Prenos bunkového signalu: Od linearnych kaskad kignalnym siet’am.
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Vo vSetkych typoch buniek plnia signalpeteiny dlohu informacnych jednotiek prendsajucich signdl z
plazmatickej membrany do cytoplazmy. Kontrolou bunkového spravania funguja signalne drahy ako nervovy
systém bunky. Kvalita prostredia je reflektovana koncentraciou a aktivitou tigtemhnov, co v istom zmysle
mozno povazovat za pamdtovi stopu o neustdle sa meniacej informdcii v bunkovom okoli. V dosledku vysokej
miery prepojenia funguja systémy interagujacich signalnych proteinov ako neurénové siete, ktoré su ‘trénované’
evoliiciou na patricné odpovede na extraceluldrne signdly. Prepojenie signdlnych sieti je zaloZené na difiizii
vyvbranych signdlnych molekil, co je jedna z pricin ich unikdtnych charakteristik v porovnani s pocitacovymi
modelmi neurénovych sieti .

Jednou zsencidlnych podmienok fispe$nej bunkovej reprodukcie je schopnost’ individualnychbuniek rozpoznat
kvalitu vonkajSicho prostredia. Kazda bunka je schopnd vyhladavat’ Ziviny a branit’ sa toxickym substancidm,
pripadne bunkovympredatorom. Okrem toho, uZ aj najtrividlnej$ia forma socialncho Zivota na urovni
mikroorganizmalnych koldnii je podmienena schopnostou ¢lenov bunkového spoloCenstva komunikovat’ medzi
sebou a reagovat’ na signdly vysielané svojimi partnermi. Ticto signdly s spracované prostrednictvom bunkovych
signélnych drah, ktoré prenasaju signél z vonkajSieho prostredia na efektorové miesto v intracelularnom priestore.
Signaly, pod ktorych vplyvom sa bunka nachadza, su integrované do bunkovej odpovede na arovni zmien
v metabolizme, bunkovej morfolégii a génovej expresii, ktokéne¢nom dosledku veda k niektorej z viacerych
finalnych alternativ (Obr. 1).
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Obr. 1. Bunka ako vypoc¢tova jednotka.

Najjednoduchgim predstaviteInym prenasatom signalu by bol jednokomponentovy systém tvoreny napriklad
proteinom spajajucim plazmatick membraricBovym miestom v bunke. Po naviazani ligandu na extracelularnu
Cast’ proteinu by bol signal prenaSakynformaénymi zmenami proteinu az na miesto uréenia (podobne ako v
pripade myozinovych vidkien v mikrotubuloch). Jednokomponentové signalne systémy saiwSakch pricin
(nicktoré vid’. niz8ie) v evolucii neuplatnili. Najtrivialnej§im signdlnym mechanizmom, ktory vo velkej miere
vyuzivaji predovietkym baktérie, je dvojkomponentovy (ticz “phosphorelay”) systém (Obr. 2). Dvojkomponentovy
systém je tvoreny mebranovym senzorom, ktorého extraceluldrna doména ma vazobné miesto pre prislusny ligand.
Po naviazani ligandu dochadza k zmene konformacie cytoplazmatickej domény s protein histidimokindz
aktivitou (vid’. slovnik), s naslednou autofosforylaciou histidinového zvySku. Fosforylacia histidinu zvy3uje afinitu
senzora kegulacnému proteinu. Vysledkom vzdjomnej interakcie je prenos fosfatovej skupiny z histidinu senzora



na aspartat regulatora. To ma za néasledok (i) disociaciu regulatora z komplexu so senzorom a (i) jeho translokaciu
na ciel'ové miesto v bunke, napriklad na definovani regulaéni sekvenciu v DNA s naslednym zapim/vypnutim
génu, ktorého produkt sa zuéastituje v bunkovej odpovedi na prislusny ligand (Appleby a kol., 1996).
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Obr. 2. Dvojkomponentovy regulaény systém.

Typickym prikladomdvojkomponentového systému je odpoved’ baktérii na zmenené osmotické podmienky
prostredia (Parkinson, 1993, Stock a kol., 1990). Na Urovni vonkajSej menibséhgrichia colije komunikécia
sprostredim zabezpetena proteinmi porinmi. Expresia génov kodujacich bakteridlne poriny je pod kontrolou
dvojkomponentového systému zloZzeného z receptorovej protein histidin kindBnvZ (senzor) a transkripéného
aktivatora OmpR (regulator), ktorého Specificita je zavisl4 od fosforylacie jeho aspartatového zvySku. Zmena
v osmotickych podmienkach prostredia vedie k zmene kindzovej akiiwity ¢o sa prejavi zmenou v hladine
fosforylovanéhoOmpR a teda zmenou v expresii porinovych génBwvZ okrem protein kindzovej aktivity
disponuje aj protein fosfatézou aktivitou, ktora “ma na starosti“ terminaciu signalnej dradhy. Hoci spésob kontroly
bunkovej odpovede na kvalitu vonkajsicho prostredia, zalozeny na dvojkomponentovom systéme je v baktériach
pomerne rozSireny, doslo pvocese evoluénej adaptacie prokaryotickych mikroorganizmov Kk postupnému
narastaniu komplexity zalozeného na postupnom “prididvani® dalSich signalnych komponentov a vzniku
jednoduchych signélnych kaskad.

Jednym Zysledkov tejto evoluénej skladacky je Tar signalny komplexmonitorujici extracelularnu koncentréaciu
aspartatu, maltézy, a niektorych repelentov (Obr. 3) (Manson a kol., 188B8xsignalny komplex je jednym
Zviacerych systémov, ktory umozituje baktérii reagovat’ na zmenu koncentricie atraktantov, resp. repelentov
v prostredi. Vystupom bunkovej odpovede je zmenmeticii bakterialnych bi¢ikov, ktora v koneénom dosledku
vedie k pohybu (chemotaxik, resp.od zdroja prisluSnej chemikalif.ar receptor je umiestneny Vgzmatickej
membrane ako dimér v komplexe so skupinou 2kie (chemotaxis) proteinov: autofosforylujicou sa protein
histidin kinazouCheA metylazouCheR metylesterazo€heB protein fosfatazoCheZa adaptorovym proteinom
CheW Maly proteinCheY, ktorého aktivita je regulovana fosforylaciou katalyzovanou protein kin&tmA
interaguje sTar komplexomtranzientne a plni tlohu sprostredkovatela medzi Tar komplexom a bi¢ikmi. Vizba
aspartatu na extracelularnu doménar receptora vedie kltonformaénym zmendm cytoplazmatickej domény,
ktoré sa prejavia (i) na metylacii receptora a (ii) (v kooperaciheWk aktivaciiCheAprotein histidin kinazy. Po
autofosforylacii histidinu ¥YheAdochadza k prenosu fosfatu na aspatéY FosforylovanyCheYdisociuje zTar
komplexu a interaguje s proteinovikomponentami bicika (FliG, FliM, FliN), ¢o ma za nasledok zmenu v jeho
rotacii. Protein fosfataz&heZ defosforylujeCheY ¢im sa cely regulaény cyklus uzatvara. Terminacia prenosu
signalu je realizované aj na Grovni demetylatee receptora metylesteraz@heB ktora je (podobne akGheYj
aktivovana fosforylacioudtalyzovanou protein kinazéheA

ArchitektaraTar signalneho systému a jeho porovnanEnsZOmpRdvojkomponentovym systémom naznacuje
mozny trend v evollcii komplexnych bunkovych signalnych drah: “kostrBdr signalnej drahy je tvorena
autofosforylujicou sa protein histidin kinazd&héA a regulatorom@heY aktivovanym fosforylaciou aspitu.

Na rozdiel odEnvZOmpRvsak funkciu senzora pini separatny protdiar feceptor), ktorého komunikacieCheA

je sprostredkovana d’al§im proteinom CheW. Aj fosfatazova aktivita zodpovedna za termindaciu prenosu signalu je
reprezentovana separatnym komponentonChe@. Modulacia Tar signdlnej drahy je okrem
fosforylaciedefosforylacie realizovana na dal$ej trovni: metylaciou/demetylacioulrar receptora &talyzovanou
dvomi d’alsimi komponentamiCheR CheB Tar komplexu.
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Obr. 3. Tar signalny komplex (podl'a Stock a kol., 1990).

ZvySena komplexita prostredia, ktorému je (v porovnani s baktériami) vystavena eukaryoticka bunka, viedla k
viacerym evoluCnym adaptaciam na urovni bunkovych signdlnych systémov. Ich porovnanie medzi
prokaryotickymi aeukaryotickymi organizmami naznacuje isté trendy v evolUcii bunkovych signélnych drah, napr.:

+ Dvojkomponentovy systém je promiskuitnyprokaryotickym “spracovatelom kvality prostredia: v gendéme
Escherichia colibolo identifikovanych 62 génov kodujicich ¢lenov dvojkomponentového systému (Mizuno,
1997). Eukaryotické bunky sa takmer Uplngba¥ili“dvojkomponentovych systémov, ktoré zrejme nestadili
pokryt” komunika¢né naroky komplexnejsich eukaryotickych buniek. V pripadoch, kde sa signalny modul tohto



fosforelé zachoval (etylénova signalna cesta rastlin, zmena osmotickych podmienok u kvasiniek), bol
“skombinovany* s exkluzivnymi eukaryotickymi signalnymi komponentami (Hughes, 1994, Alex a Simon,
1994). V niektorych Specifickych pripadoch doSlo k vzniku alternativnych jednoduchych systémov,
zospovednych za spracovanie signalu vyzadujaceho rychlu bunkova odpoved’. Prikladom takého systému su
receptory pre niektoré steroidné hormény, ktoré po vazbe steroidu laeytap(steroidy su lipofiiné molekuly

volne prechadzajuce plazmaticki membranu) prechadzaju do jadra, kde (stale v komplexe s hormoénom)
rozpoznavaju $pecifické regulaéné sekvencie génov zucastnenych v bunkovej odpovedi.

« Protein histidirkinazy, ktoré predstavuju podstatnu ¢ast’ signalnej masinérie prokaryotov boli u eukaryotickych
organizmov nahradené pocetnou skupinou protein serin/treonin kindz. Evolucia mnohobunkovych eukaryotov
bola okrem toho sprevadzana vznikom novej skupiny protein kindz, ktoré s sthtfinédvat’ fosforylaciu
tyrozinu prislusnych proteinovych substratov.

» Hoci desenzitizaciaeceptorov je u eukaryotov esélnoym krokom v prenose bunkového signéalu, bol systém
metylacie/demetylacie receptordaraf komplex) Uplne nahradeny alternativnymi mechanizmami (napr.
endocyt6zou).

» Repertoar signalnych proteinov bol u eukaryotov rozSidergntitativne (napr. kvasinkaSaccharomyces
cerevisiaema vo svojom gendéme 113 sekvencii kédujucich prdtgifizy, cervik Caenorhabditis elegan300,
poéet protein kinaz Judskom genéme sa odhaduje na 1000; kazdy treti protein v cicavéej bunke je
fosforylovany) ajkvalitativne Do skupiny eukaryotickych signalnych proteinov, ktoré prokaryotické organizmy
postradaju patria napriklad: (iG-proteiny (vid’. slovnik), ktoré v signalnych drahach plnia Udlohu
molekuldrnych spinacov. Ich evolu¢ny pdvod snadd’ mozno hl'adat’ u bakteridlneho transla¢ného faktora EF-Tu,
regulovaného analogicky so signalnymi G-proteinmi, ktorého zduplikovana verzia mohla u prvych eukaryotov
prebrat’ na seba tlohu signalneho proteinu, (i) fosfolipdzy réznych skupin, ktoré okrem ulohy v metabolizme
fosfolipidov, s zodpovedné za tvorbu prvych, resp. druhych poslov, ¢&i (iii) integriny, membranové proteiny
interagujuce s extracelularnou matrix a informujice bunku o kvalite extracelularneho substratu.

» Niektoré komponenty prokaryotickych signalnych systémov sa zachovali aj u eukaryotov, zmenil sa v3ak
mechanizmus ich u¢inku. Typickym prikladom je druhy posol cyklicky AMP (CAMP), ktory u baktérii vazbou
naprotein, ktory je siicastou transkripéného aparatu, priamo ovplyviiuje génovii expresiu; u eukaryotov je jeho
priméarnym efektorom cAMP-zavisla protdtimaza, ktora sa podiel'a na regulacii génovej expresie nepriamo.

* Okrem expanzie signalnych systémexkaryotov je mozné pozorovat’ aj ich redukciu napriklad v pripade
eukaryotickych bunkovych organel. Mitochondrie, ktoré si potomkami bakteridlneho endosymbionta pra-
eukaryotickej bunky, Uplne postradaji signalne proteiny typu protein kindz. Analogicky, intracelularne parazity
Rickettsia prowazekiiktoré maji snitochondriami spoloéného predka, maju k dispozicii len fragmenty
signalnych systémow-proteobaktérii (Andersson Rol., 1998). Zdi sa, Z¢ podstatna Cast’ signalizacie
v eukaryotickej bunke prebieha na drovni plazmatickh membrana-jadro a membranové kompartmenty
participujd len na vystupe formulovanom jadrovou centralou.

Tar signalny systém predstavuje jednoduchd formu signdlnej kaskady, v ktorej je senzor a regulator oddeleny
skupinou proteinov navzajom ovplyviujucich (pozitivne i negativne) svoju aktivitu, pripadne lokalizaciu.
ZvySovanie po¢tu a komplexity signalnych kaskad je podstatnym trendom v evollcii eukaryotickych
komunikaénych systémov. Tento trend vyplyval z narokoveukaryotickej bunky vyuZivajicej moznosti poskytované
signalnymi kaskadami, ako su (i) amplifikicia umoziujica rozsiahly efekt niekol'’kych molekal extracelularneho
signalu, {i) distribucia signalu umoziiujuca paralelné ovplyvnenie nickol’kych bunkovych procesov, (iii) integracia
signalov zo ,susednych” signalnych drah, a (iv) modulacia signalnej drahy na viacerych drovniach v zavislosti od
celkovych vonkajSich podmienok (Obr. 4).
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Obr. 4. VSeobecna schéma bunkovej signalnej kaskady.

Typickym prikladom signalnej kaskady, v ktorej sU reprezentované niektoré charakteristiky Specifické pre
eukaryoticky signalny systém jDGF-zavisla signalna drdha. PDGF (platelet-derived growth factor) je
proteinovy ligand, ktory savssokou afinitou viaZe na membranovy receptor, ktory disponuje PDGFindukovanou

protein tyrozin kindzovou aktivitou (preto RDGF receptor zaradeny do velkej skupiny receptorovych protein
tyrozin kinaz). Vazb@DGF vedie k (i) dimeriz&cii dovtedy monomerickych molekéteptora a naslednému (ii)
“zapnutiu” receptorovej protein kindzovej aktivity v jeho cyéamatickej doméne. V ramceceptorového diméru
dochadza k vzajomnej fosforylacii receptorovych monomérov na viacemetinovych zvyskoch, ktoré sizia ako
vysokoafinitné vazobné miesta pre skupinu signalnych proteinov (Tab. 1). Hoci tieto proteiny maju rozdielne
biochemické funkcie, maji jednu spolo¢nii Struktirnu charakteristiku: vSetky maju vo svojej sekvencii priblizne 100
aminokyselin dlhd SH2 doménu (Sranfology domain P, ktora je zodpovednd za vazbu na fosforylovany tyrozin.
Prenos signalu je na udrovni receptorového komplexu vypinany defosforylaciou receptora Specifickymi protein
tyrozin fosfatizami. Ked'ze SH2 domény signalnych proteinov nemaju afinitu k defosforylovanym tyrozinom,
komponenty komplexulisociuji, ¢ast z nich modze byt vyuzita pre tvorbu nového komplexu, Cast’ podlicha
endocytéze a naslednej proteolyze.



Tabul’ka 1.
Proteiny interagujiceRDGF receptorom prostrednictvom SH2 domény.

Protein Charakteristika Domény*
PLCyl aPLCy2 Fosfolipdza C 2xSH2, SH3, PH
p2lras-GAP GTP&zu aktivujuci protein 2xSH2, SH3, PH
c-Srq, c-Yes cFyn Protein-tyrozin kinazy SH2, SH3
SH-PTP1/HC-PTP/PTP1C Protein-tyrozin fosfatdza 2xSH2
SH-PTP2/SYP/PTP1D Protein-tyrozin fosfatdza 2xSH2
PI3K Fosfatidylinozitol-3-kinaza, na  2xSH2, SH3
RTK sa viaze p85 regula¢nd
podjednotka
VAV GDP/GTP vymenny faktolGEF) SH2, 2xSH3, PH
Adaptor
Nck Adaptor SH2, 3xSH3
CRK Adaptor SH2, 2xSH3
GRB2 Adaptor SH2, 2xSH3
Shc Adaptor SH2, SH3
Tenzin Cytoskeletarny protein SH2
Stat 91 Transkrip¢ny faktor SH2, SH3
Stat 113 Transkrip¢ny faktor SH2, SH3
Stat 3 Transkrip¢ny faktor SH2, SH3
GRB7 p2lras-GAP-pribuzny SH2, PH
GRB10 ? SH2, PH

*Zoznam signalnych domén vid. Tab. 2.

SH2 domény st len jednym z mnohych predstavitel'ov skupiny signalnych domén, aminokyselinovych sekvencif
pritomnych v signalnychroteinoch, ktoré¢ im umoziiuju vzajomne interagovat’ a skladat’ sa do velkych signalnych
komplexov (Tab. 2) (Pawson, 1995).

Signalne domény zrejme zohravali Glohu aj v tranzicii medzi jedno- a mnohobunkovymi eukaryotickymi
organizmami. Porovnaniegenému ¢&erva Caenorhabditis eleganss gendémom jednobunkovej kvasinky
Saccharomyces cerevisiedlo k nasledovnym zisteniam: (i) oba organizmy maju k dispozicii analogickd sadu
metabolickych proteinov, tvoriacich podstatnii Cast’ prieniku mnoZzin vetkych génov, (ii) prechod k
mnohobunkovosti nebol sprevidzany masivnym narastom poctu dplne novych signalnych proteinov, (iii)
zvySovaniekomplexity signalnych drah mnohobunkového ¢erva bolo zaloZzené na duplikacii uz existujucich génov
kodujucich signalneproteiny, invencii novych signdlnych domén, ich amplifikicii a “rozmiestfiovani” do
signalnych proteinov,ix) hoci kvasinka disponuje mnohymi typmi signalnych domén, ich pocet je pomerne nizky
(napr. bol identifikovany jediny kvasinkoyyotein s potencidlnou SH2 doménou (transkripény faktor Spt6p), uloha
SH2 domén ako vazobnych miest pre fosfotyrozin je invenciou mnohobunkovych organizmov), (v) signélne
komponenty, ktoré nie su pritomné v kvasinkovej bunke patria do skupiny molekdl zodpovednych za realiziciu
programovanej bunkovej smrti (napr. kaspazy), komunikaciu s extracelularnou matrix (napr. integriny), a
sprostredkujucich prenos signélov Specifickych pre mnohobunkové organizmy (napr. steroidné hormény) (Cherwitz
a kol., 1998).



Tabul’ka 2.
Signalne domény zilastnené v protein-proteinovych interakcidch pri prenose bunkového signélu.

Doména Charakteristika DiZka (pocet aa)

SH2 S¢c Homologydomain 2, viaze sa na konsenzus sekvencie 100
obsahujuce fosfotyrozin

SH3 S¢c Homologydomain 3, viaze sa na konsenzus sekvencie 50
bohaté na prolin

PTB pTyr-binding domain, sekven¢ne i Strukturalne odli$na od SH2 200

PH Plectrin Homology domain, interakcia s fosfolipidmi 50

WW (tiez Doména s dvomi konzervo- vanymi tryptofdnmi a jednym 40

WWP, Rsp5) prolinom WWP), viaze sa na XPPxY motivy

WD-40 WD (Trp-Asp) sekvencie separované 40 aminokyseli-nami; nx40
1.krét popisané u heterotrimerickych G-proteinov

PDZ (tiez N&zov derivovany z mien troch protein®8D-95 (neuralny 80-90

GLGF, resp. protein),DIgA (D. melanogastgr ZO-1, viaze sa na (S/T)XV

DHR) motiv C-konca interagujucich proteinov

Jednym z nasledkov o$etrenia cicav¢ich bunick PDGF je zvySenie koncentracie aktivnej formy malej GTPazy
p2lras (vid. slovnik). KedZ7e p2lras nem& vo svojej sekvencii SH2 doménu, interaguje s aktivovaPR@F
receptorm sprostredkovane: proteBrb2 (adaptorovyprotein zlozeny z dvoch SH3 a jednej centralnej SH2
domény, vid'. nizie), sa viaze svojou SH2 doménou na $pecificky fosfotyrozin aktivovaného receptora. SH3 domény
Grb2, ktoré touto interakciou ziskavaju afinitu k prolin-bohatym oblastiamasZ3EF (vid'. slovnik)sposobuju
jeho aktivaciu a naslednu akceleraciu vymeny GDP za GTRg2ktivacia p2tas ma za nasledok spustenie tzv.
MAP-kinazovej kaskadyMitogen Activated Protein kinazy), série kindz aktivujucich sa navzajom fosforylaciou
Specifickych hydroxyl-aminokyselin MAP-kindzova kaskida je dal$ou evolu¢nou invenciou signalizicie
eukaryotickej bunky. Zaujimavost'ou je, Ze uz najjednoduchsie eukaryoty maju Kispozicii nickol’ko nezavislych
MAP-kinazovych kaskad, pricom kazda z nich sa podiel'a na realizacii Gplne inc¢ho programu. Poslednym ¢lenom
tejto MAP-kinazovej signalnej kaskady spustancj PDGF je MAP kindza (tieZ Extracellular Regulated Protein
Kinase,ERK) fosforylujuca viacer@roteinov prevazne zo skupiny transkripénych faktorov (napr. c-Myc, c-Jun
Elk-1) regulujucich expresiu Specifickych génov tzv. skorej odpovede bunky na mitogénny signél (Marshall, 1994)
(Obr. 5).

Detailny popis signélnych dréh realizovaR{pGFzavislou, resp.Tar-zavislou signilnou drihou umoziiuje
porovnat’ oba ticto signalne systémy: (1) aktivAcia PDGF komplexu prebieha prostrednictvom série za sebou
nasledujucich reakcii (vazba liganddimerizacia- autofosforylaciavazba signalnych proteinov) a preto
bunkova odpoved’ na PDGF je &asovo oneskoreni (radovo nickolko mimit). Pre eukaryotickl bunku to vSak
nepredstavuje nevyhodwpa rozdiel od baktérie, ktora potrebuje odpovedat’ na pritomnost’ atraktantu/repelentu
okamzite (prenos signalu z receptora k biciku trva priblizne 0.1 sekundy) (2) nie kazdy PDGF receptor je sucastou
signalneho komplexu, vzhl'adom k fyziologickym koncentraciam PDGF a poétu molekil PDGF receptora v
plazmatickej membrane je len nickolko percent receptora aktivovanych. Okrem toho, doteraz nie je zndme, ¢i
individuadlinePDGF receptory su v komplexe so vSetkymi potéhmymi proteinovymi partnermi. Na druhej strane,
takmer vSetky (90-95%) molekulyar receptora st v danom &ase vo vizbe s ligandom. V tomto ohlade je
zaujimavé, akym spdsobom je baktéria schopna rozliit' gradient atraktantu/repelentu v prostredi (Bray a kol.,
1998). Z (2) tiez vyplyva, Ze zatial’ Co pomer signalnych proteinov k poctu PDGF receptorov zd'aleka nedosahuje 1,
vSetkyTar receptory su v ekvimolarnom pometaipovanéCheproteinovymi partnermi. (3) pocet vystupov z Tar-,
resp. ZPDGF komplexu sa dramaticky liSi. V pripadiar st vystupy len dva - zmena v aktivitheY, resp. zmena
v aktivite CheB - oba tieto vystupy st uréené pre jednu konkrétnu bunkovi odpoved’, zmenu v rotacii bicikov.
PDGF komplex naopak generuje mnozstvo vystupov: spustenic MAP-kindzovej kaskady prostrednictvom p24 je
len jednou vetvou rozsiahleho signaliza¢ného paviika modulujuceho rézne bunkové aktivity (Obr. 5).
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Napriek uvedenym rozdielom majJ@ar a PDGF signalny systém spolo¢nii jednu vlastnost”: procesuju signal vo
forme signalnych komplexov (Tsunodakel., 1998). Signalne komplexy, oznatované tiez ako signalne kazety,
signalozdmy, signdlne moduly, ¢i transducizémy, funguji ako pocitatové jednotky (Bray, 1995). Kazdy komplex po
obdrzani jedného, pripadne viacerych vstupov generuje jeden alebo viac Specifickych vystupov. Existencia
signélnych komplexov okrem iného evokuje aj otadzky typu: Aky je molekularny mechanizmus tvorby signalnych
komplexov? Preco bunky vyuZivaju komplexy proteinov na prenos signalu? Pre€o st tieto komplexy asociované s
membranou, pripadngtoskeletom bunky? Pre¢o sa mnohé receptorové komplexy tvoria len v pripade, ked st
aktivne adisociuju, ked’ st neaktivne?

Esenciélna uloha signélnych dométvarbe signalnych komplexov bola uz uvedena vyssie. V tejto slvislosti je
zaujimava existencia signalnych proteinov (n&rh2, Nck), ktoré si “poskladané” vyluéne zo signilnych domén
a slizia ako adaptorymedzi jednotlivymi ¢lenmi signalnych komplexov. Napriklad Grb2 zlozeny z jednej SH2 a
dvoch SH3 domén, tvori “most® medzi aktivovanym receptorom (na ktory sa viaze SH2 doménou) a malou
GTPézou p2fas zohravajucou ulohu v signalnej ceste kontrolujdcej bunkova proliferaciu. Podobnu ulohu ako
adaptory plnia proteinové “kotvy” anchors (InaDp Drosophila melanogasteralebo Ste5pSaccharomyces
cerevisiag. Tieto proteiny vytvaraju komplex so signalnymi enzymami (napr. pritefmami) a umoziiujuc tak
“channeling” substratov (Faux a Scott, 1996). Tato bunkova stratégia je analogicka s predstavou metabolonu,
multienzymatického komplexu umozijuceho obchddzat’ problémy spojené s difuziou (napriklad aj v pripade, Ze
celkova bunkova koncentracia substratu je relativne nizka) (Ovadi a Srere, 1996). Kotviace proteiny plnia okrem
toho este jednu podstatni tllohu: kontroluji pocet signalnych komplexov v bunke. Pocitatova analyza modelovych
signalnych komplexov odhalila, Ze nicktoré proteiny (predovdetkym adaptory a proteinové kotvy) inhibuju tvorbu
komplexu v pripade, Ze s pritomné vo vysokej koncentracii (Bray a kol., 1997). Model vysvetlil aj paradoxny
vysledok analyzy ulohy adaptoi@heWv aktivite Tar komplexu, kde zvySena koncentracdeW v bunkéach
baktérii mala za nasledok rovnaky fenotyp ako jeho absencia (Sanders a kol., 1989).

Dimenzia signalnych komplexov pritom nekon¢i na urovni individudlnej signdlnej drahy. Dokonca aj Tar
komplex bolin vivodetekovany v asociacii s d’al§imi chemotaktickymi receptormi. V eukaryotickej bunke dochadza
k vzniku signalnych komplexov, ktoré st viditelné v svetelnom mikroskope, ¢o v istom zmysle im ddva status
bunkovychorganel. Typickym prikladom st miesta tzv. fokdlnych kontaktov, ktoré boli donedavna povazované za
lokality mechanického uchytenia bunky na extracelulammtirix. V skutoénosti st fokalne kontakty miestom
koncentréacie signalnych proteinov asociovanych s bunkeyfoskeletom, umoziiujucim bunke rozpoznat’ kvalitu
substratu a podl'a nej sa rozhodmit’ pre delenie, rast, pripadne diferencidciu.

Vicsina informacii (enzymatické vlastnosti signalnych proteinov, ich substratova Specificita, kinetické parametre)

o intracelularnych signalnych drahach bola odhalena biochemickymi technikami. Chemické zmeny s vSak len
Castou reality: pre pochopenic bunkovej signalizicie su rovnako dolezité informacie o priestorovom usporiadani

molekil v bunke, ¢i biofyzikdlne (predovsetkym difiizne) parametre. Klasickym problémom biochemickych analyz

je v tomto ohl'ade zanedbavanie molekularneho “crowdingu” a jeho implikacii pre vlastnosti signalnych drah.
Zatial’ ¢o koncentracia makromolekil v in vitro reakénej zmesi dosahuje radovo 0.01-1.0 mg/ml, ich koncentrdcia

v bunke sa pohybuje okolo 300-500 mg/ml. To ma za néasledok (i) dramatické zmeny v rychlosti difdzie molekdl a
(i) zmeny v tendenciiproteinov asociovat. Experimentalne udaje naznaujii, Ze vmitrobunkové prostredie s

vysokou koncentraciou makromolekul zvySuje vazobnu afinitu o jeden a viac radov (Wilf a Minton, 1981).

Zaujimavé je tiez porovnanie kinetickych parametrov izolovaného signalneho enzymu s redlnou situaciou v
bunke. ATP-zavisly iénovy kanal je schopny zmenit’ svoju konformaciu 16-10°-krat za sekundu. V informaénom
jazyku to znamend, Ze individualny protein prenesie f(bitov za sekundu s energetickym nakladom 1 ATP/bit.
Rychlost’ prenosu vo fotoreceptorovej bunke je viak 10-krat niZSia a energetické néklady 10°-krat vy3Sie. Z tohto
obrovského rozdielu vyplyva, 7ze hlavnym vydavkom v prenose signalu nie je registracia informacie na drovni
konformacnej zmeny proteinu; ndklady su vynalozené predovSetkym na distriblciu a integraciu signdlu v ramci
signélnej drahy (Bray, 1998).

Z uvedeného vyplyva otdzka, preCo vicSina signdlnych drah je zaloZend na diftizii, ked’ tato spdsobuje ich
neefektivnost’ a energetickd naroénost’. Az na malé vynimky (steroidné hormony) nefunguju signélne drahy ako
systém zalozeny na principe 1 receptor (senzor) - 1 efektor (vykonavatel). Jednoduché signdlne systémy totiz
postradaja vyhody signdlnych kaskad (vid'. vysSie), ktoré rieSia problémy spojené s difiziou tvorbou signdlnych
komplexov. Na komunikdciu medzi rdznymi troviiami signdlnej kaskddy, resp. na komunikiciu s dal$imi
signalnymi drahamicfoss-talk) v§ak nevyhnutne musia vyuzivat’ nickolko typov difuzabilnych molekul. Ak vSak
ma signalna driha sluzit’ k distribucii signalu do viacerych ciel'ovych miest v bunke, resp. k jeho amplifikacii, musi



tento zdanlivy luxus zvladnut’. Napriklad v pripade prenosu svetelného signalu v oku si mozno I'ahko predstavit, ze

by fotoreceptor pamo interagoval s efektorovym enzymoonGMP-fosfodiesterdzou), bez udasti sprostredkoval'a
(heterotrimericky G-protein)Aktivaény krok by bol nepochybne rychlejsi a efektivnejSi. Vystup by vSak bol
neporovnatel'ne mensi: jeden foton by aktivoval len jediny efektor, na rozdiel od realityyuzivajucej G-protein, v
ktorej je jednym foténom aktivovanych nickol’ko tisic molekul cGMP-fosfodiesterazy (aktivacia jednej molekuly
rodopsinu vedie k hydrolyze radovo®Ifiolekdl cGMP). Takymto sposobom plati bunka cenu v podobe ¢asovej a
energetickej investicie za svoju senzitivitu.

Topoldgia a membranova lokalizacieceptorov je logickym désledkom ich funkcie molekularneho senzora.
Preo st v8ak komplexy signilnych nereceptorovyclproteinov vicsinou umiestnené do plazmatickej membrany.
Jednym z moznych vysvetleni by bola efektivnejSia difiizia v dvojrozmernom priestore membrany: dvojrozmerny
priestor poskytuje istotu, ze difundujiica molekula “ndjde” svoj ciel’ v pripade, ze ma k dispozicii dostatok Casu.
Porovnanie difiznych koeficientov pre maly protein (5%&8¢ sec¢' v roztokuversus5x10° cn? sec' v lipidovej
dvojvrstve) vSak toto vysvetlenie nepodporuje. RelevantnejSim vysvetlenim membranovej lokalizacie signalnych
komplexov je, Ze membrany predstavujii  bunkovy kompartment vhodny ngrocessing signilov, pretoZe
koncentruje signalne proteiny bezprostredne do miesta prijimania signélu. Pri naraste komplexity v priebehu
evolucie signdlnych systémov bolo favorizované pridavanie novych komponentov do blizkosti membrany (mnozstvo
signalnych proteinov jpost-transla¢ne opatrenych lipidom, ktory ich ukotvuje do membréany).

Membranova lokalizicia signalnych komplexov neznamend, Ze su tieto Statisticky rozmiestnené po celom
bunkovom povrchu. Moderné metédy bunkovej bioldgie atitthSpecifické miesta v plazmatickej membrane
(caveolae) s rozmerom 0.1-1.um?, v ktorych st koncentrované signalne komplexy. Obrazky
imunofluorescenénych analyz lokalizacie signalnych komplexov evokujii predstavu plazmatickej membrany ako
senzorického kortexu bunkymiesto prijimania extracelularnych signalov a ich spracovanie poetain
po&itatovou masinériou (Bray, 1995).

Tabul’ka 3.
Podobnost’ medzi genetickou a elektronickou logikou v pocitacovych Cipoch.
(podl'a McAdams a Arkin, 1998)

Elektronicka logika Genetické logika
Signal Koncentracia elektronov Koncentracia proteinov
Distribucia Bod - bod Bod - bod
(prostrednictvom dr6tov, alebo elektricky (prostrednictvom difazie,
koédovanych adries) pripadne aktivneho transportu
koédovaného Specificitou reakcie)
Organizacia Hierarchicka Hierarchicka
Typ logiky Digitdlna, ¢asovand sekventna logika Analégova, neCasovand logika
Sum Inherentny Sum v désledku diskrétnych Inherentny Sum v désledku

elektronovych javov a vonkajSich vplyvov diskrétnych chemickych reakcii a
vonkajSich vplyvov
Pomer signal/Sum  Vysoky vo vicsine pripadov Nizky vo vacsine pripadov
Zmena rychlosti  Rychla £10° sec') Nizka 107 sec')

Na zaklade vysSie uvedeného sa najefektivnej$im dizajnom signdlnych drdh zdd byt kombindcia signdlnych
komplexov s vol'ne difuzabilnymi molekulami. Ktoré molekuly st vhodné na tvorbu komplexov a ktoré na plnenie
tlohy difuzabilnych signélnyckomunikatorov? Odpoved’ je mozné hl'adat’ v analédgii s nervovym systémom (napr.
Bhalla a lyengar, 1999, Bray, 1998, Koshland, 1980). Mnohé oblastovéro systému maju modularnu
organizaciu. Komunikacia v rdmci tychto modulov je realizovana krathgmiitmi, zatial’ ¢o prenos informacii
medzi individualnymi modulmi je sprostredkovany dlhymi axérvisdularnymi oblastami signalnych drah bunky



su komponenty signalnych komplexov, v ramci ktorych dochéadza ku komunikacii zmenou konformacie, resp.
modifikaciou proteinovych partnerov. Komunikacia medzi jednotlivkoinplexami na vicSie vzdialenosti

prebieha pomocou difuzabilnych molekdl. Podobne ako elementy modulov neurénovych sieti sl komponenty
signalnych komplexov koncentrované do tesnej blizkosti, o im umoziiuje koordinovane sa podiel’at’ na spracovani
prislusného signalu. A podobne ako v pripade neurdnovych sieti predstavuje tento pristup komplementarnu cestu k
pochopeniu bunkového signaliza¢ného kédu.
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Hoci stcasné poznatky o bunkovych signdlnych drahach si zaloZzené na vysledkoch biochemickych a
molekuldrno-genetickych analyz, narazaju tieto Stidie na isté limitdcie pri vysvetlovani komplexnejSich javov
spojenych s prenosom bunkového signélu. Predstava signgrogemov ako vypoctovych jednotiek (Bray, 1995)
a podobnost’ medzi genetickou logikou a elektronickou digitdlnou logikou vyuzivanou v pocitacovych Cipoch
(McAdams aArkin, 1998) (Tab. 3) umoziiuje simulovat’ bunkové signdlne drahy in silico. Pogitatové simulacie
signdlnych drah vyuzivajuc kinetické parametre signdlnych komponentov ziskané biochemickymi technikami sa



v poslednom obdobi stali a¢innym nastrojom pre vysvetlenie niektorych zdanlivo paradoxnych bunkovych
signaliza¢nych javov. Zdanlivost’ tychto paradoxov vyplyva z faktu, ze “klasické™ analyzy si limitované na jednu
signalnu drahu. Pritom povahy signdlnych kaskad je zrejmé, Ze boli okrem iného selektované vd'aka svojej
schopnosti komunikovat’ s paralelnymi drahami prostrednictvom spolo¢nych proteinovych komponentov, resp.
nizkomolekulovych druhych poslov (vid'. vyssie). Preto ziadna signalna kaskada nefunguje v bunke izolovane, ale
ako integralna sucast’ komplexnych signadlnych sieti, niec nepodobnych sietam neurénovym. Tato analégia je okrem
in¢ho dévodom, Ze na analyzu signdlnych sieti je pouzivany software vyvinuty pdvodne pre simuldciu neurénovych
sieti (Bhalla a lyengar, 1999).

Elegantnym prikladom takéhoto pristupu k rieSeniu komplexnych problémov bunkovej signalizacie je analyza
spontannej oscilacie v produkc®P bunkami Dictyostelium discoideuriato améba v podmienkach hladovania
vytvara mnohobunkové spoloCenstva, ktoré predstavuja Specificky vyvojovy program na indukcii ktorého sa podiela
CAMP synchronne sekretované banki vpriblizne 10 mindtovych intervaloch (Loomis, 1996). Biochemicka
analyza odhalila, Ze extracelularne AMP sa viaZe na membranovy receptor CAR1 o vedie k prechodnej aktivacii
adenylyl cykldzy a protein kinazZRK2 Zvy3enie vnutrobunkovej koncentracie cAMP aktivuje cAMP-z4vislu
protein kindzu, ktoré fosforylacio€ARY] resp. ERK2 inhibuje ich aktivitu. Zarovenn aktivna frakcia ERK2
fosforyluje (a aktivuje) vnutrobunkovi fosfodiesteraREG-A &im dochddza k zniZzeniu endogénneho cAMP.
Koncentricia externého cAMP je modulovana sekretoridkefodiesterazou (Obr. 6). Pocitacova analyza tejto
jednoduchej signilnej siete vyuzivajuca kinetické parametre jednotlivych komponentov viedla k modelu, ktory
takmer dokonale kopiroval experimentalne ziskané hodnoty. Kazdy z komponentov tejto signélnej siete bol
nevyhnutny na generovanie oscilacie. Model mal pritom prekvapujlicu ,pufrovaciu“ kapacitu: 25-ndsobna zmena
v kinetickych konStantach niektorych komponentov mala len nepatrny efekt na frekvenciu oscilacie (Laub a
Loomis, 1998).

Labov a Loomisov experiment je len jednymigcerych pokusov popisat’ (v mnohych pripadoch “neintuitivne™)
spravanie molekularnych sieti, participujiucichumkovej signalizacii a regulaénych genetickych a biochemickych
programoch (napr. Abouhamad a kol., 1998, Barkai a Leibler, 1997, Bray a kol., 1993, Bray a Lay, 1994,
Dusenbery, 1998, Ferrell, 1996, McAdams a Arkin, 1997, McAdams a Arkin, 1998, McAdams a Shapiro, 1995,
Spiro a kol., 1997 Tyson, 1996). Aké “vypoctové moznosti” maji proteinové siete? VySSie bolo popisané, ako
pomerne jednoduch¥ar komplex baktérii monitoruje kvalitu vonkajSieho prostredia a funguje ako neurénovy
analog. Podobne sa da predstavit’ “vypoétové stredisko” embryonalnych buniek pri analyze extracelularnej matrix a
selekcii drah svojho rastu. Proteinové siete uchovavaju informaciu, ktora je “imprintom” prostredia na koncentraciu
signalnych molekul v bunke. Tato “pamitova stopa” komplementuje permanentnl genetickd informaciu kédovanu
v DNA a kontroluje kratkodobé spravanie buniek v zavislosti od podmienok prostredia. VSetky modely biologickych
sieti maju prirodzene svoje limitacie: kinetické parametre, s ktorymi pracuju, siovderé z biochemickych
merani zriedenych signalnych proteinov a zanedbavaju efekt molekulamehiingu (vid'. vyssie); v modeloch
sa neberie do Uvahy koncentracia signalnych komponentov do komplexov, ukotvenych v definovanom bunkovom
kompartmente, ¥torom moézu byt unikatne, ale zatial’ tazko kvantifikovateI'né podmienky lokalneho prostredia;
atd’. Bez ohl'adu na tieto limitacie st modely signalnych sieti vhodnym vychodiskom pre pochopenie vlastnosti
komplexnych bunkovych signdlnych systémov. Adaptacia signdlnych sieti je zalozend na darwinistickom procese
generovania variantov a selekcie tych najluspesSnejSich. Vlastnosti proteinovych signalnych sieti, z ktorych niektoré
boli spomenuté v tomto texte, vedu k provokativnej myslienke, Ze informdcia pre ,,naucené spravanie™ biologickych
systémov by mohla byt uchovdvanid v ramci biochemickych reakcii tvoriacich vnutrobunkové signalne drahy
(Bhalla alyengar, 1999). Provokacie tohto typu si urcite zaslizia véeobecni pozornost’” odbornej audiencie.
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SLOVNIK.

Adaptorovy protein - Protein, ktorého aminokyselinova sekvencia pozostdl@ne zo signalnych domén @i nizie) a
ktorého hlavnou ulohou pprostredkovat’ interakciu dvoch, pripadne viacerych signalnych proteinov.

Autofosforylacia - fosforylacia proteinu jeho vlastnou protein kindzovod. (vizsie) aktivitou.

Cytoskelet - systém proteinovych filamentov (aktin, mikrotubuly, intermediarne filamenty), ktory zodpoveda za mo
eukaryotickej bunky.

Druhy posol - (second messenger) Nizkomolekulova latka, generovana v procese prenosu bunkového signalu, ktor
aktivitu d’alsich ¢lenov signélnej drahyNajznamejsimi predstavitelmi tejto pocetnej skupiny si napr.: cyklicky AM
(cAMP), cyklicky GMP (cGMP), inozitoltrifosfat (1, diacylglycerol (DAG), C&.

Extracelularna matrix - komplex proteinov (napr. kolagén) a polysacharidov tvoriacich Struktdrny komponent tkaniv.

G-protein - Protein schopnyiazat’ guaninové nukleotidy (GDP a GTP)hgdrolyzovat’ GTP and GDP a fosfat (GTPaz
aktivita). Aktivhou formou G-proteinu je jeho komplex s GTP. GTPazova aktivita G-proteinunbedauje cyklicky
charakter jeho regulacie. Na zaklade Struktry sa G-proteiny delia na dve skigignatrimerické G-proteinypozostavaj
z troch neidentickych proteinovych podjednotiek, (3-, a y-). a-podjednotka je zodpovedna za vazbu GDP/GTP,
GTPazovl aktivitup- ay- podjednotky plniaegulatnu Glohu. Malé GTPazysi monomérickymi proteinmi s molekulo
hmotnostou okolo 21 kDa. GTPéazovy cyklus malych GTP&az je paghtrolou nickolkych regulaénych proteinov,
aktivujucich GTPazovu aktivitu (GTPagetigating poteins,GAP), katalyzujucich vymenu GDP za GTRktivacnej faze
GTPazového cyklu (GDP/GTBehange dctors,GEF), pripadne inhibujacich disociaciu GDP DB dssociation mhibitors,
GDI).

Fosfolipaza -Enzym katalyzujuci hydrolyzu fosfolipidu v definovanej pozi€ibdla tejto pozicie su fosfolipdzy rozdelené
viacerych typov (fosfolipdza AA;, C, D). Produkty reakcie katalyzovanej prislusnou fosfolip&zsto plnia tlohu prvych
druhych poslov v prenose bunkového signalu.

Protein kindza -Enzym katalyzujlci transfer terminalnej fosfatovej skupiny z ATP na postratuxgc proteinového substratfl.
Podl'a toho, ktora aminokyselina je protein kindzou fosforylovana su tieto kategorizované na (i) protein tyrozin ki
protein serin/treonin kinazy, (iii) protein kindzy s dvojitou Specificitou (fosforylujace vSetky tri hydroxylaminokysefiny
protein histidin kinazy. Niektoré protein kindzy su transmembranovymi proteinmi, ktorych extracetodéirsiazi ako
receptor pre Specificky ligand (receptorové protein kin&2yget génov kédujucich protein kindzycieaveej bunke s
odhaduje nal000, ¢o z nich robi jednu najpocetnejsich génovych rodin. NajzndmejSinpredstavitel'mi tejto skupin
enzymov sti CAMP-zavisla protein kindza (protein kindza Aji/dlacylglycerol-zavisla protein kinaza (protein kinaza
kalmodulin-zavisla protein kinaza (CaM-kinaza), protein tyrozin kieé3ec (prvy objaveny proto-onkogén), receptor
protein tyrozin kinaza pre epidermalny rastovy faktor (EGF receptor).

Protein fosfatdza- Enzym katalyzujdci odstranenie fosfatovej skupiny z fosforylovanej aminokyseliny prislusného prot
substratu. Podobne ako protein kinazy, delia sa prétefatizy podla Specificity k jednotlivym fosfo-aminokyselina
(protein tyrozin fosfatazy, protein serin/treonin fosfatazy...).

Signalna doména -sekvencia aminokyselin v proteine, ktor&vdé@ka svojim Struktdrnym vlastnostiam schopphit’ Glohu
v prenose bunkového signélu. NajznamejsSim prikladom signalnej domény je SHani®hedy domain P, ktora je schopn
vysokoalfinitnej vazby na fosforylovany tyrozin pritomny v definovanej aminokyselinovej sekvencii vybranych si
proteinov a tynzabezpecuje tvorbu Specifickych signalnych komplexov.




