Nistiar, F., Racz, O., Benacka, R.:
POSTAVENIE PATOFYZIOLOGIE V ZUBNOM LEKARSTVE

uvoD

Ordlna patofyziolégia umoiniuje lepSie pochopenie vzniku a patogenézy
ochoreni Ustnej dutiny a tym aj kauzalnu terapiu tychto chor6b. Ich diagnostika
obycajne nie je problémom pre skiseného zubného lekara, ani ich empiricka terapia,
ale Uplne ind dimenziu naberd problém v novych podmienkach a pri su¢asnom
sposobe Zivota. Nové stravovacie navyky, konzumdcia velkého mnoiZstva sladkych
napojov a sladkosti, konzumadcia zvySeného mnozstva dentoagresivnych pozZivatin,
narast faj¢enia, uZivanie alkoholu vyznamne prispievaju k zmenam a vykyvom v
optimalnom zloZeni prostredia Ustnej dutiny, ako osobitného ekosystému. Nasledkom
vseobecného oslabenia obrannych mechanizmov organizmu moézu mat typické
ochorenia ustnej dutiny priebeh a priznaky aj mimo ustnu dutinu (Casto aj celkové),
alebo mézu byt pricinou resp. predisponujicim faktorom inych neoralnych ochoreni.
Na druhej strane to plati aj opacne, mnohé neoralne choroby moézu mat prejavy v
Ustnej dutine, alebo zvysit predispoziciu na choroby ustnej dutiny. Zubny lekar moze
byt prvym, ktory zisti typické symptdémy niektorych ochoreni, ktoré nie st predmetom
zubného lekarstva, ale ich rozpoznanie méze ¢asto zachrariovat Zivot pacientov. Zubny
lekar sa moze pri vykone svojho povolania ¢asto stretnut s prejavmi urcitych chorob,
napr. ICHS (infarkt myokardu) alebo anafylakticky Sok, a jeho kvalifikovany pristup (na
urovni kvalitnej a kvalifikovanej prvej lekarskej pomoci) je tiez Zivot zachranujuci.

KORENE PATOLOGICKEJ FYZIOLOGIE A JEJ POSTAVENIE V MEDICINE

Patologicka fyziologia je pomerne mlady medicinsky odbor. Zakladné kamene
novej discipliny polozil zakladatel modernej experimentalnej mediciny, Claude Bernard
(obr. 1.). V knihe Introduction d I'étude de la médecine expérimentale (Uvod do $tudia
experimentdlnej mediciny, 1865) charakterizoval novy vedny odbor tymito slovami:
,Experimentdlna medicina, ¢o je synonymum mediciny vedeckej, méze sa rozvinut iba
tak, Ze jej vedecky duch bude viac a viac prenikat do lekdrskych kruhov. Jediné, co je
podla méjho ndzoru potrebné na dosiahnutie tohto ciela, je poskytnut mlddeZi
dbkladné vzdelanie v experimentdlnej fyzioldgii. Tym nechcem tvrdit, Ze
experimentdlna fyziologia je zakladom mediciny — o tomto predmete som sa vyjadril
inde —, chcem len povedat, Ze experimentdlna fyziologia je najvedeckejsia cast mediciny
aZe mladi lekdri si jej Studiom osvoja vedecké ndvyky, ktoré potom prenesu do
vyskumu v patoldgii i v terapii.”

Podla sucasného ndzoru patologicka fyzioldgia je lekdrska disciplina, ktora sa
zaobera funkénymi zmenami Iludského organizmu pocas choroby. Patologicka
fyzioldgia na rozdiel od patologickej anatémie (ktora je morfologickou disciplinou) je
experimentdlna veda. Spdja molekulové, biochemické, subcelularne a bunkové
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aspekty lekarskej vedy do jedného celku aje nevyhnutnd na pochopenie podstaty
chor6b. Tvori most medzi teoretickymi a klinickymi odbormi mediciny.

g o

) s i pro
obr. 1. — Claude Bernard (1813-1878)

Podstatu patologickej fyzioldgie je mozné pochopit najlahsie kratkym prehlfadom
jej hlavnych cielov a metdd.

Patologicka fyzioldgia :

» Skuma priciny a podmienky rozvoja patologickych pochodov a chordb (etioldgia).

» Skuma suvislosti medzi pri¢inami choréb a regulacnymi, obrannymi a adaptac¢nymi
pochodmi organizmu (patogenéza).

» Skuma mechanizmy, ktoré vedu k vylie¢eniu z choroby alebo k smrti (sanogenéza,
tanatogenéza).

K dosiahnutiu tohto ciela:

» PouZiva modely na pochopenie podstaty choréb a patologickych pochodov.
(NajcastejSie su to pokusy na zvieratach).

» Konfrontuje vysledky ziskané pomocou tychto modelov (pokusov) s poznatkami
z klinickej praxe.

» Zovseobecnuje a syntetizuje poznatky ziskané r6znymi metdédami, stavia hypotézy
a tedrie o zakladnych zakonitostiach patologickych pochodov a choroby ako celku.

Liecenie chorbb patri medzi najstarSie uvedomelé fudské aktivity. Medicina je
jedinecné povolanie, lebo jej predmetom je Zivy ludsky organizmus. Odborna cast
lekarskej ¢innosti je nerozlu¢ne spata s ostatnymi aspektmi ludského a spolocenského
Zivota. Vzajomny vztah vedy a mediciny charakterizoval Walsh McDermott v Gvode
Cecil Textbook of Medicine takto: ,,Medicina nie je veda, ale u¢ené povolanie, ktoré ma
hlboké korene v mnohych odvetviach vedy a je preduréena na vyuzitie pre blaho
[udstva“. Pri hodnoteni vyznamu patologickej fyziolégie pre lekarsku vedu nesmieme
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zabudnut, Ze vedecky charakter dnesnej mediciny je vysledkom pokroku, ktory sa
uskutocnil len nedavno. Liecenie chordb bolo dlhé starocia zalozené skoro vyluéne na
skusenosti. Staré pravidlo "ubi pus, ibi evaqua" ni¢ nehovori o pri¢ine a podstate
hnisania, len odporuca vypustenie hnisu.

Tento zakrok samozrejme zmierni tazkosti chorého a moze pomoéct aj obrannym
silam organizmu v boji proti chorobe. Napriek skisenostiam nahromadenym za dlhé
starocia a Uprimnej snahe pomdct trpiacim zo strany lekdrov starych cias vacsina
diagndz bola nepresnd, o pricinach chorob sa vedelo malo a liecba bola ¢asto riskantna
a z dneSného pohladu prinajmensom nezmyselnd. Napriek tomu, Ze urcity pokrok
nastal uz od XVI. storodia (tabulka 1), celkova situacia sa zacala menit aZz v minulom
storoci. Prudky rozvoj zakladnych vied o Zivote (mikrobiolégie, biochémie, neskor vznik
molekulovej biolégie a genetiky) mal obrovsky podiel na premene mediciny do tej
podoby, ako ju dnes pozname. Je vSak pozoruhodné, Ze vedci a profesori stredovekych
univerzit boli tak isto presvedceni o vedeckosti dobovej mediciny, ako sme my v
sucasnosti, Co nas nabada k opatrnosti.

Tab. 1. - Vyznamné objavy a vysledky v medicine XVI.-XVIII. Storoc¢ia

il |

Presny anatomicky atlas Andreas Vesalius, 1543

De humanis corpons fabrica

ZaloZenie ;novovekej chirurgie Ambroise Paré, 1545 a 1564

La Méethode de traicter les playes.

Livires de la chirurgie avec le magasin des instruments

nécessaires @ icelle

Spravny popis krvného obehu William Harvey, 1628

Excirtatio anatomica de molu cordis

Zavedenie pojmu reflex René Descartes, 1644

Objav kapilamejsiete a Cervenych krviniek Marcello Malphigi, 1661, 1665
Objavenie mikroskopického Zivota Anthony van Leeuwenhoek, 1696
Allezijne naturkundige Aerkem

K pri¢inam chordb cez morfologicky obraz Giovanni Battista Morgagni, 1761
De sedibus et causis morborum per anatomem indagalis

Objav a zavedenie perkusie Joseph Leopold Auenbrugger, 1761
Ockovanie proti kiahfiam Edward Jenner, 1796

Napriek obrovskému pokroku vedeckej mediciny je eSte stale vela choréb
s neznamou pric¢inou, nedostato¢ne objasnenou patogenézou a bez moznosti Uspesnej
kauzalnej liecby (Racz a spol., 1996). Okrem toho vyrieSenie urcitého problému nikdy
nie je kone¢nym vysledkom. Po objaveni mikroorganizmov ako pri¢iny mnohych
ochoreni bolo potrebné ozrejmit otdzky spojené s citlivostou a odolnostou organizmu
na infekéné noxy. Po genidlnom — z hladiska vtedajSieho stavu vedeckého poznania —
popise zdkonov genetiky Mendelom sme museli dlho ¢akat na objasnenie materidlnej
podstaty dedi¢nosti a v sucasnosti sa usilovne skima genetické a epigenetické pozadie
jednotlivych ochoreni. Pokrok v aplikovanej genetike, epigenetike a molekulovej
bioldgii je vSak nerozlu¢ne spaty napredovanim zakladnych vied.

Pocet zndmych ochoreni sa neustale zvySuje, a na tom ma znacny podiel prave
vedecky pristup k medicine, konkrétne zavedenie novych postupov do diagnostiky a
hlbSia analyza patogenézy choréb. O mnohych ochoreniach, ktoré nedavno sme
povazovali za jednotné nozologické jednotky, vysvitlo, Ze su to rézne choroby s
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podobnou symptomatolégiou ale odliSnou etiolégiou a patogenézou (napr. cukrovka,
vysoky krvny tlak a i.). LepSim poznanim ochoreni sa preto pocet problémov, ktoré je
potrebné vyriesit vedeckym badanim, neznizuje, ale naopak, zvysuje.

Daldim déleZitym problémom, ktory vznikd stale hib$im a detailnejsim
prenikanim vedeckych metdéd do mediciny, je vztah celku a casti. Vyskum v dnesnej
medicine sa dostava aZz na urovent molekul a elektrénov. Vysledky dosiahnuté na poli
molekulovej bioldgie a pribuznych disciplin maju obrovsky vyznam 2z hladiska
objasnenia a moznej liecby doteraz neliecitelnych ochoreni, ale tento pristup zaroven
skryva v sebe nebezpecie, Ze sa stratime v detailoch. Dobry, vedecky erudovany lekar
musi byt schopny z tychto detailov poskladat celkovy obraz o cinnosti ludského
organizmu v zdravi a chorobe a prave patologicka fyzioldgia, ktora v druhej polovici
nasho storocia prenikla hlboko do kazdej oblasti klinickej mediciny, je tym pevnym
zdkladom, ktory umoznuje usporiadat ¢repy mozaiky do uceleného obrazu.

Ide v podstate o uceleny pohlad a integraciu poznania na urovni:

» funkcie jednotlivych buniek (molekulova medicina),
» postihnutych orgdanov a orgdnovych systémov,
» celého organizmu.

Vazba medzi patologickou fyzioldgiou a ostatnymi disciplinami dnesnej mediciny
sa odraza aj v ¢asovom slede jednotlivych predmetov pri studiu na lekarskej fakulte.
Patologicka fyzioldgia nasleduje po zakladnych morfologickych a funkénych
predmetoch a po ziskani vedomosti z patobiochémie, po zvladnuti zakladov
molekulovej mediciny, beZi sibeZne s patologickou anatémiou a predchadza studiu
klinickych disciplin. Vztah medzi morfologickymi a funkénymi disciplinami je vztahom
formy a funkcie. Ak sa pozrieme na Styri oddiely srdca a na srdcové chlopne
(anatomia), lahko pochopime jeho cerpadlovu funkciu (fyziolégia). Na molekulovej
Urovni rozdiel medzi tvarom a ¢&innostou sa straca. Struktiru a funkciu nukleovych
kyselin, enzymov, polysacharidov a lipidov Studujeme vramci jednej discipliny
(biochémia). Aplikacia poznatkov ziskanych pocas studia lekarskej chémie a biochémie
na uroven celého organizmu sa uskuto¢iuje v ramci Studia patobiochémie alebo v
zakladoch molekulovej mediciny.

Patologicka fyzioldgia je funkéna disciplina, ale bez jej morfologického protikladu,
patologickej anatémie straca zmysel. Kto nevie, ako su poskodené dvojcipe chlopne po
prekonani reumatickej horucky, bude mat tazkosti pri pochopeni hemodynamiky pri
mitralnej stendze. DalSia velmi Gzka spojitost existuje medzi fyziolégiou a patologickou
fyzioldgiou. Najprv sa musime oboznamit s normou (fyzioldgia) a len potom je mozné
Studovat a pochopit abnormdlny alebo patologicky stav (patologicka fyzioldgia).
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V prvych rokoch Studia mediciny buduci lekari nevysetruju a neliecia chorych.
VacdSinou sedia v posluchariach alebo v kniznici a pracuju v laboratdriach. V
kazdodennej klinickej praxi budd priamo uZivat len mald ¢ast obrovského mnozstva
poznatkov vyZzadovanych na skuskach z anatémie, histolégie, biochémie alebo
fyziologie. Ale teoretické vedomosti ziskané v prvych rokoch su zakladnou praktickej
kompetencie buduceho lekdara. Hranice modernych vedeckych lekarskych odborov nie
su ostré — Casto pouZivaju spolocné metddy a Studuju tie isté problémy z mierne
odliSnych hladisk. Okrem zakladnych disciplin, s ktorymi buduci lekar sa stretne pri
Studiu mediciny, existuju aj hrani¢né discipliny. Najblizsi pribuzni patologickej fyziologie
su experimentdlna patoldgia a klinicka fyziolégia. Prva z nich kladie vacsi doéraz na
experimentalne pristupy, druha na klinické Studie, ale medzi nimi a patologickou
fyziolégiou je znalné prekryvanie. Patologickd fyzioldgia sa deli na dve cCasti — na
vseobecnu a Specidlnu patologicku fyziologiu.

Hlavné Casti vseobecnej patologickej fyziolégie su nasledujuce:

» Nozoldgia — zaobera sa definiciou a vSeobecnymi zakonitostami choroby ako celku
a klasifikaciou chorob.

» Etiolégia — Studuje priciny choréb a podmienky ich vzniku.

» Patogenéza — zaoberd sa zakonitostami rozvoja chorobnych pochodov, chordb,
a priznakov choroby.

Odlisenie etioldgie od patogenézy danej choroby niekedy mdze robit tazkosti na
zaciatku Studia patologickej fyziologie (Folsch a spol., 2003). Etiolégia hladd odpoved
na otdzku, preco sa dané ochorenie vyskytuje a patogenéza Studuje to, ako sa choroba
rozvija. V klinickej praxi sa ¢asto pouZiva vyraz "etiopatogenéza", ktora zahfia pricinu
a rozvoj choroby v logickom slede.

> Sanogenéza a tanatogenéza su kapitoly Uzko spaté s patogenézou. Studuju
mechanizmy veduce k uzdraveniu alebo k fatalnemu koncu.

Z praktického hladiska do vSeobecnej ¢asti patologickej fyzioldgie su zaradené aj
kapitoly pojednavajuce o typickych patologickych pochodoch ako je napr. starnutie,
hypoxia, zapal, Specifické a nesSpecifické obranné mechanizmy.

Specidina ¢ast patologickej fyziolégie je rozdelena podla systémov a organov,
ako je napriklad patologicka fyziolégia srdcovo-cievneho systému, krvi, nervového
systému, atd.

Definicia patofyziolégie (Hanacek aspol., 2014). Patofyzioldgia je moderny
integrativny biomedicinsky odbor vybudovany na vysledkoch zakladného a klinického
vyskumu, pomocou ktorych objasniuje mechanizmy zodpovedné za iniciaciu, progresiu
a zanik patologickych procesov, ¢im vytvara zakladny predpoklad pre ich pochopenie a
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racionalne ovplyvnenie. Patologicka fyzioldgia tvori ,virtudalny most“ medzi studiom
teoretickych a klinickych disciplin (Hanacek a spol., 2014).

MOLEKULOVA PATOLOGICKA FYZIOLOGIA
Molekulova patologicka fyzioldgia vysvetluje a objasnuje:

» poskodenie bunky,
» mechanizmy veduce ku zmenenej funkcii takto poSkodenych buniek, vydstujacich
bud' do repardcie poSkodenia, adaptdcie na poskodenie alebo k smrti bunky.

Poskodenie jednotlivych buniek potom méze vyustit do poskodenia tkaniv,
organov a systémov, Cize organizmu ako celku. Preto je potrebné patogenézu chor6b
Studovat na vsetkych jej Urovniach, t.j. na Urovni:

» funkcie jednotlivych buniek (molekulova bioldgia bunky)
buniek a tkaniva (molekulova bioldgia a patologicka fyzioldgia)
organov a organovych sustav (molekulovd medicina a patologicka fyzioldgia)

YV V V

organizmu ako celku (molekulova medicina a patologicka fyzioldgia).

Na zaklade uvedeného je mozné konstatovat, Zze molekulové zaklady chorobnych
procesov (molekulovej mediciny) vyuZivaju poznatky:

» biochémie a patobiochémie,
» molekulovej biolégie a genetiky,
» molekulovej imunolégie a cytolégie

a predstavuju zaklad pre studium patologickej fyzioldgie, ktora sa zaoberd zakladnymi
mechanizmami patologickych procesov a javov a je mostom medzi teoretickymi a
klinickymi disciplinami.

Cielom je poukdazat na dblezZitost a opodstatnenost zakladnych disciplin pre
klinickd prax a naucit chapat zakladné mechanizmy a vediet ich situovat a aplikovat pri
systémovych a multifaktorialnych ochoreniach. To bude nesmierne dolezité pre
pochopenie principov interakcie etiologického Cinitela a organizmu, patogenézy a pri
cielenej kauzalnej terapii ochoreni (Janousek a spol., 1990).

NajdoleZitejSie aspekty poskodenia su:

» etioldgia, t.j. pricina poskodenia

» patogenéza, t.j. mechanizmus rozvoja poskodenia

» morfologické zmeny, t.j. Strukturalne poskodenia vyvolané v bunkach, tkanivach a
organoch tela

» funkéné nasledky morfologickych zmien, t.j. klinicky dopad.
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Len v Uzkej integrdcii tychto aspektov je moZné vysvetlit patomechanizmus
vzniku nasledkov poskodenia (choréb), ich priebeh, resp. moznosti raciondlneho
terapeutického zasahu.

S molekulovymi zakladmi chorobnych procesov sa zaoberd interdisciplinarna
veda — molekulova medicina, ktord oproti biochémii a molekulovej bioldgii riesi aj
zmeny biochemickych dejov pocas patologickych procesov, stavov alebo chordb. Toto
je ale velmi zjednodus$ena predstava. V skutoénosti su molekulové zdklady chorobnych
procesov skor akymsi mostom medzi biochémiou, molekulovou genetikou a
patologickou fyzioldgiou smerom ku klinickym odborom. Preto podla nasho nazoru
musi byt pristup k vyucbe takejto discipliny komplexny, zaloZeny na analyze a
vysvetleni problému tak z aspektu biochemického pohladu, ako aj z aspektu potrieb
klinického lekara. Len takyto bilaterdlny pristup a pohlad na problémové okruhy
molekulovych zdkladov chorobnych procesov méze poskytnut Studentovi mediciny
taka zakladnu poznatkov, ktoré bude moct efektivne zarocit v dalsom studiu a zaroven
mu poskytnu aj dobre vychodisko pre tzv. "medicinske myslenie". V ramci predmetu sa
zaroven poukazuje na najnovsie poznatky vedy tykajluce sa mediciny.

Je moZné konstatovat, Zze molekulové zaklady bazalnych biologickych procesov su
uz zname, napr.:

[ Struktura dvojitého helixu DNA,

tok informacii od génu po protein,

L trojdimenziolnalna Struktira a mechanizmus funkcie mnohych bielkovin,
3 detaily ciest (drah) intermediarneho metabolizmu,

molekulova struktira energiu tvoriacich latok,

molekulova Struktura latok detekujucich biologické signaly,

molekulova Struktura latok prendsajucich informdcie,

L technolégia rekombinantnej DNA otvorila knihu genomu EL.

Jednoznacne bolo prijaté, Ze medzi r6znymi hladinami organizacie Zivota je
jednotny molekulovy vzor:

Na medicinu mala mimoriadny vplyv molekulova biochémia v:
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Nové tedrie a molekulové techniky nam umoznili:

upriamit sa na nové vyzvy bioldgie a mediciny,

umelé oplodnenie (in vivo, in vitro),

pribliZit sa k spoznaniu molekulovych zakladov pamate ???

pochopit molekulové zaklady dusevnych choréb (napr. m. Alzheimer, schizofrénia).

K X X X

Nekovalentné vazby su jednou zo zakladnych podmienok Zivota. Reverzibilné
interakcie biomolekul su sprostredkované nasledovnymi nekovalentnymi vazbami:

2% elektrostatickymi,

2R i6novymi

3¢ vodikovymi,

3¢ van der Waalsovymi (tabulka 2).

Tab. 2 - Dizka a pevnost jednotlivych typov vizieb:

Druh vazby Dizka pevnost’ viazby (kJ/mol)
(nm) vo vakuu Vo vode
Koval d 0,15 376 376
Nekovalentna:
- ibnova 0,25 334 13
- vodikova 0,30 17 4
- van der Waalsova 0,35 0,4 0,4

Velmi dolezité je si uvedomit, také problémy ako je skuto¢na hmotnost a
relativna hmotnost, kde zakladny vztah je charakterizovany vztahom:

Mgkutoena = My . U
kde u=1,66.10%*g (u sa zaroveri rovnd aj 1 Da)

Zaujimavé su aj zmeny objemu pri zmene skupenstva. napr.: 1 mol vody vo forme
tekutiny ma objem 18 ml, ale to isté mnoZstvo vody vo forme plynu zabera objem
22410 ml (V pripade, Ze zmena skupenstva nie je doprevadzana zmenou objemu, meni
sa tlak viac ako 1 000 nasobne!!!).

Osobitné postavenie ma aj molekulova organizacia buniek. Bunka ako zakladna
jednotka Zivota sa vyznacuje (Alberts a spol., 1998):

+» Samozachovou:

% metabolizmus
¥* génova expresia
¥* Strukturna organizacia

+¢ Reprodukciou:

* bunkovy cyklus
* bunkova proliferacia
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+* Komunikaciou:

* signalne molekuly
* prijem signaly
* vyslanie signalu

+¢ Usporiadanim do tkaniva:

* organizacia
#* funkcia.

Poskodenie moze byt vyvolané:

X> exogénnymi faktormi (fyzikalne, chemické, biologické)
X> endogénnymi faktormi (genetické, psychické).

Uroveri poskodenia méze byt:

=>» Bunkova:

» Uroven jadrovych génov (chromozémova),

» Uroven mtDNA (extrachromozdémova),

» postranslaénd droven (membrany, receptory, transportné systémy,
i6bnové kanaly, enzymy a pod.),

» regulacna uroven (intracelularne disbalancie).

U obyéajne kondi:

< reparaciou,
< adaptiaciou,
< nekrézou,

< apoptdzou.

=>» Tkanivova (interakcie bunka-bunka, bunka-extracelularna matrix).

=> Organova.

=>» Systémova (organizmus, interakcia nervového — endokrinného — imunitného
systému).

NajvSeobecnejSie procesy lokalizovatelné na vsetky Urovne su: zapal, stres,
homeostdza, porucha acidobdzy a pod.).

Zivé organizmy, ako otvorené termodynamické systémy, udrzuji svoj rovnovazny
stav (homeostdzu) voci neustalym zmendm vonkajSieho a vnutorného prostredia
kontinudlne (steady-state). PrezZitie, CiZze udrzanie tohto rovnovazneho stavu je
prvoradou ulohu regulacnych mechanizmov organizmu (Touger-Decker a spol., 2004).
V biologickych systémoch sa reguldcia deje vacsinou spédtnou vézbou (feed-back).
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Organizmus s dobrymi adaptacnymi schopnostami reaguje na podnety prostredia
(vonkajsieho i vnutorného) upravou tokov latok a energie na udrZanie steady-state
homeostazy. Pri naruseni adaptacnej schopnosti na podnety hovorime v pravom slova
zmysle o chorobe.

Definitivne narusSenie rovnovaineho stavu vedie k postupnému narastaniu
entropie organizmu aZ ku smrti. Ulohou mediciny je tuto narudenud rovnovahu navratit
do povodného stavu, alebo sa o to aspon pokusit.

Zachovanie rovnovazneho stavu tokov regulovaného systému (udrzanie zdravia)
je zavislé na:
% Integrite jednotlivych casti regulaéného systému alebo celého systému:

napr. v pripade hypo- alebo hyperfunkcii endokrinného systému, u starych jedincov sa
regulacna kapacita vyznamne znizuje.

4 Stimuloch, ktoré na systém pésobia:

napr. extrémne podnebie, fyzickd zataz, trauma mozZu prevysit moznosti kapacity
regulacného systému.

Organizmus s dobrou adapta¢nou schopnostou reaguje na opakujice sa alebo
trvalé vonkajsie podnety zmenou rovnovaznych pomerov substratovych tokov, tak aby
tieto zabezpecili v novych podmienkach maximalne Sance na preZitie, resp.
zabezpeclenie reprodukénej schopnosti (napr. adaptacia biotransformacného systému,
vytvorenie znasanlivosti ku vykyvom teplo&™zima, vznik antibiotikorezistencie u
baktérii).

Adaptacéna schopnost druhu, jedinca na molekulovej Grovni je obycajne geneticky
determinovanad a predstavuje biochemicky zaklad evolucie. NaruSenie tejto adaptacnej
schopnosti je vlastne patologicky proces, patologicky stav alebo choroba. Hlavnym
cielom medicinskej praxe je Uprava a predchadzanie vzniku zniZenej regulacnej
schopnosti organizmu a tym zniZzenej adaptibility. To vo vacsSine pripadoch sa neda
riesit spatno-vazobnym mechanizmom (v biologickom ponati), len riadenim (napr.
aplikacia inzulinu podla vypracovaného programu kompenzacie pri diabetes mellitus).
Spatnda vazba by tu mohla byt reprezentovana laboratérnymi vysetreniami. U&innost
takéhoto feed-backu samozrejme nemodze mat Uroven skutocnej biologickej spatne;j
vazby. NajblizSie k biologickym feed-back mechanizmom stoji vyuzitie biosenzorov v
medicinskej praxi, ich moZnosti su ale zatial skér na drovni vyskumu (napr. glukézovy
senzor, pacemakery rézneho typu).

Adaptacné reakcie na Urovni organizmu dobre odrdzaju v pripade urcitych
stimulov narusujucich homeostazu, otazky Zivotaschopnosti, a otazky podriadenosti,
resp. nadriadenosti urcitych systémov. Z hladiska prezitia dolezité organy (napr.
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mozog, srdce), resp. ich funkciu sa snazi organizmus chranit a udrzat aj na ukor inych
systémov (napr. obehovou redistribtciou, alebo dobre to vystihuje aj glukoneogenéza).

NaruSenie rovnovahy regulacného systému ndsledkom stimulu, nedostatoc¢na
alebo chybajuca (v biologickom i materidlnom zmysle) supraindividualna vypomocna
reguldcia (skor riadenie) znamena narusenie homeostazy (toku substratov), ktora moze
koncit stratou rovnovahy. Tym zacina proces veduci ku strate usporiadanosti systému
(smrti).

Casova relacia tohto je vo vyznamnej miere zavisla od odchyleného ukazatela:

Smrt je v zmysle termodynamiky zanik kontinualneho prijmu energie (po
biochemickej stranke chapané ako zakladny metabolizmus) z prostredia organizmom,
na udrZania vy$sej miery usporiadanosti nez ma prostredie. Po tom uz mézu prebiehat
len exergonické procesy, ktoré entropiu dalej zvysuju. Rychlost zvySovania entropie
zavisi od:

% Stupria usporiadanosti skimaného systému:

3 na drovni molekul a kompartmentov je rychla,
3 na drovni bunky a tkaniv je pomalsia,
3 na Urovni organov a organovych sustav je eSte pomalsia,

& Stability danej truktury:

3 v pripade nervového a parenchymového tkaniva rychla,
3 v pripade spojovacieho tkaniva a chrupiek pomalsia,
3 v pripade kosti, zubov je extrémne pomala.
¥ Od faktorov prostredia:
3 teploty,
3 vihkosti,
30 pritomnosti alebo nepritomnosti kyslika.

Rast entropie byvalého Zivého organizmu trvd dovtedy, kym sa pomer jeho
prvkov a zlu€enin nerovna prostrediu. Pri vysokych teplotach (napr. kremacia) rast
entropie prebieha mimoriadne rychle.

BUNKOVA SIGNALIZACIA A JEJ REGULACIA

Cielom tejto kapitoly je zhrnutie poznatkov vztahujucich sa na reguldciu funkcii
Zivej bunky. Tieto su dolezité pre pochopenie regulacie metabolizmu, regulacie
expresie génov, pri Studiu interakcie nervového, endokrinného a imunitného systému.
Po prestudovani tejto kapitoly musime mat jasno v tom, aké su Urovne regulécie, kde
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sa tieto stretdvaju z aspektu neuroldgie, endokrinoldgie, imunolégie, molekulovej
biolégie a biochémie (Berridge, 2014). Musime si uvedomit aj to, aké zakladné principy
sa uplatniuju v biologickych regula¢nych systémoch, napr.:

X Signaly.
X Receptory:
« ich ulohu,
« ich triedenie,
« 3 ich funkciu.
X Mechanizmy signalnej transdukcie:

ich Strukturu a logiku, ktoré ako nejaky zosilnova¢ spajaju v organizme receptory
(niekolko tisic) a im prinaleziace biologické odpovede.

Studium tejto kapitoly spociatku mdie vyvolat dojem komplikovanosti a
neprehladnosti. NesliZi na memorovanie (Cize mechanické nastudovanie) ale na
demonstraciu mnohorakosti ciest signalnej transdukcie v organizme. Obycajne
nadobudne plny zmysel tato ¢ast aZ po prestudovani a pochopeni celku. Samozrejme
predndasky a seminarne cvicenia budu v tomto ohlade neodmyslitelné.

Kazda bunka v mnohobunkovom ZivoliShom organizme je programovand z
hladiska vyvoja, diferenciacie, schopnosti odpovedat na Specifické signaly, ktoré
posobia v roznych kombindcidch a reguluju spravanie sa bunky, determinuju ¢i bunka
bude Zit alebo odumrie, ¢i sa bunka bude delit alebo zostane v trvalej stacionarnej faze
(Gp). Vacsina tychto signdlov poOsobi parakrinnou signalizaciou, v ktorej su lokdlne
mediatory rychlo uvolfiované a desStruované alebo imobilizované, a p6sobia len na
susediace bunky. Centrdlna kontrola je pritomna pri endokrinnej signalizacii, ked'
endokrinnymi bunkami sekrétované hormoény su prenasané krvnym obehom k
teréovym bunkdm v tele, a synapticka signalizacia, kde neurotransmitéry sekrétované
nervovymi bunkami pOsobia lokdlne na postsynaptické bunky prostrednictvom
axonového kontaktu. Signalizujice bunky musia sekrétovat extraceluldrne signdlne
molekuly alebo exprimovat na svojom povrchu ligandy, pre ktoré sa nachadzaju
komplementarne receptorové proteiny na ter¢ovych bunkach. Takto tieto mozu tieto
signaly registrovat a reagovat na ne programovanou a charakteristickou cestou.
Niektoré malé hydrofébne signdlne molekuly, ako steroidné hormony, tyroidné
hormdny a retinoidy prestupuju (difunduju) cez cytoplazmaticki membranu tercovych
buniek a aktivuju intraceluldarne receptorové proteiny, ktoré priamo reguluju
transkripciu Specifickych génov. Niektoré rozpustené plyny, ako NO a CO tiez pdsobia
ako lokalne mediatory tak, Zze difunduju cez cytoplazmaticki membranu tercovych
buniek a aktivuju intracelularne enzymy — obycajne guanylat cyklazu, ktora zvysuje
hladinu cGMP v tercovych bunkach. Vacsina extracelularnych signalnych proteinov je
hydrofilnd a su schopné aktivovat receptorové proteiny len na povrchu teréovych
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buniek. Tieto receptory potom posobia ako transducéry signdlu do vnutorného
prostredia buniek a tak menia vlastnosti teréovych buniek. RozliSujeme tri hlavné
rodiny cytoplazmatickych povrchovych receptorov, ktoré prendsaju extracelularny
signdl roéznymi cestami. Receptory viazané na idnové kandly su transmitérom
vratkované idnové kanaly, ktoré sa otvaraju a zatvaraju ihned po nadviazani
neurotransmitéru, a takto reaguju na neurotransmitér. Receptory spojené s G-
proteinmi su nepriamo aktivované alebo inaktivované enzymami viazanymi na
cytoplazmaticki membranu alebo iénové kandly cez GTP-vdzobné proteiny (G-
proteiny). Receptory viazané na enzym ucinkuju priamo ako enzym alebo su spojené s
enzymom. Enzymy su obycajné proteinkindzy, ktoré fosforyluju Specifické proteiny v
terCovych bunkach. Prostrednictvom kaskady prisne regulovanych fosforylacii
proteinov, vznika cely rad proteinov zabezpecujucich prenos signdlu z povrchu buniek
do jadra, a tym ovplyviiuju expresiu Specifickych génov a ndsledne menia chovanie sa
buniek. Krizovou komunikaciou medzi roznymi signalnymi kaskadami su schopné bunky
integrovat rdzne signaly, ktoré zachytavaju z prostredia (obr. 2).

"

= O - \ @

Obr. 2 — Uéinok signalov z prostredia

Jednou z doélezitych funkcii buniek v mnohobunkovom organizme je preto
koordinacia vsetkych procesov, ktoré umoznuju existenciu organizmu ako celku (Nistiar
a spol., 2005). Tato koordinacia je podmienena schopnostou dorozumievania sa medzi
bunkami pomocou sprav t.j. signdlov a schopnosti buniek reagovat na prijaté signaly
na zaklade pomerne komplikovaného signdlno-transdukéného mechanizmu.

Signalna transdukcia je jednou z najStudovanejSich a najdynamickejSie sa
rozvijajucich oblasti molekulovej biochémie. Poznatky v tejto oblasti sa zdvojnasobuju
kazdé 3-4 roky. V poslednych rokoch bolo v tejto oblasti udelenych 5 Nobelovych cien
za:
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A za objav fosforyldcie bielkovin a G proteinov,
# za vypracovanie patch clamp techniky
# za objav dopaminu a jeho receptoru a mechanizmu Gcinku

#A vo vyhlade Nobelova cena popis nuklearnych receptorov.

S jednoduchou signalizaciou (komunikaciou) medzi bunkami sa stretdvame uz u
jednobunkovych organizmov. Tuto skutocnost sme preukdzali aj na naSom pracovisku
pri Studiu prvoka Tetrahymena pyriformis. Ako priklad uvedieme vysledky nasich studii,
pri ktorych sme zistili, Ze vystavenie prvoka toxicke] latke (organofosfat dichlérvos) v
davke LDsg (t.j. davka, ktord usmrti polovicu buniek vystavenych jeho ucinku),
prezivajuce prvoky ziskaju odolnost vodi tejto toxickej latke (adaptacia), ktord udrzia po
niekolko sto generacii (imprinting?). Pri zmieSani prvokov, ktori boli vystaveny toxickej
noxe a prezili s prvokmi, ktoré sa s toxickou latkou nikdy nestretli, ziskaju tieto
schopnost odolat toxickej latke od osetrenych (pomocou signalizacie, ¢ize komunikacie
medzi bunkami).

Vyznam a priebeh transdukcie (predavania, odovzdavania) signalov u
mnohobunkovych organizmov je rovnaky ako u jednobunkovych, ale realizuje sa na
omnoho komplikovanejsej Urovni (¢asovo-priestorovej sieti). Bunky mnohobunkovych
organizmov su vystavené obrovskému mnoZstvu signalov v mnohomiliénovych
kombinaciach, ktoré prichadzaji ku bunke z obklopujuceho extracelularneho
prostredia, od okolitych alebo aj vzdialenejSich buniek alebo vznikaju aj v samotnych
bunkach. Bunky su potom geneticky naprogramované tak, ze mozu reagovat na signaly
selektivne podla svojho Specifického charakteru (diferencidcie) a vyvojového stadia
organizmu. Prenos signalov v bunkach az k ich definitivnej realizacii v podobe expresie
génov je umozneny zloZitym signdlno-transdukénym systémom.

Signal

Bunky vyssich Zivocichov sa dorozumievaju prostrednictvom obrovského poctu
signdlnych molekul (Davies, 2016). Signaly ale mdzu byt aj podnety nechemickej
povahy (v niektorych pramenoch sa tieto za signaly nepovazuju, ale o com by potom
boli baroreceptory, radioreceptory a pod.). Vacsina signdlnych molekdul je secernovand
bunkami — tzv. signalizujiucimi bunkami, a to exocytézou alebo difuziou cez
cytoplazmaticki membranu, a ndsledne su prepravované k terCovym bunkam.
Niektoré signalne molekuly vSak zostavaju viazané k extracelularného matrix alebo ku
povrchu secernujucej bunky a ovplyviuju tak len tie bunky, ktoré su v bezprostredne;j
blizkosti extracelularny signal secernujucej, resp. ligand exprimujicej bunky alebo sa
jej priamo dotykaju. Tento kontaktny spdsob prenosu signdlov je velmi dblezity pocas
vyvoja a pri imunitnej odpovedi. Jeho molekulovad podstata je vSak velmi podobna
molekulovej podstate signalizacie na dialku.
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Signaly delime na:

O Vonkajsie signaly:

4+ Podla pévodu:

A Z vonkajsieho prostredia:
* svetlo,
* pach,
* Zivina,
* zvuk,
* teplo.
A Z buniek organizmu:
* neuropeptidy,
* neurotransmitéry,
* hormony,
* metabolity,
* cytokiny,
* antigény a protilatky,
* plyny.
A 7 okolia buniek:
* dotykajuce sa bunky,
% idnové zlozenie,
* zloZenie plynov a pod.
A Peptidy:
* glukagon,
* vazopresin,
* oxytocin.
A Aminokyseliny alebo ich derivaty:
% serotonin,
* tryptamin,
* GABA,
* histamin,
* glutamat.
A Uhlovodiky:
* glukdza.
A Lipidy:
* PAF (platellet activating factor),
* steroidné hormony,
* retinol,
* prostanoidy.

UcCebné texty Strana 15



Nistiar, F., Racz, O., Benacka, R.:
POSTAVENIE PATOFYZIOLOGIE V ZUBNOM LEKARSTVE

A Nukleozidy a nukleotidy:
% adenozin,
* ATP.
A Plyny:
* NO
* CO.
A Fotény:
* svetlo.
A 16ny:
* Ca’".
A Nepenetrujuce (lipofébne - hydrofilné):
* Ucinkujuce cez receptory viazané na membranach.
A Penetrujuce (lipofilné - hydrofébne):
* Ucinkujuce na cytoplazmatické terce (ciele),
* Ucinkujuce prostrednictvom jadrovych receptorov.

® Signdly vznikajuce v bunke:

Dnes vieme eSte velmi malo o signalnej transdukcii vo vnutri bunky. Tieto signaly
informuju o vnutornych pomeroch v bunke. Casto st to metabolity. Takou informaciou
je poskodenie DNA, intraceluldrna koncentrdcia idnov, objem bunky a pod.

Lipofilné signalne substancie: Sem je mozné zaradit steroidné hormaony, tyroidne

hormony, retinoidy a a-ekdyson (steroidny hormoén aktivujuci transkripciu génov
potrebnych pre zahdjenie metamorfézy u hmyzu). VSetky tieto latky sd malé
hydrofébne molekuly, ktoré sa navzajom liSia, tak po stranke chemickej struktury ako i
funkcie. Uginkuju viak podobnym sposobom. Lipofilné signdlne substancie su po
svojom vzniku secernované do krvného riecista. V krvnej plazme zotrvaju niekolko
hodin (steroidy) aZ niekolko dni (tyroxin). SuU zle rozpustné vo vodnych roztokoch a
preto su v krvi pevne ale reverzibilne viazané na bielkovinové nosi¢e. Takto su
prenesené z miesta vzniku ku tercovym bunkdm, kde sa z vazby uvolfiuju. Do tercovej
bunky vstupuju plazmatickou membranou jednoduchou difuziou. V bunke sa
reverzibilne viazu na proteiny vnutrobunkovych receptorov. Ich ucinok je dlhodoby. Do
tejto skupiny signalnych latok je mozné zaradit aj niektoré malé molekuly, ako su oxid
dusnaty (NO) a oxid uholnaty (CO). Tieto molekuly tiez lahko prechadzaju plazmatickou
membranou, kde reguluju aktivitu Specifickych vnutrobunkovych proteinov (obr. 3).

NO je produkovany dezamindaciou aminokyseliny argininu NO syntazou (obr. 4).
Do susednych buniek vstupuje priamo difiziou plazmatickymi membranami. U&inkuje
len lokdlne, nakolko jeho trvanie je kratke (Tab. 2.3). V priebehu 5-10 sekund je v
extraceluldrnom priestore premeneny na nitraty a nitrity. V mnohych tercovych
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bunkach, ako su napr. endoteliové bunky, reaguje s guanylatcyklazou, prostrednictvom
ktorej stimuluje produkciu cGMP v bunke. Jeho Ucinky sa prejavuju v priebehu
niekolkych sekund, nakolko obrat cGMP je velky. Rychla produkcia cGMP z GTP
guanylatcyklazou je vyvazena rychlou degradaciou cGMP fosfodiesterazou. Stejnym
sposobom, tj. stimulaciou guanylatcyklazy, ucinkuje aj CO. Typickym prikladom je
relaxacny ucinok NO na bunky hladkej svaloviny endotelu ciev, alebo ako lokalneho
medidtoru makrofagov  a neutrofilov  aktivovanych mikroorganizmami.
Prostrednictvom takto stimulovanych buniek sa NO podiela na zabijani
mikroorganizmov.

JADRO
SEROIDé

HOTMONY / e
Receptorovy o
protein
HORMON
RECEOTOROVY
KOMPLEX o

TN

o O

Novy potein
o
PLAZMATICKA e

MEMBRANA D »
TERCOVVCH -

BUNIEK CYTOPLAZMA

Obr. 3 — Mechanizmus ucinku steroidnych horménov. 1. Prechod cez membranu. 2. Naviazanie na
cytoplazmaticky receptorovy protein. 3. Prestup do jadra. 4. Vytvorenie hormon
receptorového komplexu. 5. Transkripcia 6. Translacia.
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obr. 4 - U¢inok NO

Eikozanoidy su signalne molekuly, ktoré sa u dospelych cicavcov zucasthuju
predovsetkym autokrinnej signalizacie, resp. aj parakrinnej (Dennis a Norris, 2015). Su
to prevaine derivaty nenasytenej mastnej kyseliny, kyseliny arachidonovej, ktord je
uvolfiovand z fosfolipidov membran po ich Stiepeni fosfolipazami. SU nepretrzite
syntetizované v plazmatickej membrane buniek vsetkych tkaniv a uvolfiované do ich
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prostredia, kde su rychlo degradované. Aspirin a iné protizapalové latky ich syntézu
inhibuju. Eikozanoidy ovplyviuju kontrakciu hladkej svaloviny, agregaciu trombocytov,
zUcastnuju sa v procesoch pri bolestiach a zapaloch. Syntéza eikozanoidov stlpa po
aktivacii buniek poskodenim tkaniva alebo po ucinku urcitych typov chemickych
signdlov. V dosledku toho zvysena hladina eikozanoidov v mieste ich sekrécie
ovplyviuje jak bunky, ktoré ich secernovali, tak aj bunky v ich bezprostrednom okoli.

Tab. 3 — Priklady pre NO indukovanti biologickii odpoved’

NO produkujuca Signal Terc¢ova bunka
bunka a jej biologicka odpoved
Cievny endotel Acetylcholin Relaxacia hladkej svaloviny
ADP, trombin cievnej steny
endotoxin, cytokin
Neurdn Neurotransmiter cievna hladka svalovina
(erekcia penisu)
Neurdn pri krvacani do mozgu odumieranie neurénov
Glu neurotransmiter
Makrofag Antigén Odumretie fagocytovanej bunky

Lipofdébne signdine substancie: Vsetky signdlne substancie rozpustné vo vode a
nerozpustné v tukov ako aj niektoré v tukoch rozpustné, nemézu volne difundovat cez
plazmaticki membranu a tak sa viazat na vnatrobunkové receptory. V dosledku toho
sa viazu na membranové receptory uloZzené v plazmatickej membrane. Medzi
lipofébne signdlne substancie je moZné zaradit proteohormdny (inzulin, glukagon,
rastové hormony) a nizkomolekulové latky (aminokyseliny, adrenalin, noradrenalin,
nukleotidy). Ich ucinok je obycajne bezprostredny a trvd len velmi kratko. Bunky
reaguju prevazne v priebehu niekolkych sekund, v niektorych pripadoch aj milisekind
(neurotransmitéry). Avsak malé peptidické rastové faktory navodia zmeny v génovej
expresii vacsinou az v priebehu niekolkych minut a ich Ucinok méze pretrvavat aj
niekolko dni. Tieto faktory su nutné pre rast a diferenciaciu Specifickych bunkovych
typov.

Receptor

Teréovd bunka (target cell) je schopna reagovat na molekuly signalnej latky len
prostrednictvom Specifickych proteinov — receptorov. Signdlne molekuly, ktoré sa
Specifickym spo6sobom viazu k tymto receptorom sa nazyvaju ligandy a s proteinmi
receptorov vytvaraju ligand-receptorové komplexy.

Za receptor povazujeme specificky rozpozndavaci element (obycajne viazany na
membranu alebo volne sa vyskytujuci v cytoplazme).

Receptory su proteiny, ktoré si schopné Specificky viazat signalne molekuly.
Receptory mozu byt uloZzené:

— Vv plazmatickej membrane - membranové receptory,
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- v cytosole (alebo v jadre) - vnutrobunkové receptory.

Podla sp6sobu prevodu (transdukcie) signdlu z extracelularneho prostredia do
vnutra bunky do podoby vnutrobunkovych signdlov membranové receptory rozdelit na
tri zakladné typy:

= i6nové kanaly,
= receptory spojené s aktivaciou G proteinov,

= receptory s enzymovou aktivitou.

Vyznam vézby na receptor je zakladnym procesom pre zahajenie signdlnej
transdukcie. Je zavisly od:

» Specificity vazby,
» davky (sily) signalu,
» zosilnenia.

Vieme Ze:

» rovnaky typ receptora sa modZe vyskytovat na rdoznych bunkach, ¢o umozZiiuje
zosuladit funkciu viacerych typov buniek naraz,

» poctom receptorov, resp. inhibiciou receptorov je mozné regulovat to, aké signaly
bude dana bunka vnimat.

Na druhej strane stejny signal moéze aktivovat rozlicné receptory. Napr.:

9-cis-retinol — RXRa,B,y; RARa,B,y = co vedie k aktivacii roznych génov.
acetylcholin — nikotinergne = Na'kanaliky,
—muskarinergne = fosfolipaza C.
adrenalin — a; = fosfolipaza C
adrenalin — a; = adenylatcyklazu inhibujuci
adrenalin — B; = adenylatcyklazu aktivujuci
adrenalin — B, = adenylatcykldzu aktivujuci.

Najtypickejsi je ucinok acetylcholinu, ktory u prie¢ne pruhovanych svalov vyvola
kontrakciu, u myokardu relaxaciu a u sekretorickych buniek sekréciu.

Signalna transdukcia
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V mnohobunkovom organizme je mozné komunikaciu medzi bunkami pomocou
extraceluldrnych signdlov rozdelit do nasledovnych krokov (obr. 5):

. syntéza sprostredkujucej latky (signalu),

. secerndcia signdlnej molekuly z produkujucej bunky,

. transport signalu k tercovej bunke,

. detekcia (zachytenie) signalu teréovou bunkou,

. transdukcia a transport k zodpovedajucej vykonnej Strukture,
. vytvorenie odpovede,

N o o b WN R

. ukoncenie ucinku signalnej molekuly (eliminacia signalnej molekuly).

Na regulacné mechanizmy je charakteristicka ich citlivost, co moze byt pomerom
signdlu a nim vyvolanej biologickej odpovede. K zabezpeceniu toho sa vyvinuli rézne
spOsoby zosiliovania, ako:

R koncentrdcia substratu,
R alostéria,

R interkonverzny cyklus,
R substratovy cyklus,

R kaskadovy systém.

CYTOPLAZMA

@ romsoncn |

> ’ . | ' AKTIVACIA
(> — o — —)0 =3 BUNKOVE!

= = = ODPOVEDE
SIGNALNO-TRANSDUKCNA DRAHA

PLAZMATICKA MEMBRANA

obr. 5 — Zakladné etapy spracovania signalu

Signdlna transdukcia veduca k Stiepeniu glykogénu obsahuje vSetky uvedené
zosilnovacie mechanizmy:
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Signalna transdukcia a jej charakterizacia

Komunikacia medzi bunkami (obr. 6):

(4) ENDOKRINNA (8) PARAKRINNA

endokrinna bunka receptor

0@ o S

o = terfové
- _,.--_/)'.\ S, ~e8g hucky

~e
. e B
_ = lokélny ‘
krvny obeh mediator
teréova bunka
(©) NEURALNA (©) NA KONTAKTE ZAVISLA
nearki SY“E:PSiﬂ signalizujuca bunka  tercovéa bunka

a)
(

teréova na membrénu

telo  neurotransmitér i : AR
bunky unka viazana signalna
molekula

obr. 6 — Medzibunkova signalizacia.

Sa realizuje prostrednictvom sekrétovanych molekul:
e parakrinna signalizdcia,
* endokrinna signalizacia,
* synapticka signalizacia.

Prostrednictvom molekul viazanych na plazmaticki membrdanu (Beniacka a spol., 2004):

plazmatickd membréna

— = . :‘\ f_J
2 l?' . = v
s = .y =
- &\ ® 4
tesné spoje tesné spoje
medzi Zivoéidnymi bunkami medzi rastlinnymi bunkami
(0,2 nm) (70 nm)

obr. 7 — Tesné spoje medzi bunkami
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Receptory a hydrofébnost signalnych molekul:
Receptory na povrchu buniek a hydrofilné signalne molekuly:
e Typy povrchovych receptorov buniek.
e Prvy posol (prislusny hormén, externy signal).
e Druhy posol (vnutorny signal):
0 cAMP ako druhy posol (G proteiny a syntéza cAMP, regulacia G proteinov, cAMP
a degradacia glykogénu.
0 Ca" ako druhy posol (kalcium vazobny protein, kalmodulin).
0 Inozitol trifosfat (IP3) a diacylglycerol (DAG) ako druhy posol.

e Treti posol: protein a proteinfosfataza.
« Stvrty posol: transkrip¢né faktory (posli v jadre).

Cely tento proces ma za ucel vnutrobunkové zosilnenie (amplifikaciu) signdlu
(obr. 8).

UCINOK PRODUKT

sprava receptor

i i bunkova membrana

aktivovana
adenylat cykldza

G protein

.
l_n"':_
T
s
PN
' )

£
R
£
[

L % . L

cyklicky AMP

aktivované
proteinkinazy

aktivované
enzymy

produkty

enzymov

obr. 8 — Signdlno transdukcna kaskada (amplifikacia)

Intracelularne receptory a hydrofébne signdlne molekuly:

e Difuzia do bunky.
e Vazba naintracelularny receptor.
¢ Indukcia konformaénej zmeny receptoru.
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e Aktivovany receptorovy komplex vstupuje do jadra.
e Vazba k ,response” elenetu DNA (napr. HRE, hormone response element).

Amplifikacia signalu
Kaskada intracelularnych dejov a amplifikacia extraceluldarneho signalu (obr. 9):

¢ rychly turnover intracelularnych mediatorov,

174 Ve

,vsetko alebo ni¢” uc¢inok chemického signalu,

- kooperativita,
- aktivdcia jedného enzymu inhibiciou druhého katalyzujuceho opacnu reakciu.

L molekiita signalna molekula SIGNALNA DRAHA

POCET
AKTIVOVANYCH
MOLEKUL

vazba adrenalinu k receptoru viazaného G-protainom

RECEPCIA Y 1 molekula

1. posol
TRANSDUKCIA q
inaktfuny G protein

aktfuny G protein 1__01 molekul
inakivna adenyicyldiza
aktimy adenyloykisza 102 molekiil
Awq
oyhlicky AMP 2. posol 10* molekal
inaktivna proteinkindza A .
aktivna proteinkiniza A 10° molekil
inaktivna fosforyliza mq
Al ety v 10° molekdl
Inactive\ s insktivna giykogén fosforylaza q .
protein | ZATP: akeina glykogén fosfaryiiza S matehd
b bunkova  oppoveD ‘ 1
» adgoved: sykogén |
®, | 10° molekiil

‘giukdza-1-fosfit

Obr. 9 — Vnitrobunkova signalizacna kaskada (amplifikacia signalu).

Adaptiacia tercovej bunky a jej mechanizmus:

¢ down-regulacia receptorov

- sekvestraciou receptoru,

- degradaciou receptoru,

- receptorom sprostredkovand endocytéza.
Inaktivita receptoru.
Inaktivita vSetkych receptorovych bielkovin.

Signalizacia bunka-bunka:

e prezivanie mnohobunkového organizmu zavisi od funkcie intracelularneho
komunikacného networku, ktory koordinuje rast, diferencidciu a metabolizmus
buniek v rozliénych tkanivach a organoch,

e iné doleZité mechanizmy prostrednictvom ktorych mézu bunky komunikovat -
pomocou extracelularnych signalnych molekul,
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e tieto Specifické substancie su syntetizované a uvoltiované signalizujucimi bunkami
a vyvolavaju Specificki odpoved len v tercovych bunkdch ktoré maju receptor pre
signalne molekuly,

e extraceluldrne signdlne molekuly moZu difundovat do krvi a byt krvou
transportované.

Sumarizacia: Komunikacia extraceluldarnymi signdlmi zahrriuje Sest krokov:

syntézu a

uvolnenie signalnej molekuly signalizujucou bunkou
transport signalu k terCovej bunke

detekciu signdlu Specifickym receptorovym proteinom

ik wnN e

a zmenu v metabolizme bunky alebo v spusteni expresie génu komplexom receptor-
signdlna molekula
6. odstranenie signalu, najcastejSie po ukonceni odpovede bunky (biologicky efekt).

Aj mnohé mikroorganizmy komunikuju prostrednictvom sekrétovanych molekul
(feroménov).

Pre rastliny a ZzivoCichy su velmi ddlezité extracelularne signdlne molekuly
posobiace v blizkosti organizmu.

Signalne molekuly u Zivocichov
» Signalizacia extracelularne sekretovanymi molekulami moze byt trojakého typu:

0 endokrinn3,
0 parakrinnd a
0 autokrinna

naviac, niektoré proteiny na povrchu jednej bunky (ligand) mozu slizit ako signal pre
susednu bunku.

e Endokrinng signalizacia — signalne molekuly pésobia na teréovu bunku vzdialenu od
miesta ich syntézy, ktorym obycajne st bunky endokrinnych Zliaz (obr. 10).

e Parakrinna signalizdacia — signalne molekuly posobia len na bunky v blizkosti
signalizujucej bunky.

e Autokrinna signalizacia — bunka odpovedd na signalnu molekulu, ktord sama
produkuje.
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Obr. 10 — Zakladné sposoby signalizacie
Receptorové proteiny a vazba ligandu:

e Odpoved bunky na urcitu extracelularnu signalnu molekulu zavisi od jej vazby na
Specificky receptorovy protein lokalizovany na povrchu tercovej bunky, alebo v jej
cytozole resp. v jadre.

* Signdlna molekula je ligand, ktory je komplementarny s prisluSnym miestom
receptoru.

e Vadzba ligandu na receptor vyvola konformalnu zmenu receptoru, €o iniciuje
sekvenciu reakcii veducich k zmene funkcie bunky.

e Odpoved bunky alebo tkaniva na S3pecifické hormény je dany Specificitou
hormoénového receptora, ktory svojou konformacnou zmenou po véazbe ligandu
spusti intracelularne reakcie.

e Receptorové proteiny su charakterizované védzbovou Specificitou pre urcité ligandy
— a nasledkom toho komplex receptor-ligand vyvola efektorovu specificitu.

e Ligandy vo vacsSine systémov ligand-receptor okrem nadviazania sa na receptor uz
nevykondvaju iné ulohy.

e Tercova bunka obycajne modifikuje alebo odbura ligand.
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Hormony:
Existuju tri velké skupiny horménov (obr. 11):

1. malé lipofilné molekuly, ktoré difunduju cez plazmaticki membranu a interaguju s
intracelularnymi receptormi,

2. hydrofilné alebo

3. lipofilné molekuly ktoré sa nadvazuju na receptor na cytoplazmatickej membrane

buniek.
povrchové —
receptory bunky " Do
/£ \
\ /
‘.'\ .'/
hydrofilny b i
signal
hydrofobny

e ——— : 3
“ #®  signal
prenosovy £ ) 2 \
protein \ \'.
| /

\

r"]I

4 _’/J
intracelularne ._r'
receptory bunky

-

Obr. 11— Extracelularne signalne molekuly viaZice sa k povrchovym a intracelularnym receptorom

1. Lipofilné hormony:

¢ Difunduju cez plazmatick membranu a interaguju s receptormi v cytosole alebo v
jadre.

* Vysledné komplexy hormdn-receptor sa viazu na oblasti DNA kontrolujluce
transkripciu a tak vplyvaju na expresiu Specifickych génov.

* Medzi tieto patria steroidy, tyroxin a kyselina retinova.

2. Vo vode rozpustné hormony:

* Nedifunduju cez plazmaticki membranu ale viazu sa na povrchové receptory bunky.

e SU zndme dva skupiny:

¢ peptidové hormony, zloZzené od niekolkych aminokyselin az po proteiny,

¢ malé molekuly s ndbojom, ktoré su derivaty aminokyselin a funguju ako hormodny a
neurotransmitéry.

« U¢inok horménov viaZucich sa na povrchové receptory je obycajne kratkodoby,
perzistuju len kratko.
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Uéi

Ucinok peptidovych rastovych faktorov oviem mdze pretrvavat aj niekolko dni.

. Lipofilné hormény s receptorom na povrchu buniek:

Ide najma o hormony patriace k prostaglandinom.
Pozname 16 typov patriacich do 9 réznych chemickych tried, oznacovanych PGA -
PGI.

Moduluju odpoved na iné hormony.
nok hormdnov a druhé posly (obr. 12):

Vazba ligandov k roéznym povrchovym receptorom na bunkdch vedie ku
kratkodobému zvyseniu (alebo zniZzeniu) koncentracie intracelularnych signalnych
molekul nazyvanych druhé posly.

NajdolezitejSie druhé posly: 3',5’-cyklicky AMP (cAMP), 3’,5"-cyk-licky GMP (cGMP),
1,2-diacylglycerol (DAG), inozitol 1,4,5-trifosfat (IPs) a ca*".

Zvysené koncentracie jedného alebo viacerych druhych poslov sa spusta po vazbe
hormdnu na receptor a vedie k zmenenej aktivite jedného alebo viacerych enzymov
alebo bielkovin neezymovej povahy.

Odstranenie alebo odburanie ligandu alebo druhotného posla, alebo inaktivacia
ligand viaZzuceho receptora mdze ukoncit odpoved bunky na extracelularny signal.

signdlna signdlna molekula

molekula 1. posol
Q0

G-protein fosfolipaza C

b H—*Q'ég;é? o

G-protein viaZuci fosfolipéza C
receptor

1. posol

tyrozinkinazovy
receptor

IP;-vratkovany _/
kalciovy kanal @O

o © rozne :
9 0O =0 — aktivované —3» bunkové
o o 0 ' proteiny 5 odpovede
Ca?* kalmodulin
(2. posol)

endoplazmatické retikulum (ER)

Obr. 12 — Uloha druhych poslov v signalnej transdukcii

Triedy povrchovych receptorov bunky:

1.
2.
3.

Je mozZné ich zaradit do niekolkych tried (obr. 13):

S G-proteinmi spojené receptory.

I6bnovo kanalové receptory.

Receptory nemajuce katalyticki aktivitu ale priamo spojené s cytosolovymi
tyrozinovymi proteinkindzami.
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4. Receptory s enzymovou aktivitou (RTKs - receptorové tyrozinové kindzy.

<a) RECEPTORY VIAZANE NA IONOVE KANALY

plazmaticka - ||:m\|r

membrana
{\ ‘ ' 5|gna|na molekula

sy RECEPTORY VIAZANE S G-PROTEINOM

signdlna molekula

G-protein o aktivovany aktivovany ‘1
g G-protein enzym

(©) RECEPTORY VIAZANE S ENZYMOM
signdlna molekula — Rl

vo forme diméru |
& =2

inaktivna katalyticka aléiivna katalyticka
doména doména

Obr. 13 — Hlavné triedy povrchovych bunkovych receptorov

Syntéza, uvolfiovanie a odburavanie horménov:

Vzhladom na ich vyrazny Ucinok, hormdny a neurotransmitéry musia byt prisne
regulované.

Uvolfiovanie a odburavanie niektorych signalnych molekul je regulovana ich rychlou
tvorbou a kratkodobym ucéinkom; v pripade inych je ich ucéinok pomalsi ale
vyvolavaju dlhodobejsi ucinok.

Peptidové hormodny a katecholaminy:

Rychla odpoved na zmeny vnutorného a vonkajsieho prostredia je sprostredkovana
obycajne peptidovymi hormdénmi a katecholaminmi.

Vsetky peptidové hormédny, vratane inzulinu a adrenokortikotréopneho hormdnu
(ACTH) su syntetizované ako vacsSie polypeptidy, ktoré su Stiepené Specifickymi
protedzami a aZz po tom sa z nich tvori aktivha molekula, ktord je potom ihned
transportovand do sekrécnej vakuoly.

Stimulacia signalizujucich buniek neurotransmitérmi alebo hormdénmi vyvola
okamZzitl exocytdézu peptidovych hormdénov do okolitej extracelularnej tekutiny
alebo do krvi.
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Uvolnené katecholaminy su inaktivovani réznymi enzymami alebo vychytané
bunkami.

Inicidlne Ucinky tychto signdlnych substancii na ter¢ové bunky trvaju len sekundy
alebo minuty.

Steroidné hormadny a tyroxin:

Steroidy produkujuce bunky maju malé zdsoby hormdénového prekurzoru, ale
nemaju aktivny, zrely hormén.

Ak su stimulované, bunky premenia prekurzor na aktivny hormodn, ktory difunduje
cez plazmatickd membranu do krvi.

Podobne tyreoglobulin, jodovany prekurzor tyroxinu je uskladneny v tyroidnych
folikuloch.

Nakolko signalizujice bunky produkujice tyroxin a steroidné hormony,
uskladfiovavaju len malo aktivneho hormonu, uvolfiuju ho pomaly v priebehu hodin
az dni.

Tieto hormodny, nakolko su vo vode slabo rozpustné, su transportované v krvi
prostrednictvom proteinovych prendsacov; pevne viazané aktivne hormodny su
odburavané len pomaly.

G-proteiny su membranové bielkovinové komplexy viazuce guaninové nukleotidy

(GDP, GTP). Su ¢lenmi velkej rodiny s GTP-azovou aktivitou do ktorej patri aj elongacny

faktor Tu a velka skupina proteinov okolo 20-25 kD, ako napr. p21 - ras, rho/rac, rab a

ran, ktoré su vyznamné pri proliferacii buniek. Oproti ostatnym GTP-azam, ktoré

pozostavaju len z jednej podjednotky, G-proteiny maju tri subjednotky:

Na regulacii ibnovych kandlov sa zU¢astnuju:

Vplyvaju na kanaly typu:

voltaZzno-dependentné a

ligandovo aktivované.
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Z hladiska Struktury G-proteiny delime:

8 Heterotrimerické G-proteiny, 130 proteinov v 5 triedach.
£ Monomerické G-proteiny, 30 proteinov v 5 triedach.

K membranam sa pripdjaju lipidovym chvostom (a:myristoilovanym, v:
prenylovanym).

Okrem cytoplazmatickej membrany su G-proteiny vyznamné aj vo
vnutrobunkovych membranach a zohravaju dolezitu ulohu v regulacii membranového
transportu vo vsetkych membranach bunky, a preto si mimoriadne doélezité pri
niektorych chorobdch (tabulka 4).

Tab. 4 — Vztah G-proteinov k chorobam

OCHORENIE defektny G-proteinovy receptor | defektny
G-protein
familiarna hyperkalciuricka hyperkalciémia BoCa receptor
Hypertyreoidizmus tyreotropny recepror
V¢éasna puberta LH receptor
X-viazany diabetes insipidus \/2 vazopresinovy receptor
Farboslepost rodopsinovy receptor
vrodené chybanie glukokortikoidov ACTH receptor
Albrightova osteodystrofia Gsy,
McCune-Albrightov syndrom Gs,,
Hypofyzarne tumory Gsy,
tumory hypofyzy, Stitnej Zlazy, nadoblicky, G,
vajeénikov

Cize G-proteiny st vyznamné pre:

zosilnenie signalu,
pre viacsmerovu signalnu transdukciu a
ako vbudovany vypinacovy systém.

Ostatné GTPdzy (spustané vnutrobunkovymi alebo vonkajsimi signalmi) sa
zUcastnuju inych transdukénych procesov. Maju jednu struktirnu podjednotku. Forma
viazana ku GTP je aktivnou konformaciou. V takom pripade sa viazu k terCovym
proteinom a stimuluju ich ¢innost. Ich vypnutie reguluje endogénna GTP-azova aktivita.

Z monomerickych G-proteinov je potrebné este spomenut:

* Ras proteiny - zabezpecuju prenos z tyrozinkindzovych receptorov a Ser/Thr kindazy.
Mutacia neurofibrominu vyvola neurofibromatoézu.

* Rab proteiny - reguluju rychlost vezikuldrneho transportu medzi intracelularnymi
kompartmentmi.

* Rho/Rac proteiny - zUcastnuju sa organizacie cytoskeletu.

* Tu protein - podiela sa na reguldcii proteosyntézy.

¥ Ran proteiny - zUcastnuju sa na procesingu karyoskeletu, na procesingu RNA, na
transporte bielkovin do jadra a na regulacii bunkového cyklu.
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Receptory viazané s G-proteinmi so siedmymi transmembranovymi doménami:

* Mnohé z povrchovych membranovych receptorov cicavcich buniek sprostredkuvaju
aktivdciu signalnej transdukcie prostrednictvom G-proteinov (obr. 2.14).

e G-proteiny potom aktivuju efektorové enzymy, ktoré uvolfiuju intracelularny
druhotny posol.

signalna molekula
’

extracelularna

L ] L]
bunkova
membrana
®
G-protein —_—)

viaZuca doména

intracelularna

Obr. 14 - G proteinom spriahnuté receptory

Vézba adrenalinu k receptoru:

* Adrenalin a noradrenalin - si zname aj ako produkty drene nadoblicky.

* Pocas stresu maju vietky tkaniva zvySenu potrebu glukézy a mastnych kyselin.

e Tieto metabolické energetické zdroje sa mo6zu dostat do krvi po rychlom odburavani
glykogénu v peceni (glykogenolyza) a triacylglycerolov v tukovom tkanive (lipolyza).

e U cicavcov uvolnenie glukdzy a mastnych kyselin mozZe byt spustené adrenalinom a
moradrenalinom ich nadviazanim na [3-adrenergné receptory na povrchu
pecenovych a tukovych buniek.

e Vo vsetkych bunkdach rdéznych tkaniv je Specifickou odpovedou nadviazania
adrenalinu alebo noradrenalinu uvolnenie intraceluldrneho cAMP, ndsledkom
aktivacie adenylat cyklazy.

e Vazba rbéznych horménov na ich receptory moze tiez viest k tvorbe cAMP a
charakteristickej tkanivovospecifickej odpovedi.

Hormadnové analdga:

e Pozndme dva triedy horménovych analégov:

e Agonisti, ktoré maju podobnu funkciu ako hormén a po vazbe na receptor vyvolaju
normalnu odpoved.

e Antagonisti, ktoré po vazbe na receptor nevyvolaju hormdénu podobny Gcinok.

* Porovnanie molekulovej Struktury a aktivity réznych agonistov a antagonistov
katecholaminov ukdzalo, Ze urcitd ¢ast hormoénu je potrebna pre vazbu na (-
adrenergny receptor a ina Cast je potrebna pre indukciu bunkovej odpovede.
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Trimerické signalno-transdukcné Gs proteiny:

B-adrenergné receptory na rdznych typoch cicavCich buniek sprostredkivaju
tkanivovu Specificku odpoved.

Inicialna odpoved po nadviazani adrenalinu je ¢asto totozna: elevacia intracelularnej
hladiny cCAMP.

Toto zvySenie cAMP je nasledkom aktivacie adenylat cyklazy - na membranu
viazaného enzymu s dvoma katalytickymi doménami na cytozolove] strane
plazmatickej membrany.

Vztah medzi vazbou hormdénu na vonkajsiu doménu receptoru a aktivaciou adenylat
cyklazy je zabezpeceny trimerickym stimulaénym G proteinom (Gs) ktory funguje
ako transducér signalu.

Cyklovanie Gs:

[l G proteiny prendsajuce signaly z takych sedem transmembranovo doménovych

receptorov, ako je [3-adrenergny receptor, pozostdvaju z troch subjednotiek,
oznacovanych a, 3 a y (obr. 15).

terfovy y aktivovand
aktivovana protein R T AR signdlna molekula adenylat cyklaza

plazmatics membrana e

By o podjednotka T =
< \
=
E ;: : e - ﬁ )
receptor
receptorovy protein o \\
. aktivovany
signa
. molekula kamplex By aktivécia teréového proteiny aktivovans podjetnotka .
EXTRACELULARNY podjednotkou G-proteinu & i .cvkwtkvAMP
PRIESTOR L)
e
. i aktivovana
kindza A
ovTozoL ormozoL insktivns hinizs A .
e
INAKTIVACIA 1RDRO aktivovans kindzs A i
aktivované podjednatky
G-prateiny B ’ ket b
) ; gén ragulaény protein

g/ | Transkmpoa
= ———

© W) \_ "‘_\d’ setvonny rionistn
) ‘ 1 \ — —

aktivovany aktivovana refarmovany reaktivny terdovy pratein | TRAnsLACiA

komplex By podjednatka o reaktivny G-protein nowy protein

obr. 2.15 - Signalizacia prostrednictvom G proteinov

0 Ligand neviaZuca o subjednotka Gs (Gsq) sa viaZze ku GDP a vytvéra komplexs B ay

subjednotkami.

[0 Hormdny alebo agonisty nadviazanim na receptor vyvolaju zmenu konformacie

receptoru, ¢o vedie k odpojeniu sa GDP od Gsq a jeho fosforylaciu na GTP.

[l Tato aktivacia je kratkodobd, nakolko GTP sa vdzbou na Gsq hydrolyzuje na GDP, ¢o

vedie znova k asocidcii Gsq s Gpy a ku inaktivacii adenylat cyklazy.

[l Gs protein takto preskakuje v zavislosti od toho Ci sa viaze s GDP alebo GTP medzi

dvoma membranovymi proteinmi.

O Gs funguje ako transducer signdlu, vo vztahu k adenylat cykldze, na zaklade

konformacnej zmeny receptoru spustenom nadviazanim prislusného hormonu.
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Amplifikacia hormdénového signdlu:

Amplifikdcia je mozna nakolko aj receptor aj Gs protein méze rychlo difundovat v
plazmatickej membrane.

Jednoduchy komplex receptor-hormdn vyvold konverziu asi 100 inaktivhych Gs
molekul na aktivne.

Rozsah amplifikacie je velmi tazké exaktne merat - vdazba jednej molekuly horménu
na jeden receptor mdze vyvolat syntézu prinajmenej niekolko sto molekidl cAMP na
kazdy komplex receptor-hormoén do doby kym sa komplex rozpadne a aktivacia
adenylat cyklazy prestane.

Termindcia bunkovej odpovede:

Uspesna signalizacia vyzaduje aby odpoved teréovych buniek na hormén bola rychlo
ukoncena a cirkulujuci hormdn bol odstraneny.

Termindcia odpovede na hormdn registrovany [-adrenergnymi receptormi je
facilitovana poklesom afinity receptoru, k ¢omu dojde ak Gs je konvertovany z
inaktivnej do aktivnej formy.

GTP nadviazané na Gsq je rychlo hydrolyzovany, ¢im sa konci aktivacia adenylat
cyklazy a tym bunkova odpoved, vyjmuc pripad ak koncentracia hormdnu zostane
vysoka a budu sa tvorit nové komplexy receptoru a horménu.

Kontinualna pritomnost hormdnu je potrebna pre kontinualnu aktivaciu adenylat
cyklazy.

Gsq patri do GTPazovej superrodiny:

Objasnenie cyklovania medzi aktivnou a inaktivnou formou Gsq umoznilo Studium
iného podobného a v intracelularnej signalnej transdukcii doélezitého proteinu
nazyvaného Ras.

Oba Gsg aj Ras su clenmi rodiny intracelularnych zapinacovych proteinov
nazyvanych GTPdzovd superrodina.

Aktivacia Ras spustend naviazanim roznych hormodnov na ich receptory prebieha v
dvoch krokoch: disociaciou z vazby s GDP a naslednou vazbou s GTP.

Dezaktivacia Ras prebieha tiez v dvoch krokoch: vazbou GTP-dzu aktivujuceho
proteinu (GAP) ku komplexu Ras-GTP a hydrolyzou GTP za uvolnenia P; a GAP.
Normalny, intaktny Gsq GAP-podobnej domény je napojeny na Ras-podobnu
doménu v mieste kde sa GAP viaze ku Ras-GTP komplexu pocas cyklizdcie Ras
proteinu.

Interakcia komplexu receptor-ligand s Gs vyvolava konformacnud zmenu v Gsq-GDP
ktory facilituje uvolnenie GDP z vazby.
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e Adenylat cyklaza:

0 G proteiny su velmi mnohostranné a vedia modulovat aktivitu stejného
efektorového proteiny pri roznych komplexoch receptor-hormon.

[0 U mnohych typov buniek, vdzba réznych hormdnov k ich receptorom vyvolava
aktivaciu adenylat cyklazy.

[0 Aktivacia adenylat cyklazy a hladiny cAMP su priamo umerné celkovej koncentracii
Gsq-GTP uvolnenych z vazby po nadviazani hormdnov k ich Specifickym receptorom.

[0 Niektoré bunky mézu hladiny cAMP regulovat uc¢inkom réznych horménov.

Adenylat cykldza: ma 5 izoenzymov. Katalizuje premenu ATP na cAMP.

cAMP fosfodiesterdza: hladina cAMP okrem rychlosti vzniku je urcend aj
rychlostou jeho Stiepenia, ¢o zabezpecuje cAMP fosfodiesteraza.

cAMP aktivuje proteinkindzu A, ktord moze fosforylovat:

enzymy,
receptory, hlavne steroidné receptory,
Strukturdlné bielkoviny - troponin, kinaza fahkého retazca myozinu,

idbnové kanaly - kalciovy kandl regulovany prostrednictvom IP3, chloridovy kanal v
epitelovych bunkach (porucha = cysticka fibréza),

nuklearne regulacné proteiny — promotérova oblast génov (vid' kapitolu o genetike)
regulovanych cAMP obsahuje na cAMP odpovedajuci prvok (CRE = cAMP related
element). Je to transkripény faktor s Leu-zipsovou Struktirou a viaze sa k nej
bielkovina viazica CRE (CREB, cAMP related element binding protein). Ak je
proteinkindzou A fosforylovana, dimerizuje a stimuluje prepis génu.

cAMP v cuchovom epitely poésobi na idnovy kanal: ucinkom pachov 7-
transmembranovy receptor aktivuje adenylat cyklazu. Vznikajuci cAMP sa viaze ku
Na" kandlom, otvori ich, ¢o vedie k depolarizacii.

Prec¢o sa mohol stat cAMP dobrou signalnou molekulou?

1. Vznikd z bezne sa vyskytujucej molekuly - ATP. Reakcia ma jeden krok a hydrolyzou
PP; je jednosmerna.

2. cAMP nie je sucastou ani jednej metabolickej cesty, preto je jeho koncentracia
regulovatelnd nezavisle od nich.

3. Ma cely rad takych bocnych retazcov, ktorymi sa vie 3pecificky naviazat na
bielkovinu a tuto alostericky regulovat.

cAMP (cyklicky adenozin monofosfat) sprostredkovana cesta prenosu signalu je
pionierska vo vyskume signalovej transdukcie. Tento mechanizmus dal zrod prvému
sekundarnemu poslovi (second messenger, cAMP), prvej serin/treonin Specifickej
proteinkindzy (proteinkindza A), prvej guaninnukleotid viaZzucej bielkovine (Gs-
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protein). Jednym z centralnych prvkom prenosu signalu je adenyldtcykldza. Tento
enzym lokalizovany do bunkovej membrdny je regulovany heterotrimérnymi G-
nukleotid viazucimi proteinmi (G-proteiny, bud stimulacné alebo inhibi¢né). Vo vazbe s
GTP sprostredkuju stimulacny alebo inhibicny uc¢inok komplexu ligand-receptor.
Adenylat cyklaza z ATP tvori cAMP, ktory ako sekundarny messenger aktivuje cAMP-
dependentnu proteinkindzu A (PKA). Katalytické C podjednotky, uvolfiujuce sa od R
podjednotiek inaktivneho regulacného komplexu R,C, fosforylujd mnohé
cytoplazmatické cielové proteiny, cast sa translokuje do jadra a fosforylaciou
transkripéného faktoru (CREB) viazaného ku Specifickej enhancer oblasti génov (CRE)
regulovanych prostrednictvom cAMP vyvolaju rychlu a docasnu aktivaciu génu. cAMP
sprostredkovdva intracelularny Gcinok viacerych hormodnov (adrenalin, vazopresin,
glukagéon ai.). Nakolko CRE sekvencia obsahuje velky pocet génov, komplexné
génaktivacné mechanizmy su dobrym vysvetlenim pre pleiotrépny ucinok cAMP.

Procesy regulované prostrednictvom adenylat cyklazy:

& Pecen: glykogenolyza, glykoneogenéza, glykolyza, syntéza lipidov, [-oxidacia,
syntéza cholesterolu.

& Hormon adrenalin.

& Tukové tkanivo: lipolyza. Hormény: adrenalin, ACTH, glukagdn a TSH.

& Svalovina: glykogenolyza (adrenalin).

& Kora nadobli¢iek: syntéza steroidnych hormoénov, sekrécia aldosteréonu
regulovaného ACTH.

& T bunky: inhibicia delenia.

& Tymocyty: odumretie.

#& Cuchovy epitel: ¢uch.

#& Crevny epitel: sekrécia CI".

& Hladka svalovina: inhibicia kontrakcie.

& Stitna Zlaza: syntéza a sekrécia tyroxinu (TSH).

& Vajecniky: sekrécia progesterdnu (LH).

& Kosti: rezorpcia anorganickej hmoty (parathormén).

& Srdce: stupriovanie frekvencie a sily kontrakcie (adrenalin).

& Obli¢ky: zniZovanie spatnej resorpcie vody (vazopresin).

cAMP v regulécii bunkového metabolizmu:

[0 cAMP je druhy posol pre mnohé hormony a ucinky zvysenej hladiny cAMP sa znacne
odlisuju u réznych typov buniek (obr. 16).
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obr. 2.16 — cAMP

cAMP a proteinkindazy:

[0 Rozne ucinky cAMP su realizované prostrednictvom ucinku cAMP-dependentnych
proteinkindz (cAPKs alebo proteinkindza A alebo PKA, obr. 17).

inaktivna kindza A

CAMP

l

; ; aktivna kindza A
o \“'. -

4 vizba

fosforylovaného
inhibiéného proteinu
inhibujiceho proteinfosfatazu

obr. 2.17 - U¢inok proteinkinazy A

[0 Proteinkinazy prenasaju terminalnu fosfatovu skupinu z ATP na hydroxylovu skupinu
serinu, treoninu a tyrozinu prislusného substratového proteinu.

[0 cAPKs su tetraméry - pozostavaju z dvoch regulacnych (R) podjednotiek a dvoch
katalytickych (C) podjednotiek (obr. 18).

cyklicky AMP
B \\\11,!’./)
w
inaktivna

kindza A +

regulaéna inaktivna komplex ’,/ \Q-
podjednotka katalyticka cyklického AMP m
podjednotka a regulagnej podjednotky  2Ktivne katalytické
podjednotky

obr. 18 — Proteinkinaza A
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[ Ak su v tetramerickej forme, cAPKs su enzymaticky inaktivne.

[l Kazdy typ proteinkinazy druhotného posla je inhibovany vazbou peptidovej
sekvencie k aktivnemu miestu.

[ Tato peptidova sekvencia mébze byt Castou roznych regulacnych subjednotiek (R
subjednotky v CcAPKs), alebo moie byt dast regulaénej domény v tom
polypeptidovom retazci, ktory obsahuje aktivhe miesto.

[ Vazba druhotného posla k inaktivnej kindze vyvola konformacnd zmenu, ktord vedie
k uvolneniu vazby casti regulacnej domény od aktivneho miesta kinazy, alebo k
disociacii regula¢nej subjednotky.

] V opacnom pripade, aktivhe miesto kinazy je volné a enzymy su aktivované.
Adrenalin (obr. 19)
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obr. 19 — Vseobecny molekulovy mechanizmus tcinku adrenalinu

[l cAMP-dependentné proteinkindzy indukuju rbézne ucinky v zavislosti na Ccasti
substratového proteinu ktory fosforyluju.

[l Prva opisana cAMP sprostredkovana bunkova odpoved bola uvolnenie glukdzy z
glykogénu.

[l Glykogén je hlavnou zasobnou formou glukdzy v tele a je uloZzeny najma v svaloch a
v peceni.

[] Glykogén je syntetizovany jednou skupinou enzymov a odburavany druhou.

[l Primarnym medziproduktom syntézy glykogénu je wridin difosfoglukoza,
produkovana z glukdzy troma enzymami katalyzovanymi reakciami.

[l Glukézovy zbytok UDP-glukdzy je preneseny glykogén syntazou na volnu -OH
skupinu Stvrtého uhlika poslednej glukdzy na rastiicom retazci glykogénu.
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[l Degradacia glykogénu zahria postupné odstranovanie glukdézovych zvyskov zo
stejného konca glykogénového retazca.

[l Tato fosforolyticka reakcia je katalyzovana glykogénfosforylazou, kde je fosfat
pridany k vytazku glukéza-1-fosfatu.

cAMP-dependentna proteinkindza:

[0 V svalovych a pecenovych bunkach, adrenalinom zvySené hladiny cAMP stimuluju
premenu glykogénu na glukdza-1-fosfat dvoma cestami:
[ inhibiciou syntézy glykogénu

|

a stimulaciou degradacie glykogénu.

[0 V pritomnosti cAMP, oddelend C subjednotka cAPK fosforyluje glykogén syntdzu,
konvertujuc ju na velmi malo aktivny enzym a inhibuje tak syntézu glykogénu (obr.
20).

[0 Aktivna C subjednotka fosforyluje a aktivuje dalSiu proteinkinazu, glykogén
fosforylazovu kindzu.

] Tento enzym potom fosforyluje glykogén fosforyldzu, tym, zZe ju premeni na aktivnu
formu, ktora degraduje glykogén na glukdza-1-fosfat.

1 Opacny proces mediuje fosfoprotein fosfatdza, ktora odstranuje fosfatové rezidua z

glykogén syntdazy a z glykogén fosforylazovej kindzy a glykogén fosforylazy.

adenylit cykldza

/ receptor i
. TECTer B
I 4
et g s
(et . . inaktivna . .
3 mm‘::m a“.’u B o ey . fosforylaza .

) aktivna
tvorbu cAMP

prenos 1 fosforylaza |
spravy

2 povrch mmaimc‘ejinam ‘ . . .
Tl RPN - U an @

shtivacia fosforylizy kogén lykogén lukéza
l Elykog Elykog E

amplifikd cia

—

tuarba glukszy 2 glykogénu

obr. 20 — Syntéza a Stiepenie glykogénu
Kindzové kaskady:

[l Séria proteinovych fosforylacii a defosforylacii vytvara kaskadu, alebo sériu reakcii v
ktorych protein katalyzujuci jeden krok je aktivovany (alebo inhibovany) produktom
predchadzajuceho kroku (obr. 9).

[0 Kaskada umozinuje aby celd skupinu enzymami katalyzovanych reakcii bola
regulovana jednym typom molekuly.

[0 Kaskada vykona obrovsku amplifikaciu pévodne malého signalu.
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Bunkovad odpoved na cAMP:

O Ucinky cAMP na syntézu a degradéaciu glykogénu su ohrani¢ené najma na svalové a
pecenové bunky, kde sa glykogén uklada do zasoby.

[0 V skutocnosti vsetky eukaryotické bunky mediujd ucinkom cAMP jednu alebo
niekolko cAMP-dependentnych proteinkinaz.

[0 Odpoved urcitych bunkovych typov na zvySenie hladin cAMP zavisi na substratovej
Specificite cAMP-dependentnych proteinkindz, ktoré bunka obsahuje a na
substratoch pre exprimované cAPKs.

[J U réznych buniek, zvySenie intraceluldarnej cAMP je indukované r6znymi hormdénmi,
napr. ACTH v bunkdch koéry nadoblicky a FSH v bunkdach vajecnikov.

[l Podobne ako stimulacia adrenalinom u svalovych buniek a pecenovych buniek,
nadviazanie ACTH alebo FSH na ich Gs-spojenym receptorom aktivuje adenylat
cyklazu, ¢o vedie k zvysSeniu hladin cAMP, ktorda aktivuje cAMP-dependentné
proteinkinazy.

Rastové faktory su molekuly polypeptidového charakteru a posobia
prostrednictvom receptorov na povrchu bunky, ktoré ovplyviuju Siroké spektrum
celularnych procesov v teréovych bunkach (regulaciu bunkového cyklu, diferenciaciu
tkaniv, prezitie, metabolické procesy). Vnutrobunkovy prenos signalov ich
prostrednictvom je intenzivne Studovany, ved poruchy tychto procesov su spojené s
mnohymi ochoreniami (zhubné nadory, vyvinové poruchy, endokrinopatie a pod.).

Ich receptormi su transmembranové proteiny s tyrozinkindzovou aktivitou (obr.
21). Nasledkom nadviazania rastovych faktorov podlahnu receptory konformacnej
zmene, dimerizuju sa a ich katalytické miesto sa aktivuje. Receptor sa autofosforyluje a
vzniknuté bocéné fosfotyrozinové retazce viazu Specifické signalové bielkoviny z
cytozolu, ktoré receptor na tyrozine fosforyluje a tym aktivuje. Také bielkoviny
sprostredkovavaju signal ku gauninnukleotid viazucim Ras proteinom uloZzenym na
vnutornej ploche membrany.

Tu sa GDP meni na ATP, ¢o znamena aktivaciu, ktora spusti cytoplazmaticku
proteinfosforylacni kaskadu, ktorych posledné prvky mitogénom aktivované
proteinkinazy (MAPK) prenesu aktivacnu vinu do bunkového jadra (obr. 22). Tu sa
fosforyluju Specifické transkripéné faktory, ¢o vyvola rychly prepis viacerych génov (tzv.
gény vcéasnej odpovede). Medzi syntetizovanymi proteinmi su cykliny, ktoré aktivuju
dolezité faktory regulacie bunkového cyklu — tzv. cyklindependentné kinazy (CDK). Z
hladiska zahdjenia delenia buniek su najdélezitejsie G; cyklin/CDK komplexy. Tieto
dostanu bunky z Gg fazy znova do G, fazy a spustia replikaciu DNA. V tomto obdobi je
dolezity retinoblastéomovy protein (PRb), produkt jedného zo supresorickych génov
(pRb). Rb-protein udrzuje bunku v kludovom $tadiu, blokuje ¢innost génov potrebnych
ku replikacii DNA. Ale ak komplex G; cyklin/CdK fosforyluje Rb-protein, gény S-fazy sa
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uvolnia spod supresie. Medzi ich produktmi su replikaciu katalyzujuce DNA-
polymerazy, transkriptné faktory s mitogénnym ucinkom — Myc protoonkogén a
cykliny. Nahly vzostup mnoZstva tychto proteinov dostane bunku do S-fazy.

imunoglobulinu
podobna doména

cystein
bohatd
domena

EXTRACELULARNY
PRIESTOR

CYTOZOL

. intracelularme
signalne

~ proteiny
saviaiu na
fosforylované
tyroziny

tyrazinkindzovy receptor stimuldcia tyrozinkindzowy receptor

kindzovej aktivity

SIGNAL VSTUPUIE DO
INTERIERU BUMKY

obr. 21 — Receptory s tyrozinkinazovou aktivitou a ich funkcia

Ligand-gated
ion channel GPCR

W @0-co-i-<f

=

JNK pathway

2| l

JNK pathway

obr. 22 — Uloha mitogénom aktivovanych kinaz (MKKK, MKK, MAPK)

VadSinou sa tato forma signdlnej transdukcie odohrdva pri rastovych a
proliferacnych signalov bunky. Po vazbe horménu (napr. inzulin) nasleduje:
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¢ Dimerizacia a autofosforyldcia receptoru. Tyrozinkindzové receptory casto
heterodimerizuju, ¢coho prednostou je:

e rozsiri sa pocet substratov a aktivovanych transdukénych drah,

e 7e napomahaju v zmieSanych receptorovych komplexoch interakcidm rbéznych za
beznych podmienok sa nestretdvajucich substratov,

e 7e sa ovplyviuje doba signalizacie receptoru,

* ovplyviuje sa rychlost defosforylacie receptoru a substratu.

¢ Internalizacia receptoru, o je dblezité napr. pre kontrolu glukézového transportéru.

Inzulinreceptorovy substrat (IRS) je bielkovina s PH doménou, ktora fosforyluje
na tyrozinovych podjednotkach. SH2 domény maju vyznam pre vazbu na tyrozinkindzy
alebo pri vazbe inzulinreceptorového substratu. ViaZzuce sa bielkoviny mozu byt:

¥ src (proteinkinaza)

¥ vav (proteinkindza)

% abl (proteinkinaza)

% PtdIns3 kindza

% PLC,

" GAP (ras inaktivujuci)

¥ GRB2 (adaptérova bielkovina).

Kazda viazuca sa bielkovina spusti osobitnu cestu signalnej transdukcie, z ktorych
je kazda potrebna pre delenie buniek a pre zloZité mechanizmy diferencidcie buniek. Z
tychto ciest spomenieme len dve (PLC a ras cestu).

Proteiny viazuce sa k SH3 doméne obsahuju na prolin bohaté Useky. Cesty
signdlnej transdukcie spustané tyrozinkindzovym receptorom:

O signadlna transdukcia spustena PLC,

@® fosfatidylinozitol-3 kindza modifikuje fosfolipidy membran, a umozni vazbu bielkovin
s PH doménou,

© Ras cesta, pri Tyr fosfat tyrozinkinazy rozpozna bielkovina GRB2 (dokujuci protein) s
SH2 doménou. Prostrednictvom dvoch SH3 domén sa pripaja k usekom SOS proteinu
bohatych na prolin a aktivuje ich. SOS vymeni na ras proteine v membrane GDP za GTP.
GTP-ras (aktivny) viaze k sebe z cytozolu raf (proteinkindza) a tym ju aktivuje. Takto
aktivovana raf spusta kaskadu proteinkindaz (MAP kindzova kaskada), ktoré vyvolaju
aktivaciu celého radu MAP (mitogen activated protein) ich fosforylaciou. Tieto proteiny
su také enzymy, cytoskeletové proteiny, ibnové kanaly a nuklearne faktory, ktoré su
vyznamné v bunkovom deleni.

Aj 7-transmembranové proteiny mozu spustit ras cestu prostrednictvom
tyrozinkinazovych receptorov a zahdjit bunkovu proliferaciu. Tieto receptory vyvijaju
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svoju Cinnost  prostrednictvom  Gg,. Plne neobjasnenym spdsobom (snad’
prostrednictvom aktivacie src tyrozinkindazy) mozu vyvolat fosforylaciu adaptérového
proteinu Shc, ku ktorému sa viaze GFB2 a potom SOS.

Aktivacia tyrozinkindzovej cesty sa moZe preniest na cytoskelet. Takéhoto
reorganizovania cytoskeletu sa zucastni asi 70 aktin regulujucich bielkovin. Tieto
reguluju nasledovné cykly:

¥ polymerizdcia monomerného (G) aktinu na vlaknity (F aktin),
L¥ krizova vazba F aktinu,
¥ reverzibilnd vazba aktinovych Struktir na membranu.

Tieto sa odohravaju hlavne ucinkom profilinu a MARCKS.

Zaujimavy je aj prenos tyrozinkindzou mediovanych signalov na bunkové jadro.

& Nuklearne proteinkinazy a fosfatazy sa aktivuju, a uz existujuce transkripéné faktory
fosforyluju a defosforyluju. V niektorych pripadoch (napr. NFkB) kludovy nuklearny
faktor je viazany s cytosolovou inhibi¢nou podjednotkou. Po fosforylacii (PKC
fosforyluje NFkB) sa inhibicna podjednotka odstiepi a nuklearny faktor sa dostava do
jadra.

& Modifikovany transkripény faktor stupnuje vlastnu syntézu, alebo syntézu iného
transkripéného faktoru.

& U7 existujuce aktivované a novovznikajuce transkripcné faktory vytvaraju komplexy,
a vo forme heterodimérov spustaju prepis novych génov.

Vsetky tieto procesy vedu k vypnutiu cAMP cesty.

Ulohu tyrozinfosfatdz v reguldcii tyrozinkinazovej cesty je moiné zhrnut
nasledovne:

¥ MOZu vypnut cestu odburanim tyrozinfosfatu.

¥ Niekolko z nich funguje v ceste tak, Ze odstrani z cytosolovej tyrozinkindzy inhibi¢ny
tyrozinfosfat. V inaktivnom stave tyrozinfosfat je viazany k SH2 skupine enzymu a
brani tomu, aby kindza rozpoznala tyrozinfosforylovany receptor alebo sa dostala ku
substratu (napr. CD45).

¥ MOZu sa cesty zUcastnit aj tak, Ze su sucastou komplexu tyrozinkinazovy receptor -
substrat.

Receptorové tyrozin kinazy (RTKs):

] RTKs (obr. 23) predstavuju velku a doélezitu triedu bunkovo-povrchovych receptorov
ktorych ligandy su rozpustné alebo na membranu sa viaZice peptidové/proteinové
hormdny ako napr. inzulin a epidermalny rastovy faktor.
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viizbové miesto SIGNALNE MOLEKULY
signélnej molekuly

o helix

. aktivované transfér
v membréne

proteiny

plazmaticka
membréna

BUNKOVA

g > opPoved
inaktivne transfér ADP E > BUNKDV{\
ODPOVED

proteiny

Aktivovany receptor tyrozin-

Tyzrozinkindzové receptorové
kinazy (fosforylovany dimér)

proteiny (inaktivne monoméry

(a) Inaktivny tyrozinkinazovy receptorovy systém  (b) Aktivovany systém
obr. 23 — Tyrozinkinazové receptory

[ Ligand viaZuci sa k takému typu receptoru (RTKs) stimuluje proteintyrozinkinazovu
aktivitu receptoru, ktora potom stimuluje signdlno transdukénu kaskadu veducu ku
zmendm fyziologie bunky alebo k zmene expresivity génov.

[] RTK signalne cesty maju Siroké spektrum funkcii vratane regulacie proliferacie
a diferenciacie buniek, proméciu prezivania buniek, a usmernovanie metabolizmu
buniek.

[ Fosfotyrozinové zvysky aktivovanych RTKs hraju rozhodujucu ulohu v transdukcii
hormonovych signalov k intracelularnym signalnym molekulam.

[0 Niektoré RTKs fosforyluju aj také proteinové substraty, ktoré su komponentami
inych signalnych drah.

SH2-obsahujuce proteiny:

[0 Dva ro6zne triedy proteinov suU asociované s cytoplazmatickou doménou
aktivovanych RTKs, a to:

1. Adaptérové proteiny ktoré spajaju aktivovany receptor k inym signalnym
molekuldm ale nemaju vyznamnu signalnu vlastnost.

2. Enzymy obsiahnuté v signalnej ceste.

[l Tieto proteiny sa viazu k roéznym fosfotyrozinovym zvyskom na RTKs
prostrednictvom konzervativnych polypeptidovych domén, nazyvanych Src
homologna 2 (SH2) doména.

[l Trojdimenzionalne Struktdry SH2 domén u rozlicnych proteinov st velmi podobné.

[l Kazda vazba k roznym sekvenciam sa realizuje v oblasti fosfotyrozinovych rezidui
aminokyselin.

Ras protein:

[0 Ras proteiny patria ku GTPazovej superrodine intracelularnych zapinacovych
proteinov.

[ Ras proteiny zohravaju centralnu ulohu v transdukcii signalov z mnohych RTKs ku
kaskade Ser/Thr-kinaz ktorych funkciou je kontrola rastu a diferenciacie bunky.
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[0 Ako vlastne vedie vazba rastového faktoru (EGF) s RTK (EGF receptor) k aktivacii
Ras?

Klicové vazby zabezpecuju dva cytozolové proteiny, a sice: GRB2 a Sos.

|

[1 SH2 doména GRB2 sa viaZe na Specifické fosfotyrozinové zvysky aktivovaného EGF
receptoru.

|

GRB2 obsahuje aj dve SH3 domény, ktoré sa viazu na Sos a aktivuju ho.
[J GRB2 funguje ako adaptérovy protein pre EGF receptor.

Sos protein:

[l GRB2 obsahuje jednu SH2 doménu, ktorou sa viaze k fosfotyrozinovému zvysku na
RTKs, a dve SH3 domény, ktorymi sa viaze k Sos, guaninnukleotidovy vymenny
faktor.

[0 SH3 domény, ktoré obsahuju [55-70 aminokyselinovych zvyskov, su pritomné u
velkého poctu signdlnych molekul.

[0 Po hormdnom indukovanej aktivacii RTK, sa vytvori komplex obsahujuci aktivovanu
RTK, GRB2 a Sos na cytozolovej strane plazmatickej membrany.

[ Aktivacia receptoru vedie k relokalizacii Sos z cytoplazmy do membrény, ¢im sa Sos
dostane do blizkosti svojho substratu (na membranu viazany Ras protein).

V pripade niektorych G-proteinov je terCovym proteinom fosfolipaza C. Po
stimulacii zodpovedajiceho receptoru na povrchu bunky, fosfolipdza C Stiepi svoj
substrat, ktorym je do vnutornej vrstvy bunkovej membrany lokalizovany fosfatidyl-
inozitol bifosfat (PIP;). Vznikaju tym dva druhotné sekundarne posli. Diacylglycerol
(DAG) ako lipid zostdva v membrane a terCové proteiny aktivuje tak, Ze ich pritiahne k
membrane. Pre DAG su teréovymi proteinmi enzymy skupiny serin/treonin-
Specifickych proteinkindz C (PKC). Enzymy PKC maju mnoho terCovych proteinov,
nasledkom ich aktivacie sa fosforyluju aj transkripcné faktory. Jednym z nich je
aktivacny protein-1 (AP-1), ktory sa viaze k promdtorovej oblasti mnohych génov a
tym ich aktivuje.

Druhy smer cesty prostrednictvom fosfolipazy C zaistuje vo vode rozpustny
sekundarny posol inozitol trifosfdt (IP3), ktory vznika z PIP,. Pre IP; s teréom Ca™'-
kanaly na endoplazmatickom retikule, ktoré otvara tym Ze sa na ne viaze, a
nahromadené vapnikové idny sa vyleju do cytozolu, kde vyznamne zvysia hladinu Ca*™
(za normélnych okolnosti je hladina vépnikovych iénov v cytozole nizka). Ca™
prostrednictvom kalmodulinu aktivuju kalmodulin-dependentné kindzy (CaMK) a tieto
fosforyluji okrem mnoho inych terCovych bielkovin aj CREB transkripcny faktor a
spOsobuju aktivaciu génu.

Fosfolipdza C (PLC) sa mdze aktivovat tak prostrednictvom G-proteinu ako i cez
fosforylaciu (Tyr) proteinu. Nasledkom toho z fosfatidyl-inozitol 4,5-difosfatu

UcCebné texty Strana 44



Nistiar, F., Racz, O., Benacka, R.:
POSTAVENIE PATOFYZIOLOGIE V ZUBNOM LEKARSTVE

viazaného na membranu vznikd na membranu viazany diacylglycerol (DAG) a do
cytosolu sa uvolfujuci inozitol-1,4,5-trifosfat (IPs).

IP; otvara Ca’* kandl na endoplazmatickom retikule, ¢o vedie k zvy$eniu hladin
volnych Ca** v cytozole.

V membréanovych depotoch Ca®* nachddzame:

pumpy, ktoré sekvestruju Ca**,
vapnik viaZzuce proteiny (kalsekvestrin, kalretikulin),
IP3 alebo ryanodinové receptory.

Kalciova odpoved pozostava z dvoch Casti: prv sa otvori IP; receptor, nasledkom
¢oho sa z intraceluldrnych depotov uvolni vela Ca**, potom sa uvolnia na bunkovej
membrdane kalciové kandly (nasledkom aktivacie s IP; alebo IP4) potom zacina masivny
influx vapnika do bunky z extraceluldarneho priestoru.

Preco sa stal vapnik dobrym druhotnym poslom?

Terce vapnika su:

Diacylglycerol aktivuje enzym proteinkindzu C, ktord ma viacero podtypov.

Substraty proteinkinazy C su najma:

Y Receptory na povrchu bunky: EGF, inzulin, CD3.

Y Enzymy: rafl kindza, GAP-p21ras.

Y 16nové kanaly: Na*/H" vymena.

Y’ Bielkoviny ztc¢astnené v regulacii bunkového cyklu: DNA topoizomeraza.
Y Nukledrne faktory: NFkB.

Y’ Cytoskeletarne bielkoviny: MARCKS.

Preco je dobré ak sa tvoria dva molekuly poslov?

Zavisi to samozrejme od typu bunky, ale:
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Y Vapnik sa zucastriuje signalizacie, PKC fosforyluje len receptor, ¢im sa zucastriuje na
jeho desenzibilizacii.

Niekolko dblezitejsich mechanizmov regulovanych prostrednictvom PKC:

O Glykogenolyza v peéeni (adrenalin a4, vazopresin).
O Agregacia trombocytov (PAF, tromboxan).

O Sekrécia serotoninu trombocytmi (PAF, tromboxan).
O Sekrécia histaminu mastocytmi (IgE).

O Sekrécia pankreatickej stavy (cholecystokinin).

O Sekrécia inzulinu.

O Sekrécia amylazy (acetylcholin).

O Sekrécia adrenalinu bunkami nadoblicky.

O Sekrécia aldosterdnu nadoblickami (angiotenzin I1).
O Kontrakcia hladkej svaloviny (acetylcholin).

O Zahajenie delenia buniek.

O Diferenciacia buniek.

O Programovana smrt buniek (T bunkovy receptor).

Ostatné fosfolipazy: ich regulaény mechanizmus je malo zndmy, ako napr.
fosfolipdzy katalyzujucej hydrolyzu fosfatidylinozitol difosfatu. Ich funkcia casto
dopliuje IP5 systém. Zatial ¢o Ucinkom fosfolipazy C vznikajuci DAG vyvola kratkodobu
aktivaciu PKC, DAG wvznikajuci ucéinkom ostatnych fosfolipdaz zodpoveda za
niekolkohodinovu aktivaciu PKC.

Diacylglycerol moze vznikat z fosfatidylcholinu:

=>» Ucéinkom PLC,
=>» Uc¢inkom PLD + fosfatidyl fosfatazy.

U¢inkom PLA, vznikd lyzofosfatidylcholin a mastnd kyselina. Diacylglycerol sa
moze ucinkom PLA, Stiepit dalej na monoacylclycerol a kyselinu arachidonovd.

Iné druhotné posly:

# Tri iné molekuly, Ca?*, inozitol 1,4,5-trifosfat (IPs) a 1,2-diacylglyce-rol (DAG)
posobia ako druhotny posly v signalnych drahach aktivujuc tak sedem
transmembranové receptory ako aj RTKs.

% Aj IP; aj DAG su tvorené zo stejného prekurzoru, a signalna transdukcia
prostrednictvom tychto druhotnych poslov sa nazyva inozitol-lipidova drdaha (obr.
12).

& Vsetky tieto druhotné posly interaguji v komplexnom obvode na regulaciu
dolezitych mechanizmov (krokov) rastu a diferenciacie buniek.
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Celuldrne ucinky vapnika:

& Vacsina intraceluldarnych idnov vapnika je sekvestrovand v mitochondriach a
endoplazmatickom retikule alebo v inych cytoplazmatickych vezikulach.

& Lokalne zvysenie cytozolovej hladiny volného vapnika je kritické vzhladom k jeho
funkciu ako druhotného posla.

# Malé zvyéenie cytozolovej hladiny Ca?*, ¢asto sprostredkovanej zvyienim IPs, spusta
cely rad bunkovych odpovedi.

& U eukaryotickych buniek bol zisteny maly cytozolovy protein nazyvany kalmodulin,
ktory sprostredkovaval mnohé celuldrne Gcinky idnov Ca** (obr. 24).
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obr.24 - Kalmodulin a vapnik v bunke

& Kazda molekula kalmodulinu viaZe kooperativnym spésobom Styri ca”.
# Nakolko vizba Ca®" je kooperativna, uz malé zmeny cytozolovej hladiny Ca®* vedu k
vyznamnym zmenam hladin aktivneho kalmodulinu.

I6ny Ca** a CAMP:

& Stimuldcia nervovych buniek nervovym impulsom vyvold uvolfiovanie idnov Ca* z0
sarkoplazmatického retikula a zvySenie cytozolovej koncentracie ca® (obr. 25).

EXTRACELULARNA
TEKUTINA { P

1 Nem. plazmaticka
op € N~ membrina
¥ pumpa N

./ cyTozoL iy MITOCHONDRIA

cytozolovy \ =
oD [ca] [

~
ca® f

pumpa |

— ENDOPLAZMATICKE /'
- S RETIKULUM (ER) /
/7, A .
.

obr. 25 — RozloZenie vapnika v bunke

& Vzostup ca® spusta svalovu kontrakciu a stimuluje degradéciu glykogénu na
glukdza-1-fosfat, ktora dodava potrebnu energiu pre dlhodobu kontrakciu.

% Degraddcia a syntéza glykogénu si modulované [(-adrenergnou aktivaciou cAMP
kaskady.
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& U mnohych inych buniek ako svalové, vzostup hladiny cytozolového ca® zvysuje
rychlost vyluCovania Ca*z bunky pomocou pumpy az do velmi rychleho navodenia
povodneho stavu.

# Tento rychly pokles hladin Ca®* je sposobeny aktivaciou Ca-kalmodulinu
mitochondriovou Ca** ATPazou.

Inozitol 1,4,5-trifosfat:

& Ca2+je do cytozolu uvolneny z endoplazmatického retikula a inych intracelularnych
mechurikov.

# Mechanizmus: vzostup cytozolovej hladiny Ca** je ¢asto vyolany hydrolyzou
niektorych fosfolipidov, napr. fosfatidylinozitol 4,5-bifosfatu (PIP,), jedného z
mnohych inozitolovych fosfolipidov z cytozolovej strany plazmatickej membrany.

& Hydrolyzou PIP, enzymom plazmatickej membrany fosfolipdzou C (PLC) vznikaju dva
sblezité produkty:

& 1,2-diacylglycerol (DAG) a

# inozitol 1,4,5-trifosfat (IP3).

& Vazba hormoénov k uréitym receptorom so siedmymi transmembranovymi
doménami spriahnutymi s G-proteinmi vedie ku aktivacii PLC.

& Takto nasledkom stimulacie tercovej bunky horménom, IP; difunduje na povrch
endoplazmatického retikula, kde sa viaze ku Specifickému receptoru pre IPs, ktory je
protein Ca®* kanalu, zlozeny zo $tyroch identickych podjednotiek, kazda obsahujica
IP3; vdzbové miesto.

% Nadviazanie IP3 vyvold otvorenie kanalu, ¢o umoZni vystup ca®* z
endoplazmatického retikula do cytosolu.

& Pocas druhotnej tvorby sa IP3 hydrolyzuje na inozitol 1,4-difosfat, molekulu, ktora
vyvola uvolfiovanie Ca** id6nov z endoplazmatického retikula.

& Toto je velmi rychlo ukonéené ak nie je i¢inkom PLC tvorené IP3 nadalej.

Uvolnenie intraceluldrneho Ca**:

& Okrem na IP5 citlivych Ca* kanalov, svalové bunky a neurény exprimuju ca* kanaly
nazyvané ryanodinové receptory (RYRs).

1,2-diacylglycerol a proteinova kindza C:

& Hydrolyza fosfatidylinozitol 4,5-difosfatu nasledkom nadviazania horménu k
cytoplazmatickému receptoru vedie ku tvorbe IP3 a inych druhotnych poslov, napr.
1,2-diacylglycerolu (DAG).

% DAG zostava spojeny s membranou.

& Zakladnou funkciou DAG je aktivacia rodiny proteinovych kinaz plazmatickej
membrany, nazyvané proteinova kinaza C.

#& Aktivacia proteinovej kindzy C zavisi od iénov Ca®" a DAG.
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Multiplexné signdlne cesty:

® Dva triedy cytoplazmatickych povrchovych receptorov a dva signalno-transdukcéné
drahy indukované stimulaciou ligandom tychto receptorov:

* receptory spojené s G5 proteinmi sa viazu k adenylat cyklaze, ktora tvori cAMP,
* receptory spojené s tyrozinovymi kindzami viazanymi k Ras proteinu.
* Aktivacia jednotlivych tried receptorov obycajne vedie k tvorbe réznych druhotnych

poslov, a oba triedy receptorov aktivuju alebo inhibuju tvorbu mnohych z tych
istych druhotnych poslov, vratane Ca%*, inozitol fosfatov a DAG.

* Signaliza¢na zlozitost a mnohorakost.
RTKs a fosfolipdza Cy

e Urcité enzymy sa mozu viazat k zvySkom cytozolovych fosfotyrozinov a aktivovat
rym RTKs prostrednictvom ich SH2 domén.

e Vadzba tychto enzymov k aktivovanym RTKs lokalizuje ich do blizkosti svojich
substratov v cytoplazmatickej membrane.

Rézne G proteiny prendsaju signdly zo sedem transmembranovo-doménovych
receptorov na rézne efektorové proteiny:

e RoOzne G proteiny sa viazu k rozlicnym efektorovym proteinom.

* Bolo objasnené, Ze trimerické G proteiny spriahnuté so sedem transmembranovymi
receptormi sa viazu k r6znym proteinom ako, iénové kanaly, adenylat cyklaza, PLC,
cGMP-3pecifické fosfodiesterazy vo fotorecepénych bunkach.

* Stimulacia receptorov spojenych s G proteinmi moze modulovat vela bunkovych
funkcii.

* Nakolko stejné bunky exprimuju rézne G proteiny, je tazké urcit, ktory G protein
sprostredkovava ucinok daného ligandu.

e Pritomnost réznych G, podjednotiek v jednotlivych bunkdch umozriuje, Ze jeden a
ten isty ligand moze vyvolat signdlnu transdukciu viacerych efektorovych proteinov.

Tymto mechanizmom pdsobi rodopsin a fotoreceptory. Nachadzaju sa v diskoch
retinocytov. Skladaju sa z 11-cisretinalu ako prostetickej skupiny a opsinu (7-
transmembranovo doménova bielkovina). 11-cisretinal je vazbou Schiffovej bazy
kovalentne pripojeny k proteinu. Aminoterminalny koniec je nasmerovany do vnutra
disku, C-termindlny smerom do cytosolu. Tento prenasa signal v smere G-proteinu.
Svetlo izomerizuje 11-cisretinal na transretinal. To podstatne zmeni geometriu retinalu
(fotdon sa meni na atomovy pohyb), Schiffova baza sa deprotonuje a transretinal sa
oddeli. K dalsiemu stimulu sa transretinal musi redukovat na transretinol, a potom v
tme sa oxiduje a izomerizuje na 11-cisre-tinal. Nedostatok vitaminu A (prekurzor 11-
cisretinalu) vyvola vi¢iu slepotu.
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Farebné videnie je umoZnené troma receptormi v capikoch, absorbujucich
modré, Cervené a zelené svetlo. Videné farby su vysledkom zmesi tychto troch
zakladnych farieb. Fotoreceptory capikov maju Struktiru 7-transmembranovych
proteinov a obsahuju 11-cisretinal. Ich primarna proteinova Struktura je velmi
podobna. Spektralny rozdiel medzi zelenym a cervenym receptorom je urceny
prakticky troma hydroxylovymi skupinami blizko retinalu.

Signalna transdukcia aktivovaného receptoru pokracuje Specifickym G-proteinom
- transducinom. Jeden receptor je schopny aktivovat az 500 G-proteinov a tak vznika
500 T4-GTP (zosilnenie 1:500). S GTP viazany transducin aktivuje cGMP fosfodiesterdzu
(PDE). V tme su dve katalytické podjednotky PDE (a a B) inhibované inhibi¢nou vy
podjednotkou. T,-GTP aktivuje PDE tym, Ze vyvold oddelenie inhibicnej podjednotky.
Katalyticky turnover PDE je 4200 s™. Vznikajici cGMP aktivuje v plazmatickej
membrane otvorenie Na® kandlu. Kanal je multimer pozostavajuci z 80 kDa
podjednotiek. Otvorenie kanalu po naviazani cGMP je silne kooperativne a rychlo
reaguje na zmeny koncentracie cGMP. Pokles koncentracie cGMP vedie k zatvoreniu
kanalu, do bunky nevstupuje viac Na* (jeden fotén zabrani vstupu jedného miliénu Na“,
¢o u? je treti krok zosilnenia) a nastava hyperpolarizacia (nakolko sucasne pracuje Na*
vypumpujuca Na/K ATP-aza).

Vypnutie signalnej cesty videnia:

1. Transretinal sa odpoji z receptoru.

2. Receptor je fosforylovany rodopsin kindzou, na fosforylovany receptor sa naviaze
arestinovy protein a blokuje PDE.

3. Transducin sa vypina ndsledkom aktivity endogénnej GTP4azy (aktivitu tohto enzymu
zvysuje fosducin).

4. Guanylat cyklaza je aktivovana poklesom intracelularnej hladiny Ca”* (cGMP sa
regeneruje). Pokles hladin Ca’" je vyvolané tym, e cGMP okrem sodikového
reguluje aj kalciovy kanal.

5. Zvy$ena hladina cGMP otvéara Na* a Ca®* kanal.

Inzulinovy receptor:

e Za beznych podmienok hladina glykémie je regulovana dvoma hormdnmi, inzulinom
a glukagénom.

e Oba hormédny su produkované bunkami Langerhansovych ostrovcekov pankreasu.

* Inzulin je syntetizovany a sekrétovany [3 bunkami ostrovéekov, a znizuje hladinu
glukdzy v krvi.

* Glukagon je peptidovy retazec obsahujuici 29 aminokyselin, produkovany a bunkami
pankreasu.

e Glukagdn ma opacny ucinok ako inzulin, zvysuje hladinu glukozy v krvi stimulaciou
glykogenolyzy v peceni.
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Inzulinovy receptor ma tyrozinkindzovu aktivitu a patri k RTK, ale signalno
transdukéna draha indukovana inzulinom sa zasadne |iSi od RTK-mediovanych drah.

Inzulin méZe pésobit kratkodobo a dlhodobo:

Bezprostredny ucinok glukdzy zahrnuje zvysenie rychlosti prijmu glukdzy z krvi do
svalovych buniek a adipocytov zahrnutych v metabolizme glukdzy.

Dlhodoba expozicia inzulinu vyvola zvySenu expresiu pecenovych enzymov, ktoré
syntetizuju glykogén a enzymov adipocytov, ktoré syntetizuju triacylglyceroly.
Inzulin Ucinkuje aj ako rastovy faktor pre mnohé bunky.

Mnohé rast promocné ucinky inzulinu su skor vyvolané jeho vdzbou na receptor pre
inzulinu podobny rastovy faktor 1 (IGF-1), ako na vlastny inzulinovy receptor.

IGF-1, ktory ma podobnu Struktiru a sekvenciu ako inzulin, je tvoreny najma v
peceni ako odpoved na STH, primarny regulator rastu organizmu.

Jednotlivé hormédny sa viazu k cudzim receptorom stondasobne menej tesne, ako ku
vlastnym receptorom.

Signdlna draha inzulinu:

Zacina 130 kDa poplypeptidom, nazyvanym substrat inzulinového receptoru 1
(IRS1) obsahujucom tyrozinové zvysky, ktoré sa mozu rychlo fosforylovat po
stimulacii bunky inzulinom.

Vacsina ostatnych RTKs nefosforyluje IRS1; ale IGF-1 receptor ho fosforyluje.

IRS1 sa neviazZe k inzulinovému receptoru (IR).

Fosforylovany IRS1 (nie IR), sa viaze k SH2 doménam mnohych proteinov, vratane
GRB2, PI-3 kindzy a Syp.

V signalnych cestach za Ucasti vacsiny ostatnych RTKs, tieto proteiny sa priamo viazu
na fosfotyrozinové zvysky cytozolovych domén receptoru.

Inzulin a glukagon spolupracuju:

Glukagon je uvolneny z a buniek ostrovéekov pankreasu ako odpoved na nizke
hladiny glukdzy v krvi a nizke hladiny inzulinu.

Schopnost metabolizovat glukézu bunkami je regulovana pocas periédy hojnosti a
nedostatku nastavenim koncentracie inzulinu a glukagdénu v krvi.

Ak glukdza v krvi vystupi nad hladiny 4,5-5,0 mmol/l, B bunky pankreasu reaguju
uvolnenim inzulinu do krvi.

Ak hladina glukdzy klesne pod [4,0 mmol/I, a bunky za¢nu sekretovat glukagén do
krvi.
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Signdalna transdukcia vyvolana cytokinmi a interferonmi

Povrchové receptory jednej skupiny rastovych faktorov — cytokinové
(erytropoietin, interleukiny, interferdny, rastovy hormén ai.) receptory nemaju
tyrozinkinazova aktivitu, napriek tomu véazba ich ligandov je doprevadzana rychlou
tyrozinovou fosforylaciou celuldrnych bielkovin. Dimerizaciu ich receptorov je totiz
doprevadzana naviazanim a aktivaciou Janusovych kindz (JAK). Tieto enzymy maju dve
kindzové domény a su ,bohovia bran a dvier” ciest signdlnej transdukcie veducej do
bunky. JAK-enzymy realizuju tyrozinovu fosforylaciu sami na sebe, na receptore a na
takych transkripénych faktoroch, ktoré signal prenesu do jadra bunky a tam vyvolaju
aktivaciu génov. Tieto su STAT proteiny (signal transducers and activators of
transcription).

Signaly z povrchu bunky sa dostavaju réznymi cestami ku gendmu, stimuluju
rézne, ale vacdSinou prekryvajuce sa skupiny génov. Dobrym prikladom je Fos-
protoonkogén, ktorého ledva 300 bp promdtorova oblast predstavuje pre takmer
vSetky popisané cesty konecnu stanicu signalnej transdukcie, Cize je enhancérom cielu.
A aby bola situacia este komplikovanejsia, jeho produkt Fos-protein, je jednou z
Strukturnych jednotiek AP-1 faktoru.

Receptorom je hydrofébna doména bez aktivity. Receptor sa mézZe skladat z
jedného alebo dvoch retazcov. U¢inkom ligandu sa di- alebo trimerizuje.

Sprostredkovana méze byt:

X Tyrokindzovou cestou: ligandy su: interleukiny, erytropoetin, interferén, prolaktin a
dalSie. Aktivaciu tejto cesty mdzu vyvolat aj také nie tyrozinkindzové receptory (s
jednou hydrofébnou doménou), ktoré aktivuju nie receptorové, ale cytosolové
tyrozinkindazy (Janus — proteinkindzova rodina). Aktivovand JaK (Janusova kindza)
fosforyluje:

N\ inzulinreceptorovy substrat, ktory sa potom viaze s proteinmi s SH2 doménou ako
PLCg, PI3 kinaza, shc (adaptérovy protein, ras MAP kinazova cesta),

N\ nuklearne Stat proteiny (transkripcné faktory). Po tyrozinovej fosforylacii sa Stat
proteiny dimeralizuju a translokuju sa do bunkového jadra.

X Protedzovou cestou bunkovej smrti: zname ligandy st TNF (tumor nekrotizujici
faktor) a Fas ligand. Po vazbe receptoru a ligandu sa realizuje trimerizadcia cez doménu
bunkovej smrti. K receptoru sa viaze adaptérova bielkovina (funkcia totoZznd s GRB2)
nazvu FADD (Fas associated death domain), ktory ma dve domény bunkovej smrti.
Druha doména viaze k sebe dalSiu protedzu cez doménu bunkovej smrti na proteaze a
aktivuje ju. Spusti sa vlastne proteazova kaskada.
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X sfingomyelindzovd cesta: zndme ligandy: IL-1, TNF, Fas ligand, interferén. Vizba
medzi receptorom a sfingomyeldzou nie je zndma, ale inhibitory protedz blokuju
bunkovu smrt a uvolnhenie ceramidu. CiZe je moiné, 7e protedzova kaskada uvolnenie
ceramidu aktivuje:

sfingomyelin

N7 sfingomyelindza

ceramid =» singozin =» inhibicia PKC

WV ceramiddza

od ceramidu zavisla proteinkinaza a fosfataza, a PKC .

V experimente sa dokazalo, Ze podanim ceramidu je mozné zastavit diferenciaciu
a bunkovy cyklus, a nasledne indukovat apoptézu.

Signalna transdukcia cez receptory notch typu

Tieto notch (zarez, vrub) receptory sa zUcastnuju v inhibicii diferenciacii. Vazba
ligandu vyvola takd konformac¢nu zmenu v intracelularnej doméne receptoru, aby ten
mohol byt Stiepeni proteazou. Odstiepeny peptid sa dostava do bunkového jadra,
heterodimerizuje s dokujucim proteinom a stimuluje syntézu celého radu
antagonistickym bielkovin, ktoré blokuju funkciu génov zucastnenych v diferenciacii.

© Hormodnové jadrové receptory:
Hormédny a vitaminy p6sobiace cez zndme jadrové receptory:

% hormony so steranovou kostrou,
% kyselina retinova,

3% hormony stitnej Zlazy,

% 15-deoxy-prostaglandin I,

% D-vitamin.

Jadrové receptory maju obycajne Strukturu zinkového prstu (pozri reguldciu
génu). Steroidné receptory su receptorové homodiméry, oproti tomu ostatné jadrové
receptory so znamym ligandom tvoria heterodimer s RXR (ktorého ligandom je kyselina
9-cisretinovd). Tieto diméry rozpoznavaju Specifické useky DNA (hormdn responzivny
prvok, HRE). To je AGGTCA v r6znych motivoch v pripade nesteroidnych receptorov, u
steroidnych su to 3 nukleotidmi oddelené palindromné struktury. Na vazbe s DNA sa
zucCastiuje jeden zo zinkovych prstov, druhy je potrebny k dimerizacii. V casti
heterodiméroch je RXR tichym partnerom (ku aktivacii génu sa nevyZzaduje kyselina 9-
cisretinova), v inych pripadoch mézu byt oba receptory aktivované na sebe nezavisle, a
pritomnost dvoch rbéznych ligandov p6sobi synergicky. Preto vela ciest je pod
kontrolou derivatov vitaminu A.
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V nepritomnosti ligandu sa receptory pritomnd v jadre viaiu k roéznym
bielkovinam a silne inhibuju bazdlnu transkripénu aktivitu promoteru. Receptory
steroidnych hormoénov sa nachadzaju v cytosole a vytvaraju velké multiproteinové
komplexy zo chaperdnovymi bielkovinami (hsp90, hsp56), ktoré udrzuju receptor v
inaktivnej forme ale v konformacii schopnej rozpoznat ligand. Chaperdny su dolezité aj
pri funkcii receptorov.

Po vazbe ligandu z receptorov v jadre bunky sa oddeli represor a receptor
interaguje s transkripénymi bielkovinami v okoli TATA boxu. V pripade steroidnych
receptorov sa receptor transportuje do jadra vo forme dimeru. Popri tom, Ze tieto
receptory prostrednictvom svojich transaktivacnych domén priamo reguluju
transkripénu aktivitu, moézu aj bez tejto domény ovplyviiovat prepis génov. V tychto
pripadoch mozu heterodimerizovat s inymi receptormi alebo transkripénymi faktormi a
inhibovat alebo stupriovat ich funkciu (steroidny receptor moéze vytvorit trimer s
fos/jun-om).

® Bunka registruje stresové signdly prostrednictvom faktoru tepelného Soku.
Receptorom je faktor tepelného Soku, ktory je transkripény faktor Struktury
leucinového zipsu. V klfudovom stave tvori s hsp70 inaktivny komplex, najma v
cytozole. Nasledkom aktivacie (stresovy signal) sa hsp70 oddeli a na faktore tepelného
Soku sa trimerizuju a translokuju sa do jadra bunky (obr. 26). Tu rozpoznaju prvky
tepelnosokovej odpovede na promodtoroch a spustia syntézu bielkovin tepelného Soku.

do jadra jadrovad membréna
lokalizujuici signal I 1

CYTOZOL ! ! JADRO

hormén viauce
miesto

transkripcia

DNA viaZuca
doména

UVOLNENIE HORMONU VIAZUCU
€AST OD hsp9o

NA PRENOS SIGNALU DO JADRA

obr. 26 — Hsp a stresovy signal

INAKTIVNY KOMPLEX
RECEPTORAV CYTOZOLE

VAZBA AKTIVNEHO RECEPTORU K DNA
NA AKTIVACIU TRANSKRIPCIU

© Casto mobze ist o polypeptidové posly. Bielkoviny vyliéené jednou bunkou sa cez
Specificky transportny systém dostanu do druhej cez bunkovu a jadrovd membranu a v
bunkovom jadre spustia syntézu Specifickych cielovych génov.

To ako urcity extracelularny cinitel ovplyvni funkciu génov cielovej bunky zavisi
od toho, ¢i je schopny preniknut cez bunkovi membranu. To nie je problémom pre
malé lipofilné molekuly, ktoré po nadviazani sa na cytoplazmatické alebo nukledrne
receptory ovplyviuju expresiu génu. Clenov superrodiny steroidného receptoru
okrem hormodnov a vitaminov vyuZivaju aj tkanivovl diferenciaciu regulujlice

UcCebné texty Strana 54



Nistiar, F., Racz, O., Benacka, R.:
POSTAVENIE PATOFYZIOLOGIE V ZUBNOM LEKARSTVE

morfogénne derivaty retinu a hormony stitnej Zlazy. Tieto intraceluldrne receptory su
transkripéné faktory zavislé od ligandu, a svoj gény regulujuci ucinok realizuju po
vazbe im zodpovedajuceho agens.

Prototypom tejto receptorovej rodiny je cytozolovy protein - glukokortikoidovy
receptor. V nestimulovanej bunke je pritomny v inaktivnej forme vo vazbe s proteinom
tepelného $oku (hsp). U¢inkom horménu sa uvolni steroidreceptorovy komplex a
translokuje sa do jadra a viaZze sa k promdtorovym oblastiam takych génov, ktoré
obsahuju pre glukokortikoidy Specificky enhancérovy prvok (HRE, hormone responsive
element). HRE-oblasti steroidmi regulovanych génov su konsenzné sekvencie. Nie su
Uplne totozné, vykazuju odchylky aj v schopnosti viazat receptor alebo v sile. Receptor
sa viaze vo forme diméru, a kedZe existuje viac izomérov receptorovej bielkoviny,
mozu tvorit homo- a heterodiméry. Regulacia hormén senzitivnych génov je
diferencovand, a mimoriadne jemné indukéné rozdiely mozu byt v pripade niektorych
génov.

Regulacia a jej urovne

Reguldcia je zlozZity biologicky proces, ktory zaisti homeostazu organizmu za neustale

sa meniacich podmienok vonkajsieho a vnutorného prostredia.

Regulacia na ktoromkolvek z uvedenych stupfiov znamena reguldciu funkcie

bunky (aj ked'su aj extracelularne regulacné mechanizmy, ako napr. zrdzanie krvi).

Regulacny mechanizmus zacina signdlom (informaciou) pésobiacou na bunku z
prostredia, alebo vznikajucim vo vnutri bunky.

Smer informacie je:

signdl = receptor = zosilnovaci s. = registracny s. = biol. odpoved
—

proces signdlnej transdukcie.

Inymi slovami sa proces signdlnej transdukcie deje v signdlno-transdukénom systéme.
K tomuto systému patria predovsetkym proteiny povrchovych a vnutrobunkovych
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receptorov, proteinfosfatazy a G proteiny. Pomocou uvedenych proteinov,
aktivovanych nadviazanim sa Specifickych signalov, bunka reaguje Specifickym
sposobom podla prislusnej genetickej informacie — proliferaciou, diferenciaciou alebo
aj na nutnu pritomnost Specifickych signdlov, ktoré jej umozZnia prezit. Pokial tieto
signaly nie su pritomné, vedie to obycajne k aktivacii sebavrazedného programu bunky,
ktora odumiera. Tento proces, pokial je geneticky kédovany sa nazyva programovana
bunkovd smrt — apoptoza. Rézne typy buniek vyZzaduju rézne skupiny signalov pre
prezitie a tym je ich existencia obmedzena na rézne prostredia v tele.

VSEOBECNA CHARAKTERISTIKA SIGNALNEJ TRANSDUKCIE

Na zaklade uvedenych faktov je zrejmé, Ze signdlna transdukcia sa realizuje
troma hlavnymi molekulovymi mechanizmami:

o Prostrednictvom sekunddrnych poslov (napr. cAMP, Ca™, IP3), ktoré si samostatné
v priestore oddelené malé, difundabilné molekuly, ktoré su vo vode rozpustné a preto
sa dobre pohybuju vcytozole a zasiahnu teréové proteiny. Druhd skupina
sekundarnych poslov je skupina apolarnych membranovych komponentov, ktoré
aktivuju tym, Ze terCové proteiny pritiahnu k membrane (napr. DAG a iny sekundarny
poslovia lipidového charakteru).

< Mimoriadne dbéleZitym mechanizmom signalnej transdukcie je fosforyldcia
bielkovin. V signdalnom procese jednej bunky sa zucastnia stovky serin/treonin a
tyrozin-Specifickych proteinkinaz.

oJ Stale viac sa dostava do popredia aj déleZitost makromolekulovych vztahov: napr.
interakcie protein-proteinové (napr. ligand-receptor, receptor-adapter, adapter-
terCovy protein), vazba transkripénych faktorov ku DNA je nutnd pre
transmembranové, transcytoplazmatické a nuklearne signdlne transdukcie.

Jednou z klucovych otdzok signalnej transdukcie je Specificita, Cize ako sa
zrealizuje na extraceluldrny signdl tkanivovo $pecifickd odpoved? Specificita je
zabezpecena sucinnostou viacerych mechanizmov:

X expresiou tkanivovo Specifickych transdukénych proteinov,

X tvorbou Specifickych transdukénych komplexov a volnostou ,,prechodnych” ciest,

X konformdciou urditych chromatinovych oblasti vznikajlicich pocéas tkanivovej
diferencidcie, ktora urcuje pristupnost niektorych génov (napr. imprinting),

X aktivacia bunkovo Specifickych transkripénych faktorov,

X stimulacia prométorov prostrednictvom multiplexnych regulaénych prvkov.

Nasledkom vsetkych tychto mechanizmov jeden a ten isty ligand mdze v r6znych
bunkach vyvolat diferencovanu expresiu génov a tym odliSnu fenotypovu odpoved.
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Signal pocas transdukcie sa zosilfuje - amplifikuje, nakolko jej proximalne prvky
su schopné stimulovat naraz velky pocet distalnych proteinov. Napr. MAPK kaskada
podla odhadov je schopna na desattisicnasobnt amplifikaciu. Preto niekedy reaguje
bunka aj na drobny signal dramaticky.

DéleZitou charakteristikou signalnej transdukcie je regulovatelnost, C(ize
aktivacia kazdej signdlnej molekuly musi byt nasledovana podfa mozZnosti rychlou
inaktivaciou. V ludskom organizme:

SSdoteraz znamych asi 2 000 proteinkinaz vyvaZzuje asi 1 000 proteinfosfataz,

Ssadenylatcyklazou tvoreny cAMP je odstraneny fosfodiesterazou,

SSRas-protein je aktivovany guaninnukleotid vymieriacim faktorom, a inaktivovany
GTP-3zu aktivujucim proteinom,

95 Ca"" vracia spat do endoplazmatického retikula Ca**-pumpa.

Narusenie aktivacno-inaktivacnej rovnovahy ma vazne nasledky:

=>» pri transdukcii mitogénneho signalu aktivacia protoonkogénov, alebo strata
funkénosti supresorickych bielkovin vedie k nekontrolovanému deleniu buniek, ku
vzniku nadoru.

Signaly v organizme v skutocnosti nepostupuju presne podla vyssie popisanych
ciest k jadru, ale na mnohych bodoch sa stretdvaju, spajaju, rozdeluju sa, tvoriac tak
zloZitu siet. Hovorime tu o tzv. dialégu jednotlivych mechanizmov, ¢o mnohonasobne
zvysuje jemnost regulacie (obr. 27).

hormény rastové faktory

sedem transmembranové

receptory :
G protein G protein ———*= fosfolipazaC adaptorovy protein
¥
1 / \ RAS-aktivujici protein
adenylatcyklaza Py diacylglycerol 1

Ras

| '

caﬂ
klicky AMP J, proteinkindza |
cyklicl :
l kalmodulin proteinkinaza Il
¢ ‘

kindza A CaM kinaza kinaza C proteinkinaza lll
gén regulujlice proteiny rézne teréoveé proteiny

obr. 27 — Interakcia medzi signalnymi drahami (signalnotransdukcny dialég)
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O interakcii ciest signalnej transdukcie hovorime vtedy, ak prvok jednej cesty
signalnej transdukcie ovplyvriuje ¢innost prvku inej cesty signalnej transdukcie.

MozZe mat formy:

Hladiny interakcie m6zu byt na drovni:
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