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Celicne membrane

e Lipidni dvosloj

e Receptorji prenasajo signale covalently attached to

. . oligosaccharide linker to
— kemijski phosphatidylinositol ®

— mehanski ® NH;

lipid
bilayer

&a CYTOSOL

()
COOH ).
5 & 9
covalently attached

to lipid chain

3)

B-bérrel

. ) . |’£7
singlea-helix -

multiple a-helices @ prc;teins attached to
anchored amphipathic the membrane by
a-helix noncovalent interactions
through other proteins



Mehanske sile

Mehanske sile so tudi regulatorji celiCne proliferacije in diferenciacije.
— ECM-integrin-citoskeletna povezava
— spremenjena permeabilnost membrane za ione

-
To Vacuum
Static Dlstep5|on Radial Pulsation Unl-dlregtlonal
or Pulsation Pulsation

D s F 0- to 25-G

twist (Imin)

Shear-Stress Touching Twisting

Shematski prikaz razli¢nih nacinov mehanske stimulacije celic



Celicni stiki

transport ionov in drugih
nizkomolekularnih molekul

zatesni prostor med celicami in
prepreci puscanje

rigidna strukturna povezava med
samimi celicami in med celica-

MATRIKS

medceliCna komunikacija
— citokini, RF
— direktne celicne povezave
— preko interakcije z ECM

Spremembe:
— rastin diferenciacija
— regeneracija
— apoptoza/preZivetje

CELL-CELL
ADHESION

CELL-MATRIX
ADHESION

tight junction
(claudins)

actin
filaments

adhesion belt
(cadherins)

desmosome &
(cadherins) L.

mter: an ) )
mediate E gap junction
filaments (connexins)
e
hemidesmosome focal adhesion integral
(integrins) (integrins) membrane

proteoglycat
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Jedro

e lociran genetski material (DNA/kromosomi)
e spremembe signalnih poti = Stevilne bolezni

e signali iz ECM se prenesejo vse do jedra
— izzovejo nesteto odgovorov

DNA and associated
\_+ proteins (chromatin)
\

S5 | L nucleolus
\

\ W\ | )
i
R \ ~ k \ ‘,/
\\ \ \} "‘v/
Q,’L-/f' centrosome
A -

/”///‘/ “ \“ microtubule
7/ |

f
) / ?L‘— nuclear lamina

intermediate <0, W\
filaments \

21N .
nuclear pore ©~ X
|——J1 i i | outer nuclear membrane | oo envelope
inner nuclear membrane



Endoplazemski retikulum

membrane
inner nuclear membrane ER ‘

polyribosome

predstavlja nadaljevanje

nucleus . outer nuclear membrane

zunanje jedrne ¥
membrane fih g8
grobi ali gladki ER X

mesto proteinske in
glikoproteinske sinteze

— produkti namenjeni v
celico in izven nje

rough ER smooth ER

sinteza membranskih
komponent

shranjeni kalcijevi ioni

ER lumen

(B)




Endoplazemski retikulum

Proteini namenjeni v membrane, lizosome in ECM se sintetizirajo
na ribosomih, pritrjenih na ER.

Lumen
x
G
‘\*2‘
Signal
Rough —__ sequence 3
endoplasmic removed c d Nt
reticulum \\ Arbiotpcs V
SRP receptor ‘ ? NH§

SRP —.

/ 6 Ribosome
Signal 4 Signal dissociates
sequence sequence 5 Protein extrudes, folds,

excised and is anchored to
Ribosome

membrane
2 Polypeptide 3 Synthesis

synthesis resumes

inhibited

Messenger ———
RNA 5

1 Polypeptide
synthesis
initiated

Copyright 1999 John Wilsy and Sens, Inc. All rights reserved,



Golgijev aparat

membranski organel
(cisterne)

znacilno odcepljanje
mehurckov/veziklov

obdelava in razvrscCanje
proteinov in lipidov

sinteza glikolipidov

cis FACE

Protein inserted —
in plasma membrane
&
77 Secretory
&) granule
(-]
o\f\\. Trans '5 &
& C Cis Golgi Sile s
Endoplasmic Q’M
reticulum

o—" i

Pre-ly

sosome



[Lizosomi

e Vsebujejo encime za razgradnjo poskodovanih in odvecnih
Snov

e Lizosomi sproScajo proteolizne encime za razgradnjo in
preoblikovanje ECM

(A)

EXTRACELLULAR FLUID
\

CYTOSOL

— @ phagosome

bacterium

phagocytosis

plasma
membrane

early endosome
/
/

-_'._-"._ - —b —_— ———
endocytosis
LATE LYSOSOME
ENDOSOME
mitochondrion

go s q- ] — autophagosome —

autophagy




Citosol

rough endoplasmic nucleus lysosomes
|
reticulum

e citosol je zelo gosta
vodna raztopina
proteinov (gel) in
citoskeleta

e obdaja organele

%

«"WI‘

i et

peroxisome mitochondrion



Citoskelet in ECM

organizirajo kromosome v procesu
celicne delitve

entrosome with :
pair of centrioles extracellular matrix

chromatin (DNA) \
= nuclear pore
nuclear envelope

vesicles

=3 lysosome
filament 2 L7
/\/ nucleolus
peroxisome :
ribosomes
in cytosol Golgi apparatu plasma membrane nucleus  endoplasmic mitochondrion

reticulum

intermediate
filaments
klju€ni za obliko celice

in njeno premikanje kot pomoc mehanski trdnosti celice



Diferenciacija celic

e [zvorne (maticne) celice
— sposobnost nenehnega deljenja
— pod dolocenimi pogoji diferencirajo v razlicne tipe celic

— genotip vs fenotip

Blastocyst

* Totipotentne celice Totipotent
— oplojeno jajcece s potencialom " ,
tvorbe vseh celic organizma T — Human Fetus
— 200 vrst celic
PIurlpotent

Inner Mass Cells

e Pluripotentne celice

— tudiizraz za izvorne celice
— celice izvirajo iz treh embrionalnih Y

zarodnih plasti (mezoderm,

endoderm in ektoderm) o, §
e Unipotentne celice R%ﬁé‘fg@ -
. . Circulatory System & h‘lmmune System
— celice odraslega organizma

Nervous System

— odrasle izvorne celice so v
diferenciranem tkivu obicajno
unipotentne (niso sposobne tvoriti .
vseh vrst celic) Uil



CeliCni fenotip

e 200 razlicnih celic
e 5razredov
— epitelij

vezivno tkivo
misicno tkivo
Ziveno tkivo
krvne celice

bone cell
(osteoblast/osteocyte)

fibroblast

LUMEN OF GUT

epithelium —{_
F
connective
tissue
circular
smooth fibers|_
muscle| longitudinal ~
fibers o) PO
3 L A () Y : - O 040' oo‘
connective : O O IO OO0 R RO e Oy o0
tissuet 5080 ?"3§3?o‘3\é§"~°é’1o’%°ﬂtﬁr‘§:f§& D020 a2
{3 A5 PR 00 023 K 0100 Q0 D0
epithelium e
epithelial cell
cartilage cell . . . . .
e Fibroblasti: celice vezivnega tkiva

smooth muscle cell

fat cell
(adipocyte)

najmanj specializirani
izlocajo ECM
bogat s kolagenom I in III

pomembni pri vzdrzevanju kateregakoli
tkiva, kot odgovor na poSkodbe

imajo izjemno sposobnost diferenciacije v
druge celice vezivnega tkiva



Odgovor celice na drazljaje

preko signalne poti

se povecajo (hipertrofija)

povecajo Stevilo celic (hiperplazija)
migracija

diferenciacija

produkcija ECM

anabolno/katabolno



Signalna transdukcija

e pretvorba signala iz ene v drugo obliko
— elektricni & kemijski
— kemijski — kemijski
* najbolje poznan
— mehanski < kemijski

* najmanj poznan vendar zanimiv

e veCinoma gre v smeri: zunaj celice = notranjost

e transdukcija je ponavljajoca v signalni kaskadi



Primer signalizacije-senzoricni epitelij

notranje uho-Cortijev
organ

senzorne celice v
rigidnem okviru
podpornih celic

SOUND CAUSES
VIBRATION OF

prekrite s tektorialno BASILAR

MEMBRANE

membrano

tectorial membrane ——

zvocCni (mehanski)
drazljaji >kemicni
Senzorne C. urejene po
velikosti (aktin)

zvocne vibracije

basilar membrane

organ Corti v notranjem usesu



Primer signalizacije-senzoricni epitelij

channel
closed

channel
open

e zvocCne vibracije = premik celic 2
mehanska aktivacija ionskih kanalov

e zvijanje mehansko odpre kanal

e prenos toka elektricnega naboja v
. . BUNDLE NOT BUNDLE
celico preko ionov T o

e sprememba membranskega
potenciala =2 sproscanje
nevrotransmiterja v sinapsi

e celice nimajo sposobnosti
regeneracije = trajna gluhost

Elektronski mikrograf



SIGNALNA TRANSDUKCIJA -splosne znacilnosti

Signalne molekule:
— protein, majhni peptidi, aminokisline

EXTRACELLULAR SIGNAL MOLECULE

— nukleotidi $-)
— steroidi J) G
— retinoidi, derivati mascobnih kislin Voo
— raztopljeni plini (NO in CO) [?
Znotrajcelicni signalni proteini O INTRACELLULAR SIGNALING PROTEINS
— kinaze, !
— fosfataze, O |
— GTP-vezavni proteini... / l \
Tar¢ni proteini ‘ y TARGET PROTEIS
— regulatorni proteini mtlvm J Pf "Ti”
— ionski kanali el g |
metabolism . expression rovErRBAL

— komponente metabolnih poti
— deli citoskeleta

Odgovor



SIGNALNA TRANSDUKCIJA- lastnost signalnih molekul

izloCanje signalnih molekul :
— eksocitoza
— difuzija skozi membrano celice

molekule izpostavljene na
povrsSini celic

signalne molekule-hidrofilne
— specifi¢na vezava na receptor

— konc. signalne molekule < 108 M
— afiniteta vezave = 108 L /mol
majhne hidrofobne signalne
molekule

— difuzija in vezava na receptor
znotraj celice

CELL-SURFACE RECEPTORS

plasma membrane
cell-surface

receptor

!

o

hydrophilic signal
molecule

INTRACELLULAR RECEPTORS

small hydrophobic
/signal molecule
6]

.0‘/'\

carrierprotein /4 = T

nucleus
intracellular receptor



SIGNALNA TRANSDUKCIJA- poti signalnih molekul

signaling cell target cell

kontaktno signaliziranje
— razvoj
— imunski odgovor gl

molecule

3

parakrino signaliziranje .
— lokalni mediatorji = .“,.

signaliziranje preko sinaps @}::
bcciljly neurotransmitter targetee target cell

endokrino signaliziranje

avtokrino signaliziranje ©. .- - F—
. . O&H® @GP target el
— rastni faktorji a® - @
©e® EE®

presledkovni stiki



SIGNALNA TRANSDUKCIJA - celi¢ni odgovor

Vecina kemijskih signalov sprozi specificen odgovor na tarcni celici.

/,.
/

g s J )=s  SURVIVE = |

- = onie T =
C /\T' \ (J

g i . DIFFERENTIATE
apoptotic



SIGNALNA TRANSDUKCIJA - celicni odgovor

Razlicne celice posredujejo drugacen odgovor z isto signalno
molekulo.

(A) heart muscle cell

W (B) salivary gland cell (C) skeletal muscle cell  /
‘ g receptor
AN protein
acetylcholine

Odgovor interakcije receptor/signal: odvisen od vrste celice
— je lahko hiter (s) ali na daljsi cas (h)
— spremembe so v obliki, genskem izrazanju, gibljivosti...
— celica odgovarja tudi na kompleksne signale



NO -hidrofobni signal /delovanje viagre

activated
nerve terminal

o_____acetylcholine
X
@ agtivated NO synthase

e

NO bound to
guanylyl cyclase

t

arginine —— :Q © O _ {
nitric o RAPID RELAXATION

oxide ) RAPID DIFFUSION OF NO OF SMOOTH MUSCLE CELL

ACROSS MEMBRANES

.

/

endothelial cell smooth muscle cell

cGMP fosfodiesteraza tipa 5



SIGNALNA TRANSDUKCIJA -vrste receptorjev

3 znacilne skupine receptorjev:

e receptoriji povezani z ionskimi kanali

* receptorji povezani z G-proteini

e receptorji povezani z encimsko aktivnostjo

e receptorji, ki delujejo preko regulirane hidrolize

— ....in veliko Stevilo signalov



Receptorji povezani z ionskimi kanali

(<] [0) o H

s plasma ,> one
membrane .
signal molecule

e vkljuceni v hitro sinapticno signaliziranje preko
nevrotransmiterjev

e Kkemijska vezava sprozi konformacijske spremembe
 jonski kanal se odpre

e Na*/Ca%*/K*/Cl se ustrezno prenesejo

e sprozi se elektricni signal v postsinapticni celici



Receptorji povezani z G-proteini

receptor protein inactive G protein

hormoni, nevrotransmiterji,

lokalni mediatorji (adrenalin (9),
acetilholin (5), serotonin(15))

strukturno podobni signa

molecule

\4 v .
receptor veckrat precka N
membrano, ic, ec &
aktivira GTP-vezavne proteine

— trimer «,  in Yy podenote
— sidrano v membrano
— vezan GDP

vezava liganda — konformacijske
spremembe

aktiviran G-protein veze GTP

po hidrolizi GTP reasociacija
trimera

(A)

membrane

EXTRACELLULAR SPACE

CYTOSOL

(C)

activated
By complex




G protein v kompleksu z receptorjem

inactive G protein

lizocim

nanoAb
a Agonist G protein coupling Activated G protein subunits GTP hydrolysis and
binding and nucleotide exchange regulate effector proteins inactivation of Ga protein

Brian K. Kobilka
Born: 1955, Little Falls, MN, USA

Affiliation at the time of the award:
Stanford University School of
Medicine, Stanford, CA, USA

Prize motivation: "for studies of
G-protein-coupled receptors”

Reassembly of heterotrimeric G protein



G protein: hidroliza GTP

target protein

EXTRACELLULAR
PACE

* o-podenota je relativno R
. . " Ny By complex
neefektivna za hidrolizo GTP

(nekaj min)

PROTEIN BY THE o SUBUNIT

o subunit l ACTIVATION OF A TARGET

 hidroliza hitra ob interakciji s ] :
tarénim proteinom ali -
modulatorjem RGS (regulator o | BRI
of G-protein signaling)

e RGS Kkljucni pri izklapljanju
signalizacije

COMPLEX TO REFORM AN INACTIVE G PROTEIN

j INACTIVE o SUBUNIT REASSEMBLES WITH By

e Cloveski genom 25 RGS

inactive

inactive target protein

G protein



G protein: adenilat ciklaza in protein kinaza (PKA)

NH,
A
) O 0) ( ‘ )N
: : -0-P-0-P-0-P-0-CH, 0 N
sinteza/razgradnja cAMP g EREI K -
P
OH OH
adenilat ciklaza il NH,
N N
cAMP fosfodiesteraza £} j
N" SN
CH, O
. . O/
cAMP v celici 10-"M 0 ;—\k
PE—© OH
ob ECM signalu 20 x poviSanje (sek) o*

H,0
cyclic AMP NH,
phosphodiesterase . %
€l
0 J
I Nigh .

@k =0-CH, O

e

OH OH



G protein: adenilat ciklaza in protein kinaza (PKA)

tarcni protein adenilat ciklaza
reguliran z G-proteini ali Ca?*

nastanek cAMP

neaktivna PKA (2cin 2r podenoti)
cATP se veZe na PKA (1)

konformacijske spremembe sprozijo
disociacijo

vstop kataliticne podenote v jedro =
fosforilacija regulatornih proteinov

transkripcija doloCenih genov

signal molecule activated
adenylyl cyclase

receptor

activated

o subunit of cyclic AMP >
G protein °g
E 3' :

inactive PKA - activated
gy i
CYTOSOL

—

NUCLEUS

nuclear pore

activated PKA

activated, phosphorylated CREB 2
cReB-binding__(( N inactive CREB

protein (CBP)

) activated target gene
SrtereREr IS
TRANSCRIPTION
CREB-binding ‘
element [ S s PR TS s |
‘TRANSLATION

new protein



signalne molekule/fosfolipaza C
. . ny . . . vasopresin (jetra, razgradnja glikogena)
G protein: fosfatidilinozitol /fosfolipaza C  sceioin s iocane smire
acetilholin (gladke miSice, kontrakcija)
trombin (trombociti, agregacija trombina)

Pl 4,5-bisphosphate
G-protein-linked [PI(4,5)P,]

receptor activated /

phospholipase C-f

@ signal molecule

nekateri G-proteini regulirajo ionske
kanale

G proteini aktivirajo membransko
vezano fosfolipazo C

diacylglycerol

\ activ;}ed
activalt)ed ,(l:’q inositol 0.0 ..inrr?z:::znc
konc. Ca?* v citosolu 2 nM S e & Ooci:

regulacija preko ¢rpanja v
zunajcelicni prostor ali v ER

o Open IP;-gated
Ca“'-release
channel

lumen of

endqplalsmic
reticulum
fosfatidilinozitol v mono in
bisfosfatni obliki PI(4)P in PI(4,5)P,
1(1,4,5)P, se veze na kanal in sprosti
Ca2+ 5
. . . . -S 1,2-Diacylglycerol
diacilglicerol ostane memb. vezan in¢ o
pomaga pri aktivaciji protein kinaze T P
C PKC CH->CH—(I:H ATP ADP CH—\CH—(I:H ATP ADP

I
0—P=0 oy 0—P=0 gy

konec signala e
— IP3 se defosforilira Phosphatidylinoshol Pl 4 phosphate p|4,5.b(i;:;,:',,phm '_pj
— [P5se fosforilira do IP, (druge funkcije)

Inositol
=
=
o
(e}
e ¥
O—0—
@ ‘a

Inositol 1,4,5-
trisphosphate
(IP3)



Receptorji povezani z encimsko aktivnostjo

e rastni faktorji (10--10-11 M)
e odgovor je poCasen (h)

e Strukturno: ec, TM, ic domena

Sest razredov receptorjev z intrinzicno encimsko aktivnostjo ali z
asociacijo z encimom:
e Tirozin kinazni receptor (fosforilira Tyr na majhnih ic signalnih proteinih)

* Receptor asociran s tirozin kinazo (asocira z ic proteini, ki imajo Tyr-
kinazno aktivnost)

* Receptorju podobne tirozin fosfataze (odstranjujejo fosfatne skupine s Tyr
specificnih ic signalnih proteinov)

* Ser/Tyr kinazni receptor (fosforilira dolo¢ene Ser oz Thr regulatornih
proteinov)

* Guanilil ciklazni receptor (katalizira nastanek cGMP)

* Receptor asociran s histidin kinazo (najprej fosforilira sebe potem pa
prenese fosfatno skupino na drugi signalni protein)



Receptorji povezani z encimsko aktivnostjo

[ABLE 15-4 Some Signaling Proteins That Act Via Receptor Tyrosine Kinases

SIGNALING LIGAND RECEPTORS SOME RESPONSES
v v oy v Epidermal growth EGF receptor stimulates proliferation of various cell types
najStevilCnejsSa druzina Tt (B - ,
Insulin insulin receptor stimulates carbohydrate utilization and protein
synthesis
Insulin-like growth factors IGF receptor-1 stimulate cell growth and survival
701 : (IGF-1 and IGF-2)
Veze] 0 raStne fakto r] € Nerve growth factor (NGF) Trk A stimulates survival and growth of some neurons
Platelet-derived growth PDGF receptors (o and B) stimulate survival, growth, and proliferation of
factors (PDGF AA, BB, AB) various cell types
v o Macrophage-colony-stimulating ~ M-CSF receptor stimulates monocyte/macrophage proliferation
16 po ddruzin factor (M-CSF) and differentiation
Fibroblast growth factors FGF receptors (FGF-R1-FGF-  stimulate proliferation of various cell types; inhibit
(FGF-1 to FGF-24) R4, plus multiple isoforms differentiation of some precursor cells; inductive
of each) signals in development
aktlv acCl ] a7z d imerizacil ] 0) Vz;;z:x(l’?r( ::/:(é(#)h&lial growth VEGF receptor stimulates angiogenesis
rece pto r] a p reko vezave Ephrins (A and B types) Eph receptors (A and B types)  stimulate angiogenesis; guide cell and axon migration

liganda

immunoglobulin-

liki i
. ike domain
5 . rich
PGDF Ze sam dimer S EE
fibronectin-type IIl-
I ss it ss like domain
! 4 _plasma
‘ CYTOSOL membrane
:!'rosme kinase
Shdie insert
domain region
EGF insul
insulin NGF FGF
receptor receptor, receptor receptor refe’:;or
IGF-1 PDGF VEGF
receptor receptor, receptor
M-CSF

receptor



Tirozin kinazni receptor

transmembrane heparan

PDGF dimer

CYTOSOL

inactive receptor
tyrosine kinases

e, % < &
(A)  PDGF receptors

PDGF je Ze kovalentni dimer
z dvema vezavnima mestom

Precno poveze receptorja v
neposredni blizini

e vezava signalnih proteinov
* dimerizacija receptorja
- ligand dimer
- ligand monomer
» avtofosforilacija v dveh stopnjah

- precna fosforilacija (vecja aktivnost)
- fosforilacija ostalih mest

sulfate proteoglycan

ephrins

glycosaminoglycan chain

of the proteoglycan ignal
signaling

CYTOSOL cell

FGF bound to
glycosaminoglycar

CYTOSOL

(€

FGF kot monomerni ligand se
veze na proteoglikane, preko
katerih pritegne receptorja

Efrini, tudi monomerni,
vendar v skupkih na sosednji
signalni celici

signal molecule

EXTRACELLULAR
SPACE

CYTOSOL

activated receptor
tyrosine kinase

\
'

~__ ONWARD
~ TRANSMISSION
I OF SlGNAL_-A_I.ONG
_MULTIPLE PATHWAYS

Ras GEF

Grb-2 adaptor protein



Vzporedne signalizacijske poti

__— signal molecule

G-protein-

: receptor
linked receptor

tyrosine
kinase

G protein G protein —» phospholipase C Grb2 Pl 3-kinase
{’ / \ Ras-GEF v
adenylyl cyclase 'P3 discylglycerch | PI(3,4,5)P,
1 Ras
| ca® {
] MAP-kinase-kinase-kinase )
cyclic AMP ‘ PDK1
galmodulin MAP-kinase-kinase
{r l v ‘ \

PKA CaM-kinase PKC MAP-kinase PKB




Receptorji povezani z regulirano proteolizo: Notch receptor

membrane-bound receptor
inhibitory signal protein
protein (Delta) (Notch)

usmerjena na razvoj tkiva
signalizacija sosednjim celicam
lateralna inhibicija

kontaktni signal med Delta in
Notch proteinoma (brosophila)

unspecified nerve cell inhibited
epithelial cells developing from epithelial cell
epithelial cell

signaling cell
plasma —__ I X
membrane EEoeTE ST S RSB LS SRR UE |

ddddddd

oba proteina sta TM
proteolizno procesiranje obeh
heterodimer

i.c. del vstopi v jedro

vezava na protein CSL —

TES
SITE TO PLASMA AND CLEAVAGE AT SITE3 T'(\)MISLRJQLEUS
IN GOLGI MEMBRANE SITE2

protein CLS se iz transkr. ~

TAIL AND CSL ACTIVATES GENE

HT TR ATRTAT

. = TRANSCRIPTION
L M - )
re re S O r a r et V O rl U aktl v ato r i . —> other gene regulatory proteins
p ] p DNA
yi. i
Notch-responsive  gaANSCRIPTION OF TARGET GENES
element in
target gene



Receptoriji povezani z regulirano proteolizo: Wnt receptor

Wnt proteini / signalne molekule o) Wit (b) +Wat

Frizzled (Fz) Frizzled (F2)

kontrolirajo razvoj mozgan,
ve s Exteri
okon¢in in organogeneze il @

osrednja molekula 3-katenin

Odsotnost Wnt:
- B-katenin fosforiliran z GSK3

(glikogen sintaza kinaza 3)

- fosforiliran katenin se preko Ub
razgradi

Prisotnost Wnt: O ® @~ protessomal

degradation
- aksin se veze na citosolno domeno LRP p— o).
koreceptorja, ki ga GSK3 fosforilira

- kompleksa ni

- fosforiliranega [3-katenina ni
- B-katenin vstopi v jedro e Targetgenes |7
- nadzoruje izrazanje

| Target genes




