu, zivotaschopnosti, sekreci
protein{ apod.

e reakce na podnéty zménou metabolismu, rlstu, T
gy




Signalni sité
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Princip signalizace

e tvorba a prenos signalu
e registrace signalu receptorem

e schopnost bunky reagovat na
podnety je geneticky urcena
spektrem receptord, které je
schopna vytvorit

prenos signalu z receptoru k efektoriim (,signal transduction™)

Cell surface =~
receptor (> )

Responding cell

/l ca

Modification of

cellular metabolism,
function, movement

efektorem muze byt transkripcni faktor, enzym, slozka cytoskeletu, atd...

@\

Modification of
gene expression,
development




Chemicka povaha signalti

* proteiny

e kratké peptidy

* aminokyseliny

* nukleotidy

e steroidy

* retinoidy

* mastné kyseliny a jejich derivaty
* plyny
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Vyznam
rozpustnosti signalni molekuly

CELL-SURFACE RECEPTORS INTRACELLULAR RECEPTOR
plasma membrane small hydrophobic
cell-surface ignal molecule
receptor protein “
74

target cell

carrier protein

hydrophilic signa

\anecule

target cell

_—— nucleus

intracellular receptor protein
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Hydrofilni signaly

* neprochazeji plazmatickou membranou
° vazou se na povrchove receptory
e 7 krve se odstranuji béhem nékolika minut

e zprostredkovavaji kratkodobé odpovédi

Receptor

(ligand)

Stimulus -~

Effector

Activated

Stimulus
(ligand) Activated
effector

Receptor

receptor kinase (inactive)




Lipofilni signaly

Steroid hormone

e v krvi se pohybuiji prostrednictvim nosicl

Plasma membrane

e volné prochazeji plazmatickou
membranou

° vazou se na cytoplazmatické nebo
jaderné receptory

e v krvi setrvavaji hodiny az dni

e zprostredkovavaji dlouhodobé odpovedi
(vyjimka prostaglandiny)
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Nitrobunécné receptory

Maly pocet steroidnich / tyroidnich hormoni reguluje mnoho
vyvojovych a fyziologickych procestl u evolu¢né vzdalenych organismd.

Mechanismus ucinku:

mala velikost/lipofilni povaha hormont - difize membranou - pevna
vazba na nitrobunécné receptory - konformacni zména receptord -
zvysSena afinita ke specifickym sekvencim DNA - regulace transkripce

cilovych gent
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Signalni molekuly
pro nitrobunéecné receptory

OH

OH OH OH
c=0
He l I OH
0 estradiol testosterone

cortisol vitamin D3

I'Il HO
CH, —(IZ Co0™
NH,* CH; CH; CH ﬁ
Canm
thyroxine QLMKI ~o

H;C CH;3
retinoic acid

* nizka molekulova hmotnost

e hydrofobni povaha

e jejich receptory jsou zaroven efektory
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Receptor pro tyroidni hormon

e vaze se na DNA i za nepritomnosti
ligandu (represe transkripce)

e pritomnost ligandu jej méni na aktivator

‘Absence of hormone

_~ Thyroid
hormone
receptor

Transcription
repressed

(- O Hormone

‘added

220000008
|—»- Transcription

activated
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Struktura
nitrobunécnych receptori

hormone-binding site

inhibitor protein

gene-activating
domain

HoN

e (C-konec: vazba hormonu

e N-konec: rizeni transkripce sl 1 i
-binding domai inge region

&

A4
DNA binding site expose

Stred molekuly: vazba DNA steroid

hormone

{ COOH
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Aktivace jaderného recept

vazba ligandu

e ,sevieni" ligandu receptorem (komplementarita povrch()

e disociace inhibicniho proteinu

e umoznéni vazby koaktivatorovych proteint

e vazba na DNA a aktivace transkripce cilovych gent

ligand-binding
domain

transcription-activating
domain

H,N

DNA-binding domain -
oo COOH
inhibitory

INACTIVE RECEPTOR proteins

receptor-binding
element

ACTIVE RECEPTOR

&3 //—\ _— proteins
L4

v

coactivator

ligand

transcription of target genes

14



Signalizace povrchowmi' .
receptory — signalni kaskady

mimobunécny signal (ligand, ,primary messenger"):
« rUstovy faktor, cytokin, hormon, atd.
povrchovy receptor:
- prevod mimobunécného ligandu do podoby nitrobunécného signalu
sekundarni prenasec:
« nizkomolekularni struktura (cAMP, Ca2*, diacylglycerol, zbytek
kyseliny fosforecné, atd.)
« zesileni a prenos signalu od povrchovych receptor( k efektoréim
cilova molekula (efektor):
« enzym
« slozka replikacniho aparatu
~ + slozka aparatu pro genovou expresi
e slozka cytoskeletu
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Principy prenosu signa

e 7 jedné molekuly na druhou (,,relay"™)

e vyuziti ,leseni*(,,scaffold™) pro udrzeni
prenasecl ve vzajemné blizkosti

* moznost prevodu jednoho typu signalu
na jiny (,,transduction™)

e zesileni signalu tvorbou velkého poctu
nitrobunécnych mediatorli: maly pocet
mimobunécnych signal{ vyvolava
vyznamnou odpoved’ (,,amplification™)

y
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U

receptor protein -

plasma\membrarle

SCAFFOLD

extracellular signal molecule
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activated effector protein
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\“J-: activa:ed gene

signal response
element
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TRANSDUCTION

RELAY

TRANSDUCE AND
AMPLIFY

INTEGRATE

SPREAD

ANCHOR

MODULATE

EFFECTOR PROTEIN
ACTIVATION
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Principy prenosu h‘

 jedna molekula m@ze prijimat signal
z rliznych drah a integrovat jej,
pred jeho odeslanim dale

» signal se mdze vétvit a Sifit z jedné
drahy do jiné (,,spread™)

« signal se mdze ukotvit do urcité
molekuly a imobilizovat se tak
(,,anchor™)

« signal mlze byt ovlivnén jinymi
proteiny (napfr. inhibitory), kterée
ovlivni jeho plsobeni na efektory

. (,,modulate")

extracellular signal molecule

receptor protein
plasma membrane

CYTOSOL

- PRIMARY
TRANSDUCTION
SCAFFOLD
RELAY
' l‘ l' TRANSDUCE AND
& 8. AMPLIFY
INTEGRATE
TN
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|
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nuclear envelope ﬁ ‘
\ o
- —
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activated effector protein i i EFFECTOR PROTEIN
\“: actwaﬁed gene ACTIVATION

DNA

signal response
element
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Hlavni typy
povrchovych receptort

1. Receptory typu iontovych kanalkt

e vazbou ligandu ovliviiuji prlichodnost kanalkd
e meéni se permeabilita membrany

*=——. jont
plasmaticka .x*”’; 4
membrana

n & ' ' _-signdlni molekula
L
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Hlavni typy
povrchovych receptort

2. Receptory napojené na protein G

° nemaji enzymovou aktivitu
e Fidi aktivitu efektorl prostrednictvim proteinu G
(,GTP-binding regulatory protein“)

signalni molekula

G-protein aktivavany aktivovny

enzym G-protein enzym

19
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Hlavni typy
povrchovych receptoru

3. Receptory s katalytickou aktivitou

e katalytickou schopnost ziskavaji vazbou ligandu
e obvykle transmembranové proteiny s kinazovou aktivitou

signalni ___M
molekula jako

dimer |

neaktivni aktivni
katalytickd domeéna katalyticka domeéna

20
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Prenos signalu
pres plazmatickou membranu

Konformacni zména receptoru
e vyvolanou vazbou ligandu, ktera se projevi na vnitrni strané membrany

e typické pro receptory se sedminasobnym vinutim membranou

Dimerizace receptoru

e ligand seskupi inaktivni podjednotky receptord, které jsou schopny
lateralniho pohybu membranou

e dimerizace receptoru umozni takoveé priblizeni jejich kinazovych
cytoplazmatickych domén, ze se mohou vzajemne fosforylovat
a tak aktivovat

f— adrenergic receptor

Extracellular
space

RhRARRR RN AR ERLE ittt (bR ity i Bb Mu
RTOTTR TR TR TR TR TRRTRAATOTY' THTetgter B RTRHRGIOny . T TR TR TR

Cytoplazm r jI
+,
et
..l"nill-""
. Inzulin receptaor iﬁ. e
E pidermal growth . .-::.:?

factar receptor




Receptory se sedminasobnym

vinutim membranou

nejpocetnéjsi rodina receptort
7 transmembranovych a-Sroubovic
evolucni konzervativnost

aminokyseliny, peptidy, proteinové
hormony, katecholaminy, lipidy)
* interaguji s proteinem G

fppt.com

odpovidaji na rlizné signaly (svétlo,

Segmentthat =

2l
“‘_‘(Iﬂff

interacts with
G proteins

Signal-binding site
-~ s . .g
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Receptory se sedminasobnym
vinutim membranou

* receptor se aktivuje ligandem

e tuto informaci prevede na protein G

* GDP disociuje z proteinu G a je
nahrazen GTP

f f
e protein G po navazani GTP ovlivni GT,, : p.sx-,, PLCB
aktivitu dilezitych enzymii o ) )
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Dva hlavni typy proteint G

e trimerni (velké), které se indukuji primou vazbou s receptory

e monomerni (malé) typu Ras, kterée interaguji s receptory
neprimo prostrednictvim adaptérd

e vSechny proteiny G mohou vazat GTP/GDP a disponuji GTPazovou
aktivitou

24




Proteiny G a GTP

e proteiny G kolisaji mezi konformacemi ,zapnuto" (s GTP) a ,,vypnuto"
(s GDP)

e zapinani zajist'uji proteiny GEF (guanine nucleotide—exchange
factors), které katalyzuji disociaci GDP a jeho nahrazeni nahrazeni GTP

e rychlost hydrolyzy GTP zavisi na aktivité GAPs (GTPase-accelerating /
activating proteins), které mohou takeé reagovat na mimobunécné
signaly

active
G-Protein

GTP
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Objevitelé proteinu G '

Alfred G. Gilman a Martin Rodbell
Nobelova cenu za fyziologii a medicinu v r. 1994

Alfred G. Gilman Martin Rodbell
(1941-2015) (1925-1998)
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Struktura velkych proteinl G

e neékolik variant, kazda typicka pro urcity soubor receptori a urcity
soubor cilovych proteind

3 podjednotky:
a — obsahuje vazebné misto pro GTP/GDP, zajistuje hydrolyzu GTP
* B ay- ukotvuiji G protein na cytoplazmatickeé strané plazmatické
membrany
e u savcl dosud charakterizovano 20 rliznych typl podjednotky a,
5 typl podjednotky B a 6 typl v
e evolucni konzervativnost
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Funkce proteinu G

e spojovaci clanky mezi povrchovymi receptory a producenty
sekundarnich prenasecl

* interaguiji pouze s aktivovanymi receptory

* vymena GDP na podjednotce a za GTP

e podjednotka o s navazanym GTP prechazi do aktivniho stavu
a oddéluje se od podjednotek B ay

e uvolnéna podjednotka a s navazanym GTP (podobné jako uvolnéné
podjednotky 3 a y) interaguje se svou efektorovou molekulou
v plazmatické membrané

e rozmanitost efektor(l: adenylatcyklaza,
fosfolipaza C, iontové kanalky)

GTP GTP GTP GTP

ion channels increase cAMP '
inhibition cAMP pip2— PACG
phospholipases IP
phosphodiesterases

28




Hlavni efektory proteintl G

G protein Effectors Second Cellular effect
complex messenger
Gas Adenylyl cAMP PKA
cyclase phosphorylates
target proteins
Gai Adenylyl Inhibits Inhibits PKA
cyclase cAMP
Gaq Phospho- DAG, IP,, Activate PKC
lipase C Ca* Regulate Ca®*-
binding proteins
+ Gat

fppt.com
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Proteiny G reguluji
propustnost iontovych kanalku

Napr. regulace Cinnosti srdecniho svalu acetylcholinem

nervova vlakna pro zpomaleni Cinnosti srdce uvolnuji acetylcholin
vazba acetylcholinu na povrchovy receptor bunek srdecniho svalu
aktivace proteinu G, disociace podjednotek

vazba komplexu By na kanalek K* v plazmatické membrané
zvyseni propustnosti kanalku Aceti'cho"ne K+ channel
zména elektrickych vlastnosti buriky | & “‘B =
zpomaleni staht Cytosol .

hydrolyza GTP: spojeni podjednotek  |active miscarinic
pFOtean G acetylcholine receptor

e uzavreni kanalku




Proteiny G aktivuji enzymy

e adenylatcyklazu (tvorba cAMP)
e fosfolipazu C (tvorba inositoltrifosfatu a diacylglycerolu)

e vzniklé rozpustné malé molekuly rychle difunduiji bunkou
(,druhotni poslové")

aktivovany fy-komplex aktivovany enzym
Y

aktivovana o—podjednotka
G-proteinu

mnoho intracelularnich molekulovych
posld difunduje v bufice a aktivuje
cilové proteiny

— 31
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Vypnuti signalu

e nastava po nékolika sekundach aktivity proteinu G,
kdy GTPazova aktivita podjednotky a vyvola
hydrolyzu GTP

e rychlost hydrolyzy GTP ovlivhuje i aktivita GAPs

* aktivita proteinu G je vymezena dobou, po kterou jsou podjednotky a
a By disociovany

e po hydrolyze GTP na GDP se podjednotky a, B, y spojuji a vypinaji
signal

32



Poruchy funkce proteinu G

cholera toxin + NAD
(with help from cellular activator)

e  tvorba nadorli
. infekcni choroby

OFF

downstream

cholera: \‘mm
e Vibrio cholerae produkuje cholerovy toxin

(tj. enzym, ktery katalyzuje prenos ADP-ribdzy na podjednotku a

proteinu Gs a tim neadekvatné prodluzuje jeho aktivitu)
e ADP ribozylace podjednotky a Gs vyvolana cholerovym toxinem
snizuje rychlost hydrolyzy GTP - protein Gs zlstava v aktivnim
stavu - neustala aktivace adenylat cyklazy: vysoka hladina cAMP —
vysoka propustnost sodikovych kanalkl strevnimi bunkami - velka mira
prijmu vody a iontd sodiku do strev — letalni prijmy

33



Protein G:
aktivace adenylatcyklazy

Regulace tvorby cyklického adenozinmonofosfatu (cAMP)
(cAMP objeven pri studiu metabolismu glykogenu, Sutherland, 1958)

Q)F fommaone NH,
\ f§N
. Adenylyl cyclase 5 N')

0—CH,
0
4 1
3 2

D=T—O OH

5
S 3',5'-Cyclic AMP
: 0 proteln Activated {cAMP)
’ G protein - : .
Plasima membrane % . @ Aifii:\;zteez ?;}?ﬁ;ﬂ

34
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cAMP

* hladina cCAMP zavisi na rovnovaze aktivit o o [o -
adenylatcyklazy a cAMP-fosfodiesterazy

A 7 ’ 5 s OH OH
* aktivita adenylatcyklazy je regulovana R
proteinem G, aktivita CAMP-fosfodiesterazy — gl
podléha regulaci jen vzacné (je konstitutivni) <I =5
e rychla zména koncentrace v reakci na /CHzo I
mimobunécné signaly 0 __
e rozpustnost cCAMP ve vodé& umozfiuje jeho DV S O 7
presun z membrany do cytozolu o*
won [

N SR,

<’ [ocd
@) )
A N N
O-P-0O-CH, O

2

OH OH




Regulace adenylatcyklazy

R{zné proteiny G (spojené s rliznymi receptory)
mohu mit na adenylatcyklazu rlzny vliv

Plasma ; Epinephri PGE Inhibit
Stimulator pinephrine 1 nhibitory
membrane i ? Glucagon Adenosine | ligand
: ligand
of liver cell ACTH \
s Activation Inhibition
Exterior / of E of E\

/ E |

Cytosol ' e 0

- T =T
Adenyiyl. | ‘ G, Receptor

Receptor for G, Gﬁ = ! for
stimulatory GDP cyclase [GDP| Gy inhibitory
hormone g h v !
hormone
Stlmula_‘mrzf Inhibitory
G protein G protein

complex complex
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Efektory cAMP

Protein kinaza A

e fosforyluje napr. transkripcni faktor CREB
(zodpovidajici za transkripci gent vybavenych
sekvenci CRE — ,,cAMP-response element")

fppt.com



Struktura protein kinazy A

Inaktivni stav:
e dveé regulacni podjednotky (vazba cAMP)
e dveé katalytické podjednotky

Aktivni stav:

vazba cAMP — zména konformace regulacnich
podjednotek — disociace regulacnich podjednotek z
komplexu — uvolnéné katalytické podjednotky mohou
fosforylovat své substraty

PKA:
e vyskyt ve vSech zivocisnych bunkach
— zprostredkovava vétsinu ucink@ cAMP

fppt.com




Efektory cCAMP

Kinaza fosforylazy a glykogen syntaza

* oba enzymy zapojeny do metabolismu glykogenu
e kinaza fosforylazy - regulace fosforylazy stépici glykogen
e glykogensyntaza regulace syntézy glykogenu

[ CHp=OH CH,OH CH,OH CH,OH
H OH
OH H H OH H OH H OH
OH 2.1 + Y H H H OoH H
HO O—PXP—O—uridin OH OH
CHAOH cH,on OH CH CHZOH b OH e HO o] o] O-R
PO
Q @ Q Q o M e
glykogen (n jednotek)
glykogensynthasa
CH,OH
OH
. . CH,-OH CH,OH CH,OH CH,OH
k!
cHon M TH, CH,OH £ H,OH H H OH H OH H OH H H OH
o o o o oH H OH H oH H oH H
OH OH OH oH HO o] o) 0 O—R
o o o - ! o6 H OH
glykogen (n+1 jednotek)

39



cAMP a metabolismus glykogen

Glucagon
epinephrine,
others
Adenyii %) @
cyclase  #y 4%

O—,*E)

Cytoplasm Nucleus

Bloodstream
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Inactive Active '
¥4 R s Glycogen
AMP ~————— cAMP : synthase
Phosphodiesterase () : O
Protein ® $ © _Active ¥
kinase A ' o b
v A B
D P~/
Inactive Active w5 ¥ g
#/ 1\vw Phosphorylase
e kinase :
Inactive
-
........ = )
Active Phosphatase  |nactive
Phosphorylase #¥ (\* @
- ¢
Inactive Phosphatase Active
CHOPOE 4%
O R PR DU i
- ~-f— -
Pz @ AR
Glucose Glucose 6—  Glucose 1- Glycogen

e phosphate phosphate
Plasma membrane
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Ionty Ca?+

e protein G ovlivhuje hladinu Ca2* v cytozolu
e rlzna koncentrace CaZ* v cytozolu

a mimobunécném prostoru/bunécnych
zasobarnach: cytozol - 10“M mimobunécny
prostor/zasobarny - 10-3M

e dUsledek ¢innosti iontovych pump

e koncentracni gradient tlaci ionty Ca2* do
cytozolu

e zvysena permeabilita membrany — vyssi
koncentrace Ca%* v cytozolu — aktivace
nitrobunécného signalniho mechanismu

M -drivian
Ca®* antiport

& @

Ca?*-ATPaso

[Ca™] = 1077

[Ga™] = 107 M
CYTOE0L

Ca®* - ATPasza in Ca-binding sttive Cat*
;%?E{:;;iu: malocules in impart in

i mitechondrion
reticulum cyloplasm iteshondrio

N
f
ATP +Fi

calclum:-binding molaculs

andoplasmic raticulum rmitechaendrion

CYTOS0L




Dva zplisoby
vstupu Ca2* do cytozolu

1. Depolarizaci membrany (akcnim potencialem) — otevreni
vapnikovych kanalkl - zvySeny prijem Ca2* z vnéjsiho okoli

polarized plasma membrane depolarized plasma membrane

'« closed
= . - voltage-gated
ol .° . Ca®* channel

SIGNAL

s open voltage-gated
* - Ca** channel
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Dva zpuisoby
vstupu Ca?* do cytozolu

2. otevrenim kanalkd pro Caz*
inozitoltrifosfatem (IP3)

Signalni kaskada:

vazba ligandu k receptoru — aktivace
proteinu G — aktivace fosfolipazy CB —
tvorba IP; a diacylglycerolu (DAG)

z fosfatidylinositol-bisfosfatu

IP3 opousti plazmatickou membranu a
difunduje cytozolem — otevre kanalky Ca2+
v ER — uvolnéni Ca2+* do cytozolu

Plasma
membrane ﬂ

ﬁmﬂ

PIP, DAG
Cytosol
(o]
IP4
o O/Ca2+
O

IP; receptor \Y

© 00000l ooc
©0000O0COOOO
© 0000000 O0C

Endoplasmic reticulum © © © O©




Proteiny G a fosfolipaza C

aktivace fosfolipazy C (2 zp(soby):

e zprostredkovana proteinem G - aktivace fosfolipazy CB
e primou interakci s receptorem pomoci domény SH2 - fosfolipaza Cy

_._-:',_-_ B e A - Eafiy's ..'-i'.'.ll ]
PIP, \‘; DAG
n '

P,




IP3 a DAG

e produkty enzymove aktivity fosfolipazy C
e IP3 zajisti uvolnéni Ca2* z bunécnych zasob

e diacylglycerol se ucastni:

a) metabolismu kyseliny arachidonové — syntéza prostaglandindi

b) aktivace protein kinazy C

Inner leaflet of plasma membrane

Cytosolic leaflet
A

: =0 (|:=D =0 {|:=0 |=O <|:=D
a 9] O (9] o]
T ATP  ADP N ATP  ADP I
CH.-CH—CH,, J CH,—CH—CH : ;_1 (liH?—CH—CH
Pl-4 kinase Q PIP-5 kinase Elj
0=—P=0 OH 0—P=D OH O—F|'=-U P

Phosphatidylinositol
(P1)

P! 4-phosphate
{PIR)

Pl 4,5-bisphosphate
{PIP3)

1,2-Diacylglycerol
(DAG)

£

|

o]

1 &
ospholipase

Inosito! 1,4,5-
trisphosphate
{1P3)

w}} — [t ke
DAG

@—» Ca2+ mobilization
IP3
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Efektory iontt Ca2+

Troponin C — pritomen v bunkach kosterniho svalstva
- Uloha pri svalové kontrakci

troponin complex
70 nm

I
5 i
actin OPOMYOSM myosmn hmdmg site

Kalmodulin - jediny polypeptid se 4 misty pro vazbu Ca?*
- zprostredkovava vétsinu reakci na Ca2*
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Kalmodulin po aktivaci

zmeéna konformace

zvyseni afinity pro jiné proteiny

zmena jejich aktivity

kalmodulin byva stalou regulacni slozkou
enzymovych komplex{

dilezitou cilovou molekulou fizenou komplexy
kalmodulin/Ca2+ je Ca?*-dependentni protein
kinaza (Ca-kinaza), ktera fosforyluje Ser/Thr
cilovych proteint

Calmaodulin

bm-dlng

Ca’*/calmodulin “

_\

Ca’*/calmodulin-dependent protein kinase
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Signaini drahy
cAMP a Ca2?* vzajemne interagu

e hladiny cAMP a Ca2* se ovlivnuji navzajem:
- napr. komplexy Ca2+*/kalmodulin mohou vazat a regulovat
aktivitu adenylat cyklazy
- kindza A mUze fosforylovat nékteré kanalky urcujici obsah
Ca2* v cytozolu

e Ca-kinaza mdze byt fosforylovana kinazou A

e kinaza A a kinaza Ca casto fosforyluji aminokyseliny téhoz
proteinu (napr. CREB)

ji
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Katalyticke receptory

zprostredkovavaji reakce na rlstové faktory/hormony
disponuji proteinkinazovou aktivitou zavislou na ligandu
glykozylovana N-koncova doména sméruje ven z bunky

stredova hydrofobni doména prochazi membranou

C-koncova doména ma kinazovou
aktivitu nebo je schopna asociovat
s nitrobunécnymi PTK — urcuje typ
signalni drahy a tim také charakter
bunécné odpovédi

Outside
of cell

Cysteine-rich
domains

lg-like
domains

Tyrosine
kinase

domain

Cytosol

EGF receptor

Insulin receptor

PDGF receptor




Receptoroveé tyrozinkinazy

e cytoplazmaticka doména ma tyrozinkinazovou aktivitu zavislou na vazbé ligandu

e vétsSinou polypeptidovy retézec, ktery prochazi membranou jedinym a-helixem
(moznost lateralniho pohybu membranou)

(A) (B)

e vazba ligandu vyvola dimerizaci receptoru, | rocrs
nasledkem je transfosforylace partnerské
podjednotky

EGF
receptor

845 YHAE STAT3/5

PLC-y
“~{She
Chbl

992 YLIP

740 YMDM 1045 YSSD
751 YVPM

771 YMAP JAKZ

Grb2
STAT3/5
GAB-1

—5i5

1068 YINQ

1086 YHNK
1009 YTAV

1021 YIIP 1148 YQQD

K fosforylovanym AK zbytkéim se doménami
e SH2 vaze fada riznych protein( /J:m/'

1173 YLRV ~ SHP1
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Prenos signalu
receptorovymi PTK

Signal-molecule Signal molecules
o Helix in the + I ELEE Plasma Activated relay
membrane R TIe proteins

| _ Cellular
s | S — |l
L D | nactive rel tei - Cellular
nactive relay proteins ADP
; w == esponse
\/ Activated tyrosine-kinase

Tyrosine-kinase receptor receptor (phosphorylated
proteins (inactive monomers) dimer)
(a) Inactive tyrosine-kinase receptor system (b) Activated system
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binding site for binding site for

D Y 4 n a S H 2 phosphotyrosine amino acid side chain|™

e ,Src homology"

e velikost cca 100 aminokyselin

e nitrobunécny ,receptor®, ktery je
soucasti struktury nékterych proteind

° rozeznava a vaze proteinové domény, které obsahuji specifické
fosfotyrozinové zbytky a kratky specificky oligopeptid dlouhy 3
— 6 zbytkd AK, ktery s fosfotyrozinem sousedi

Vyznam:
zajist'uje protein-proteinovou interakci
nasledkem je aktivace dalsi casti signalni drahy
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Doména SH2
v signalnich drahach

N

Downstream
signaling
molecule

SH2 domain SH2 domain
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Domeéna SH2
v signalnich drahach

e transfosforylace receptoru vede k vytvoreni specifické rady
fosforylovanych tyrozinG v cytozolické doméné

e fosfotyroziny vyhledany rliznymi cytoplazmatickymi proteiny
s doménami SH2: enzymy metabolismu fosfolipidt (fosfolipaza
C), proteiny G (Grb2, Shc, Ras), transkripcnimi faktory (STAT)

* po spojeni s receptorem mohou byt tyto substraty receptorovou
kinazou fosforylovany
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Diisledky interakce
domeény SH2 s fosfotyrozinem

zavisi na povaze cilového proteinu

e zmeéna konformace proteinu

e usnadnéni interakce s jinymi proteiny
e zmeéna aktivity proteinu

* translokace proteinu do jiné Casti bunky
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Priklad zapojeni domeny
SH2 do signalizaci: draha Ras

soucast mitogenni signalni kaskady — ligand/receptor-Grb2-Sos-Ras

adaptérovy protein Grb2 obsahuje doméeny SH2 a SH3

doménou SH2 se spojuje s aktivovanou receptorovou PTK
doménou SH3 se spojuje s proteinem Sos

Sos je GEF protein - zajistuje vyménu GDP za GTP na proteinu G
Ras

plasma
membrane
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Ras: soucast signalni drahy M2

e aktivovany Ras vaze a aktivuje efektory - Raf, fosfoinositid kinazu 3, Ral
e Raf je serin-treonin kinaza, ktera spousti kaskadu kinaz MAP
(Raf-MEK-ERK)
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Ras: soucast signalni drahy

e aktivovana kinaza ERK prechazi
do jadra, kde fosforyluje napr.
transkripcni faktor Elk-1

* Elk-1 indukuje transkripci
genl potfebnych pro proliferaci
bunky

fppt.com
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Aktivace a inaktivace Ras

GTP H,0
Guanine Nucleotide GTPase Activating HYd rolysis
Excha nge e - Proteins
(GEFS) (GAPS)
Pi
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Ras a nadory

Mutantni Ras v nadorovych burikach nemuize hydrolyzovat GTP
a hromadi se v aktivnim stavu

GTP
..

Exchange

Ras-GDP
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Kinazova kaskada MAP

e MAPK (,,mitogen-activated protein kinases")

e rodina serin/treonin proteinovych kinaz

e vysoka konzervativnost v eukaryontnich bunkach

e Ucast na procesech proliferace, diferenciace, pohybu a bunécné smrti

e MAPK (ERK) jsou fosforylovany a aktivovany kinazami MAPK (MAPKK,
MEK)

* MAPKK jsou fosforylovany a aktivovany kinazami kinaz MAPK
(MAPKKK, Raf)

e MAPKKK jsou aktivovany interakci s malymi G-proteiny (napr. Ras)
nebo jinymi kinazami, které jsou napojeny na povrchovée receptory
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Efektory Ras:

kinaza Raf (MAPKKK)

Ras pritahuje cytozolickou kinazu Raf (MAPKKK) a aktivuje ji
kinaza Raf fosforyluje kinazu MEK (MAPKK)
kinaza MEK fosforyluje 2 dalsi kinazy Erk1 nebo Erk2 (MAPK)

kinazy Erk fosforyluji své substraty: transkripcni faktory (Ets, Elk-1,

SAP-1) nebo dalsi kinazy (Mnk1).
e Ets Fidi expresi genll kodujicich cyklin D1, Fos, atd.)

'
PI3K

PIP;

Akt/ili'KB Rho-GEFs

v
Raf (MAPKKK)

v
MEK  (MAPKK)

v

1 ! i Erk1 or 2 (MAPK)

Bad | GSK-3B

hibitio Y stimulation

of apopto ""TIOR of cell l, 1 1 1 l 1

stimulation : ;
of protein  PTONEration  mukl RSK Mnk] Es  Elk-1 SAP-1
synthesis T
(cell growth) (transcription)

elF4E
(protein
synthesis)

Ral-GEF

Ral-A

\

Ral-B

Cdc42

—

filopodia lamellipodia
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Efektory Ras:
Fosfatidylinositol 3 kinaza

e Ras aktivuje fosfatidylinositol 3 kinazu (PI3K): vznika
fosfatidylinositol 3 fosfat (PIP3), ktery pritahuje proteiny s
domeénou PH (,,pleckstrin homology"): napr. kinazu Akt (tj. protein
kindzu B), ktera se timto aktivuje a ovlivni aktivitu svych substratd,
které ridi zivotaschopnost, rlst a proliferaci bunék

e dalSi substraty s PH doménou: rodina malych proteinii typu Rho
vazoucich GTP (ovlivhuji dynamiku cytoskeletu)

Ras
|l|
[ .a
PI3K Raf (MAPKKK) Ral-GEF
1 MEK (MAPKK) Ral-A Ral-B
N
Erk1 or 2 (MAPK) RalBP1
! £ %
Akt/PKB Rho-GEFs R
] Mnk1 RSK Mnk1 Ets Elk-1 SAP-1 Cdca2 Rac
L 1
T
l l’ -|- l (transcription) l l
Bad 1 GSK-3p elF4E filopodia lamellipodia
- inhibition stimulation (protein
ofapoptosis ~ mTOR of cell synthesis)
stimulation proliferation
of protein
synthesis
(cell growth) 63
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Efektory Ras: proteiny Ral ‘

 Ral-A a Ral-B maji vysokou homologii s Ras

e aktivace Ral je zalozena na vyméne GDP za GTP

e asociace s Ras zpUsobuje konformacni zménu Ral-GEF vedouci
k aktivaci GEF a naslednému prenosu GTP na Ral

e aktivované proteiny Ral-A a Ral-B ovliviuji své substraty, napr.
inhibuji Cdc42 a Rac (tj. cleny rodiny Rho ovlivhujici bunécnou
polaritu, adhezi, migraci, proliferaci, aktinovy cytoskelet a
vezikularni transport)

Ras
|l|
!
Raf (MAPKKK
P'|3K . ’ Ral-GEF
PIP, MEK  (MAPKK)
Ral-A Ral-B
Akt/PKB  Rho-GEFs Erk1lor2 (MAPK) \ /
RulBP1
l | 1 R »
Bad | GSK-3B Mnk1 RSK Mnk1 Ets Elk-1 SAP-1 X
inhibition stimulation L I
of apoptosis  MTOR of cell 1 (transcription) (dea2 Rac
stimulation  ,5iferation elF4E
of prote!n (protein
G — synthesis) filopodia lamellipodia
(cell growth) 64



Efektory Ras: Rac a Cdc42

e Cdc42 kontroluje organizaci aktinovych vilaken a filopodii (malych
extensi cytoplazmy, kterymi si bunka ,,osahava" své okoli)

e Rac kontroluje tvorbu lamelipodii (rozsahlych vybézk{ cytoplazmy,
které se tvori v souvislosti s pohybem bunek)

https://www.youtube.com/watch?v=vAaQ4WS8Ohl

https://www.youtube.com/watch?v=t3u?2 pAEB94
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Objev onkogenu ras: rok 1982

Mariano Barbacid

fppt.com

L]
Courtesy of Cold Spring Harbor Laboratory.
Moncommercial, educational use only.

Michael Wigler

Robert Weinberg
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Receptorove
serinoveé/treoninove kinazy

i kostni morfogenni proteiny

slozené ze dvou odlisSnych podjednotek, kazda z nich ma
cytoplazmatickou domeénu se serin/treonin-kinazovou aktivitou
aktivaci zajistuje dvojice spojenych ligandl (ligandovy dimer)
obée podjednotky receptoru se podileji na aktivaci transkripcnich
faktorl Smad

proteiny Smad reguluji expresi gend,
jejichz produkty ridi bunécnou proliferaci
a diferenciaci

b = 2/3
Priklady ligand(: = ﬂ.ﬂ
transformujici rastovy faktor B ,
aktivin Smadt - Q@R

-

NS v—
DNA .s(’ .4,, X t"; 4" o’." s"" o(/




Ligandy pro receptorove"
serinoveé/treoninoveé kinazy

TGF-

* inhibuje proliferaci bunek

e stimuluje tvorbu extracelularni matrix — kolagenu, proteoglykand,
a adhezivnich glykoproteinli — podminka spravného vyvoje organd

Ztrata receptoru pro TGF-B: vznik nékterych nadord, ztrata schopnosti
reagovat na TGF-B zastavenim rlstu bunék

Aktivin
ovliviuje diferenciaci ranych embryonalnich bunék pri formovani
zarodecnych vrstev

. Kostnl morfogennl proteiny

uji diferenciaci osteoblastl (a dalSich bunék)
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Signalizace TGFf

seskupeni receptortl TGFB RI-RIII
aktivovany RI fosforyluje transkripcni faktor
Smad3 nebo jiny R-Smad (,,receptor-
regulated Smad"): zména konformace,
ktera obnazi jaderny lokalizacni signal NLS
2 fosforylované molekuly Smad3 interaguji
s proteinem Smad4 a importinem 3
vznikly cytozolovy komplex prechazi do jadra,
kde se importin uvolnuje

Smad3/Smad4 se spoji s transkripcnim
faktorem TFE3: aktivacni komplex, ktery se
vaze na regulacni sekvence cilovych genl

Exterior

@"'ﬁ- Smads3-P

mMH1 =HE

Smad4

B - mpp

I
oy ’T;_ES\“\
mg:a:f @
-\1&

- _::e" Transcription
OTAGAC] y CACGTGRED  PALT e

3-bp spacer




Receptory pro cytokiny

cytoplazmaticka doména nema enzymovou aktivitu,
ale nekovalentneé vaze tyrozinové kinazy Jak/Tyk

\ / @O —@& — W
Jak /%?@2“

IR_A

.lak0 . )

S

—

N

-

70N IS

o/ / v & v o

* vazba Ilgandu receptor aktivuje tak, SATL | ST

ze bud’ spoji plivodné oddélené
jednotky nebo zméni konformaci
preformovanych dimer{

* nasledkem je vzajemna |
transfosforylace asociovanych kindz  tansiocate as

transcription

JAK, TYKZ factor to nucleus
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Signaini draha Jak/STAT

e vyuzivana cytokiny
e Ucast na fizeni rlstu, preziti, diferenciace a odolnosti k patogentim
* Jak ,Janus-family tyrosin kinase"
 STAT ,Signal transducer and activator of transcription":
e transkripCni faktory opatrené doménou SH2
e v nestimulovanych bunkach inaktivni, lokalizovany v cytoplazmé
Signalizace:

e Jak fosforyluje STAT a stimuluje tak jeho translokaci do jadra, kde
aktivuje transkripci gend
e gsystém zajistuje primé spojeni mezi povrchem bunky a jadrem

/1



Signailni draha Jak/STAT

Jak se konstitutivné asociuje s receptorem

stimulace receptoru cytokinem

dimerizace receptoru

aktivace kinaz Jak, Tyk2

fosforylace receptoru

fosforylovany receptor interaguje s doménou
SH2 proteinu STAT

Jak/Tyk2 fosforyluje STAT

fosforylovany STAT se oddéluje od receptoru,
dimerizuje a prechazi do jadra

v jadre STAT zajisti aktivaci transkripce
cilovych gen(

Jak fosforyluji i jiné signalni proteiny — propojeni

. ruznych signalnich drah

fppt.com

Plasma
membrane
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Signaini draha Jak/STAT

proteiny SOCS ("suppressors of cytokine signaling") a fosfataza SHP1
tlumi signalni drahu JAK/STAT zpétnou vazbou

Jak/STAT Signaling: IL-6 Receptor Family

P-1, Pim-1,
ines, TEA, etc.

73
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Negativni regulace
signalizace drahy Jak/STAT

Proteiny SOCS
e negativni regulatory signalizace cytokiny
e kodovany geny, jejichz transkripce je indukovana proteiny STAT

Signal blocking and protein degradation

2 meChanismy: induced by SOCS proteins

* doménou SH2 se proteiny SOCS N
vazou na fosfotyroziny aktivovanych ‘?’/
receptor(: znemoznéni vazby dalSich )

proteinl
e doménou SOCS box je zajisSténa

interakce SOCS s ubikvitin ligézou: e 2
_ polyubikvitinace a likvidace JAK @ [,
piroteazomen 2o 2% SIS nenimen
- SH2 SOCS "\ ubiquitin

domain box ligase

74
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Negativni regulace
signalizace drahy Jak/STAT

FOSfatéZ(_)u SHP1 , . , JAKZ deactivation induced by

e SHP1 je inaktivni v nestimulovanych SHP1 phosphatase
bunkach (doména SH2 se vaze na i
katalytické misto a inaktivuje jej) (Y ) Epor

o vgvstlmulovany_ch bupkach §H2 domeéna TTPITINL = » [rem—
vaze fosfotyrozin aktivovaneho receptoru kinase [ winase

e konformacni zména SHP1 obnazi | \ : %
katalytické misto fosfatazy SHP1 a dopravi il wp
jej do blizkosti kritického fosfatu kinazy Jak e (e

e odstranénim fosfatu se Jak inaktivuje N % o

- SHP1
| SI{EZ Phosphatase

domains domain
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Receptory pro cytokiny

Priklady ligandQ:

Ristovy hormon ridi rlst a vyvoj téla (mutace receptoru
zpUsobuiji rlstovou nedostatecnost)

Erytropoietin reguluje proliferaci a diferenciaci prekurzor{
cervenych krvinek (mutace receptoru zplsobuji poruchy tvorby
erytrocytl)

Interleukiny ridi bunky imunitniho systému (mutace receptoru
_ zpisobuji imunodeficienci)
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[g ~ [E— Deltaor

Signalizace Notch s Wi
e zapojené do signalizaci spojenych s ranym ) § JP\

embryonalnim vyvojem g L_ cut
e jako ligandy slouzi proteiny Delta (u much) .. \

obecne NotchL by b _ plme
* po aktivaci ligandem receptory Notch aktivuji ’ Ujl

signalni drahu ovlivAujici vyvoj organismu w—— I

Struktura: DNA YAYRYAYAY ;;‘:;'mvators

e nekolik extracelularnich domén typu EGF, jedna transmembranova
domeéna, nitrobunécna doména bez enzymoveé aktivity

e po aktivaci dochazi ke 2 proteolytickym reakcim (1x v ektodoméng, 1x
v transmembranové doméné), produkt Stépeni ztraci ukotveni k

membrané, uvolnuje se do cytozolu a pozdeji do jadra, kde ovliviuje
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Signalizace Hedgehog

Hedgehog je proteinovy ligand objeveny u drozofily
na prijeti signalu Hedgehog se podileji membranove proteiny
Patched (receptor) a Smoothened

Funkce:

nezbytny pro segmentovani embrya

homologni struktury jsou popsany u cCloveka: ridi diferenciaci mnoha
tkani, napr. nervového systému

mutace v jednom ze tfi znamych gent hedgehog zplsobuji zavazné
vyvojove poruchy

mutace v genu patched zpUsobuji karcinom ktze
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Signalizace Hedgehog

e za nepritomnosti ligandu Hedgehog: Patched inhibuje Smoothened

e za pritomnosti Hedgehog: navaze se na Patched, ktery uvolnuje
Smoothened

e uvolnény Smoothened stabilizuje protein Gli

e Gli se transportuje do jadra, kde se podili na tvorbé funkcnich
transkripcnich faktord

Hedgehog

"

Patched Smoothened
" " plasma

a=finy

Gli 0=
{
{
{
{

nucleus

co-activator f{




Signalizace Wnt

LRP

Frizzled

__inactive
, Dishevelled

CYTOSOL

e proteiny Wnt jsou signalni molekuly ovlivhujici embryonalni vyvoj
e vazou se na povrchoveé receptory rodiny Frizzled a koreceptor LRP

e aktivované receptory Frizzled pres protein Dishevelled signal
predavaiji dale do buriky — rozhoduji o hladiné volného B-kateninu
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3-katenin

active GSK3 = Eivie CIEY

e v embryonalnich bunkach obvykle vazan s
kadheriny, ucast na mezibunécnych spojich

axin

R P
unstable

e pokud neni spojen s kadheriny, podléha APC
rychlé degradaci v degradacnim komplexu o fcatenin
slozeném z protein{: casein kinase 1 (CK1), PP
glycogen synthase kinase 3 (GSK3), axin a PH%_—"CF’:T%F;JngED -g ":'
Adenomatous polyposis coli (APC), kde UBIQUITYLATED AND ”
fosforylace B-kateninu kindzou CK1 o gl
umoznuje jeho naslednou fosforylaci
kinazou GSK3, Cimz je umoznena jeho Groucho
ubikvitinace a degradace v proteazomu iy

DNA =4

Wnt TARGET GENE
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B-katenin a Wnt

kdyz se navaze Wnt na Frizzled a LRP, vytvori
oba receptory komplex s axinem a APC, ktery
je s pomoci aktivovaného Dishevelled
fosforylovan kinazami GSK3 a CK1

komplex je tim inaktivovan, B-katenin se
nefosforyluje a tim z{stava stabilni

B-katenin se hromadi, prechazi do jadra, kde
ovlivni genovou expresi

mezi geny aktivované Wnt patfi napr.
protoonkogen c-myc (stimuluje proliferaci
bunék)

mutace v genu APC jsou velmi Casté u
strevnich nador{ (inhibuji schopnost proteinu
APC vazat B-katenin, ktery se pak hromadi a

o ovlivnénim genové exprese prispiva k maligni

formaci bunék)

(B) WITH Wnt SIGNAL

activated Whnt

LRP

activated Frizzled

activated
Dishevelled

‘ stable

B-catenin

UNPHOSPHORYLATED
B-CATENIN ACCUMULATES,

MIGRATES TO NUCLEUS,

DISPLACES GROUCHO AND

ASSOCIATES WITH COACTIVATOR

Groucho




mEmE

Receptory zajist'ujici
fosforylaci IkB

e transkripCni faktory rodiny NFkB jsou
regulovany na Urovni translokace do jadra

e inhibitory IkB zadrzuji NFkB v cytoplazmé

e tada receptorll po aktivaci ligandem dokaze
aktivovat kinazu IKK, fosforylujici IkB

e fosforylovany IkB je predurcCen k proteolytické
degradaci

receptors

|
R

plasma
membrane

JJ"\_ co-activator

4

DNA YRR/
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Souhrn

e bunky komunikuji prostrednictvim signalnich molekul

e signaly bunky zachycuji signaly specifickymi receptory na povrchu
nebo uvnitf bunék

* rozmanitymi nitrobunecnymi signalnimi drahami se signal o interakci
ligandu s receptorem dostava k bunécénym efektorlim, ktery zajisti
adekvatni reakci bunky

e schopnost produkovat a/nebo detekovat signaly a adekvatné na né
reagovat je podminkou radného vyvoje embrya i udrzovani
homeostaze dospéleho organismu v proménlivém prostredi
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