SIGNALNE POTI, KI REGULIRAJO
IZRAZANJIE GENOV
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Prenos signala
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Prenos signala

° o Signalna molekula se veze na receptor:

o

0°9 2]

o%0  Hitri odziv: sprememba v aktivnosti ali
= & funkciji celicnih proteinov
Signaling () o
cell oH
(#) v v s . o
0000, /H » PocasnejSi odziv: spremembe v koli€ini
P Y. fotive cellsurface protelnov (preko transkripcisjkih
RREEES n faktorjev)
2l
Responding O
Il
* Signal transduction l E
tei d d
Pre emsrzgsszencgoenrs Q
6 10
Modification of Q Effector protein
cellular metabolism, ____--- A

function, movement

* Modification of
gene expression,

Nucleus
development




Prenos signala - receptoriji
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Prenos signala preko stirih tipicnih receptorjev
celicne membrane

(a) Receptor- (b) Cytosolic (c) Protein subunit (d) Protein
associated kinase dissociation cleavage
kinase
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Signalne kaskade

GPCR/CREB
Protein-tirozin-kinaze

Serinska kinaza/Smad
Ubikvitinacija (Wnt, Hh, NT-xB)
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Delovanje signalnih molekul na receptorske celice

(a) Endocrine signaling
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Vezava rastnega hormona na receptor

8 od 28 ak, ki so v stiku z receptorjem

I
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Growth
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Growth
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(b)

(c)

Dimerizacija receptorja po vezavi rastnega faktorja




Regulacija aktivnosti proteinov s kinazami/fosfatazami
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Prenos signala preko receptorja in kinaze do
tarcnega proteina
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GTPase so pogosto stikala
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1. cAMP in PKA preko CREB aktivirata transkripcijo

Z G-proteini povezani receptorji (800)
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Splosen mehanizem aktivacije preko
z G-proteini povezanimi receptorji

© Hormone

Trimeric Gg protein

G7 GB [P)

RESTING
STATE
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Q
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binds to G, subunit from receptor; G, binds

to effector, activating it

Q.00 00
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TABLE 15-1 | Major Classes of Mammalian Trimeric G Proteins and Their Effectors’

G, Class Associated Effector 2nd Messenger Receptor Examples
G Adenylyl cyclase cAMP (increased) B-Adrenergic (epinephrine) receptor;
receptors for glucagon, serotonin, vasopressin
Gy Adenylyl cyclase cAMP (decreased) a,-Adrenergic receptor
K" channel (G, Change in membrane potential Muscarinic acetylcholine receptor

activates effector)

Goolf Adenylyl cyclase cAMP (increased) Odorant receptors in nose

€ Phospholipase C IP;, DAG (increased) ay-Adrenergic receptor

Gic Phospholipase C IP;, DAG (increased) Acetylcholine receptor in endothelial cells
G cGMP phosphodiesterase cGMP (decreased) Rhodopsin (light receptor) in rod cells

*A given G, subclass may be associated with more than one effector protein. To date, only one major G, has been identified, but multiple G,, and

G, proteins have been described. Effector proteins commonly are regulated by G, but in some cases by Gg, or the combined action of G, and Gg,,.

IP; = inositol 1,4,5-trisphosphate; DAG = 1,2-diacylglycerol.

SOURCES: See L. Birnbaumer, 1992, Cell 71:1069; Z. Farfel et al., 1999, New Eng. |]. Med. 340:1012; and K. Pierce et al., 2002, Nature Rev. Mol. Cell
Biol. 3:639.

Bakterije (V. cholera, E. coli) aktivirajo adenil ciklazo (G-protein je konstantno
aktiven,GTP ne more v GDP).

Visok nivo znotrajcelicnega cAMP vodi do izloCanja elektrolitov in vode v lumen
prebavil — posledica driska.



Hormoni v mascobnih celicah lahko aktivirajo ali
inhibirajo adenilil ciklazo

Stimulatory | Epinephrine Inhibitory | PGE;4
hormone Glucagon hormone ) Adenosine
‘ ACTH |
o @
Exterior Q/Q Adenylyl (& /_\/-\
cyclase 40" o _r
Cytosol

Receptor for Receptor for
stimulatory % P N ,inhibitory

hormone Stimulatory Inhibitory hormone
G protein cAMP G protein
complex complex




Adenilil
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Adenilil ciklaza se veze na Gas podenoto, sintetizira se
cAMP, ki aktivira protein-kinazo A (PKA)
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TABLE 15-2 | Cellular Responses to Hormone-Induced Rise in cAMP in Various Tissues*

Tissue Hormone Inducing Rise in cAMP Cellular Response
Adipose Epinephrine; ACTH; glucagon Increase in hydrolysis of triglyceride; decrease in amino acid uptake
Liver Epinephrine; Increase in conversion of glycogen to glucose; inhibition

norepinephrine; glucagon

of glycogen synthesis; increase in amino acid uptake; increase
in gluconeogenesis (synthesis of glucose from amino acids)

Ovarian follicle FSH; LH Increase in synthesis of estrogen, progesterone
Adrenal cortex ACTH Increase in synthesis of aldosterone, cortisol
Cardiac muscle Epinephrine Increase in contraction rate

Thyroid gland TSH Secretion of thyroxine

Bone Parathyroid hormone Increase in resorption of calcium from bone

Skeletal muscle Epinephrine Conversion of glycogen to glucose-1-phosphate
Intestine Epinephrine Fluid secretion
Kidney Vasopressin Resorption of water

Blood platelets

Prostaglandin I

Inhibition of aggregation and secretion

*Nearly all the effects of cAMP are mediated through protein kinase A (PKA), which is activated by binding of cAMP.
SOURCE: E. W. Sutherland, 1972, Science 177:401.



Aktivacija CREB transkripcijskega faktorja

G, protein—coupled Adenylyl
receptor cyclase
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CREB

CREB je aktiviran s fosforilacijo Ser 123
Aktivacijska domena nima strukture (random coil)

Ko se veze na koaktivator CBP, se zvije v 2 heliksa

(a)

CREB
activation
domain




Subcelularna lokalizacija PKA na jedrno membrano
z AKAP (A-kinase-associated protein) - regulacija

Basal PDE activity = Increased cAMP: PDE phosphorylation
resting state PKA activation and activation; reduction
cAMP in CAMP level
» 4
mAKAP
<
Cytosol
Outer
nuclear
membrane
i |
B} Return to resting state
PDE — cAMP fosfodiesteraza Aktivacija receptorja s PKA s fosforilacijo aktivira
— nizka koncetracija CAMP hormonom PDE — hidroliza cAMP,

inaktivacija PKA in PDE



2. signalna pot preko protein-tirozin-kinaze



Receptorji, ki aktivirajo protein-tirozin-kinazo

* 90 PTK pri Cloveku
» Fosforilacija tirozinov v tarCnih proteinih
* Regulacija proliferacije, diferenciacije, prezivetja in metabolizma celic
« Dve vrsti receptorjev:
- tirozin kinaza je del receptorja (RTK — tirozin-kinazni receptorji)
- receptorji citokinov; samostojna gena za receptor in kinazo,
proteina sta mocno vezana), JAK kinaza

—> (a) STAT » Transcriptional activation

Receptor —> (b) GRB2 or Shc —> Ras —> MAP kinase —> Transcriptional activation or repression

tyrosine kinase

Hormone——>

Transcriptional activation or repression

— (c) Phospholipase C, —> i 2
il i EleyvationjofiCas Modification of other cellular proteins

Cytokine—» CYtokine__ JAK J_
receptor kinase

Transcriptional activation or repression

—> (d) PI-3 ki —> Protein ki B —o
(d) sk LOPIAISsS Modification of other cellular proteins



Signalne poti preko RTK in citokinskih receptorjev

- Direktna aktivacija STAT TF

« Pot z Ras/MAP kinazo

« Pot s PLCy, Ca?*sekundarni prenasalec
- Pot s PI-3 kinazo, PKB

—> (a) STAT > Transcriptional activation

Receptor —> (b) GRB2 or Shc —> Ras —> MAP kinase —> Transcriptional activation or repression

—_— E .
Hormone tyrosine kinase

Transcriptional activation or repression

—> (c¢) Phospholipase C, —> i 2
il L ElovationanCas; Modification of other cellular proteins

Cytokine—» CYtokine__ JAK J_
receptor kinase

Transcriptional activation or repression

— -3 ki —> Protein ki B
(ORES dngse LIRSS Modification of other cellular proteins



Receptorji tirozin-kinaz

Ligandi so topni ali vezani na membrano.

Hormoni (rastni faktorji) — ziveni (NGF), PDGI (platelet derived GF),
FGH (fibroblast GF), epidermalni (EGF),

Ligand-
Ligand binding sites Bound ligand
A4
v
Transmembrane
Exterior o helix
ATP ATP
Activation
lip ADP ADP
Cytosol Poorly active Active protein
protein tyrosine tyrosine kinase
i kinase 2 ]
3

Receptor tyrosine
kinases (RTKs) without
bound ligand

Dimerization and
phosphorylation of
activation lip tyrosines

Phosphorylation
of additional
tyrosine residues



Dimerizacija HER1, ¢loveskega receptorja za
epidermalni rastni faktor (EGF)
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Aktivacija EGF receptorja z EGF

Inactive (monomer or dimer) Asymmetric dimer Active dimer

EGF
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EGF-binding
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PEn N lobe
Kinase ﬁctivation
domain p

Receiver Activator

C-terminal tail

Konformacijska sprememba
aktivira (receiver) tirozin kinazo

Autophosphorylation sites



Druzina Cloveskih HER in njihovih ligandov

(a) A EGF A NRG1
A HB-EGF A NRG1 A NRG2
A TGF-a A NRG2 A HB-EGF
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HER in rak dojke

(a) A EGF A NRG1
A HB-EGF A NRG1 A NRG2
A TGF-a A NRG2 A HB-EGF . N
* VecC kopij gena za HER2
L L L * Prekomerno izrazanje HER2
o * Pri 25 % pacientk z rakom na dojki, rak
na pljucih
« Tumorske celice obcCutljive ze na sibko
stimulacijo z rastnimi faktorji
Cytosl « Zdravilo: mAb proti HERZ2, inhibitorji TK,
R HERe HERS HERs mMAD, ki zavirajo angiogenezo
(b) A EGF A NRG1
A HB-EGF A NRG2

A HB-EGF

Exterior

Cytosol

ATP

ADP «— I =—» ADP

i HB — vezan heparan
HER1 HER1 HER1 HER2 HER3 HER2 HER4 HER2 NRG - neuregulin iz EGF druzine



Citokini preko citokinskih receptorjev aktivirajo
tirozin-kinaze

« Male molekule, 160 aminokislin
* 4 dolge a-vijaCnice
- Kontrola rasti in diferenciacije celic
*  Primeri:
- prolaktin (z diferenciacijo epitelijskih celic te proizvajajo
mlecCne proteine v mleCnih Zlezah)
- Interlevkini (proliferacija T in B celice)

- Interferoni (virusna infekcija-aktivacija encimov na sosednjih
celicah, da so bolj odporne na viruse)

- citokini, ki inducirajo nastanek krvnih celic iz predniskih celic
(G-CSF, granulocyte colony stimulating factor, eritropoetin)



Razvoj eritrocitov z eritropoetinom

Hematopoietic stem cell

Epo
receptors

l « Znizanje kisika v krvi preko TF HIF-1
Progenitors of other aktivira sintezo eritropoetina v
ypesorbleedel®  ledviénih celicah. V nekaj dneh iz 1

predniske celice nastane ~ 50

Erythroid progenitor (CFU-E) erltrOCItOV
No Epo Epo « Zdravljenje anemije pri ledvicnih

| | | ., | bolnikih.
« Del terapije pri rakavih obolenijih.

Apoptosis /\ /\
(cell death) )



Struktura eritropoetina z receptorjem

Erythropoietin

EpoR
(monomer)

Membrane surface



Aktivacija citokinskih receptorjev

. Ligand-
Ligand binding sites Bound ligand

Transmembrane

Exterior o helix

Activation
lip
JAK Kinase

Cytosol
il 2]
Cytokine receptors Dimerization and Phosphorylation
without bound ligand phosphorylation of of additional
activation lip tyrosines tyrosine residues

« Receptor je dimer

« Na citosolni del sta vezani 2 protein-tirozin-kinazi

* Vezava liganda pribliza obe JAK, ki postaneta aktivni

« Sledi fosforilacija tirozinov na C-koncu receptorja

« Na P-Tyr se vezejo proteini s specificnimi domenami (SH2, PTB)



Signalni proteini se vezejo na P-Tyr v RTK in citokinskih
receptorjih ali na umestitvene proteine (npr. IRS-1)

Activated RTK

9

"
Exterior ‘
Cytosol & I l Kinase
2 .

P
: n‘e
@ ® b8
® . domain SH2
‘ domain

Signaling proteins

IRS — insulin receptor substrate
PTB — phosphotyrosine binding



Proteini z SH2 domeno se vezejo na fosforiliran receptor
v citoplazmi

Hidrofobni zep je specificen.

Front view

SH2 — Src homology 2 domain



Aktivacija STAT transkripcijskih faktorjev

Epo
STAT proteini imajo: -
- N-konec, ki se veze na DNA receptor
- SH2 domeno
- C-konecs —
P 7 P
I i il SH, domain
Fosforilacija Active JAK % P s -tc:in(?ing} —
kinase ®- B domain
2 prosta STAT proteina dimerizirata,
konformacijske spremembe & )
g
NLS se izpostavi, STAT potuje v jedro Dimefiziﬁy
Veze se na ojaCevalna zaporedja D

a 0 N\
Into nucleus; /

binds DNA
and activates
transcription



Struktura STAT proteina

(b)

DNA-binding
domains




Aktivacija transkripcije s STAT

DoloCen STAT protein aktivira transkripcijo razlicnih genov v razlicnih
celicah.

V celicah so razliéni TF, drugaCne epigenetske modifikacije, geni,
pripravljeni za transkripcijo s STAT.

Primer: aktivacija STATS z eritropoetinom v eritroidnih predniskih
celicah in s prolaktinom v mlec€nih zlezah.

Razlicni ligandi — receptorji — celice
enaka signalna molekula aktivira druge gene!



Znizanje ucinka signalne poti z RTK in s citokini

« Endocitoza receptorjev:

HER1 ima brez EGF razpolovni ¢as 10-15 ur, internalizacija receptorja
vsakih 30 min (v endosome in nazaj v celicho membrano)

Ob prisotnsoti EGF se internalizacija 10x povec€a, malo receptorjev se
vrne v membrano, vecCina se razgradi v lizosomih

- Razgradnja v lizosomu:

Singnal za razgradnjo (ubikvitinacija) ali recikliranje

Ce ni internalizacije, ima HER1 konstantni odgovor na EGF, kar vodi v
nastanek tumorjev.

* Fosfotirozin fosfataze
« SOCS proteini



Regulacija prenosa signala na eritropoetinskem
receptorju

(a) Short-term regulation: JAK2 deactivation
by SHP1 phosphatase

EpoR

Active JAK2
kinase

Inactive JAK2
kinase

Active
SHP1

Inactive
SHP1 /

SH2 Phosphatase
domains domain

Fosfotirozin fosfataza SHP1

SHP1 se veze na P-Tyr na EpoR
receptorju (z SH2 domeno) in
inaktivira JAK2 (dokler se na
receptor ne veze nov citokin).



Prekinitev prenosa signala na eritropoetinskem
receptorju

SOCS proteini

(Suppressor of cytokine signaling)

Long-term regulation: signal blocking and protein °
degradation by SOCS proteins

TF STAT (negativna regulacija)
Kompetitivha vezava z SH2 domeno na
receptor

SOCS1 se veze na JAK2, inaktivacija

Z SOCS ,box’ domeno veze E3 ubikvitin
ligazo

Poliubikvitinilacija JAK2 in razgradnja v
proteasomu

./ v
SOQS > \\‘ Recruitment
protein “@ “\ of E3

SH2 SOCS ~ Uubiquitin

domain  box ligase



Signalna pot z Ras/MAP kinazo

® ReCeptorjl RTK |n CltOklnSkl (a) GTP-bound "on" state (b) GDP-bound "off" state
receptorji Gly60 Thr3s

« Ras GTPaza Switch Il # O\ Switch |
- Studija na Drosophili, :
C. elegans, proteini ohranjeni

Active ("on")

Switch ||
Inactivator protein

GAP

(GTPase accelerating
protein)

Activator protein
GEF

(Guanine nucleotide
exchange factor)

Switch |

Ras stikalo



Signalna pot z Ras/MAP kinazo

Receptorji: RTK in citokinski receptor;i
Ras GTPaza

Kaskada kinaz se konca z MAP kinazo
(Mitogen-Activated Protein Kinase)

MAP kinaza aktivira TF, ki vplivajo na
celicni cikel in diferenciacijo celic.

Mutacije v RTK, Ras in ,downstream’
proteinih so nasli v skoraj vseh vrstah
Cloveskih tumorjev.

Ras se na tirozin-kinazo veze preko
vmesnih proteinov, Sos je GEF

GRB2 — growth factor receptor-bound protein 2, pomozni protein
Sos — Son of Sevenless, GEF

EGF V¥ v
V / ) o Y
J« EGF v\_/ J
] monomers | _ «~~
* &5 \ r \

Exterior -
Cytosol
Inactive Ras — \J

Bi ndmg of hormone causes receptor n
dimerization, kinase activation, and
phosphorylation of cytosolic receptor
tyrosine residues

Active
‘J% 4\ EGF

) dimer

GRBZ
SH3

Binding of GRB2 and Sos couples
receptor to inactive Ras

GDP Sos promotes dissociation of GDP
Bl from Ras; GTP binds and active
GTP Ras dissociates from Sos

Signaling



Specificne interakcije SH3 domene s prolin bogato
regijo

npr. GBR2

SH3 domain



Strukturne spremembe Ras, ko je vezan na
GDP, Sos in GTP

(a) Ras-GDP (b) Ras-Sos (c) Ras-GTP

phosphates

Ko se GTP veze v zep, se Sos sprosti iz kompleksa.

Strukturne spremembe omogocijo interakcije s proteini iz kaskade kinaz.



Signalna pot preko Ras/MAP kinaze

Ras activated Active Ras recruits, GTP hydrolysis
by exchange of binds, and activates leads to dissociation
Exterior GDP for GTP Raf of Ras from Raf

& N 7 e
P GDP GTP P
Inactive Ras Active Ras
Cytosol
. activates
':je;elr{:;gf; —— C-terminal ATP WIES
domain kinase
domain
P) ) . b MEK
14-3.3 — && Ser/Thr kinaza App < Ser/Th in Tyr
Veze se na P-Ser kinaza
activates
MAPK
Kompleksnost sistema: P-Thr in P-Tyr
3 Ras MAP kinase
Ser/Thr kinaza
3 Raf /
. a
2 M EK (MAP K/ER K K| nase) Active MAP kinase translocates

to nucleus; activates many

2 Erk (Extracellular signhal-Regulated Kinases)  transcription factors



Mutacije v B-Raf povzrocijo melanom

40 % primerov melanoma je mutacija v genu za B-Raf
90 % mutacij je Glu 600 Val

Stimulacija MEK brez rastnega faktorja

Inhibitorji B-Raf kinaze v kliniénih Studijah



Aktivna in neaktivna oblika MAP kinaze

Kinase catalytic site:
Inactive Active

(a) Inactive MAP kinase (b) Active MAP kinase

»
&Activation
lip

Fosforilacija povzroCi aktivacijo in dimerizacijo (transport v jedro).




Aktivacija transkripcije z MAP kinazo

Active, dimeric MAP kinase

« Aktivacija 100 genov (early response
genes, ki inducirajo izrazanje
proteinov za celiCni cikel)

« Transkripcijski faktorji (c-Fos, c-Jun)

Inactive p90RSK
Active p90RSK

Transcription

|
\){|Coding sequence {{/X

c-fos gene

;{% SRE MCoding sequence m

c-fos gene
Inactive gene

SRE - serum response element
SRF — serum response factor
TCF —ternary complex factor



,Scaffold' proteini locijo razlicne signalne poti preko
MAP kinaz

(a) Mating pathway (b) Osmoregulatory pathway
Exteri
erlo' Activation by high
Mating osmotic strength
fa

Receptor Activation

c|tor
O, of G protein
.

D /

®
’ Other
) . targets

» rotei = 2
A\ 2 0
o [ e | | cxmms ¥ e ¥ s N s ¥ e
[ = —
_L 'fl'ranscription
actors
1 p ranscription
D\

Transcription
Osmoresponsive genes m

Figure 16.2AP kinase cascades in the mating and osmoregulatory pathways.



Signalna pot preko fosfoinozitidov



Sinteza sekundarnih prenasalcev DAG in IP; s PLC

 GPCR - PLCB - DAG in IP; (Ca?*)

* RTK, citokinski receptorji - PLCy (SH2 domena) - DAG in 1P,
C
3

1,2-Diacylglycerol
(DAG)
O (|3=O (0] (|3=O (0] (lI=O
) (0] (0] (0]
| ATP  ADP \ | ATP ADP \ | |

(l:_
0
CHz—CH—CH, \__A CHz~CH—CH, N CHz—CH—CH, CHz—CH—CH,

\
0 Pl-4 kinase PIP-5 kinase (0} OH
| I |
—o_}ID=0 OH -0—P=0 OH ‘O—}I’=O Phospholipase C
|

o) 6 5 0 (0]
1 4 4 0

OH %@

2 3

Phosphatidylinositol Pl 4-phosphate Pl 4,5-bisphosphate
(PI) (PIP) (PIP2)

A

Cytosolic leaflet

c
~ | |
0

Inositol

Inositol 1,4,5-
trisphosphate
(IP3)



Fosfatidil inozitol 3,4,5-trisfosfat

* RTK, citokinski receptorji
« PI-3 kinaza (SH2 domena), 9 Cloveskih

homologov

* PI-3 kinaza se veze na receptor na citosolni
strani — pribliza se substratu

« Pot sprozi celicho delitev, prepreci apoptozo,
Inducira spremembe v metabolizmu

« Dolgotrajni efekt na izrazanje genov

« Protein-kinaza B (PKB), protein-kinaza C

(PKC)

A

Cytosolic leaflet

Inositol

Pl 4-phosphate
(PIP)

ATP
PI-3 kinase
> ADP

o
0
CHy=CH—CH,
i
0—P=0 oy

o s 1s
].‘.
P

2 3

Pl 3,4-bisphosphate

ATP  ADP \

PI-5 kinase o)

Pl 4,5-bisphosphate
(PIP2)

ATP
PI-3 kinase

ADP

NN

(I:=o (|:=o
0 0
ATP  ADP X I
CH;~CH—CH,
|
PI-5 kinase ?
O0—P==0 P

Pl 3,4,5-trisphosphate



Aktivacija PKB v signalni poti preko PI-3 kinaze

ZUNAJCELICNI SIGNAL

Exterior Pl 3,4-bisphosphate

Cytosol M
)
4 Pl-3 kinase

Pl 4-phosphate

veze se na 3-fosfat

PH domain 7
Kinase ‘
domain lip
Partially PDK1
active PKB Fully active PKB

Inactive PKB
Ser/Thr kinaza
B} 'nactive PKB in cytosol Ed Formation of E] Fully active PKB
of unstimulated cell Pl 3-phosphates,

recruitment and partial PDK2
activation of PKB 3-phosphoinositide

PH domena - Pleckstrin homology domain dependent protein kinase




Vioga PKB

« Fosforilacija ter inaktivacija pro-apoptoticnih proteinov
« Primer: fosforilacija Forkhead TF FOXO3a prepreci njegovo
indukcijo izrazanja proapoptoticnih proteinov
Rastni faktorji — PKB — fosforilacija FOX0O3a — nanj se veze 14-3-3 —
prenos v citosol
« Rak, diabetes

« Insulin — RTK — PKB — poraba in skladisCenje glukoze (ena signalna
pot kontrolira razlicne celiCne funkcije v razli¢nih celicah)



Negativna reqgulacija PI-3 kinaze s PTEN fosfatazo

Fosforilacija s PI-3 kinazo je reverzibilna

PTEN (Phosphatase and tensin homolog), tumor-supresorski gen
Siroka specifinost (Tyr, Ser, Thr)

Poglavitna vlog: defosforilacija 3-fosfata iz Pl 3,4,5-trisfosfata —
apoptoza

Delecije gena v naprednih rakih (PKB ni inhibirana, prekomerna
celiCna rast)

Miske z izbitim genom za PTEN imajo veCje mozgane in vecCje
Stevilo nevronov (kontrola normalnega razvoja)



3. sighalna pot preko receptorja serinske kinaze



Signalna molekula TGF-p

TGF-B (transforming growth factor beta) — zunajceliCna signalna
molekula

TGF-1,2,3 — normalna vloga: inhibicija celiCnega cikla (zgodniji raki,
metastaze), BMP (bone morphogenic protein)

V matriksu v neaktivni obliki

Hitra aktivacija s proteolizo ali odcepitvijo inhibitorja

7 Cys — 3 disulfidne vezi, 1 Cys za dimerizacijo (homodimer,
heterodimer)




TGF-B/Smad signalna pot

Exterior

Receptor serinske kinaze

« Kompleks 3 TGF-f3 receptorjev

* RIll je najvec, B-glikan —
proteoglikan (GAG-protein)

* RIlin RIl sta dimera

* RII konstitutivno aktiven

« RIlin RIll vezeta TGF-f3

-  Kompleks RIII, 2x RII, 2xRI (ko
je veliko TGF-3)

* RIl fosforilira RI
Fosforilirajo Smad TF

3-bp spacer



TGF-b/Smad signalna pot

Exterior

Smad TF

* Neaktivni v citosolu (R-, co-, I)

* Imajo 2 domeni: MH1 (veze na
DNA, NLS) in MH2 domeni

« Fosforilacija aktivira Smad 2/3

«  Kompleks dveh Smad2/3, Smad
4 in dveh importinov potuje v
jedro

« Smad 2-4 ali Smad3-4 se
vezeta na druge TF

« Defosforilacija Smad2/3,
recikliranje v citoplazmo

 Smad vezejo razlicne TF v
razlicnih celicah — drugacen 17
celi¢ni odgovor smecz> Cggy

« Smad regulirajo rastin c_gm[_@
diferenciacijo A




TGF-B/Smad signalna pot

Smad vezejo razlicne TF v razlicnih celicah — drugacen celicni
odgovor

Primer: v epitelijskih celicah in fibroblastinh TGF-[ inducirajo izrazanje
proteinov zunajcelicnega matriksa (fibronektin, kolagene) in proteine,
Ki inhibirajo serinske proteaze (cepijo zgornje proteine). S tem se
stabilizira matriks, posledi¢no tkivo. Inhibitor serinskih proteaz je PAI-
1 (plasminogen activator inhibitor 1).

Preprecijo proliferacijo celic

Brez TGF-B pride do zgodnjega razvoja rakov (mutacije). Pankreaticni
raki imajo delecijo v genu za Smad4.

Zdravljenje z rekombinantnimi proteini TGF-p.



Negativna requlacija TGF-p signalizacije

 Inhibicija transkripcije, ki jo povzrocCijo Smad proteini
« S Smad7 (i Smad)
« S Skiin SnoN proteinoma



Zmanjsanje signalizacije preko Smad TF s Ski ali SnoN

proteinoma

Histone
deacetylation

Transcription

CACGTGRONY PAI-1 NN

» Inducirata deacetilacijo histonov. X »

* lzrazanje SnoN in Ski vodi v nenormalno proliferacijo celic

* Prekomerno izrazena v rakih (melanoma, rak na prsih)

« Znizano izrazanje — manjsa rast pankretiCnega tumorja

« Negativna zanka: po TGF-§ stimulaciji se SnoN in Ski razgradita. Po
nekaj urah se poveca izrazanje SnoN (Smad2-4 se veze na njegov
promotor) — iznici se dolgotrajni efekt prenosa signalov zaradi
neprestanega delovanja TGF-p.




. signalne poti, kontrolirane z ubikvitinacijo

Vecinoma ireverzibilen proces
Wnt in Hedgehog poti podobni (TF-U, razgradnja TF)

NF-kB (U-inhibitor TF)



Wnt signalna pot

Wnt: wingless (Drosophila) + int (integracija retrovirusa pri miSkah)
Wint1 (miSke) je protooknogen

Kontrola razvoja (mozgani, udi, organogeneza), nastanka
osteoblastov, kontrola mati¢nih celic, proliferacija, prezivetje, polarnost,
migracija

Wnt so zunajcelicni glikoproteini (19)

Maodifikacija ha N-koncu — hidrofoben palmitat — za vezavo na
membrano celic (bliznje celice, so lokalno omejeni)

2 receptorja Fz (Frizzled - GPCR) in LRP



Wnt signalna pot

(a) -Wnt (b) +Wnt

Frizzled (Fz) Frizzled (Fz)
Exterior

Cytosol

Proteasomal
I:)ci:guitin 1 degradation
ligase
= — /=
Nucleus

YR Target genes MO
IH(-)

. . Repression Activation
APC — adenomatous polyposis coli

GSK3 — glycogen synthase kinase 3
CK1 — casein kinase 1

TCF - transcription factor

Gro — Groucho, repressor



Hedgehog signalna pot

Hedgehog je sekretorni protein,
avtoproteoliza

Morfogen: koncentracijsko odvisna
usoda celic

Potuje do 20 celic daleC
Modifikacije za vezavo na celiCno
membrano

3 hh geni (sonic, desert, indian),
2 ptc, 3GITF

Nepravilna aktivacija Hh signalne
poti — raki (tumor v cerebelumu,
miSicah)

Hh precursor

471

N-E) 20 kDa ) 45 kDa

Fc

Gly- 257i , Cys-258

Formatlon of thioester

@D/M@
& |

CH3(CH2)14/ b ’Q )_<

Membrane-tethered Hh 0

Palmitoyl %Agsjc/

> Autocleavage




Hedgehog signalna pot
(a) -Hh Primary cilium (b) +Hh Primary cilium

SUFU
@D~

{E@ Smo

Smo moves
Ptc to plasma
membrane

Exterior
Cytosol N Microtubule
. bundles
Kinase
Vesicle

Basal body




NF-«B signalna pot

NF-xB (Nuclear Factor kappa-light chain enhancer of activated B
cells) je inhibiran v citosolu

Aktivacija — stres, Toll-podobni receptoriji, vnetni citokini (TNFa, IL-1)
Nastane proteinski kompleks blizu celichne membrane, kjer se
inhibitor NF-kB ubikvitinira in razgradi

Negativna povratna zveza: aktivacija transkripcije inhibitorja z NF-
kB. Inhibitor v jerdu veze NF-xB in ga vrne v citoplazmo.



NF-xB signalna pot

(a) Bacteria

TNF-a« TNFa L1 and fungi

lonizing receptor l

radiation

IL-1 receptor
Toll-like

2 receptor
Virus

infection Exterior

Cytosol

Sequestered P
NF-xB Free NF-xB (4]

Proteasomal
degradation
of I-xBa
Induces specific 4— Nuclear-
transcription localization
signals
Adhesion Enzymes

proteins Inflammatory
cytokines Chemokines



Aktivacija NF-«B signalne poti z IL-1
P @

Poly-K63-linked
ubiquitin chains



5. sighalne poti, kontrolirane s proteolizo

Receptor se cepi 2x:
1. metaloproteaze v matriksu cepijo zunajceliCni del receptorja
2. druge proteaze cepijo v celicni membrani

Citosolna domena se sprosti in deluje kot transkripcijski faktor

Notch/Delta
Cepitev prekurzorjev rastnih faktorjev
SREBP



Notch/Delta signalna pot

Cytosol

Notch-
binding
domain

Extracellular
space

Cytosol

Notch se sintetizira kot monomer v
ER, v Golgiju se cepi na 2 verigi.

ADAM - a disintegrin and metalloprotease

SIGNALING CELL

Presenilin 1
RESPONDING CELL

EGF repeats

To nucleus;
activation of
transcription
factors

1!!



Notch/Delta signalna pot

SIGNALING CELL

Cytosol
EGF repeats
Delta-
Reizs binding

Notch- domain

binding

domain n

Notch
2 H
ADAM 10 —8 > J
Extracellular /
space
il |
_—
Cytosol Nicastrin
. s ws y-secretase,
Lateralna inhibicija h)
" v . . e e Presenilin 1
il leus;
« Razlicna diferenciacija sosednjih SUET Swonsec 0 T muciews: | A
. transcription
CellC factors

« Med enakovrednimi celicami ena
celica doloci, da imajo sosednje
drugacno usodo (Notch stimulira
izrazanje Notcha).

» Razliéna usoda celic pri razvoju



Cepitev signalnih molekul z matriks-metaloproteazami

« Podobna cepitev kot pri Notch
* 19 metaloproteaz iz druzine ADAM
« Rastni faktorji se sintetizirajo kot transmembranske molekule

- Matriks-metaloproteaze cepijo prekurzor, sprosti se topna molekula
rastnega faktorja.

« Odcepljeni protein je signalna molekula.
« Nepravilnosti vodijo v nenormalno celi¢no proliferacijo.
« Cepitev prekurzorjev EGF druzine (EGP, HB-EGF, TGF-a, NRG1,2)



Posledice nepravilnega delovanja ADAM metaloproteaz

« PovecCano delovanje ADAM proteinov (opazili pri rakih):

- Visoka koncentracija EGF zunaj celice (avtokrina, parakrina
stimulacija) — nepravilna proliferacija.

- S proteolizo unicijo zunajceliéni matriks, kar vodi v nastanek
metastaz.

ADAM so vpletene v bolezni srca: epinefrin stimulira delovanje -
andrenergiCnega receptorja — glikogenoliza in povecCano krcenje
sréne misice. Pri daljSem zdravljenju z epinefrinom se aktivira
ADAMY, cepi HB-EGF prekurzor, ta se veze na receptor v celicah
srcne misice — nepravilna rast (povecCano, a Sibko srce).



Proteolitcna cepitev APP z ADAM pri Alzheimerjevi

bolezni
Extracellul APP Sy s
xtracellular
space i’f
o-Secretase B-Secretase / et o
Presenilin1  (ADAM 10, ‘:. ks % ; G4
ADAM 17) < st
12 aa Nicastrin 28 aa Amy|o|d p|aque
14 aa ( ; @ : AB42 14 ai/
Y- Secretase
Cytosol

+ KopiCenje AB,, peptida v plakih — smrt nevronov

* Nepravilna cepitev amiloid-prekurzor-proteina (funkcija neznana)

« 1 zunajceliCcna in 1 membranska cepitev

« Genetske napake v APP na mestih, kjer cepijo sekretaze in v proteazah,
kar favorizira nastanek amiloida A3,

« Sekretaze niso dobra tarCa za zdravila (Notch/Delta)

* GRASP (y secretase activating protein) poveca koliCino amiloida AB,,,
ker interagira z B3, inhibitor tega proteina potencialno, dovolj specificho
zdravilo.



Proteoliza intramembranskega proteina SREBP

Kontrola koliCine membranskih lipidov (pravo razmerje med
fosfolipidi in holesterolom) poteka z regulacijo sinteze holesterola in
njegovega vnosa v celico.

Sinteza holesterola (iz manjSih prekurzorjev s HMG-CoA reduktazo)
in LDL receptorja (vnos v celico) je znizana, Ce je dovolj holesterola
v celici (regulacija transkripcije).

SREBP (SRE binding protein) je TF, odvisen od holesterola

Znotraj celice

Geni, katerih izrazanje je regulirano s steroli imajo mesto SRE
(sterol regulatory element, 10 bp).



Aktivacija SREBP s holesterolom

(a) High cholesterol (b) Low cholesterol < 5% vseh lipidov v ER membrani
ER membrana

Cholesterol
=4
H

HO

t{bHLHS

Nuclear nucleus
SREBP

o)
b\'\\'H N Vesicle
budding

SREBP

Na membrano vezikla za
transport iz ER v Golgi je
vezan protein COPII.

Vesicular »
SCAP transport g
SREBP cleavage- — [pec23 : Vesicle
activating protein " membrane
Sec24 coo
Insig-1(2)
Transmembrane]
segment
of cargo protein
HO o
ER lumen Cytosol ER lumen Cytosol Golgi cisterna

Ko je sterol-sensing domain v SCAP vezan na holesterol, je protein vezan tudi na insig-1(2).

Vezan insig-1(2) preprecCi vezavo na Sec24 (protein na COPII veziklu, ki potujejo v Golgi) — ko
je holesterola v ER membrani ve€ kot 5% vseh membranskih lipidov.

Ce insig ni vezan na SCAP, se nanj veze Sec24, SCAP-SREBP kompleks gre v Golgi.
V Golgiju se SREBP cepi z S1P in S2P.

NSREBP gre v jedro, veze se na SRE in sprozi transkripcijo (npr. genov za LDL receptor,
HMG-CoA reduktazo). nSREBP se hitro razgradi, a hitro nastane — hiter celi¢ni odgovor.



Regulacija lipidov v celici

Koordinirana regulacija: vseh lipidov (rast membran)

Diferencialna regulacija: potreba po nekaterih lipidih (npr.
holesterolu za sintezo steroidnih hormonov)

Diferencialna regulacija s 3 SREBP

SREBP1la in 1c (alternativni splicing) imata veciji vpliv na
metabolizem mascobnih kislin kot na holesterol

SREBP2 ima vecji vpliv na metabolizem holesterola

Ateroskleroza — prevecC LDL v krvi, zato naj bi zmanjsali LDL in
povecali HDL

S statini se inhibira HMG-CoA reduktaza (koliCina holesterola v
jetrin). Odgovor je aktivacija SREBP in s tem izrazanje HMG-CoA
reduktaze ter LDL receptorja (vecC receptorjev v jetrih-zmanjSa se
koliCina LDL v krvi).



6. regulacija transkripcije z malimi hormoni

Extracelularna signalizacija

Signalne molekule so mali hidrofobni hormoni

Hormoni so topni v lipidih.

Difundirajo skozi celi¢no in jedrno membrano.
Vezejo se na proteine iz naddruzine jedrnih receptorjev.
Primeri: Steroidni hormoni, retinoidi, tiroidni hormoni

(|:H20H
C=0

OH
HO

Cortisol

H,C_ CH, CHj CH; 0o

v
A W W Yo Wy

OH
CH

3
Retinoic acid

NH
' ° 0
HO 0 CH,—CH—C__
OH
| |

Thyroxine



Jedrni receptorji

So transkripcijski faktorji, regulirani z N
lipidotopnimi hormoni, ki jih dobimo z dieto Iin (*‘-j‘- 5
preko okolja. ,

> 50 cCloveskih transkripcijskih faktorjev

S Cys4 cinkovim prstom se vezejo na DNA.
Homodimer ali heterodimer
Vezejo se na DNA ponovitve. |




Ohranjena struktura domen transkripcijskih faktorjev iz
naddruzine jedrnih receptorjev

H

553

946

777

408

432

—C

Iuill

N_
/
Variable region DNA-binding
(100-500 aa) domain (68 aa)
Amino acid identity: 0 42-94%
Ena ali ve€ aktivacijskih domen Cinkov prst

N\

Ligand-binding
domain (225-285 aa)

15-57%

Od hormona odvisna
aktivacijska domena

Estrogen receptor (ER)

Progesterone receptor (PR)

Glucocorticoid receptor (GR)

Thyroxine receptor (TR)

Retinoic acid receptor (RAR)

General primary structure



C-terminalni del receptorja: hormon-vezavna
domena

Receptor estrogena
Z zelenim heliksom nastane hidrofobni zep za hormon

Pri vezavi antagonista se zeleni heliks pomakne v mesto za
koaktivator - represija

L o-helix from
.~ interacting
./ / co-activator

\_Estrogen
/ (agonist)

Tamoxifen
(antagonist)




Qdzivni elementi jedrnih receptorjev

R —

5" AGAACA(N);TGTTCT 3
3" TCTTGT(N);ACAAGA 5’

O . Obratne

Glukokortikoid (a) GRE

ponovitve
—_—

5" AGGTCA(N),TGACCT 3’
3’ TCCAGT(N),ACTGGA 5’

—

Estrogen (b) ERE

receptor je
homodimer




Qdzivni elementi jedrnih receptorjev

Vitamin D3 (c) VDRE 5" AGGTCA(N);AGGTCA 3’

3’ TCCAGT(N),TCCAGT 5’
)

5" AGGTCA(N),AGGTCA 3" | receptorje
3" TCCAGTIN),TCCAGT &' | heterodimer

Specifiénost vezave
— > —

5" AGGTCA(N);AGGTCA 3’

3’ TCCAGT(N);TCCAGT 5’
0)

Tiroidni hormon (d) TRE

Retinojska ksl (e) RARE



Vezava liganda na homodimerni jedrni receptor povzroci
prenos kompleksa v jedro

(a) (b) (c)

Glukokortikoidni hormon - Dex s
deksametazon

Proteins N-C
expressed:

-Galactosidase Glucocorticoid GR ligand-binding
receptor domain
(d) Hormone
Exterior

se

Inhibitor

Response element

Nucleus




Hormon se na heterodimerni jedrni receptor veze v
jedru

\ 4

« Brez hormona se heterodimerni receptor veze na DNA odzivni element SRE.
Na receptor se veze tudi HDAC (histone deacetylases). Transkripcija je
blokirana.

« Ko v jedro difundira hormon, se HDAC sprosti, veze pa se histon-acetilaza.
Transkripcija je aktivirana.



7. regulacija transkripcije med elongacijo

Hsp
« Ustvljena elongacija Pol Il 200bp od transkripcijskega zacCetka

« Aktivacija HSTF s toplotnim Sokom, elongacija s Pol Il se nadaljuje —
hiter odgovor

Myc

« kontrola elongacije s Pol I

» Regulacija celiCne rasti in delitve
« Povecano izrazanje v rakih

« Glavni TF pri reprogramiranju somatski celic v pluripotenetne
maticne celice



8. requlacija transkripcije s Ca?* ioni

GPCR in receptorji s tirozin kinazo (RTK in receptoriji citokinov)

TABLE 15-3 | Cellular Responses to Hormone-Induced Rise in Cytosolic Ca** in Various Tissues*

Tissue Hormone Inducing Rise in Ca®* Cellular Response

Pancreas (acinar cells) Acetylcholine Secretion of digestive enzymes, such as amylase and trypsinogen
Parotid (salivary) gland Acetylcholine Secretion of amylase

Vascular or stomach Acetylcholine Contraction

smooth muscle

Liver Vasopressin Conversion of glycogen to glucose

Blood platelets Thrombin Aggregation, shape change, secretion of hormones
Mast cells Antigen Histamine secretion

Fibroblasts Peptide growth factors DNA synthesis, cell division (e.g., bombesin and PDGF)

*Hormone stimulation leads to production of inositol 1,4,5-trisphosphate (IP;), a second messenger that promotes release of Ca** stored in the
endoplasmic reticulum.
SOURCE: M. J. Berridge, 1987, Ann. Rev. Biochem. 56:159, and M. ]J. Berridge and R. F. Irvine, 1984, Nature 312:315.



Reqgulacija transkripcije s Ca?* ioni

1,2-Diacylglycerol
(DA

Phosphatidylinositol Pl 4-phosphate Pl 4,5-bisphosphate
(P1) (PIP) (PIP2)

PLC katalizira nastanek 2 sekundarnih prenasalcev DAG in IP,

IP, je odgovoren za kratkotrajno spro$€anje Ca?*ionov iz lumna ER
(ni poveCanja ionov zunaj celice)

Ca?* ioni pomagajo pri aktivaciji PKC z DAG.
PKC vplivajo na celicno rast in metabolizem: npr. na metabolizem
glikogena v jetrih. Regulirajo transkripcijo s fosforilacijo TF.



Aktivacija PLC s citosolnim Ca4* ioni
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RECEPTORSFOUND ON ADIPOCYTE

Regulacija diferenciacije adipocitov z j% gon
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PPAR - peroxisome proliferator-activated receptors

Beli adepociti za skladisSCenje mascob v
trigliceridnih globulah

So endokrine celice
|z mezenhimalnih matic¢nih celic lahko

nastanejo adipociti, osteoblasti in celice,
Ki proizvajajo hrustanec

TF PPARY je glavni transkripcijski
regulator za diferenciacijo adepocitov
(jedrni receptor)

Aktivni PPARY verjetno potrebuje vezan
ligand (oksidiran derivat masCobne
Kisline).

Tudi TF C/EBPa se inducira med
diferenciacijo adepocitov.

Skupaj inducirata izrazanje vseh
proteinov, potrebnih za nastanek
mascobnih celic

Inzulin +, Wnt - , TGF-p -



