SIGNALIZACE MEZI BUNKAMI

Mezibunecna komunikace

- koordinace rustu, diferenciace, metabolismu bunek tkani a jinych
mnohobunecnych struktur

- bunky - komunikace primym kontaktem bunka-bunka - specialisované
spoje v plasmatické membrane - vymena malych molekul - napr. koor-
dinace metabolickych odpovedi; urceni tvaru bunek

- interakce bunka-bunka = pocatek vyvoje a diferenciace tkani, vazba
specifického proteinu jedné bunky na receptor bunky druhé

- extracelularni signalni molekuly - syntetizovany “signalizujicimi”
bunkami vyvolaji odpoved jen v “cilovych” bunkach, majicich
receptory

- signalni transdukce - proces “premeny” extracelularniho signalu na
bunecnou odpoved

Komunikace extracelularnimi signaly: 6 kroku

1) syntéza signalni molekuly “signalizujici” bunkou

2) uvolneni signalni molekuly “signalizujici” bunkou

3) transport “signalu” k cilové bunce

4) detekce “signalu” specifickym receptorovym proteinem

5) zména bunecného metabolismu, funkce nebo vyvoje vyvolana
komplexem signal-receptor

6) odstraneni signalu, obvykle “ukonci” bunecnou odpoved

Eukaryotické (i prokaryotické) mikroorganismy:

- sekretované molekuly - koordinuji agregaci individualnich bunek pro
ruzné diferenciacni procesy (parovani, tvorba mnohobunecnych
struktur etc.) - feromony (i u zivocichu nebo ras, uvolnovani do
vzduchu nebo do vody)

- rostliny a zivocichové - extracelularni signalni molekuly, fungujici
uvnitr organismu - kontrola metabolickych procesu uvnitr bunek, rust
tkani, syntéza a sekrece proteinu.

3 typy signalisace extracelularnimi sekretovanymi molekulami u
zivocichu : endokrinni, parakrinni a autokrinni + signal b-b
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Adjacent target cell

- Nekteré signalni molekuly - kombinace vice typu signalisaci - napr.
Epinephrine - jako neurotransmiter i jako hormon



Receptorové proteiny

- specifické proteiny lokalisované na povrchu cilové bunky,
nebo v cytosolu nebo v jadre

- signalni molekula (hormon, feromon, neurotransmiter)
unguje jako ligand, ktery se vaze do specifického mista
receptoru

- vazba ligandu vyvola zmenu konformace receptoru -
iniciace bunecnych zmen

- ruzné skupiny bunek - ruzné receptory pro stejny ligand -
ruzné odpovedi na stejny signal

- ruzné ligand/receptor komplexy = mohou vyvolat stejné b.
odpovedi u urcitych typu bunek.

Receptorovy protein - vazebna specifita pro urcity ligand

Ligand/receptor komplex - efektorova specifita - vyvola speci-
fickou bunecnou odpoved

- Ve vetsine pripadu - role ligandu je pouze se vazat na receptor
ligand neni metabolisovan na uzitecné produkty, nema
enzymatickou aktivitu

- Cilové bunky - vetsinou modifikuji nebo degraduji ligand -
modifikace nebo terminace odpovedi na signal

Klasifikace signalnich hormonu - podle solubility a lokalisace

1. Malé lipofilni molekuly, které difunduji pres plasmatickou
membranu a interaguji s intracelularnimi receptory

2. Hydrofilni molekuly, které se vazi na receptory na bunec-
ném povrchu

3. Lipofilni molekuly, které se vazi na receptory na bunec-
ném povrchu



1. Malé lipofilni molekuly a intracelularni receptory
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Steroidy: syntetizovany z cholesterolu, ucinné hodiny - dny,
ovlivneni rustu a diferenciace specifickych tkani

steroid/receptor komplexy - regulace transkripce, efekt na stabi-
litu specifické mRNA

Thyroidni hormony: stimulace exprese rady enzymu cytosolu
katalysujici katabolismus glukosy, tuku a proteinu, + enzymu
katalysujicich oxidativni forsforylaci mitochondrii

Retinoidy:

polyisoprenoidni lipidy odvozené z vitaminu A (retinol)

- regulace bunecné proliferace, diferenciace, b.smrti

- rada retinoidnich derivatu, dva typy receptorovych skupin,
tvori heterodimery

- béhem vyvoje - funguji jako mediatory interakce b-b



2,3 Hormony vazici se na povrchové receptory
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2. Ve vode rozpustné hormony
- nedifunduji pfes membrany, vazba na povrchovy receptor
a) peptidové hormony (pr. Insulin, rustové faktory, glucagon)
velikost of nekolika AK az proteiny
b) malé nabité molekuly (pr. epinephrine, histamine) odvozené
z aminokyselin; funguji jako hormony a neurotransmitery
- Casto indukuji modifikaci aktivity jednoho ci vice enzymu, které
v cilovych bunkach uz jsou, uCinek hormonu je témer okamzity
a obvykle netrva dlouho
- mohou navodit i zmeny genové exprese (trvaji hodiny - dny)
- mohou vyvolat | ireversibilni zmeny - bunecna diferenciace

3. Lipofilni hormony

- prostaglandiny (~ 16 ruznych typu v 9 chemickych skupinach -
PGA - PGI)

- patri do skupiny tzv. eicosanoidnich hormonu (20 C) synteti-
zovanych z prekursoru arachidonatu (arachidonic acid), vznika
z fosfolipidu a diacyl glycerolu

- parakrinni i autokrinni siganlisace, modulace rady odpovedi



Klasifikace receptoru bunecného povrchu
1. G-protein coupled receptors (epinephrine, glucagon,

, GPCRs serotonin)
Exterior L'9ande
Plasma membrane m —  — TR ﬁ
Cytosol T lTJ - — |——|
Receptor Inactive G Inactive effector Activated .&.Etwelt effector
protein - signal- enzyme (adenylyl form of generates "second
transducing cyclase, phospho- G protein meassengers” (cAMP;
protein lipase ¢, or others) inositol 1,4,5-
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2. lon-channel receptors (acetylcholine)

Ligand ¢ Ligand Vazba ligandu - zména konformace receptoru
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3. Tyrosine-kinase linked receptors (erythropoietin, interferons)
- cytokine-receptor superfamily
Ligand € v/azp3 ligandu stimuluje tvorbu dimeru

H H receptoru

- interakce a aktivace cytosolickych
protein kinas

Phosphorylated
substrate protein

Protein-tyrosine
kinase (inactive) Substrate protein

Receptor nema enzymatickou aktivitu



4. Receptory s vnitrni enzymatickou aktivitou
Vazba ligandu - stimuluje enzymatickou aktivitu receptoru
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Protein kinasova aktivita
(pf. receptory pro insulin, rustové
faktory) po dimerisaci vyvolané vazbou
- Protein-fosfatasova aktivita  ligandu- Receptor-tyrosine kinases
(RTKSs)

Pusobeni hormonu je €asto zprostredkovano molekulami
“second messenger”’

- vazba ligandu - kratkodoby vzrust (nebo pokles) koncentrace intrace-
lularni signalni molekuly tzv. “second messenger”
cAMP, cGMP, DAG (diacyl glycerol), IP3 (inositol trisphosphate),
phosphoinositides (inositol phospholipides), Ca2+

- zmena koncentrace vede k alteraci aktivity enzymu nebo jinych
proteinu

- metabolické funkce - utilizace glukosy, ukladani a mobilisace tuku
sekrece bunecnych produktu

- zruseni vazby - ukonceni odpovedi
GDP @ qger
Konservativni proteiny drah /ftﬂ\\
signalni transdukce /Vymena GDP za GTP\

1. GTPase switch proteiny

a) trimerni G-proteiny - vazany ¢ m
na receptory inaktivni < aktivni

b) monomerni Ras a Ras-like V\ _Hydrolysa CTP_~

proteiny - s receptory spojeny neprimo, AR

prostrednictvim jinych proteinu P



2. Protein kinasy Protein kinasa
- zmeny ve fosforylaci e
- mohou byt soucasti 7/—TH

receptoru, nebo v ./ ADP G

cytosolu, nebo asocio- ‘
vané s plasmatickou “%\ J
membranou s —

- savci bunky: Tyr - PK a pi Protein fosfatasa
Ser/Thr - PK

- katalyticka aktivita PK - modifikovana forforylaci, primou vazbou jinych
proteinu, zmenami hladiny “second messengers”

- protein fosfatasy

3. Adapterové proteiny - rada signalnich drah - multiproteinové
signalni komplexy - .\

drzené pohromade (s :.
adaptery

adaprtery:
- nemaji Receptor —
katalytickou

aktivitu
- neaktivuji
efektorovy
protein
- maji ruzné kombinace
domén - funguiji jako “docking” mista pro jiné protBiny
Pr.: Domeény vazi fosfotyrosinoveé zbytky (SH2 a PTB domény); prolin-
bohaté sekvence (SH3 a WW domény), phosphoinositidy (PH
domény), C-terminalni sekvence s hydrofobnimi sekvencemi (PDZ
domény)
- adaptery - bud nékolik stejnych domén, nebo ruzné domeny
- adapterové domény se vyskytuji | na proteinech s katalytickymi
doménami
- velké mnozstvi kombinaci,
- “cross-talk” mezi jednotlivymi drahami

Adapter . "
Signaling enzymes




Signalni drahy - obecné charakteristiky

- ruzné receptory urcité skupiny - prenaseji signal konzervovanymi
drahami
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Syntéza, uvolnovani a degradace hormonu je regulovana

Peptidové hormony a katecholaminy

- organismy reaguji na zmeny vnitrniho nebo vnejsiho prostredi-
rychlé odpovedi

- primarne zprostredkovany peptidovymi hormony (insulin, hormony..)
a katecholaminy (epinephrine, norepinephrine, dopamine)

- bunky, které je produkuji - uskladneni v sekretorickych vesiklech pod
plasmatickou membranou

- stimulace bunky indukuje exocytosu peptidovych hormonu do okol”i
bunky

- uvolnené peptidové hormony persistuji v krvi jen sekundy - minuty,
pak jsou degradovany proteasami.

- katecholaminy - rychle inaktivovany ruznymi enzymy nebo “prijaty”
specifickymi bunkami

Steroidni hormony, thyroxin, k.retinova

- steroidni hormony syntetisovany z cholesterolu (asi 10 enzymu)

- bunky produkuijici steroidni hormony - skladuji malou zasobu
prekursoru hormonu, ale nikoli maturovany aktivni hormon.

- po stimulaci konvertuji prekursor na aktivni hormon, ktery difunduje

pres plasmatickou membranu do krve

- stimulace a uvolnenitrva hodiny - dny

- tyto hormony spatne rozpustné ve vode - jsou transportovany krvi
spolu s nosicovymi proteiny, nejsou rychle degradovny

retinol - v jatrech, v krvi v kompexu s serum vazebnym proteinem,
difuse pfes membranu a tvorba komplexu s cytosolickym CRBP
(cytosolic retinol-binding protein) - premenen na retinal

“Feedback” kontrola hladiny hormonu
- positivni nebo negativni “feedback”
- zmeéna hladiny jednoho hormonu ovlivni hladinu jinych hormonu



Receptory asociované s G-proteiny (GPCRs)

- 7 transmembranovych domeén NH' e

- receptory aktivované svetlem ..., e
(rhodopsiny) T

- cichové receptory

- receptory hormonu a
neurotransmiteru

- aktivovany ruznymi ligandy a vyvolavaji ruzné Loop
bunecné odpovedi X podobna signalni draha
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B-adrenergni receptor - trimerni G protein - adenylat cyklasa
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cAMP degradace:

- hydrolysa cAMP na 5-AMP cAMP fosfodiesterasou

- ukonceni hormonalni stimulace

- aktivita forfodiesteras regulovana - napr. stimulace zvysenim
cytosolického Ca2+
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Receptor tyrosin kinasy (RTKs) a Ras

- RTKs - 2 majoritni typ povrchovych receptoru
- ligandy - solubilni nebo membranove vazané peptid/proteinové
hormony (pr. nervovy rustovy faktor, epidermal GF, insulin ...)

- siroké spektrum ucinku - regulace b. proliferace a diferenciace,
preziti bunek, metabolismus

: Ligand
Vazba ligandu - and e &
dimerisace, o ::tg;eand-binding
autofosforylace / o &
- vzajemna obou Extracellular —_—
monomeru domain

-vazba ligandu- Exterior
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- P-Tyr - interakce s domain
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- propojeni se signalni drahou




Ras a Ga podjednotka - patri do GTPasové superfamily

intracelularnich “switch” proteinu

- alterace mezi aktivnim stavem - vazba GTP a inaktivhim stavem -
vazba GDP

- na rozdil od Ga, Ras neni primo spojen s RTKs

- vazba hormonu na receptor - aktivace Ras GDP GTP
- aktivace urychlena proteinem hl'
“‘guanine nucleotide exchange /
factor” (GEF) - vazba na — [ Ras . T
Ras-GDP - zpusobi *’f
uvolneni GDP, ﬂ” ! E

GTP v bunkach ve
vyssi koncentraci

nez GDP - vazba
GTP na “prazdné” Ras 'fgfﬁ.t,i“
Ras, uvolni se GEF :

(X tvorba aktivniho LA
!.
\

\
T GEF < ————————
F

Go-GTP nevyzaduje
GEF)

- hydrolysa vazaného
GTP - inaktivuje Ras i Ga = [l GAP |
(prumer délky existence ff g
Ras-GTP je cca 1 min) F{
deaktivace Ras vyzaduje dalsi
protein - “GTPase activating protein” (GAP) - vazba na Ras-GTP a
zvysuje GTPasovou aktivitu 100x (X neni u Ga)

- Ga (cca 300 AA) x Ras (cca 170 AA), Ga ma navic doménu, ktera asi
funguje jako GAP, prima vazba mezi aktivovanym receptorem a
Ga-GDP - asi pomaha uvolneni GDP a vazbu GTP (misto GEF)

4 3

GTPase superfamily
- zahrnuje dalsi dalsi proteiny: napr. Rab proteiny (regulace fuse vesiklu),
Rho proteiny (regulace aktinového cytoskeletu)



Adapterové proteiny a GEF
- propojuji vetsinu aktivovanych
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MAP kinasova draha

§

RTK-Ras - predavaji signal T\ HaN
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signalni transdukce - Ras 4 cﬂﬁtqiﬁ ¢
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. . ” 2 Racruitmant of Raf tc meambrane

protein kinase”) Stimulatad call
Kaskada:
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A-koncovou doménu Raf GTP) Ras \\

(Ser/Thr kinase) ( w
2. Raf vaze a fosforyluje &___

MEK (PK s dualni specifitou,

3 Hydrolysis of GTP and dissociation

ktera fosforyluje jak Tyr tak Ser) of RaseGDP from Raf
3. MEK fosforyluj ktivui & Activation of Raf
: osforyluje a aktivuje it

MAP kinasu (Ser/Thr PK) j MK by fat
4. MAP kinasa fosforyluje radu ;

“substratovych” proteinu =y
I'.\_i‘ 'I I/-V'_
+ 2 dalsi dulezité proteiny - @ ) ‘ (O
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’ e , . oy P
zatim znama, zrejme dulezité pro '
& Phosphorylation and activation
tvorbu komplexu. f af MAF kinasa by MEK
Neindukované bunky: Raf v

cytosolu v komplexu s dimerem
14-3-3.
- Ksr ma vazebna mista pro Raf,

14-3-3, MEK a MAP kinasu. 0 f o\%

? Adapterovy protein - “scaffold” {f } GH@ I

pro tvorbu velkého signalniho komplexu 0 SH
o )

MAP kinasa: Ser/Thr PK, }rf/ 1 )

muze se translokovat do To nucleus

jadra, fosforylovat radu dalsich proteinu, vcetne transkripcnich
faktoru, které reguluji expresi dulezitych proteinu b.cyklu a diferenciace.



Ruzné typy receptoru prenasi signal na MAP kinasovou drahu

- Kvasinky + dalsi 1b eukaryota - nemaji RTKs X maji MAP kinasové
drahy

- U vyssich eukaryot - stumulace i jinych receptoru nez RTKs - aktivuje
signalni drahu vedouci k aktivaci MAP kinasy.

Exterior  P3rovani kvasinek S.cerevisiae

MAP kinasova

draha spojena a $
G-protein/receptor Cytosol o— SN Gy
- vazba feromonu na Stezﬂr— Serinefthreonine kinase
receptor - aktivace |
G-protelnu - uvolneni Stel1l Serinefthreonine kinase
Ga—GTR pqdjednotky Ste§ ) analog Raf
Gp/y aktivuje drahu  scaffold —— |
protein 4;5
, . , Ste7 ——— Dual-specificity kinase {MEK)
+ Dalsi funkcne ekvivalentni N R
. . MEK
proteiny: |
- Jun N-terminal kinasy (JNKs) P = T
_ kvaSinkOVé HB ernerthrecnine kKinase
%H MAP PK
) .,
Ser/Thr kinasy - aktivovany & S Gl C L UG
v cytosolu jako odpoved na
extracelularni signal, pak
translokovany do jadra, J
indukuji specifické reakce b. Mating
Carbon &
High Hypotonic nitrogen
Signal Pheromone Starvation osmaolarity shock deprivation

v v v v v

MAP kinase Fus 3 Kss 1 Hog1 Mpk1 Smk1

Cell response F"_*’_f’ﬂ Cell-wall Sporulation

synthesis remodeling



Ruzné MAP kinasové kaskady mohou sdilet stejné komponenty

- v kvasinkach i Mating pathway = Osmoregulatory pathway
vyssich EB k XL
- napr kvasinky  Exterior :
Ste11 GEEE
# Shol
Cytosol GT__P---' —— Gp
X kazda draha aktivuje cised)
jen jednu MAP kinasu j{; =
- nutno zajistit specifitu Stell | = 5
odpovedi na ruzné A Pbs2 —= |
. ’ Steh — ] [l
signaly o ¢
- ruzné mechanismy Ste7 Q{t:ill
3 o
1. Pathway specific ) ‘Hog1 . MAP
signalling complex_es Fus3 = MAP *’:
- role “scaffold” proteinu A K
(napr. Ste5, Pbs2) r%’l’l'l Osmoregulation-
- prenos signalu probiha specific targets
uvnitr komplexu Mating-specific

targets

2. Kinase-independent functions of MAP kinases
- analysa kvasinkovych MAP kinas Fus3 (mating) a Kss1 (filamentace)
- mutanty fus3 mohou stale parovat - mating faktor indukuje mating
specifické geny katalytickou aktivitou Kss1 (normalne jsou pod
kontrolou Fus3)
- navic, stimulace fus3 mutant mating faktory navodi indukci genu pro
filamentaci (regulované Kss1, normalne aktivace hladovenim)
- vyzaduje Ste5 scaffold protein
- jiné mutanty “kinase-dead” mutants - exprimuji Fus3 bez katalytické
aktivity - mating faktory neindukuji zadné z genu - tj. Kss1 nemuze
byt aktivovan v pritomnosti katalyticky inaktivni Fus3
- Kss1 se muze vazat na Ste5, ale s nizsi ucinnosti nez Fus3, pritomnost
Fus3 vazbe zabrani = zabrani aktivaci pribuzné MAP kinasy



Second messengers

- cAMP a dalsi “second mesengers” - aktivace specifickych PK
cAMP dependentni protein kinasy (CAPKs) = protein kinases A
(PKA) - fosforylace specifickych Ser a Thr, zvyseni nebo snizeni
aktivity substratu

- PKA - tetramery- 2 regulacni (R) + 2 katalytické (C) podjednotky

- tetramer neaktivni, vazba cAMP na R podjednotku zpusobi jeji
uvolneni a aktivaci C podjednotky

- kazda R podjednotka ma 2 mista pro vazbu cAMP (A a B misto) v
ruznych domeénach

PKA - 1. objevena regulace - uvolneni glukosy z glykogenu stimulovana
epinephrinem - 2 cesty: a) inhibice synthesy glykogenu a b) stimulace
degradace glykogenu.

(a) Increased cAMP

Stimulation of glycogen breakdown Inhibition of glycoegen synthesis
Glykogen Fo_sfo_rylace inhibitoru PP,
kinase Ph h toi

osphoprotein
Ll ; GPK_@) phosphatase m > .
Glykogen Fosforylace GS
phosphorylase
P — NP B —— 6P
Glykogen )
synthase Inaktivace
i &
Glycogen + nP; ====> nGlucose 1 —P)
(b) Decreased cAMP
Inhibition of glycogen breakdown Stimulation of glycogen synthesis
PP Phosphoprotein
LTI phosphatase
Aktivace
GPK—(P) ———3 GPK —(P) — g5 |
Glykogen P;

iL synthase

GP — QL
UDP-glucose =——=> Glycogen + UDP



Kinasova kaskada umoznuje multienzymovou regulaci a
amplifikaci sianalu

o Epinephrine 10-"°M
ﬂmphfl{:atl{jn /l\
Adenylyl
A A A cyclase
Amplification / / \\
W
o ] 4 [ ® cAMP10~¢M
oy
] ] ] E [0 Kinase

Amplification // v \\

o o o o o Activated

enzyme
Amplification // \\
%

. ™ & & & Product

Lokalizace ucinku cAMP do specifickych casti bunek

- nekdy zvyseni koncentrace cAMP by melo vyvolat odpoved jen v
casti bunky, jinde je to nezadouci; napr. pohybujici se bunky -
specificky cAMP signal pomaha regulovat dynamiku cytoskeletu v
urcité casti bunky

- skupina anchoring proteinu, které lokalisuji inaktivni PKA do spe-
cifickych casti bunky
cAMP kinase -associated proteins (AKAPs) - doména, ktera je
lokalisuje do specifického mista bunky + doména ktera vaze regu-
lacni podjednotku PAK
pr. AKAP250 -lokalisace v filopodiich - lokalisace signalu pro aktin

- anchoring proteiny - funkce pro lokalisacii dalsich signalnich proteinu
(kinasy, fosfatasy...)



“Second messengers” vznikajici modifikaci fosfolipidu
- derivaty fosfatidylinositolu (PI), inositolova skupina orientovana do
cytosolu muze byt fosforylovana (reversibilne) - ruzné kinasy a
fosfatasy - vznikaji fosfoinositidy (membranove vazané)

Inositol-lipid pathway DAG
=
"
{2; 1.2-Diacylglycerol
=4 DAG)
b
2
=
L &]
Cytosol 15 I:Il &u 1_1:
\C l ATP  ADFP by | ATF APP
?H"’_ H—CH, L E" L_ iliHE—I:H—CHE L, .
'-I?' Pl-4 kinase (l‘- PIP-5 kinase
O—P=0 OH 'D—IIJ.—Q OH
- 0
OH
OH HO
Inositol
Phosphatidylinosital (Pl Pt 4-phosphate (PIF} Pl 4,5-bisphosphate {PIP;)

Ingsitel 1,4,5-
trisphosphate (1B

Fosfoinositidy - mohou byt stepeny membranove asociovanou
fosfolipasou C - vznikaji dalsi “second messengers”
= 1,2-diacylglycerol (DAG) (lipofilni, zustava vazan na
membranu + volné fosforylované inositoly, které

mohou difundovat cytosolem

DAG + Inasital 1-phosphate DAG + Inositol 1,4-bisphosphate

.&'ﬁ ;’g
& s
PLC PLC PLC

/ /

] = PIP - PIP, > DAG +IP,;

Tl P13 PI-3 Tl P13

3-Phosphatase kinasa 3-Fhosphatase kinaze 3-Phosphatase kinasa
Pl 3-phosphate 'ﬁ“’ Pl 3.4-bisphosphate Pl 3.4.5-trisphosphate
1

Aktivace fosfolipasy C - napr. vazba hormonu na GPCRs nebo nekteré
RTKs



Uvolneni Ca2+ z ER po pusobeni hormonu je zprostredkovano IP3

- vetsina intracelularniho Ca2+ - mitochondrie a ER ("nebo jiné vesikly)

- role transporteru

- vazba rady hormonu na povrchové receptory - indukce zvyseni
koncentrace cytosolického Ca2+(i bez pritomnosti extracelularniho Ca2+)

- Ca2+ uvolnen do cytosolu z ER a dalsich vesiklu, predchazi tomu
zvyseni hladiny IP3

Phospholipase C Cait® @ Store-

/ *sJs.e operated
Exterior RIS DAG ® *-” channels
R R
41 S st
Cytosol Lh e 4 4 kanaly se
bt _ - Ea‘,} otevrou,
= I . . ’
. 1 Wb oje-
IP3 solubilni ve vode - !' i ”"’-gd h 4 Jzeégc;’g':eéggza
difuse cytosolem - prenese; : R .
B . PKC Phosphorylation | % ? signal
signal z povrchu k ER ﬁgf ® e lbetrathe Y
-vazba na Ca2+ - _~ r J ’fll
kanal (4 pod. - {f Cao+ ﬁﬂ_ Z
4 IP3 vazebna | . . i _
mista) w o A e | Signal from
2 S g WU | depleted
|F'3-'.r Va o*® 4 Ca? stores
IP3 sensitive % |  Vysoka koncentrace /

cytosolickeho Ca2+snizi V4

Ca2+ ch | —
ac™ Cnanne! —_ B )  afinitu kandlu k IP3

o

o ——

Endoplasmic g : ﬁs#
reticulunm

Zvyseni cytosolického Ca2+ - transientni - Ca2+ ATPasa membrany

ER - pumpuje Ca2+ z cytosolu do ER

IP3 je hydrolysovan na inositol 1,4 bisfosfat, ktery neindukuje uvolneni
Ca2+ zER

ruzné bunky odpovidaji na IP3 ruzne - ruzné isoformy |IP3-sensitive Ca2+
kanalu v ER, variace obsahu Ca2+ v ER



Uvolneni Ca2+ v svalovych a nervovych bunkach

- svalové a nervové bunky - krome IP3 citlivych Ca2+ kanalu maji dalsi
Ca2+ kanaly - Ryadonine receptors (RYRSs) - citlivé k rostlinému

alkalloidu ryanodinu
A antage,ﬁ_
N Dihydropyridinovy

Exterior E‘Lﬁ receptor

Cytosol /: —N\] .

e @
2 ® @
e : ° (I

® Zmena potencialu na
plasmatické membrane
indukuje konformacni

zmenu RYR - uvolneni Ca2+

Ryanodine
receptor

svaloveé bunky - RYRs
lokalisovany v membrane
sarkoplasmickeho retikula
asociované s cytoplasmickou
domeénou dihydropyridinového
receptoru = “voltage-sensing” protein plasmatické membrany

Sarcoplasmic
reticulum

- uvolneni Ca2+ ze zasobnich kompartmentu - dostatecné por svalovou
kontrakci, RYR receptor neni inhibovan vysokou cytosolickou Ca2+
koncentraci

- repolarisace membrany svalovych bunek - uzavre RYR kanal a udrzi
ho necitlivy k cytosolickému Ca2+

- bunky hladkych svalu - RYRs v SR membrane

- nervové bunky - RYRs v ER membrane

Ca2+ - calmodulin complex
- calmodulin (cytosolicky protein) zprostredkovava radu ucinku Ca2+
- 1 calmodulin vaze 4 Ca2+ - konformacni zména - vazba a aktivace
rady enzymu (napr. myosin light-chain kinasa...)
- cCAMP fosfodiesterasa - aktivace Ca2+-calmodulin
- {j. Ca2+ funguje proti ucinku cAMP



DAG aktivuje protein kinasu C
DAG - asociovan s membranou - e 1 S 5%
aktivace skupinu protein kinas % L u
plasma- tické membrany - =2 DAG
protein kinase C (PKC)
- nepritomnost stimulace hormonem [| Va
- PKC jako solubilni cytosolicky
protein, katalyticky neaktivni F PKC
- zvyseni cytosolického Ca2+ - rd o
PKC se navaze na plasmatickou
membranu - tam je aktivovan DAG fﬁ.r
- aktivace PKC zavisi jak na Ca2+, P |
tak na DAG e B, ,
PKC - ruzné funkce =
-napr. regulace metabolismu 5. Ca2+ @ <
glykogenu ; -

U'Ei
Phospharyl
of substrats

Synthesa cGMP - indukovana peptidovymi hormony a NO (nitric
oxide)
- cGMP - regulace aktivity specifickych PK a nékterych iontovych

kanalu (b) Acetylcholine

- synthesa ?GMP - Endothelial cell J
katalysovana dvema typy
guanylat cyklas (GC): ( Influx Ca2+

a) transrmembranova forma - Ca?*/Calmodulin
tvori cast cytosolické !
domeény nékterych pepti- \\

dovych receptoru, vazba
ligandu na extracelularni
doménu receptoru -

NO synthase
Arginine + O =——————=> Citrulline + NO

Bilh ol

aktivace GC labilni (polocas 2 - 30 s) /
b) solubilni cytosolicka forma - aktivovana NO _.No

- heterodimery - VAzi Smooth muscle cell | fi_-————-;

molekulu hemu - vazba

Guanylate Cyclase

NO na hem - konformacni GTP T cGMP
zmeéna - stimulace aktivity GC PP.



Prenos signalu z membrany do jadra

- aktivace receptoru (intracelularnich i povrchovych) ¢asto vede k
aktivaci transkripcnich faktoru (fosforylace) a zmene exprese

1. cAMP signal - CREB - transkripce

Exterior

Cytosol Mucleus
,«"}

CREB transkripcni faktor
- fosforylace (aktivace)

. W CBP/P300

ATP—l = koaktivator

Adenylyl
cyclase

G, protein-
coupled
receptor

Basal transcription
machinery

“ Geny regulované cAMP -
CRE element v promotoru

2. MAP kinasova draha reguluje aktivitu mnoha transkripcnich fakt.
- pridani rustovych faktoru ke klidovym bunkam - aktivace cca 100 genu

- "early - response genes” (napr. c-Fos) TCF = ternary complex factor

fosforyla}' SRF = serum response factor
pp90 = MAP kinase- . o
activated kinase {;f CFSAF  Mucleus
P e
ppa0rsk SRE 1 I-
{a:‘:k\;_
S
qﬁo
ATP m::-p- 1
MAPK = _—;
MAF kinase - —
Dlmerlsace ! serum-response

MAP klnasy ’ ’ element



3. Proteinova degradace zavisla na fosforylaci - role NF-xB.

- evolucne konservovany mechanismus - aktivita transkripcnich faktoru
regulovana proteinovou stabilitou
- Stimulace imunitni odpovedi v ruznych bunkach - aktivace NFxB

transkripcniho faktoru . | (nuclear fact.or
Stress Cytokines k chain

extracelularni A
\ signal v / transcription

: b in B cells)
\ I-xB kinasa /

N, e e

e e "“\V “‘*’m.,%% Fosforylace |-xB
{ dy =, kinasou

ATP ADP *\%

L

NF«B < heterodimer dvou
podobnych proteinu p65 a
p50
- odpocivajici bunky -
v cytoplasme
- vazan na I-«B inhibitor o | s
- maskuje jaderny I ' > "0 :'_ 2 o
lokalisacni signal translokace’do jadra =
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ubiquitination
|-xB
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