3 - Receptorji z lastno
encimsko aktivnostjo

Avtorji: Martin Stanonik, Peter GriCar Vintar, Marko Kovaci¢, David Valte, Lev Jost
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RECEPTORSKE TIROZIN KINAZE

- Tirozin kinazni receptorji so transmembranski proteini
- Vloga pri metabolizmu, proliferaciji, diferenciaciji celic, ohranitvi homeostaze
- VeZzejo se z raznovrstnimi ligandi

T +RTKs

@ EGFR VEGFR SRS
> B 8 v "‘;':'L’BL':}

Ligands

Vir slike: Y. Qi: Receptor tyrosine kinases in breast cancer treatment: unraveling the potential. American Journal of Cancer Research. 2024, 14(9), str. 4172—4196.



ALK

é
;
g LR J sTvK
i

1

|

-V genomu zapis za 518 ﬂ » =

D E L I T EV ErbB Ins PDGF VEGF FGF PTK7 Trk Ror MuSK Met Axl Tie Eph Ret Ryk DDR
kinaz :
- 1,7% celotnega genoma | {

l
A
- 58 receptorjev v 20 | | J

| 3 | ¢ ]
”; ;m“mum

Ros

l

e

)
| ,'

T

i
-
R & 3 & o o o

e
! \_

- ErbB, FGFR, PDGFR

EGFR InsR  PDGFRa VEGFR1/ FGFR1 PTK7/ TrkA Rorl MuSK Met Axi Tiel EphA1-8 Ret Ryk DDR1  Ros LMR'I ALK SuRTK108/

ErbB2  IGF1IR PDGFRp  Fit1 FGFR2 CCK4 TrkB  Ror2 Ron Mer Tie2 EphA10 DDR2 LMR2 LTK STYK1
EbB3 InsRR CSF1R/ VEGFR2/ FGFR3 TrkC Tyro3 EphB1-4 LMR3
ErbB4 Fms KDR  FGFR4 EphB6
Kit/SCFR VEGFR3/
FIt3/FIk2  Fitd
\

|[ﬂﬂﬂm0 I - ¢

Tyrosine Cysteine Fibronectin Leucine Cadherin Discoidin Ig EGF Kringle

kinase -rich type Il -rich
Vir slike: M. A. Lemmon, J. Schlessinger: Cell signaling by receptor tyrosine kinases. Cell. 2010, 141(7), N 4
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EGF, TGF-0, NRG1-4,

AR, HB-EGF, HB-EGF,
epiregulin, epiregulin,
betacellulin NRG1 betacellulin

ErbB — tvorijo homO' a“ l l l Homodimer Heterodimers
heterodimere

Dimerization Ry,
EGF, TGFoc, NRG1 R S R T ".‘!ﬂ{!‘{fﬂf.‘ﬂ!‘"‘!.‘{fmff‘!f!"
ErbB2 se pogosteje veze z 5 f
drugimi receptorji

ErbB3 nima kinazne aktivnosti EGFR pigseems ErbB3  ErbB4
F G F R_) Vi SO ko i n n iZkO Vir slike: https://www.jci.org/articles/view/32278/figure/1 (pridobljeno 11.5.2025). PDGFRa

PDGFRB

afinitetni razredi
PDGFR — kodirata PDGFR-o< C
in PDGFR-B gena i
Konfiguracije ococ, <3, B3

(®

Vir slike: M. Latko, A. Czyrek , N. Porebska, M. Kuci” nska, J. Otlewski, \'p‘; S ':}’,f
M. Zakrzewska, £.. Opali” nski: Cross-Talk between Fibroblast Growth F=
Factor Receptors and Other Cell Surface Proteins. Cells. 2019, 8, 455.

accelerated cell proliferation 5
enhanced signaling
cell migration


https://www.jci.org/articles/view/32278/figure/1

STRUKTURA

- Receptorji imajo ekstracelularni N-konec,

. . , ("Ligand )
intracelularni C-konec ter transmembranski N

povezovalec
- N-konec se med receptorji razlikuje — vezava
v s . Rl LBE 3l
razlicnih ligandov T 0

- Znotraj celice se nahaja tirozin kinazna domena
- Tirozin kinazna domena zelo ohranjena med
receptorji

Vir slike: E. Zwick, J. Bange, A. Ullrich: Receptor tyrosine kinase signalling as a target for cancer intervention strategies. Endocrine-Related Cancer. 2001, 8, str. 161673,



Vir slike: L. E. Kilpatrick, S. J. Hill:
Transactivation of G protein-coupled

receptors (GPCRs) and receptor tyrosine
kinases (RTKs): Recent insights using N_rezenj
luminescence and fluorescence technologies.

Research. 2021, 16, str. 102-112.

Kinazna domena

- Vsebuje tirozine ki se fosforilizirajo in sprozijo <
signalne kaskade AN

- Sestavljena iz N- in C- reznja

- Klju€ni elementi so B-ploskeyv, a heliks (aC) in
P-zanka v N-reznju in A-zanka ter katalitiCha zanka v
C-reznju

- DFG (Asp-Phe-Gly) in HRD
(His-Arg-Asp) motiva nujna
za vezavo s substratom

Vir slike:S. W. Cowan-Jacob: Structural biology of protein
tyrosine kinases. Cellular and Molecular Life Sciences. 2006,

63, str. 2608-2625.



SIGNALIZACIJA

- Vecina receptorjev v monomerni obliki —
dimerizacija ob prisotnosti liganda

- Ligand ima pri doloCenih receptorjih
strukturno povezovalno viogo

- Pride do fosforilacije tirozinov v kinazni
domeni

- Povezava s signalnimi molekulami

Ligands
Signal molecule Ligand-bound dimeric RTK-induced
@ Sonomens RIK ® dimerization @ “active” RTK @ signalosome
RTK
Extracellular region
Cell membrane Vir slike: Y. Qi: Receptor tyrosine
Intraceiular region . : kinases in breast cancer treatment:
Tyrosine . . .
Kinase domaln Activated unraveling the potential. American
from N-to C- q intracellular ;. .../ of Cancer Research. 2024,
Torminal signal protein
E or downstream /4(9), str. 4172-4196.

cascade

FGFH

HSPG/

heq‘in

Ribroblast
growth factor

B

Vir slike: M. A. Lemmon, J. Schlessinger: Cell signaling by receptor tyrosine kinases. Cell.
2010, 741(7), str. 1117-1134.

Nerve
growth factor

D Helix o-C b

K721 Zws

N-lobe (|, s hS s L, ﬁ\a\
,r (83 / §JE§378 |\ Q/ =
\ d \ N
’ ’
i

\ y ~, Inactive kinase
.

\
C-lobe v 2
[ |’ [ o &
: ; Il o < N - ,
R 4 TR .
7/ .
Inactive kinase Active kinase

Vir slike: E. M. Bublil, Y. Yarden: The EGF receptor family: spearheading a merger of signaling and
therapeutics. Current Opinion in Cell Biology. 2007, 19, str. 124-134.



Signalne poti

- Vezava receptorjev in substratnih proteinov
z tirozin kinaznimi domenami

- SH2 in PTB domene na proteinih

- PISK/AKT/mTOR kaskada

- Ras/Raf/MEK/ERK kaskada

EGF-induced oligomer

Vir slike: R. Trenker,

N. Jura: Receptor

tyrosine kinase

activation: From the

ligand perspective.

Current Opinion in Vir slike: M. A. Lemmon, J. Schlessinger: Cell signaling by receptor tyrosine
Cell Biology. 2020, kinases. Cell. 2010, 141(7), str. 1117-1134.

Signaling 63, str. 174-185.
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Vir slike: M. A. Lemmon, J. Schlessinger: Cell signaling by receptor tyrosine kinases. Cell. 2010,
141(7), str. 1117-1134.
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Fizioloska vloga tirozin kinaz

KljuCni prenasalci signalov za rast,
dlferenC|_aC|Jo, presnovo, imunski odziv in
razvoj tkiv.

Aktivacija prek receptorjev: EGFR, FGFR,
PDGFR, IGF-1R.

V imunskem sistemu omogocajo aktivacijo
T- in B-limfocitov.

V ziv€evju omogocajo nevroplasti¢nost
prek Trk receptorjev in Src kinaz.

Prisotni tudi v zilnem in miSicnem razvoju.

Growth factor Growth factor

dimer

lnputs RTK monomer
Extracellular
p B Intracellular
P
P P d Ce
NS =
~
Signal MAPK/MEK PI3K-Akt \ PLCy-PKC
Transducers
JAK-STAT Rac-Rho
\S =
Y
Proliferation Growth
Outputs 5
Differentiation Survival Adhesion
Migration
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Patoloska vloga tirozin kinaz

Sporadic PD

Mitochondrial Dysfunction

Oxidative Stress
AMActivated c-Abl AS3T Mutatior
(Familial PD)
pms c-Abl /

lelZ c-Abl

— / \\

pvus
Appisa MNLRP3 ""’
J Parkin A(l vity leBZ) Inf ""'"“‘”‘“9
(Autou! bq itul a(ed Parkin) pv328
'Mr B
$y uclein
glia Agg egation
erAms ‘Mwapz
M’GC 1a
\Cell Death|’ (

Ly-8E, CIS, SOCS1-3

Nenadzorovana aktivacija zaradi mutacij, fuzij genov, amplifikacij.
Povezane z rakom: EGFR, BCR-ABL, HER2.
Prisotne tudi pri sréno-Zilnih, presnovnih, nevrodegenerativnih in avtoimunskih boleznih.
VkljuCena JAK-STAT signalna pot.

A

‘“‘-«—N‘\

______ Small-molecule v \\\“‘
,,/__..\‘\o(ugmeﬂmion inhibitor 2" Repspinhbitor

BCRBC Ve o

SiRNA
V\‘/
BCR-ABL "/
e [ I A A
"< sca ABL mRNA
Imanmb
BMS-354825 ——Transcription
AMN107

v , ‘ inhibitor
Ph chromosom:

Therapeutic Targeting of
Activated Fusion TK Proteins

Krause DS, Van Etten RA. New Engl J Med 2005;353(2):172-187. ©® 2005 Massachusetts
Medical Society. All rights reserved.
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Koristne in zascCitne vloge tirozin kinaz pri obolenjih

e Pospesujejo regeneracijo po poskodbah — VEGFR, FGFR, Trk. g s,
e TrkB/C receptorji varujejo nevrone, izboljSujejo spomin. /-\

e JAK1-STAT3 pot ima tudi protivnetne ucinke. “Ras’ GREE

e IR in IGF-1R podpirata homeostazo in zas¢ito srca. o/ ;;@ -« "’;"

“Ca'2+Calmodulin
JoEL 1, inhibition
’— Ks. Mechanical stress Endothelin-1 ‘-’)
IGF-1R Cardiac stem cell migration TGF Inflammation CREB
F-p * BONF promoter transcription
PO OOH (OOO0OCOOGO0 | 00 OOOGODOEOEEOEEEEEHEOOOOOHOONG0 Angiogenesis </> Neurite outgrowth
SHC 2 CM survival . X Neurogenesis
PiP3  PIP2 e Contractility \/) Synaptic plasticity o
Pi - CRE? S —’* 1 3 ucleus
—_—
+ PI3K S Chl v

VEGFRI /‘
.
.00 o  VEGFR2

XX R
. Sy elete
VEGF-A ———

/ \ \ o330 VEGEA

AR, VEGF-A VEGF-A G 'f’
§ e Ay 3 e
. sitee . teer

D= CED

©-6-6-0

Heart injury Endothelial cells Immune cells

osis
Loop 4
Loop 1
Loop 3
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Terapevtski zaviralci tirozin kinaz

Specificno zavirajo signalne poti rakavih celic.
NeZeleni u€inki zaradi vpliva na zdrava tkiva.

EGF

Primeri: Imatinib, Erlotinib, Trastuzumab, Lapatinib.

Uporabljajo se reverzibilni, nepovratni zaviralci in protitelesa.

LGnF-allpha" O Trastuzumab
requlin ()
Ep,g",?,,"g YO // Erlotinib Mechanism of Action in Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC)
Z
Exon 19 deletion or exon 21 Eriotinib mechanism of action
L8SER point mutation in NSCLC
Corsttutvely sctve (GFR 1r
3 -
0! £ o)
i
T Coll prodlerytion & Coll proMerston
1Col sl 1 Apoprons
t Angogmes

1 .
1 Genormic natatiiey

> Cell survival  Cell proliferation




Evolucijski vidik tirozin kinaz

TK prisotne le pri Zivalih, ne pri kvasovkah.
Ohranjene strukturne domene (ATP-vezeCe, SH2/SH3).
Signalne poti podobne med vrstami (Ras/MAPK, PI3K).

C. elegans D. melanogaster

<ON- 3(EGF) j(- Spitz)
EGFR

KEKl
Plasma SCC-1(DEPY) I——1 }\L

membrane .\ -\

Photoreceptor

Vulva'

PLC{ \caé}) JAK
Defective RA§ STAT! Defective
feedback ' feedback
regulation @ Mfg requlatiol
@ * SOCS36E-
Y ERK
&‘;«.15/
Multivulval
AW
e — [

Nature Reviews | Molecular Cell Biol

Modelni organizmi (miSi, Drosophila) klju¢ni za raziskave.

Substrate
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Receptorske serin/treonin kinaze (stevilka EC: 2.7.11.30)

e Signaliziranje z ligandi iz druzine TGF-B (TGF-31, TGF-B2, TGF-B3, BMP, aktivini)
e V nadaljevanju podrobnejSi opis signaliziranja, fiziologije in patologije: TBRII, TBRI, 3
izooblike TGF-f3

A BMP pathway Activin/TGF-
pathway

SMAD monomer
%éi A: SploSna shema signaliziranja z ligandi iz
< druzine TGF-£.
SMAD trimer

\—s/ B: Delitev receptorjev tipa Il, receptorjev tipa | in
/ € \ signalnih efektorjev.

Ligands Type Il receptor Type | receptor R-SMAD

BMP pathway > 20 ligands ActRIIA (ACVR2A) ALK2 (ACVRT) SMAD1

B BMPRII (BMPR2) ALK1 (ACVRL1) _]> G

ActRIIB (ACVR2B) ALK3 (BMPR1A) SMADS
AMHRI| (AMHR2) ALK6 (BMPR1B) _|  smAD8
Activin/TGF-B pathway ACtRIIA (ACVR2A) ALK4 (ACVR1B) ] 9@ 15
i and ACtRIIB (ACVR2B) ALK7 (ACVRIC) SMAD2
> 15 ligands TGFBRII (TGFBR2) ALKS (TGFBR1) SADS



Signaliziranje s TGF- na biokemijskem in strukturnem nivoju

e Kompleks 3 receptorjev: TBRII, TBRI (ALKS), TRRIII
TBRRII in TBRI sta receptorja z lastno encimsko aktivnostjo (serin/treonin kinazi; TRRII
fosforilira ve€ Ser in Thr na domeni GS v TBRI; TRRI fosforilira 2 Ser na domeni MH2
na C-konénem motivu SXS v SMAD2/3)

e TPBRIII je koreceptor
e KanoniCna in nekanoniCna pot signaliziranja

& TGF-§
o . [ FKBP12 '\
Y R i EZ::ZZIZIZ_.'IZIZIZ::Z:: lf::Z:II:IZ:I::ZIZZZI::Z::I:ZIZ';}; S GS domain GS domain R-SMAD
FKBP12 Activati (P: N (MHZ)
TBRIIl ;
TBRI TBRII RERHR s ' L45 loop
R-SMAD  Activation L45 |00p

Q) ® Degradation ®
Type | receptor

—_ R —
, FKBP12 release/ Phosphorylation by

& kinase domain \ X
® :\ ot Actl::goﬁ_‘ ligand binding 5 type |l receptor 3 _/‘ (5]
Co-SMAD
i Locked form Open form Open, phosphorylated
B) @E» o &3 ® (SMAD-binding) form
=< | e Aktivacija receptorja TBRI in R-SMAD (SMADZ2/3).

or  Repression

gg or ctivatiol Co!acl
SBE TFBS JW—@—«:— SBEs TFBS J Gene —@—

Kanoni¢na pot signaliziranja s TGFp in regulacija signaliziranja.
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TBRIII
TBRI

TBRII

=

vy v v v

RAS RHO p38 T TRAF — > | PI3K JAK

RAF ROCK1 INK <« MKK < TAK1 AKT

l i v l vy i v

MEK LIMK2 IKK GSK-33 MTOR FOXO

l l l $ l \ 4

ERK Cofilin NF-xB S6K 4EBP1 STAT3
Survival Growth Morphogenesis Movement

4 A i )
v v v v

Proliferation Differentiation Immunity Metabolism

Nekanoni¢na pot signaliziranja s TGF-(3.

17



FizioloSki pomen signaliziranja s TGF-f3

Vloga pri Stevilnih celiénih procesih, kljuCna vloga pri embrionalnem razvoju, celjenju
ran, tkivni homeostazi, imunski homeostazi

a Embryonic development Differentiation b wound healing
Myogenesis Adipogenesis Inflammation Re-epithelialization
Osteogenesis o
‘. SMC Migrationt | . -
VasculogeneS|s \ -" / differentiation
-

Hematopoiesis Chondrogenesis
= . <«~— torg ——> B -
signaling l

= Differentiationt
TGF-B

: RHO
l Chemotaxist signaling ECM¥
MMP7
TIMP?

SNAIL
- SLUG¥ =2 <] )'\/ XETJ = "
. ZEB ® [ 3T Vesvataws PSS =

2

—
TWIST} «'f. =
Embryonic EMT/EndMT Apoptosis Wound healing Angiogenesis Fibroblast activation
development
C Tissue homeostasis d Immune homeostasis
Tho
Th2 ' Th17
CDK — CKI <« MYC | ® L J
m \ Th1 Treg
~a__ .
i CDC2 A S - /
5. o @ CTL / B cell
Proliferation Immunoreaction ' /\ -
TGF B ——> BIM TGF-g
5|gnallng / signaling T——,
N2 » Breg
L) IKB - / \\A BCL-2 ® & neutrophil J \
q « ;
-Q, < s * N1 NK cell
b NF KB GADD4SB SHIP TIEG e © neutrophil . \
M2
Apoptosis J_ Immunosuppression macrophage . fc‘*‘D.C\/\
p38 AKT BCL-XL M1 macrophage
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Patoloski pomen signaliziranja s TGF-3
Moteno signaliziranje = patoloSki procesi (razvojne motnje, napake v celjenju ran,

vnetne bolezni, infekcije, tumoriji)

Loeys-Dietzov sindrom = prizadeti kardiovaskularni sistem, kraniofacialne

strukture, skelet, koza

Camurati-Engelmannova bolezen = progresivna kostna displazija, hiperostoza in

skleroza dolgih kosti

Tumor supresor v zgodnjih fazah razvoja tumorja, v kasnejsih fazah spodbuja

Si rj e nj e tumo rj ev Developmental defects

Cardiovascular defects

ECM?
CTGF?

®-

Cutaneous defects

Craniofacial defects

Bone formationt
Bone resorptiont

Skeletal defects

Tumors
Tumorigenesis Tumor growth
°® .o
ProllferaFlonT Proliferation? A .
ApoptOSISl PC_J Apoptosis) : Myofibroblastt
______________ TGF-B -----------2 | Immuno-
E-cadherin| signaling suppression?
MAPK?
RHOT .5 /Ta. (o,
PAI| 29\  EMT? ANegPg
.*‘)!‘ e es
Weh < ‘.-./""5 SN
/,{Q ECM remodeling?t K-S v;,,.g f"
N Angiogenesis? B
Tumor invasion TME remodeling

and metastasis
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So skupina transmembranskih encimov, ki igrajo klju¢no viogo pri
uravnavanju celi¢ne signalizacije preko specificne odstranitve fosfatnih

Receptorske tirozin fosfataze

skupin na tarcnih proteinih

Najbolj poznane so:

1.

CD45 (Cluster of Differentiation 45), oziroma PTPRC (Protein

Tyrosine Phosphatase Receptor type C)

PTPRA (Protein Tyrosine Phosphatase Receptor type A)
PTPRM (Protein Tyrosine Phosphatase Receptor type M)
DEP-1 (Density-Enhanced Phosphatase 1), znan tudi kot PTPRJ

(Protein Tyrosine Phosphatase Receptor type J)

ATP ADP
99, o9
@.CC0, @G0,
_ Kinase
Pm Phosphorylated

Protein

o~

Protein \

Substrate Dephosphorylation T
\‘ o Activation
e Target protein binding

@ Phosphatase or dimerization

¢ Nuclear translocation

« Epigenetic regulation

e Subsequent
modifications, ie.

ubiquitination
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Biokemijski mehanizem delovanja

Skupaj z receptorskimi tirozin-kinazami vzdrzujejo
ravnovesje med fosforilacijo in defosforilacijo in katalizirajo
reakcijo odstranjevanja fosfatne skupine iz fosforiliranih
tirozinskih ostankov

Reakcija poteka v aktivnem mestu fosfatazne domene,
kjer je cistein kljuCen za katalizo, ker mehanizem poteka
vkljuCuje nukleofilen napad cisteinskega ostanka,
natan¢neje tiolatnega iona v aktivnem mestu na fosforjev
atom fosfo-tirozina

Tvori se zaCasni intermediat, ko se fosfat veze na
cisteinski ostanek in pride do hidrolize le-tega in molekula
vode sprosti fosfatni ion in obnovi aktivno mesto encima
Dimerizacija, ki jo povzroCi vezava liganda lahko pogosto
inhibira kataliticno aktivnost, obratno kot pri receptorskih
tirozin kinazah

|
X ATP‘>_.<'—\L\P_)'|K~AD\P;

RCH, —</-\>— OH RCH2 —</-\>— PO~

Substrate

Phosphorylated
substrate

PO,* ‘ PTﬁ H,0
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Fizioloske vloge pri razvoju, signalizaciji in uravnavanju imunskega
odziva

Glavne fizioloSke vloge receptorskih tirozin fosfataz so

regulacija celi¢ne rasti in proliferacije

G

Poleg omenjenega DEP-1 je npr. PTPRA s svojo aktivacijo

_ .. . o Inactive Active Gas
kinaz druzine Src pomemben za pravilen razvoj in Src Src
delovanje zivénih celic &
. o pS72
Regulira nevrite (izrastke)
Src-kinaze so tudi pomembne pri preoblikovanju / Y419
citoskeleta in adheziji na ekstracelularni matriks, s Cimer '
tudi vpliva na stabilnost tkiv
Y530

RTP so kljuCne pri embrionalnem razvoju in tkivni

diferenciaciji s kontrolo signalnih poti, povezanih z /

razvojnimi procesi PTPRA Csk
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PTPRM vpliva na nevroloSki razvoj, Se posebej na oblikovanje sinaps in rast aksonov, s svojim uravnavanjem stabilnosti

interakcij med kadherini

omogoca zacetno vzpostavitev stika med presinapti¢no in postsinaptiéno membrano
S fosfatazno aktivnostjo prav tako regulira fosforilacijsko stanje proteinov, kar neposredno vpliva na strukturno stabilnost sinaps
S prilagajanjem fosforilacije proteinov, kot so aktin-vezavni in regulacijski proteini citoskeleta tudi uravnava spremembe le-tega,

potrebne za razvejanost aksonov

Axon Yervinals

// SYNAPSE

Pre- s‘ynap'fi c
("sending" ) cell

. — Post-syn ]
Devdrires ("rg_ce) Viyn;{‘:)ﬁgcl I
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so regulatorji imunskih celic, predvsem limfocitov, Kjer
usmerjajo odziv na antigene in aktivacijo
CD45 je ena najpomembnejsih fosfataz v imunskem sistemu, ki

. . i o . 1. TCR inputs (3. TCR Output
je izrazena izklju€no na povrsini levkocitov v D45
weak : ‘
Ob vezavi antigena na TCR odstrani fosfat z inhibitornih mest, B, o ol
kar omogog¢i aktivacijo Lck “/\Qv el e
TCR :
Aktivirana Lck fosforilira ITAM motive CD3 kompleksa in )0045
poslediéno aktivira kinazo ZAP-70 in nadaljnjo signalno W R
signal streng
kaskado ——
Podobno omogoéi aktivacijo in sproZitev signalne kaskade v 2. Gatekeeper mechanism
ol o . Phie
!3 celicah z defosforilacijo inhibitornih mest na Src kinazah, kot sk Lk > TNT —
jeLyn TCR

Regulira tudi druge imunske celice, pri NK celicah sodeluje v
regulaciji citotoksi¢nosti, v makrofagih in dendriti¢nih celicah pa
vpliva na signalne poti, ki so vklju¢ene v fagocitozo



Patoloske posledice nepravilnega delovanja

Receptorske tirozin fosfataze imajo pogosto vlogo tumorsupresorskih proteinov. Izguba njihove aktivnosti (z
mutacijami, delecijami ali epigenetskim utiSanjem) vodi v prekomerno aktivnost receptorskih tirozin kinaz

EGFR, PDGFR, ki ostanejo fosforilirane in signalizirajo neomejeno rast

PTPRM, PTPRK sodelujejo pri celi¢ni adheziji, stabilizaciji adhezijskih kompleksov in izguba njihove funkcije oslabi

stike in posledi¢no celice lazje invadirajo okolisko tkivo

B

Nuclei E-Cadherin

MAM domain
Ig domain €

Fibronectin type Il :

Active
phosphatase D1 400 Box1 - PTPRK 400 _ Box2 . PTPRK
, = il E-Cadherin & ” - - E-Cadherin
Inactive @ 300 , \ 3 3009 \
phosphatase D2 £ 200 N £ 2004 S
c ¢ c
(] \ ©
g 100 _ g 100 \\\\
0 by o7 T T T J J
0.0 02 04 0.6 08 1.0 00 02 04 06 08 1.0
Z position Z position

25



imajo klju¢no vlogo pri pravilnem uravnavanju imunskega odziva

Zmanjsanje njihove aktivnosti vodi v nepravilno aktivacijo imunskih celic in povzroCi razvoj avtoimunih bolezni

Ce Lck ostane fosforiliran na zaviralnih mestih nadaljna signalizacija ne stece, in lahko se pojavi imunska anergija
prekomerna aktivhost CD45 tudi sproZi avtoimune bolezni, ker pretirana defosforilacija sprozZi hiperaktivacijo
Src-kinaz in izrazito aktivacijo T- in B-celic

celice napadajo lastne antigene in lahko se pojavi multipla skleroza ali sladkorna bolezen

CD45
TCR1 TCR2 TCR3

% CskPAG
“‘ > 4.1 - Al ) 4 4.1

Lek CD4Lck

T cell

26



Strukturna organizacija receptorskih tirozin fosfataz in njen
pomen za signalno regulacijo

So integralni membranski proteini iz ve¢ funkcionalnih domen, ki dolo¢ajo substratno specifi¢nost in interakcije z drugimi molekulami

v celici

Zunajceli¢na domena je odgovorna za vezavo ligandov, interakcije med celicami in zunajcelicnim matriksom in regulacijo aktivnosti v

notranjosti celice

Dimerizacija zunajceli¢nih domen lahko povzroci inhibicijo fosfatazne aktivnosti s steri€no oviranostjo aktivnih mest in nekatere (npr.
CD45) so regulirane s konformacijskimi spremembami te domene

Struktura domene doloca delitev RTP v razli¢ne podrazrede

Razvrstitev RPTP glede na zgradbo ektodomen

Podobne imunoglobulinu Podobne kadherinom Podobne karbonski anhidrazi

npr. PTPRF npr. PTPRK, PTPRM npr. PTPRG
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Zunajceli¢na domena (ektodomena) in transmembranska domena

Vloga domen je prepoznavanje specificnih ligandov in regulacija encimske aktivnosti preko oligomerizacije in interakcij z ligandi
domena je velikokrat tudi mocno glikozilirana, saj glikani stabilizirajo strukturo, povecajo topnost in sodelujejo pri prepoznavanju
specifi¢nih ligandov in receptorjev

Transmembranska domena omogoca prenos signala iz zunajceli¢ne v znotrajceli¢no regijo

Gre za hidrofobno alfa-vija¢nico, dolgo 15 do 25 aminokislin, bogato z nepolarnimi levcini, izolevceini, valini in alanini

Vkljucuje specificne motive za dimerizacijo in omogoca vpetost v membrano in prenos signala iz zunajceli¢ne v znotrajceli¢no regijo

SP ™

(signal peptide) (transmembrane domain) PTP Core
1 25 577 600 | 979%a.a
xtracellular intracellular domain 907 | 917
D, i A
}tmmlm omain 696
structure 1333
¢ -ric 56006000060066000660 33323332
— Cys-rich r|: 0066006666666 oi g *
single PTP domain
3 3
fiae ’ p open reading frame
cDNA ?

the forward primer
5"-CGCAGACTTTGTTCGCATCTGG-3"->
the reverse primer
«3'-GTGTGGGACGAGACTGGATACT-S

| 467 bp { 28



Znotrajcelicna (citoplazemska) kataliticna domena

izvaja fosforilacijo tirozinskih ostankov na tarénih proteinih ali na samem receptorju (avtofosforilacija)

Ta domena je odgovorna za prenos fosfatne skupine z ATP na hidroksilno skupino tirozina in opravlja klju¢no encimsko funkcijo

odstranjevanja fosfatnih skupin

Citoplazemska regija vsebuje proteinsko tirozin fosfatazno (PTP) domeno, ki katalizira hidrolizo fosfoesterske vezi na fosfotirozinu

Aktivno mesto vsebuje cisteinski ostanek, argininski ostanek in ostanke, ki stabilizirajo prehodno stanje (serin, treonin, glicin)

Vecina RTP ima dve kataliticni domeni (tandemski fosfatazni domeni)

Tandem Phosphatase
Domains

Cm )[DZ)

Membrane-proximal
(D1)

Membrane-distal
(D2)

Active
catalytic domain

Often lacks
catalytic activity

Membrane-distal (D2)
domain important for
regulation of D1 activity

Important for
interactions with
other proteins

nino acid residue

Functional role

(O Cysteine Nucleophilie for catalysis

O Arginine Binding phosphate group

Serine, threonine, Stabilizing transition state
glycine

Catalytic sit
// \\
;> Arg
I |
\ Ser/Thr /’
\
\\Gly Ser/Thr _~

S~___ Gly-7 o9



Gvanilil ciklaze

EC 4.6.1.2 - GTP difosfat liaze

o oN N NH,
o

N =
e N EC 4.6.1.2 0=P—0 OH
9 9 9 N N"kNH OH
HO=P=0O=P=0O=P=0 2
1 1 1 o
OH OH OH
HO OH 0 o®
e0 [P'—O—I:—Oe
O' ]|
GTP o o
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cGMP sluzi kot sekundarni prenasalec

NEP
inhibitors

Inactive
fragments

y

L-citrulline )

Natriuretic peptides ’ > L-arginine
(ANP/BNP/CNP) (t |
1)

7 { NO donors l

e CGMP znizuje krvni tlak,

— e zavira proliferacijo in
@ e deluje protiinflamatorno

P —————
PDE sGC
inhibitors activators

\ PKG (cGK)

N —

[ Vasodilatory i[ Anti-fibrotic ﬁ][iAnti-ptoIIfemt;Ie 7][ Anti-inflammatory ]

A. Friebe, P. Sandner, A. Schmidtko: cGMP: a unique 2nd messenger molecule — recent developments in cGMP research and development. 31
Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol 2020, 393, 287-302.



Struktura GC

Extracellular domain Intracellular domain b 14
ECD JL.T™ KHD CC GCD -
sca  N{ 18 @D ¢ T . .
v v 4

ECD

H i
: '
Y Micelle
A o
Q0° :: ‘ T™D / : ..
S (unresolved) '
i
Lo

KHD

cc

GCD

S. Liu, A. M. Payne, J. Wang, L. Zhu, N. Paknejad, E. T. Eng,W. Liu, Y. Miao, R. K. Hite, X. Y. Huang: Architecture and activation of single-pass
transmembrane receptor guanylyl cyclase. Nature Structural & Molecular Biology 2024 32:3 2024, 32, 469-478.

Vezava povzrocCi konformacijsko
spremembo, ki se prevede preko
linkerske regije.

a

K. S. Misono, J. S. Philo, T. Arakawa, C. M. Ogata, Y. Qiu, H. Ogawa, H. S.
Young: Structure, signaling mechanism and regulation of the
natriuretic peptide receptor guanylate cyclase. FEBS J 2011, 278,
1818-1829.
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Evolucija GC

e Adenilat ciklaze in gvanilat ciklaze
So si podobne.

e Spremembe opazimo predvsem v
aktivnem mestu (drug ligand)

e Poznamo organizme, ki uporabljajo
le cAMP in ne cGMP

Gvanilat ciklaza (pdb: 4NI12) (sivo)
Adenilat ciklaza (pdb: 1CJU) (svetlo)
Mg?* (roza)
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Gvanilil ciklaze se izrazajo tkivno specificno ter imajo izoformam
specificne ligande

Hormonske Nehormonske
Srce, miSice, | |Tanko Olfaktorni Epitelij blfaktorni
mozgani érevo  zivci mreznice zivci
Extracellular
Ligand ANP,BNP,CNP, ANP,BNP CNP Gn, Uro, Sta CO2/HCO: ? ﬂCaz*' ? CO2/HCO: NO/CO
Li
DG
Domain
Membrane
Kinase a -2 12
ol ¢
Domain
Dimerization o o) =4 - =
Domain o e dre GMP GTP WP GTP WP GTP ol aTP GNP _.
Guanylyl , |’ f ri' rl' fi A ri
Cyclase g ¢
Domain )
GNP GTP oW GT oG GTF o GIP GNP GTP aaW GIP R6 o
Receptor NPR-C GC-A GC-B GC-C GC-D GC-E GC-F
Intracellular

L. R. Potter: Guanylyl cyclase structure, function and regulation. Cell Signal 2011, 23, 1921-1926.
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Gvanilil ciklaze se izrazajo tkivno specificno ter imajo izoformam
specificne ligande

Srce, miSice, Tanko Olfaktorni Epitelij Olfaktorni
mozgani érevo  zivci mreznice zivci
Extracellular
Ligand ANP,BNP,CNP ANP,BNP CNP Gn, Uro, Sta CO2/HCO:z ? ﬂCaz*' ? CO2/HCO: NO/CO

Ligand
Binding
Domain

Membrane
Kinase
Homology
Domain
Dimerization
Domain
Guanylyl

Cyclase
Domain

GNP GTP oGMP GTP

GNP GTP oW GTP o GTP oo GIP GNP GTP coW
Receptor NPR-C GC-A GC-B GC-C GC-D GC-E GC-F GC-G
Intracellular

GTP (GMP

L. R. Potter: Guanylyl cyclase structure, function and regulation. Cell Signal 2011, 23, 1921-1926.



Fotodetekcija - vloga gvanilat ciklaz

o Light absorption o Activated rhodopsin 9 To-GTP activates cGMP o Active PDE reduces
converts 11-cis- catalyzes replacement phosphodiesterase [cGMP] to below the
retinal te all-trans- of GDP by GTP {PDE) by binding and level needed to keep

on transducin (T),
which then dissociates

retinal, activating
rhodopsin (RA).

removing its inhibitory cation channels open.

S'-GMP

: —
Disk
membrane (5]
Ca?t
Excitation —
Recovery/Adaptation
]
S D W\ ad
Rh u_,_:_’______:;._(ﬂ & - o
o | daaad. z _«\ (e &
L J — o =0 )

subunit (1). /
into T,-GTP and Ty, . S /

7z D -I) ALY Y
= ~ o _-CGMP,
TP —’ % ™~ | PDE cGMP” %ﬁ‘ Na*, CaZ*

Cation channels
close, preventing
influx of Na* and
Ca?*; membrane is
hyperpclarized.
This signal passes
Lo the brain.

Continued efflux of
Ca?* through the
Na*-Ca®* exchanger
reduces cytosolic
[Ca®*].

© slawly, arrestin dissociates,
rhodopsinis dephos-
phorylated, and all-trans-
retinal is replaced with
1N-cis-retinal. Rhodopsin is
ready for another
phototransduction cycle.

<
& &[J o — .k\
PP)EP) GTP N,
Arr cGIMP lca?)

© Rhodopsin kinase (RK)
phosphorylates "bleached”
rhodopsin; low [Ca2']
stimulates this reaction.
Arrestin (Arr) binds
phospherylated carboxyl
terminus, inactivating
rhodopsin.

© Reduction of [Ca?"]
activates guanylyl
cyclase (GC) and
inhibits PDE; [cGMFP]
rises toward "dark”
level, recpening cation
channels 2nd returning
V.., to prestimulus level.

T~ Plasma
membrane

D. L. Nelson, M. M. Cox, A. L. Lehninger: Lehninger principles of biochemistry, 4th ed.; W.H. Freeman: New York, 2005.

GC-E deluje od Ca?* odvisno

Znizana koncentracija Ca®* jo
aktivira, zaCne se produkcija
cGMP, Na*-K* se odprejo, celica
se ponovno polarizira
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Increased GFR

N. Ghosh, H. Haddad: Atrial natriuretic peptides in heart failure: pathophysiological significance, diagnostic and
prognostic value. https://doi.org/10.1139/y11-040 2011, 89, 587-591.

Detekcija pesanja srca - ANP/BNP

Heart Failure ’

Activation of sodium and
sympathetic nervous water retention

system, RAAS /

Vasoconstriction,

Atrial stretch,
increased
LVEDP

l

1‘ ANP BNP
Decreased

l l l Aldosterone

— -_> Decreased \ 0

Vasodilation Renif Decreased
Angiotensin ||

Decreased blood pressure,
natriuresis, diuresis.

i

|
o ns
= |
o
!

Q Triage

Triage BNP Test (CLIA waived)

https://www.cliawaived.com/triage-bnp-test-clia-waived.html (accessed May 12,

2025).
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Hvala za vaso pozornost!
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