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BUNECNA SIGNALIZACE

- Co se zde déje??
‘

Senzoricky impulz z venci

> svétlo Reakce burky - organu
» chlad > vasokonstrikce

> tlak meeeesssssssss——— > fies

> hypoxie PREDMET FYZIOLOGIE » motilita streva

> vzrlst teploty

> Siroké spektrum signdlnich molekul - strukturni a funkéni riznorodost

> vnéjsi stimulus vede k tvorbé kaskddy informaénich molekul a naslednych déju, které
vylsti v konecnou bunéénou odpovéd’

> rdstové faktory, cytokiny, mitogeny, hormony, retinoidy, eikosanoidy, lipidy, Zluéové
kyseliny, neutrotransmitery

HORMONY

» Syntetizovany v endokrinnich Zlazach

> Secretovany primo do krevniho reciSté a dopraveny na misto Gcinku

> Méni metabolické aktivity cilovych bunék (dalkové ze sekreénich orgdnd)
> Aktivni ve velmi nizkych koncentracich (pM - 1uM)

> Rapidné metabolizované - kratkodoby efekt



SIGNAL TRANSDUCTION




INTEGRATION AND CONTROL Senzory inputs from the environment
OF METABOLIC PROCESSES 1

CENTRAL NERVOUS SYSTEM

. =

Hypothalamus

Primary target

Folicule

Stimulating
hormone

Thyrotropin Corticotropin Prolactin  Vasopresin Oxytocin

Thyroxine Cortisol Epinephrine Insulin Progesterone Testosterone
Triiodo-  Corticosterone Nor- Glucagon Estradiol

thyronne Aldosterone  epinephrine Somatostatin

. 2

Muscles

Ultimate target



BUNECNA SIGNALIZACE: MIisTO PUSOBENI

ENDOKRINNI

» hormon je skretovan zlazou s vnitrni sekreci

> hormon plsobi na jiny vzddleny orgdn - prenos krevnim recistém
> adrenalin, insulin, kortisol

PARAKRINNI

> latka plisobi na bezprostredni vzddlenost - sousedni buriky
> prenos volnou difidzi
> eikosanoidy, cytokiny, neurotransmitery

AUTOKRINNI

> latka plisobi na stejnou buriku ve které byla vytvorena/sekretovana
> neurotransmitery

BUNECNA SIGNALIZACE: STRUKTURA SIGNALNICH MOLEKUL

Odvozené od aminokyselin Peptidy a aminokyseliny Steroidy Eicosanoidy

> epinefrin (adrenalin) > insulin; glukagon > kortisol; aldosteron > prostaglandiny
> nor-epinefrin > liberiny; oxytocin; vasopresin > estradiol; testosteron >  prostacykliny
> thyroxin > ADH: ACTH > leukotrieny

> triiodthyronin > tromboxany
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BUNECNA SIGNALIZACE: MECHANISMUS UCINKU

Signdlni molekuly neprochadzejici plasmatickou membranou

» aminokyseliny; peptidy - hydrofilni slouceniny

» vazba ligandu na receptor na bunééném povrchu - odezva uvnitr burnky - zmény v aktivité klicovych
proteint/enzymi

> Ucinek pres druhé posly - aktivace enzymii v cytosolické doméné receptoru, otevirdni iontovych kandll
» krdtkodoby Gcinek; superrychld odpoved’

Signdlni molekuly prochazejici plasmatickou membranou

> steroidni a thyroidni hormony, retinoidy - lipofilni sloueniny

» vazba ligandu na intraceluldrni receptor - komplex hormon-receptor se vdze na DNA a spousti
transkripci genll - zmény v hladindch proteint/enzymi

» dlouhodoby tcinek, pomald odpoved’
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GTP- vazajici proteiny NI,

GPCR - G protein-coupled receptors RORORS - i
> guanyl-nukleotidové proteiny Lo on
> transduktory = prevod excitalniho signdlu z receptoru na efektor mon|
v plasmatické membrané Hq )
> periferni membrdnové proteiny (umisténé na cytosolické strané) N TP I
» TRIMER = sklddd se z a, B ay podjednotek R e T
> a podjednotka je vazebné misto pro GDP/GDP; GTPasovd N/
aktivita Phosphate (P) 2:,,, =

Figure 9-38 Principles of Biochemistry, 4/e
©2006 Pearson Prentice Hall, Inc.

[,

velka ligand-vazebna extracellularni doména
tvorba komplexu hormon-receptor
konformacni zména receptoru

prevod signdlu dovnitr do buriky

> receptor interaguje s G-proteinem
> vyména GDP za GTP v a-podjednotce
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uvolnéni a-(6TP) podjednotky

hydrolyza GTP na GDP

target
protein

:

downstream targets of signaling cascade

> aktivace efektoru

),

uvolnéni a-6DP z efektoru
re-asociace s  a y podjednotkami
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GTP- vazajici proteiny = G-proteiny

~

-

Interakce s
rozdilnymi receptory

> Inhibice 6TPasové aktivity a-GTP podjednotky vede k ireversibilni aktivaci efektoru a
ndasledné k nekontrolovatelné bunécné odpovedi

> Priklad: Vibrio cholerae toxin inhibuje GTPasovou aktivitu v enterocytech, coz vede k
permanentni aktivaci efektoru (adenylat cyklasy). Vysledkem je, Ze sekrece Na* a
H,O je nekontrolovatelna a dochazi k dehydrataci organismu.

Stimulus Receptor G-prot. Efektor Odpoved’

Epinefrin B-adrenergni r. Gs Adenyldt cyklasa Degradace glykogenu
Serotonin Serotoninovy r. Gs Adenyldt cyklasa Behaviordlni sensitizace
Svétlo Rhodopsinovy TransducincGMP PD  Vizudlni excitace
IgE-antigen komplex Mast cell IgE r. GpLc Fosfolipasa C Sekrece

f-Met peptid Chemotakticky r. GpLc Fosfolipasa C Chemotaxe

Acetylcholin Muskarinovy r. Gk Draslikovy kandl Zpomaleni pacemaker aktiv.



SECOND MESSENGERS

» druzi poslové
> amplifikace vnitrobunéénych signdlii - produkty aktivovanych efektord
> malé molekuly nebo ionty - allosterické efektory

VYV VYV

cAMP - cyklicky adenosinmonofosfat

cGMP - cyklicky guanosinmonofosfat

DAG - 1,2-diacylglycerol

IP3 - inositol-1,4,5-trifosfat

Ca?* - vapnik (volny nebo vazany na kalmodulin)

SYSTEMY PRO PRENOS SIGNALU

>

>

>

ADENYLAT CYKLASOVY systém
FOSFATIDYLINOSITOLOVY systém
TYROSIN KINASOVY systém
GUANYLAT CYKLASOVY systém

SIGNALIZACE STEROIDY/THYROIDY/RETINOIDY



ADENYLAT CYKLASOVY (AC) SYSTEM

druhym poslem je cyklicky adenosin monofosfat (cAMP)

cAMP je allostericky aktivator proteinkinas

aktivované proteinkinasy fosforyluji cilové proteiny, casto dalsi kinasy
amplifikace signalulll

fosforylace proteinii (enzymi) = zménéna funkce = bunééna odpovéd’

Ucinky cAMP

T degradace energetickych zdsob AP
T sekrece HCI zaludeéni sliznici < >—

| agregace krevnich desti¢ek Kinasa 1 1 x

YVVVVYVYY

1 x 104
NH,
N7~ N adenyldt cyklasa
o o o e 1x 108
@—P—D—lir—D—P—Gn—»::‘.H2
PP; 1 x 1012
ATP 1 x 1016




ADENYLAT CYKLASOVY (AC) SYSTEM

adanylyl
! cyclase

» AC je aktivovana pres G-protein > AC preménuje ATP na cAMP
> efektor = membrdanova AC > narist cytosolického cAMP
» CcAMP je druhy posel

Alberts et al: Molecular biology of the cell, 4th Edition



cAMP aktivuje protein kinasu A -fosforylace down-stream targeti

Alberts et al:
Molecular biology of the cell, 4th Edition
https://www.youtube.com/watch?v=dfUlhhTJhdY

PKA: 2 katalytické a 2 regulacni podjednotky

CAMP se vaze na
regulacni podjednotky

PKA fosforyluje cytosolické proteiny

PKA mize vstoupit do jadra a fosforylovat
transkripcni faktory

po vazbé cAMP dochazi k disociaci tetrameru
PKA a uvolfiuji se aktivni podjednotky PKA

target gene
P-TFs recrutuji transkripcn
ko-aktivatory a spousti
genovou expresi

target gene




DEGRADACE cAMP

> riznd tkanova distribuce fosfodiesteras a subtypy = terapeutické vyuZiti inhibice PD

lllll

fosfodiesterasa

O

cAMP AMP
Hormony vyuzivajici AC systém a cAMP jako druhého posla

- Kalcitonin - Choriovy gonadotropin - Kortikotropin

- Epinefrin - Follicle-stimulating hormon - Parathyroidni hormon

- Glukagon - Luteinizujici hormon - Nor-epinefrin

- Lipotropin - Melanocyty-stimulujici hormon - Thyroidy-stimulujici hormon

- Vasopresin



6TP w1 GUANYLAT CYKLASOVY SYSTEM

_O_E_o_{;_o_g_o_cm o Membranova forma GC
SSRY SR SR e > single transmembrane domain
H H : > srovnej s 12 TM u AC
or o Guanylin
and .
ANF endotoxin | » enzyme-linked receptor
PP. receptor  receptors | » srovnej s GPCR u AC
| +
0 Extracellular ITIH:” H.N—oy Cytosolicka forma GC
ligand- ) L | > soluble form
oinding T ) > allostericka aktivace
(receptor) ’%’ { S
domains __’){ Y

Intracellular 4, # .y .
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forming) \
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Lehningers Biochemistry Membrane-spanning activated

4th Edition, 2005 guanylyl cyclases guanylyl cyclase



MEMBRANOVA GC - LEDVINY, SRDCE

6C v ledvinach je aktivovdna hormonem ,atrial natriuretic factor = ANF"

ANF je uvolnén v srdecni sini, kdyz je srdce roztazené zvySenym objemem krve
ANF je krevnim reciStém dopraven do ledvin, kde aktivuje GC ve sbérnych kandlcich
po aktivaci 6C dojde k nardstu cGMP, ktery spusti exkreci Na* a vody

ztrata vody vede k poklesu objemu krve, ¢imz vymizi stimulus vedouci k sekreci ANF

VVVVY

A\

hladka svalovina cév rovnéz obsahuje ANF receptor, a ANF pisobi vasodilataci, ¢imz
se zvysi prutok krve a sniZi krevni tlak

MEMBRANOVA GC - STREVO

» 6C v plasmatické membrané strevnich epitelidlnich bunék je aktivovdna intestindlnim
peptidem guanylinem, ktery reguluje sekreci Cl- iontl ve strevé

> tento receptor je rovnéz cilem pro termostabilni endotoxin produkovany Escherichia
coli a dalSimi gram-negativnimi bakteriemi

> narlst koncentrace cGMP v disledku plsobeni endotoxinu zplsobi zvySeni sekrece Cl-
iontl a ndsledné sniZeni resorpce vody strevnim epitelem = vysledkem je prijem!



CYTOSOLICKA GC

> enzym pevné asociovany s hemovou skupinou; aktivovany oxidem dusnatym - NO
» NO je produkovdn Ca?*-dependentni NO-synthasou z argininu - mnoho tkani
» NO je nepolarni a volné difunduje pres bunécnou membranu

NHQ ) . I\‘Hg (f //
é N, }IﬂDIFH hiﬁ?DP i o o P j N .
H Oz \ /' NH [ T ~
\ Ca II.'“
Eészfg \_\ / “!‘HE J'f; =+ N{j f “‘ T
1MUY 1 N_'
I"H_CDD | H—COO : Sildenafil (Viagra)
'NH, 'NHj
Arginine Citrulline

> v srdci snizuje cGMP silu kontrakce stimulaci iontové pumpy exportujici Ca?* z
cytosolu

NO ma vazodilatacni Gcinek

obdobny mechanismus (pusobeni NO) u nitrdta - nitroglycerin v 1é€bé anginy pektoris -
poprvé popisovali zaméstnanci v tovdrndach na vyrobu vybusnin, Ze projevy anginy
pektoris byly pres tyden utlumeny a objevovaly se o vikendech

plsobeni cGMP je ukonéeno plsobenim specifické fosfodieasterasy PDE

v lidském organismu jsou rizné isoformy PDE s riiznou tkdriovou a organovou distribuci
isoforma PDE v cévach penisu je inhibovana sildenafilem (Viagra)

Viagra zpusobi, Ze hladina cGMP zlstane zvySena, jakmile jednou vzroste po vhodném
stimulu - princip vyuziti v lécbé erektilni dysfunkce

VYV VY

VV VY



PHOSPHATIDYLINOSITOL PHOSPHATE SYSTEM (PIP)

> two second messengers: - IP3 = inositol-1,4,65-triphosphate
- DAG = 1,2-diacylglycerol
Ca?* ions in signaling pothway - ,third messenger"
cascade ,end point"™ - activation of protein kinase C (PKC)
PKC phosphorylates various target proteins - enzymes,
receptors, transcription factors, transporters
> modulation of metabolic pathways, homeostasis, gene expression

Y V VY
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> central signal molecule is
phOSthﬁleiﬂOSi"'Ol _4' 5-biS-phOSth1’€ (PIPZ) Alberts et al: Molecular biology of the cell, 4th Edition


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/fe/Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate.svg

PHOSPHORYLATION OF PIP2 — PIP3

activation of PIP system:
> various stimuli - e.g. ACTH, epinephrine, neurotransmitters, growth
factors, antigens, etc.

B-cell receptor B-cell receptor

> membrane receptor is activated > PI3K phosphorylates PIP2 at ,3"
by ligand binding - transduction position - PIP3 (phosphatidylinositol-
of a signal through cell membrane 3,4,5-trisphosphate)

> activation of efector - PI3K

(fosfoinositine-3-kinase)
Alberts et al: Molecular biology of the cell, 4th Edition



> PIP3 recruits tyrosinkinase > BTK phosphorylates PLC
(BTK) and phospholipase C (PLC) » PLC-P is catalytically active

» IP3 = inositol-1,4,65-triphosphate
> DAG = 1,2-diacylglycerol

oo

Alberts et al: Molecular biology of the cell, 4th Edition




IP3 binds Ca?* channel in ER Ca?* ch. opens and Ca?* is released

caleiurm channel

calcium

> Ca?* bind to PKC > PKC is active when both

> PKC migrates to plasma membrane ﬂ'ﬂ:ﬂ';';m' Ca?* + DAG are bound

Alberts et al: Molecular biology of the cell, 4th Edition



Alberts et al: Molecular biology of the cell, 4th Edition

PKC phosphorylates target proteins

Target proteins

» RECEPTORS (Insuline receptor)

» ENZYMES (Tyrosin hydroxylase, CYPs)
> TRANSPORTERS (Glucose tr.)

» TRANSKRIPTION FACTORS

INACTIVATION OF PIP SYSTEM
IP3 » IP2

PIP systém has diverse effects:

- glycogenolysis in liver cells

« secretion of histamine by mastocytes
release of serotonin by blood platelets
secretion of insulin by pancreatic islets
contraction of smooth muscles

secretion of epinephrine by chromaffin cells in adrenal glands



TYROSINKINASOVY (TK) SYSTEM

tzv. enzyme-linked receptors; membrdnové receptory - obsahuji efektorovou doménu
efektor = tyrosinkinasa (TK):; proteinkinasa specificka pro fosforylaci Tyr-residui
cilovych proteinu (fosfatasy: transportéry aminokyselin a glukosy, apod.)
extracelularni signdly - insulin, nervovy riustovy f.: epidermdlni ristovy f.

ligand se vdZe na extracelularni doménu TK — konformacni zména — aktivace
intraceluldrni enzymové domény

autofosforylace TK — enzymové aktivita je .on" i v nepritomnosti ligandu — napr.

dlouhodoby dcinek insulinu: kR ATKODOBY = syntéza sacharidii a lipidi
DLOUHODOBY = syntéza nukleovych kyselin a proteind

insulin

ATP ADP

—

autofosforylace

> katalyticka aktivita TK je

zapnuta po vazbé insulinu > zvySend aktivita nezavisle na vazbé insulinu
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CALcium MODULated proteIN - calmodulin, CaM

protein navaZze Ca?* — konformacni zména CaM — interakce s cilovym proteinem
casto se jedna o kinasy, tzv. calmodulin-dependent kinases

mnoho bunék neni schopno vyuzit k signalizaci vapnik primo a vyuziva CaM

CaM - 16 kDa protein; 4 domény, kazda vaZze vapnik

CaM je zapojen do rady déju - kontrakce hladkého svalstva, vnitrobunéény pohyb,
apoptosa, rdst nervii, imunitni odpovéd’, kratkodobd a dlouhodobd pamét’

Ca2+ je uvolnén z ER - pusobenim
hormont nebo neurotransmitert Komplex kalmodulin-Ca2+
je esencialni soucast

mnoha Ca2+ dependentnich
4 enzymu

Endoplasmatické
retikulum

Pfechodny narast
intracelularniho Ca2+ usnadni kalmodulin-dependentni
tvorbu komplexu proteinkinasy

l komplex l
kalmodulin-Ca2+

substrat produkt



NO Hormonalni
signaly
membrana receptory
UVNITR m m m U
BUNKY kinasa
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IP3
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Proteinové substraty Multifunkéni cilové Protein substrates
klnasy klnasy

Druzi
poslové

Ostatni fosfolipasy
Proteinové substraty



