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TRASDUZIONE DEL SEGNALE:
comunicazione extracellulare
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Trasduzione del segnale

e Catena di reazioni che, ricevendo
segnali molecolari (ormoni) tramite
recettori proteici (della superficie
cellulare o del nucleo), agisce su
bersagli molecolari intracellulari
per attivare o disattivare
processi (metabolismo, espressione
genica ecc.) essenziali per il
funzionamento della cellula.
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Trasduzione del segnale

Avviene quando un segnale extracellulare viene trasdotto
modificando il comportamento della cellula bersaglio.
La trasduzione avviene tramite recettori, proteine di
membrana, o proteine solubili, che possiedono una grande
affinita per un ligando (proteina, acido nucleico, molecola a
basso peso molecolare).
Gli eventi che seguono il legame del ligando al recettore
vanno sotto il nome di

cascata di trasduzione del segnale
Per generare una risposta cellulare specifica il segnhale deve
essere trasferito all'interno della cellula: questo avviene
grazie all'azione di una serie di molecole:

secondi messaggeri
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Trasduzione del segnale

e Si possono individuare tre grandi famiglie di recettori impegnati
nei meccanismi di trasduzione del segnale a livello della
membrana plasmatica, classificati mediante il meccanismo di
signalazione:

- i recettori canale (chiamati anche recettori ionotropici): il legame del
ligando apre o chiude un canale ionico (che permette cioe il passaggio
di ioni attraverso la membrana plasmatica) formato dal recettore
stesso.

- i recettori accoppiati a proteine G (GPCR): questi recettori regolano
I'attivita di proteine bersaglio (enzimi o canali ionici) legate alla
membrana plasmatica. L'interazione tra il recettore e la proteina
bersaglio &€ mediata da una terza proteina: proteina G eterotrimerica.

- i recettori tirosin-kinasici (RTK): quando vengono attivati questi
recettori si comportano essi stessi da enzimi o attivano enzimi a cui
sono associati direttamente.
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Segnali

e Fisici (fotoni, stimoli meccanici ...)
e Molecole organiche (adrenalina ...)
¢ Peptidi (insulina, glucagone ...)
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Proprieta dei recettori

e Proteine che convertono un segnale
chimico in un segnale biologico.
— I recettori sono specifici;
- Permettono I'amplificazione del segnale;
— Possono essere modulati;
— Possono fornire risposte integrate
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Specificita
e C’e una specificita
molecolare che |
lega un segnale al /
proprio recettore: \ Ve
- Solo alcune w
molecole si legano

altre no.

Recettora

!

Fffetta
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Amplificazione

Segnale
e |'attivazione di un

recettore attiva,

Spesso, un d\)

meccanismo a RECETTORE
cascata che porta ; ]
ad una Y Y

segnale.

}

a $
amplificazione del ll- “ lll,
¥
L4
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Adattamento - Desensibilizzazione

e |'attivazione di un Segnale
recettore innesca un
circuito di retroazione che
ne riduce l'attivita.
0 (b

RECETTORE

|

RISPOSTA
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Integrazione

¢ Quando due w
segnali agiscono, l

attraverso specifici
recettori, su una

T\

stessa grandezza CCETToRE
in modo opposto, il |
risultato e una RISPOSTA RISPOSTA
grandezza che A B
integra le risposte. tix) }1X]
1 I
RISPOSTA
INTEGRATA

AlX]
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Sensibilita

e La sensibilita delle vie di trasduzione dipende da
tre fattori:

- l’affinita tra il ligando (segnale) e il suo recettore puo essere
espressa dalla costante di dissociazione del complesso (K,) che
spesso ha valori intorno a 10-10 M;

- la cooperativita nelle interazioni ligando-recettore determina
una grande variazione nello stato di attivazione del recettore in
risposta a una piccola variazione della concentrazione del
ligando;

- I"amplificazione: I'attivazione di un singolo enzima associato
al recettore del segnale catalizza, a sua volta, I'attivazione di
molte molecole di un secondo enzima, ognuna delle quali
determina poi l'attivazione di un terzo enzima e cosi via. Con
queste cascate si possono ottenere amplificazioni di diversi
ordini di grandezza in pochi millisecondi.
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Sensibilita

e La sensibilita dei recettori puo
essere modulata.

—quando un segnale perdura nel tempo,
si ha una desensibilizzazione del
recettore; quando la concentrazione
dello stimolo scende sotto un certo
livello, il sistema riacquista la sua
sensibilita.

e Sistema di trasduzione visivo quando si
passa dalla luce al buio e viceversa;
e Saturazione dei chemocettori in batteri
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Sensibilita

e La sensibilita dei recettori puo
essere modulata.

- integrazione, la capacita del sistema di
ricevere segnali multipli e di produrre
una sola risposta appropriata alle
necessita della cellula o dell’'organismo.

¢ Vie diverse di trasduzione del segnale
convergono |'una con l'altra a diversi livelli
generando un insieme di interazioni che

serve a mantenere I'omeostasi nelle cellula
o nell’'organismo.
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Meccanismo

e Il fattore di innesco e diverso per ogni
sistema, ma le caratteristiche generali
delle vie di trasduzione del seghale sono

comuni a tutte:

1. un segnale interagisce con il suo recettore;

2. il recettore attivato interagisce con una
macchina cellulare che produce un secondo
segnale o una modificazione dell’attivita di
una proteina cellulare;

3. I'attivita metabolica (il comportamento) della
cellula bersaglio viene alterata;

4. |la trasduzione e terminata e la cellula ritorna
allo stato originario.
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R ttori
i oni Recettore a sette eliche
Conale onic controllato | | Barnidmbrang
al\apconcentrazione dipun 1l ligando si lega al recettore
ligando o di un potenziale & attiva una proteina intracellulare Recettore senza attivita
df membrana che lega GTP e che regola un enzima enzimatica intrinseca
che catalizza la sintesi di un Interagisce con una protein kinasi
Specie secondo messaggero citosolica che agisce sull'espressione
ol genica direttamente o attraverso
una cascata di protein kinasi
Membrana Recettore enzimatico
lasmatica Il ligando si lega al / . : My,
P dominio extracellulare /’ Y Recettore di adesione
e stimola un'attivita Cascata |1l ligandosi
enzimatica intracellulare delle kinasi|| 292 ad un dominio
6 & extracellulare,
. cambia
conformazione e
4u—-Recettore degli carmbia la sua
ormoni steroidei interazione con |l
L'ormone si lega ad un citoscheletro
DNA~e———~  recettore nucleare che
regola I'espressione J, DNA
mRNA - genica mRNA
Membrana I
Nucleare Proteina Proteina
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Recettori di superficie

Recettore a sette eliche
transmembrana

1l ligando si lega al recettore

e attiva una proteina intracellulare
che lega GTP e che regola un enzima
che catalizza |a sintesi di un Interagisce con una protein kinasi
Specie secondo messaggero cito;o\ic@ che agisce sull'espressione
fiemiiea genica direttamente o attraverso
una cascata di protein kinasi

Canale ionico controllato
Si apre o chiude in risposta

alla concentrazione di un
ligando o di un potenziale
di mermbrana

Recettore senza attivita
enzimatica intrinseca

Membrana |
PLESERIE Recettore di adesione
Il ligando si
lega ad un dominia
extracellulars,
cambia
conformazione e
a~Recettore degli cambia la sua
ormoni steroidei _ interazione con il
L'ormone si lega ad un citoscheletra
DNAse—~——~~ rocettore nucleare che
regola |'espressione

mMRNA GEniee) mMRNA

Membrana
Nucleare

Proteina Proteina
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Trasduzione del Segnale da Recettori
di Superficie

Fattore di
crescita

ormone

attivita TK . s
CPCR intrinseca Senza alttwlta TK

L ek
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Recettori

Recettore a sette eliche
transmembrana
T igando s lega o recslloe
e attiva u~a prateina intrazsllulare
chz lzga GTP e che ~egolz un enzima
the ca-alizza la sintesi i un Intzsragisce con una crozei~ kinasi
Semde sezohdo TIessagaco ritosnlica che azisce a0 l'rspFasione
ol qzn ca direttarente o Sttravarso

- u-g csscata di prateln <Inasl

Canale ionico contiollate
5 acre o dhiude in rispzsta
ala concenzrazions d u-
ligardi = el un potenziale
d merbrana

Recettore senza attivita
enzimatica intrinseca

|
Membrana Recettore enzimatico
plasmatica I e do si ey 4l . )
cominiz extrecel lulars p Recettore di adesione
= stimola _nattlvizs / L l\;andoh,\
=rzimatica incrace lulars e:ta -SidHuI domrinlo
extracell_lare.
cembia
A zione =
4~ Recettore degli combia la suc
e ormoni steroidei nterazions con |
\ - _omione s lega ac un ritoscheletro
DNA~r————~  ~gce=-cre n_clears che
l. -egola | espressione -
¥ mRNA  Zeniza mRNA
Membrana -
Nucleare Proteina Proteina
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Recettori a sette eliche transmembrana
o)
Recettori accoppiati a proteine G

e Sette tratti transmembrana;
e Piu di duemila recettori;
[ J

Presenti in tutti gli eucarioti;

e Funzioni biologiche diverse;
Molecole segnale:

— proteine, peptidi, lipidi e altre molecole;
e Strutturalmente simili.
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The Mobel Prize in Chemistry 2012

Robert J. Lefkowitz, Brian K. Kob lka
The NHobel Prize in Chemistry 2012 [*]
Fakett J. Lefkowilz
Brian K. Kohilka

Robert J. Lefk:uwnz Bnan b Hokaa

The Mobel Prize in Chemistry 2012 was awarded jointlv to Robert J Lefkowitz and
Brian K. Kokilka "Tor stLaies of (-profein-colnied receiors”
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Recettori accoppiati a proteine G

Pfrfoteina

! effettrice

. Ligando inattiva Proteina
(Adenilato ciclasi, effettrice
fosfolipasi ¢, ecc. ) attivata

Recettore Proteina G Proteina G
inattiva

Secondi messagger/
(cAMP, Inositolol1,4, 5-trifosfato
1,2-diacilglicerolo, ecc.)

e Recettori proteici della membrana plasmatica che
attivano indirettamente, attraverso proteine che
legano il GTP (proteine G), enzimi che a loro
volta producono un secondo messaggero.




G Protein Coupled Receptors

Pfrfoteina
! effettrice
. Ligando inattiva Proteina
(Adenilato ciclasi, effettrice
attivata

fosfolipasi ¢, ecc. )

ouT
: lﬂal ﬂ

IN

Recett
scettore Proteina G

Proteina G
inattiva
Secondi messagger/
(cAMP, Inositolol1,4, 5-trifosfato
1,2-diacilglicerolo, ecc.)

e Recettori proteici della membrana plasmatica che
attivano indirettamente, attraverso proteine che
legano il GTP (proteine G), enzimi che a loro
volta producono un secondo messaggero.
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Classificazione

Superfamiglia GPCR
(791 geni)
|
|

|

|

|

Classe A Classe B Classe C Altri

Rhodopsin-like Secretin-like Glutamate (92)
(662) (15) Receptor-like Adesione (33),
(22) Frizzled (11),

Taste type-2 (25),
non classificati (23)

Ligandi Olfattori/Feromoni
endogeni/Orfani (391)
(271)

(di questi il 25% dei 200 farmaci piu usati)

Trasduzione del segnale - I
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Il 50% dei farmaci sono attivi su questi recettori
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Protein family review
Family-B G-protein-coupled receptors
Anthony J Harmar

Address: Department of Neuroscence, University of Edinburgh, 1 George Square, Edinburgh EH8 9J%, UK. E-mail: Tony. Harmar@ed.ac.uk

Published: 23 November 2001
Genome Biology 2001, 2( 12):reviews3013.1-3013.10

All G-protein-coupled receptors (GPCRs) share a common molecular architecture (with seven
putative transmembrane segments) and a common signaling mechanism. in that they interact with G
proteins (heterotrimeric GTPases) to regulate the synthesis of intracellular second messengers such as
cyclic AMP, inositol phosphates, diacylglycerol and calcum ions. Historically, GPCRs have been
classified into six families, which were thought to be unralated; three cf these are found in vertebrates.
Recent work has identified several new GCPR families and suggested the possibility of a common
evolutionary origin for all of them. Family B (the secretin-receptor family or ‘family 2°) of the GPCRs is
a small but structurally and functionally diverse group of proteins that includes receptors for
pclypeptida  hormones, molecules thought to mediate intercelular interactions at the plasma
membrane and a group of Drosophila proteins that regulare strass responses and longevity. Family-B
GPCRs have bean found in all animal species investigated, including mammals, Caenorhabditis elegans
and Dresophila melanogaster, but not in plants, fungi or prokaryotes. In this article, | describe the
structures and functions of family-B GPCRs and propose a simplified nomenclature for these proteins.
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Protein family review
Family-B G-protein-coupled receptors Family F
Anth TH Cyclic AMP receptors from D.
nthony J Harmar discoideum
Address: Department of ience, University of Edinburgh, 1G Edinburgh EH8 9JZ, UK. E-mail: Tony ac.uk
Qcular albinism protein
Published: 23 November 2001 B
. e amily
Genome Biology 2001, 2(12)s 3013.1-3013.10 5
enome Slolegy (1 Dreviews — Peptide receptors (such as the
\F;'mlly A hodopsi secretin receptor)
sua plgmsms (Wi =) Putative cell-surface signaling
I\;I:n%amlne receptors molecules (e.g. CD97)
Hsf:‘slp:och:?golryscoprotsin Methuselah and related
Di hife teil
hormones (such as FSH) e e
Chemokine receptors
Prostanoid receptors Frizzled/Smoothened family
Nucleotide receptors Drosophila smoothened (Smo)
Drosophila frizzled (Fz)
More than 10 orthologs in man
C. elegans Sro-1 and related
genes Family E
Fungal pheromone A- and M-
‘ Mammalian olfactory receptors factor receptors
Putative pheromone receptors FamilyC
e | Metabotropic glutamate receptors
epithelium Calcium-sensing receptor
GABAR receptors
Putative pheromone receptors
C. elegans serpentine receptors from apical vomeronasal
(such as Sra-1 and Odr-10) epithelium
Drosophila Bride of sevenless
(Boss)
Human RAI3 gene product
Family D
Fungal pheromone P- and o-
factor receptors
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Tahle 1. The total number of GPCRs inthe repertoires of mouse and human

Group Mumber in mouse Mumber in human Peptide ligand Eiogenic amine ligand Lipid ligand Purin ligand Other ligand Orphan
Glutamate 79 22 u} 0 u} u} 4 65 (2)
Fhodopsia (@) 105 101 8 43 (413 20 4 B(E) 18 (20
Fhodopsia (F) 96 43 36 (37) il il il il 10 (8)
Rhodopsia (y) 67 B4 43 51 il 4 il 2 12
Fhodopsia (5) 52 B3 43 (22) il 11 10(12) 2(1) 16 (17)
Adhesion a1 33 il il il il 1(2) 30 (31)
Frizzled hh 11 u} u} u} u} 1 o

Taste type 2 24 25 u} u} u} u} 109 xR veicy]
Secretin 15 18 15 u} u} u} u} o

(s =) 2 — — — — — —
OWfactory 1027 28 — — — — — —
Ofhers 253 233 — = = = — -

Total 1697 7941 154 (133) 50 (51) 25 14 018) 27 (22) 124(112)
The GPCRs are divided into families according to the GRAFS clazsification system ( it te, A in i), A in(p, R iRy,

Rhodopsin (F), Adhesion, Frizzied, Tastez, Secretin). Additionally the most recent published numbers for pheromone receptors type 1 (1WA [29] and
[30] and Oifactoryreceptors [18] and [19] are given. A ligand preference for the different families is showed in columns 3-8, Others (all receptors are
found in both species unless otherwise noted): DARC (DUTfy) GPR137 (C110RF4), GPR23, GPRES, GPR1 20, GPR13S, GPR139, GPR141 (and Gpridih
only in mouse), GPR142, GPR146, GPR152, GPR1G0, GPR1S1 (GPCR-2037), HEPCR1S, GPR148 (EDA), GPR143 (041), GPR1728 (PERYVART) (found
only in human), GPR172B (PERYARZ) (found only in human), TRHR (and Trhr2 only in mowse), GPRA3TE (TMTSF1), GPR13TC (TMPSFIL2), TMTSF3,
GPR17S5 (TPRA40).

Genorni cs
“ilume 38, lssug 3, September 2008, Pages 263-173

Comprehensive repertoire and phylogenetic analysis of the G protein-coupled
receptors in human and mouse

Thdéra K. Bjarnadoéttir, David E. Gloriam, Sofia H. Hellstrand, Helena Kristiansson, Robert Fredriksson, Helgi B. Schioth
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Classificazione GRAFS

e Piu recentemente e stato proposto il sistema di
classificazione GRAFS (Glutamate, Rhodopsin,
Adhesion, Frizzled/Taste2, Secretin).

e Questo sistema prevede il raggruppamento in sei
classi basato sulla omologia di sequenza e sulla
funzione

Classe A (o 1) (Rhodopsin-like)

Classe B (0 2) (Secretin receptor family)

Classe C (o 3) (Metabotropic glutamate/pheromone)

Classe D (o0 4) (Fungal mating pheromone receptors)

Classe E (0 5) (cAMP receptors)

Classe F (0 6) (Frizzled/Smoothened)
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assificazione

Box1 of Geprotein-coupled receptors
Gp "Rs) can be divided a Family 1
intosix families (see the GPCR database online). Schematic

key structural

aspects of the thre i funlies ace shown. Fanily 1 (panel s also
referred ta as family A ar the thodopsin-like family) is by far the largest
subggroup and contains receptors for odorants, small molecules such as

I Receptors of family | by several highly
conscrved amino acids (some of which are indicated in the diagram by
red circles) and a disulphide bridge that connects the first and second
ps (LCLs). Most of
ALMITOUATED Cysteine in Uhe carbuxy-terminal
determination of the crystal structure of thodopsin has indicated that the
transmembrane ( IM) domains of family 1 receptors are tilted’ and
“kinked” as shown. Family 2 or family B GPCRs (panel b) are
characterized by a relalively long amino lermminus that conlains several
cysteines, which presumably form a nctwork of disulphide bridges. Theie
mmplmlogy is similar to some {amlly ! m:plmsy but they do not share

 dislphide bridgeha comnects ECLl uu.l ECI.Z but the palmitoylation
site is missing, the conserved prolines are different from the conserved
‘profines in Lhe family 1 receplors and the DRY (asparlicacid, arginine,
tyrosine) motif adjacent to TM3 is abscat. Little is known about the
orientation of the TM damains, but — given the divergence in amino
acid sequence — itis probably quite dissimilar from that of rhodopsin.
Ligands for family 2 GPCRs include hormones, such as glucagon,

one. Family 3
the Ca®*-sensing and the

(panel ¢) contains
ic acid (GABA), receptors. Tt
Ty al i haxy] L Thehwd,
binding domain is located in the amino terminus, which is often described
as being likea Venus ly an) Except{or two cysteines in ECLI and ECL2
that form a p , the family 3 have
any of the ey features that characterire family 1 and 2 receptors. A unique
the family 3 is
shortand highly conserved. Althaugh the \Iruuumuﬂhe.mum) Lerminus
1o the family- is known about
the arientation af the TM domains.

G-PROTEIN-COUPLED RECEPTOR
OLIGOMERIZATION AND ITS
POTENTIAL FOR DRUG DISCOVERY

 Briars F. O"Dowd™ and Sawsuel P Lee”

o . Gaor
NATURE REVIEWS | DRUG DISCOVERY
808 | OCTOBER 2002 | VOLUME 1
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all-trans retinolo

all-trans retinolo

all-trans retinil estere 11-cis retinolo
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all-trans retinolo
all-trans retinolo
all-trans retinil estere 11-cis retinolo
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Figure 2

Seguence and conservation of thodopsin. Two-dimensional represcntation of the thodopsin sequence. The receptor has seven

transmembrane helices (H1-H7) and a short amphipathic helix (H8) that lies on the cytoplasmic surface of the membrane. Amino acids

are shown in single-letter codes. Red circles denote signature-conserved residues, blue circles small and weakly polar group conserved L
residues, and green circles subfamily-specific residues. Red circles with a yellow border correspond to the residues with the highest Structure and Activation
sequence identity on each helix. Trp265543 (69.29%) may also he cansidered a signamre residue. The residues in gray are herween 70% .

and 90% conscrved in the visual receptor subfamily. CL, cytoplasmic loop; CT, C terminus; EL, extracellular loop; NT, N terminus. of the Visual

Pigment Rhodopsin
Steven O. Smith

Annu. Rev. Biophys. 2010. 39:309-28
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Figure 1| Conserved features and structural motifs
within the Rhodapsin receptor family/class A.

The upper part of the figure illustrates the differences
within the secondary structure of the N termini of the
Rhodopstn receptors. The sclssor Indicatesthe cleavage
site for the protease-activated receptors (PARS). In the
lower part of the figure, the schematic transmembrane
(TM) regions display the consensus of an alignment
generated in ClustalW 1.82 (REF. 233) of eight diverse
human Rhodopsin receptors. The eight selected
recaptors represent the four subgroups of the Rhodopsin

Most tamily: @, B, yand d. The ti-group comprises rhodapsin
Rhodopsin and cannabinoid receptor 2. The B-group comprises
G“;E";} neuromedin U receptor 2 and endothelin receptor type B.

They-group comprises bradykinin receptor 1 and
interleukin 8 receptor-0(CXCR1). The 8-group comprises

" p P2Y8and factor
PARD LGR4-6 I N tormit within the {thrombin) receptor. Residues conserved in all eight
Rhodopsin family sequences are displayed as circles in which conserved

aliphatic residues are shown in beige, polar in orange,
aromatic in purple, positively charged in red and
negatively charged in blue. The positions of the residues
are calculated from the TM boundary (established by
Palczewskl et al.*) starting with 1 In the N- to C-terminal
direction. Numbers In Italic correspond to the first
position in each TM region of rhodopsin. Conserved
sequence motifs found in the TM regions of the
Rhodopsin receptor family are surrounded by blue boxes.
Uppercase letters indicate completely conserved
positions, lowercase letters indicate well-conserved
positions (»50%), whereas x indicates variable positions.
Conserved cysteine rasidues are pictured as yellow
circlesand the cysteine bridge between the extracellular
loop 1and 2, which is common to most G protein-
coupled receptor (GPCR) famllles, Is Indicated by two
straight lines. Dashed black lines visualize hydrogen

in bovine rhodopsin in which dashed blue

lines show the postulated ‘ionic lock™. Dashed red lines

O Aliphatic lines show the postulated ‘ionic lock, Dashed redl
‘olar isplay van der Waals interactions within the.

© ol display van der Waall hin the

© Aromatic B,-adrenoceptor (ADRB2) model. FSHR, follicle-

© Postively charged ing h 3 LDLa, low-density

© Negatively chaged | IPOProfein receptor class A domain; L GR, leucine-rich

© Conorved eyt | ePEA-cONaInING GPCR; LHCGR. luteinizing hormone
- 0 receptor; LRR. leucine-rich repeat: PARS, protease-

& Gycosylaticnsite activared receptors; TSHR, thyrotropin receptor.

Structural diversity of G protein-
coupled receptors and significance
for drug discovery

Matin C. Lagerstrom* ! and Helgi B. Schicth*

NATURE REVIEWS | DRUG DISCOVERY
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1l recettore legato La subunita c.della G L'adenilato ciclasi La PKA viene attivata
al ligando determina interagisce con s attivata catalizza la -*> dal cAMP
la sostituzione del I'adenilato ciclasi formazione di cAMP
GDP con il GTP nella attivandola. da ATP. l
proteina Gg attivandola. 6
Fosfodiesterasi La pKA fosforila le
proteine cellulari che
7 mediano al risposta
1l cAMP & degradato dell'adrenalina
e finisce I'effetto della PKA 5'-AMP
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Crystal structure of the B, adrenergic
receptor-Gs protein complex

Seren G. F. Rasmussen"?*, Brian T. DeVree™, Yaozhong Zou', Andrew C. Kruse', Ka Young Chung', Tong Sun Kobilka', _
Foon Sun Thiagl. Pil Seok Chae®, Els Pardon™®, Diane Calinski®, Jesper M. Mathiesen', S?;ed T. A. Shah’, Joseph A. Lyons’,
Martin Caffrey”, Samuel H. Gellman®, Jan Steyaert™®, Georgios Skiniotis®, William I. Weis"?, Roger K. Sunahara® & Brian K. Kobilka"

G protein-coupled receptors (GPCRs) are responsible for the majority of cellular responses to hormones and
neurotransmitters as well as the senses of sight, olfaction and taste. The paradigm of GPCR signalling is the activation
of a heterotrimeric GTP binding protein (G protein) by an agonist -occupied receptor. The p, adrenergic receptor (B,AR)
activation of Gs, the stimulatory G protein for adenylyl cyclase, has long been a model system for GPCR signalling. Here
we present the crystal structure of the active state ternary complex composed of agonist - occupied monomeric ;AR and
nucleotide-free Gs heterotrimer. The principal interactions between the f,AR and Gs involve the amino- and
carboxy-terminal a-helices of Gs, with conformational changes propagating to the nucleotide-binding pocket. The
largest conformational changes in the P,AR include a 14A outward movement at the cytoplasmic end of
transmembrane segment 6 (TM6) and an o-helical extension of the cytoplasmic end of TM5. The most surprising
observation is a major displacement of the a-helical domain of Gas relative to the Ras-like GTPase domain. This
crystal structure represents the first high-resolution view of transmembrane signalling by a GPCR.

29 SEPTEMBER 2011 | VOL 477 | NATURE | 549
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Crystal structure of the B, adrenergic
receptor-Gs protein complex
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G protein-coupled receptors (GPCRs) are responsible for the majority of cellular responses to hormones and
neurotransmitters as well as the senses of sight, olfaction and taste. The paradigm of GPCR signalling is the activation
of a heterotrimeric GTP binding protein (G protein) by an agonist -occupied receptor. The p, adrenergic receptor (B,AR)
activation of Gs, the stimulatory G protein for adenylyl cyclase, has long been a model system for GPCR signalling. Here
we present the crystal structure of the active state ternary complex composed of agonist - occupied monomeric ;AR and
nucleotide-free Gs heterotrimer. The principal interactions between the f,AR and Gs involve the amino- and
carboxy-terminal a-helices of Gs, with conformational changes propagating to the nucleotide-binding pocket. The
largest conformational changes in the P,AR include a 14A outward movement at the cytoplasmic end of
transmembrane segment 6 (TM6) and an o-helical extension of the cytoplasmic end of TM5. The most surprising
observation is a major displacement of the a-helical domain of Gas relative to the Ras-like GTPase domain. This
crystal structure represents the first high-resolution view of transmembrane signalling by a GPCR.

29 SEPTEMBER 2011 | VOL 477 | NATURE | 549
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G protein-coupled receptors (GPCRs) are responsible for the majority of cellular responses to hormones and
neurotransmitters as well as the senses of sight, olfaction and taste. The paradigm of GPCR signalling is the activation
of a heterotrimeric GTP binding protein (G protein) by an agonist -occupied receptor. The p, adrenergic receptor (B,AR)
activation of Gs, the stimulatory G protein for adenylyl cyclase, has long been a model system for GPCR signalling. Here
we present the crystal structure of the active state ternary complex composed of agonist - occupied monomeric ;AR and
nucleotide-free Gs heterotrimer. The principal interactions between the f,AR and Gs involve the amino- and
carboxy-terminal a-helices of Gs, with conformational changes propagating to the nucleotide-binding pocket. The
largest conformational. changes in thé FxAR THeRide a8 TH X SUEvaTd Hovement af The oy Topsmic e of
transmembrane segment 6 (TM6) and an o-helical extension of the cytoplasmic end of TM5. The most surprising
observation is a major displacement of the a-helical domain of Gas relative to the Ras-like GTPase domain. This
crystal structure represents the first high-resolution view of transmembrane signalling by a GPCR.
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Crystal structure of the B, adrenergic
receptor-Gs protein complex
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G protein-coupled receptors (GPCRs) are responsible for the majority of cellular responses to hormones and
neurotransmitters as well as the senses of sight, olfaction and taste. The paradigm of GPCR signalling is the activation
of a heterotrimeric GTP binding protein (G protein) by an agonist -occupied receptor. The p, adrenergic receptor (B,AR)
activation of Gs, the stimulatory G protein for adenylyl cyclase, has long been a model system for GPCR signalling. Here
we present the crystal structure of the active state ternary complex composed of agonist - occupied monomeric ;AR and
nucleotide-free Gs heterotrimer. The principal interactions between the f,AR and Gs involve the amino- and
carboxy-terminal a-helices of Gs, w1th conformational changes propagating to the nucleotide-binding pocket. The
largest conformational cha B2AR mclucle a 14A outward movement_at_ the vio plasmic end of

obqervatmn is a major displacement of the a-helical dornam of Gos relatlve to the Ras-like (J[Pace dnmaln [hu
crystal structure represents the first high-resolution view of transmembrane signalling by a GPCR.
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G protein cycle for the B2AR-Gs complex

a Agonist G protein coupling Activated G protein subunits GTP hydrolysis and b
binding and nucleotide exchange regulate effector proteins inactivation of G protein

(o
Rl
k GTF Gop

Reassembly of heterotrimeric G protein

SGF Rasmussen et al. Nature 549-555 (29 September 2011) doi:10.1038/nature10361 I |ature
47
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K. Krisiansen / Pharmacology & Therapeutics 103 (2004) 21-50

S6
)
@9 o@ C-terminus (intracellular)

Fig. 1. Sct it ion of the ; topology of the human (3, adrenergic receptor. The localizations of TMHs in the human po-adrenoceptor are
indicated (black lines). The core and water-lipid interface regions of the lipid membrane are indicated with light gray and dark gray colors on the background.
Each of the 7 TMHs have one characteristic residue (black circles with white text), which is found among the majority of family A receptors (Asn51(1.50);
Asp79(2.50); Arg131(3.50); Trp211(4.50); Pro288(5.50); Pro323(6.50); and Pro323(7.50)). Disulfide bridge formation between Cys106/Cys191 and Cys184/
Cys190 (Noda et al., 1994), a palmitoylation site (Cys341, gray color) in the C terminus (Mouillac et al., 1992). Asp(3.32) residue (gray color) is the counterion
for the binding of protonated amine agonists and antagonists to biogenic amine receptors.
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1) High affinity
agonist binding

2) Apyrase
treatment
—

3} Detergent
exchange

BI-167107 bound GDP baund
B2ARin DDM Gs heterotrimer in DDM

Stable B AR-Gs
complexin MNG-3

High affinity
nucleotide-free
P2AR-Gs interaction

Figure 510: Formation of a stable f,AR-Gs complex.

A stable complex was achieved by the combined effects of: 1) binding a high affinity agonist to the receptor with an extremely
slow dissociation rate (as described in Rasmussen et al., 2011); 2) formation of a nucleotide free complex in the presence of apyrase,
which hydrolyses released GDP preventing it from rebinding and causing dissociation of the B;AR-Gs complex; and 3) detergent
exchange of DDM for MNG-3 which stabilizes the complex.

SGF Rasmussen et al. Nature 549-555 (29 September 2011) doi:10.1038/nature10361 1 |al l Ire
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STRUCTURAL BIOLOGY

Snapshot of a signalling complex

G- protein-coupled receptors initiate signalling pathways by forming complexes with agonist molecules and G proteins.
The first crystal structure of such a complex is both reassuring and provocative. SEE ARTICLE P549 & LETTER P.611

THUE W. SCHWARTZ & THOMAS P. SAKMAR 540 | NATURE VOL 477 | 29 SEPTEMBER 2011
Figure 1 | Activated receptor-G-protein complex.
Transmembrane G-protein-coupled receptors
(GPCRs) form complexes with agonist molecules
Detergent and G proteins to initiate a wide range of signalling
micelle pathways in cells. Rasmussen et al.* report the
first crystal structure of a complete, activated
GPCR signalling complex: the agonist-bound
(,-adrenergic receptor (P, AR) in complex with its
G protein, G;. In this schematic of the complex, a,
[ and y are the three subunits of G,. Also pictured
are the protein T4-lysozyme (T,L) and a single-
chain antibody (SCA), which were incorporated
into the complex to facilitate its crystallization. The
micelle acts in lieu of a cell membrane and
‘maintains the structure of the complex. The zigzag
lines on a and y are endogenous lipid modifications
that anchor the G protein to the micelle. Broken
arrows within the a-subunit indicate structural
changes that lead to the separation of its two
domains (solid double-headed arrow), which allows
the G protein to exchange one nucleotide (GDP)
for another (GTP; nucleotides notshown). The
broken, double-headed arrow in B, AR indicates
heall i

ic mech that G-protein
binding to high-affinity agonist binding. (Graphic
designed by Karina Aberg.)
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100 um

Figure 52: Crystals of the TAL-(,AR-Gs-Nb35 complex in sponge-like mesophase

SGF Rasmussen et al. Nature 549-555 (29 September 2011) doi:10.1038/nature10361 I Ia' l Ire
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Overall structure of the B2AR-Gs complex

TAL

Cytoplasmic view

SGF Rasmussen et al. Nature 549-555 (29 September 2011) doi:10.1038/nature10361 I Ia' l Ire
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Extracellular

Cytoplasmic view
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Comparison of active and inactive B2AR structures

Cytoplasmic view

Figure 3 | Comparison of active and inactive

_ B:AR structures. a, Side and cytoplasmic views of
" the B2AR-Gs structure (green) compared to the

inactive carazolol-bound B,AR structure® (blue).

Significant structural changes are seen for the

intracellular domains of TM5 and TM6. TM5 is

~ extended by two helical turns whereas TMG6 is

1, moved outward by 14 A as measured at the

- a-carbons of Glu268 (yellow arrow) in the two

structures. b, J,AR-Gs compared with the

nanobody-stabilized active state B,AR-Nb80
structure'” (orange). ¢, The positions of residues in

the E/DRY and NPxxY motifs and other key
residues of the P2AR-Gs and B, AR-Nb80
structures. All residues occupy very similar

positions except Arg 131 which in the B AR-Nb80
structure interacts with the nanobody. d, View

from the cytoplasmic side of residues shown in c.

B,AR-Gs B,AR-Nb80

o5
SGF Rasmussen et al. Nature 549-555 (29 September 2011) doi:10.1038/nature10361 I Ia' l Ire
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Receptor-G protein interactions

Eigure 4| Receptor-G protein intemdions. 3, b, The @5-helix of Gos ducks NEY sequenein TM7. b, As a5-lidlix e the rewepton it forus & vetwukol
mawmﬁnwwumwammwmwwum« polar TMS5and TM3. ¢, Tesidues Thr 56 and Asp 130
hmmh'auehdm sands.a wnhmlnummm interact with the KCL2 helix of the AR via mlﬂ,pmmughehdxso
Jinge '1!1‘391 tht Phe 139 of the receptor decks into a hydraphabic packeton the Gprotdn
ommswwmglsl t: ADRY inTM3(ssealen  surface, thereby -G pootein i jrss with the
Supplementary Fig. 3). Arg 131 also pacls agane Tys 336 of the comservel hughlymmanYupﬁofMBM

SGF Rasmussen et al. Nature 549-555 (29 September 2011) doi:10.1038/nature10361 I Ia' l Ire
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Receptor-G protein interactions

Figure 4| Receptor-G proteininteradtions, a, b, The 25-helix of Gas docks NEx:Y sequencein TM7. b, As atS-helx exits the receptor it forms a netwarkof
intea cavity formed an the intracallular sde of the receptor by theapering of  polar TM5and TM3 ¢, R residues Thr iR and Asp 130
mmmhmehdam Smdé nwntm&e&mmbmmlhe wmwﬁ&embdmdtbe ﬁ,wvaﬁrlll,pmmughebelneo

:: lvespacki ".lrr”l thet Fhe 139 of tt p pocket on the G protdn
ommshd.nta@msmrgul ADRY a%%mmﬂrmgmw—ﬁmmmmu

Supplemencary Fig, 3). muw»mwmnmum highly conserved DEY motf of the B:AR.

SGF Rasmussen et al. Nature 549-555 (29 September 2011) doi:10.1038/nature10361

v. 1.5.1 © gsartor 2016 Trasduzione del segnale - I

nature

57

Possible sequence of B2AR-Gs complex formation
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SGF Rasmussen et al. Nature 549-555 (29 September 2011) doi:10.1038/nature10361
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Conformational changes in Gas

AR Gus of
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SGF Rasmussen et al. Nature 549-555 (29 September 2011) doi:10.1038/nature10361 I Ia' l Ire
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Conformational changes in Gas

Gus of

% (GTRS-H6lnd)

SGF Rasmussen et al. Nature 549-555 (29 September 2011) doi:10.1038/nature10361 I Ia' l Ire
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Figure $3: Views of electron density for residues in the p;AR-Gs interface.

a) The D/ERY motif at the cytoplasmic end of TM3. b) Packing interaction between Arg131 of the E/DRY motif and Tyr391

of C-terminal Gas. ¢} The NPxxY in the cytoplasmic end of TM7. d) Interactions of Thr68 and Tyr141 with Asp130 of the E/DRY
motif. Phe139 of IL2is buried in a hydrophobic pocket in Gas. e) The B1-a1 laop (P-loop) of Gas invelved in nucleotide binding.

SGF Rasmussen et al. Nature 549-555 (29 September 2011) doi:10.1038/nature10361 I Ia' l Ire
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Side Perspective

Inactive GPCR Active GPCR
_ he ]
N-‘E"":""s N-terminus
C-terminus .
% » Signaling
Intracellular Perspective
e Inactive GPCR Active GPCR
-terminus C-terminus
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+ Agonist )
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“(,RO Transmembrane Helix (TM1-7) MO  Agonist K Intracellular loops (IL1-3)
@ C-terminal tail of Ga

-~ Extracellular loops (EL1-3)

OR_Intracellular Helix 8 (GBY-Binding) ™. Non-covalent Bond \ Ga-Binding Surfaces
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Oligomeri

Table 1 | GPCRs that form homo-oligomers

Receptor

Family 1 receptors

A, adencsine
PB,-adrenoceptor

AT, angiotensin Il

B, bradykinin

‘CCR2 chemokine

‘CCRS chemokine

'CXCR4 chemokine

D, dopamine

D, dopamine

D, dopamine

H, histamine

H, histamine

Luteinizing hormone/hCG
MT, melatonin
MT,melatonin

M, muscarinic acetylcholine
M, muscarinic acetylcholine
w-opioid

v. 1.5.1 © gsartor 2016

8-opioid Family 2 receptors

x-opioid 19G hepta

5-HT,  serotonin Gonadotropin-releasing hormone
5-HT, , serotonin Family 3 receptors

SSTR,, somatostatin Metabotropic mGlu,

88TR,; somatostatin Metabotropic mGlu,

SSTR,, somatostatin Ca?*-sensing

SSTR,, somatostatin GABAg,,

Thyrotropin GABABﬂ

V,vasopressin Family 4 receptor

Yeast a-factor receptor

G-PROTEIN-COUPLED RECEPTOR
OLIGOMERIZATION AND ITS
POTENTIAL FOR DRUG DISCOVERY

Susan K. CGearge™®, Brian £ (" Dowd™ and Sammuel P Lee™
NATURE REVIEWS | DRUG DISCOVERY
808 | OCTORER 2002 | VOLUME 1
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Table 2 | GPCRs that form hetero-oligomers
Receptor

5-HT g-5-HT, ;serotonin

A, adenosine-D, dopamine

A, adenosine-mGlu,

A, adenosine-P2Y, purinergic
A, adenosine-D, dopamine

AT ,-AT, angiotensin

AT, angiotensin-B, bradykinin
CCR2-CCR5 chemokine
D,-D, dopamine
GABA,,~GABA,,,

M,-M, muscarinic acetyicholine
MT,-MT, melatonin
SS8TR,,~SSTR, somatostatin
SS8TR,, somatostatin-p-opioid
SSTR,,-SSTR,, somatostatin
SSTR, 5 somatostatin-D, dopamine
T1R1-T1R3 amino-acid taste
T1R2-T1R3 amino-acid taste
8- andx-opioid

- and 8-opioid
$-opioid-f,-adrenoceptor
x-opioid-f,-adrenoceptor
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Proteine G

e I| genoma umano contiene:

20 geni che codificano per subunita a
5 geni per subunita B

6 geni per subunita y

In teoria almeno 1000 combinazioni

diverse.

Amplificazione e diversificazione del

segnale
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Table 1 | Classification and fi i I properties of Go subunits*
Family*  Isoform Gene Expression Effectors PTX/CTX sensitivity
G, Goy,," GNAS  Ubiquitous AGT CTX
GOy g®  GNAS Neuronal, neuroendocrine ACT CTX
Got ' GNAL QOlfactory epithelium, brain, ACT CTX
testes, pancreas
G, Ga.m GNAT1 Retinal rods, taste cells ©GMP-PDE T CTX, PTX
Gty GNAT2  Retinal cones cGMP-PDE T CTX, PTX
Go GNAT3  Taste cells, Gl brush cells PDE 1?2 CTX, PTX
G GNAIT Widely, preferentially neuronal ACI,V,\‘IFI Ji\’ (GIRKT, PTX, (CTX)
PLCR 77
Gar, GNAIZ  Ubiquitous ACLVMI L, GIRK T, PTX, (CTX)
PLCR T, PIBK )i
Gor, GNAIZ  Widely, preferentially ACLVMI L, (GIRK T, PTX, (CTX)
non-neurcnal PLCB T, PI3K T2l
G p0a' GNAO  Neuronal, neuroendocrine, AC 17 vDCC I, PTX, (CTX)
cardiac myocytes? GIRK 11, PLCp T21
G, GNAZ Neuronal, endocrine, platelets ~ ACLV L, %GIHK T,
VDGC 1)
Ga Gn(q GNAQ Ubiquitous PLCP T, Rho-GEF
Golj, GNAT1  Widely, not platelets PLCP T, Rho-GEF
Ga,, GNA14  Testes, haematopoetic cells PLCBT
and tissues
Gog, " GNA15  Haematopoietic cells and tissues  PLCB T
Gy, Gy, GNA72  Ubiquitous Rho-GEF 7, Btk T,
Gapi™ T, cadherin
Go, GNA13  Ubiquitous Rho-GEF T, radixin

“For selected reviews, see REFS 204-224. *Heterotrimeric G proteins are composed of three different subunits, and are classified into
four subfamilies on the basis of their Ge amino-acid-sequence similarity. $(s) and () indicate short and long splice variants of Gee,;

() and (x¢) indicate additional (extra)-long splice variants of Ge,. Receptor coupling of Gaﬂm has not been demonstrated so far.
IRegulation of the effector presumably depends on direct interaction with GBy dimers release(rfrnom a PTX-sensitive heterotrimeric

G protein. For additional effectors, see TABLE 3. 1Ga ; corresponds to deamidated Ge,, (**®Asn—Asp), representing 30% of total G, in
brain. *Go,, and Go, 4 are the mouse and human homologues of the GNA 15 gene product, respectively. T = stimulation; J. = inhibition;
AC, adenylyl cyclase; Btk, Bruton's tyrosine kinase; cGMP-PDE, cGMP-dependent phosphodiesterase; CTX, cholera-toxin-sensitive;
(CTX), CTX-sensitive only in the presence of agonist-activated receptors; Gapi™ Ras GTPase-activating protein; G, gastrointestinal;
GIRK, G-protein-regulated inward rectifier K* channel; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase; PLCP, phospholipase Cp; PTX, pertussis-
toxin-sensitive; Rho-GEF, guanine-nucleotide-exchange factor of the Rho GTPase; VDCC, voltage-dependent Ca?- channel.

Table prepared by Bernd Niimberg, Institut fiir Biochemie und Molekularbiologie Il, Klinikum der Heinrich-Heine-Universitat
Disseldorf, Germany. e-mail: bernd.nuernberg@uni-duesseldori.de.

The state of GPCR research in 2004
Clare Ellis & The Nature Reviews Drug Discovery GPCR Questionnaire Participants.
Nature Reviews - Drug Discovery p577 | doi:10.1038/nrd1458
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Meccanismo d’azione

e Il bersaglio della tossina € il funzionamento della
Adenilato ciclasi presente nelle membrane
basolaterali delle cellule epiteliali dell’intestino la
cui attivita viene regolata dai recettori accoppiati
alle proteine G:

e La tossina si lega alla cellula attraverso il
pentamero B che riconosce un recettore
ganglioside inserito nella membrana plasmatica
delle cellule bersaglio;

e La subunita A entra nella cellula, probabilmente
attraverso endosomi, ed e tagliata da proteasi in
due peptidi Al e A2.

v. 1.5.1 © gsartor 2016 Trasduzione del segnale - I 72




Meccanismo d’azione

e Il peptide A1l é attivato e trasferisce un ADP-riboso (ADPR)
alla subunita Gas la quale si dissocia dall’eterotrimero Gay
e attiva la Adenilato ciclasi, aumentando la concentrazione

di cAMP nella cellula.

e Sono stati ipotizzati tre possibili modi con i quali la tossina

attiva la Adenilato ciclasi:

1. Il peptide Al trasloca attraverso la membrana apicale lasciano

legato alla membrana il pentamero B;

2. Il peptide A1 ADP-ribosila la Gsa nella membrana apicale e
questa attraversa la cellula per agire sulla Adenilato ciclasi;

3. L'intera tossina entra nella cellula attraverso I'endosoma e la
subunita A & quindi traslocata attraverso la membrana, il
peptide A1 ADP-ribosila la Gsa localizzata nella membrana
basolaterale, probabilmente dopo fusione tra I'endosoma e la

membrana plasmatica
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Famiglie di proteine G,

Classe Segnale

Effetto

G Amine B-adrenergiche, glucagone,  Stimola Adenilato
ecc. ciclasi
G Acetilcolina, Amine a-adrenergiche, Inibisce Adenilato

I ecc. ciclasi
G, Fotoni S_tlmola C.GMP
diesterasi
Acetilcolina, Amine a-adrenergiche, Aumenta+5|nte5|
G, IP; e Ca
ecc. )
intracellulare
Gy Trombina ecc. Stimola scambio

Na+/H*

v. 1.5.1 © gsartor 2016 Trasduzione del segnale - I

74




Native coupling

[oﬂﬂ ‘

a Gj/Go-coupled receptor

(00000008808 ( 9000

1’asma membrare aroR

R

Ca2+

b Gg-coupled receptor

GOP

G Gg-coupled receptor

d | kffocter

The state of GPCR research in 2004
Clare Ellis & The Nature Reviews Drug Discovery GPCR Questionnaire Participants.

Nature Reviews - Drug Discovery p577 | doi:10.1038/nrd1458
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11-cis retinilidene

all-trans retinolo

all-trans retinil estere 11-cis retinolo
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11-cis retinilidene

all-trans retinil estere

11-cis retinolo
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Proteine G
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ao-eliche e B-sheets
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Proteine G

e Il tipico eterotrimero
delle proteine G
consiste in:

e subunita a (45-47 kD)

e subunita B (35 kD)

1GOT
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Proteine G - subunita a

La subunita a
dell’eterotrimero consiste
in due domini:

Il dominio GTPasico e il
dominio a-elica, il dominio
GTPasico & simile alla
struttura di P21ras e agli
altri membri della
superfamiglia delle
GTPasi:

- Consiste in una struttura
a cinque eliche che
circondano un B-sheet con
cinque strand paralleli e
uno antiparallelo;

- La seconda delle eliche &
un elica 34,.
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Proteine G - subunita a

La subunita a
dell’eterotrimero consiste
in due domini:

Il dominio GTPasico e il
dominio a-elica, il dominio
GTPasico € simile alla
struttura di P21ras e agli
altri membri della
superfamiglia delle
GTPasi:

- Consiste in una struttura
a cinque eliche che
circondano un B-sheet con
cinque strand paralleli e
uno antiparallelo;

- La seconda delle eliche &
un elica 3,
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Proteine G - subunita a

e La subunita a
dell’eterotrimero consiste
in due domini:

e Il dominio GTPasico e il
dominio a-elica, il dominio
GTPasico € simile alla
struttura di P21ras e agli
altri membri della
superfamiglia delle
GTPasi:

- Consiste in una struttura
a cinque eliche che
circondano un B-sheet con
cinque strand paralleli e
uno antiparallelo;

- La seconda delle eliche &
un elica 3,
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Proteine G - subunita a

e La subunita a
dell’eterotrimero consiste
in due domini:

e Il dominio GTPasico e il
dominio a-elica, il dominio
GTPasico € simile alla
struttura di P21ras e agli
altri membri della
superfamiglia delle
GTPasi:

- Consiste in una struttura
a cinque eliche che
circondano un B-sheet con
cinque strand paralleli e
uno antiparallelo;

- La seconda delle eliche &
un elica 34,.
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Proteine G - subunita a

e Il dominio a-elica &
costituito da una lunga
elica centrale circondata
da cingue eliche piu corte

e Il dominio a-elica &
connesso al dominio
GTPasico attraverso due
strands:

- linker 1 (54-58) YA,
— linker 2 (173-179). ws
e Trai due linker & P
posizionata la fenditura &8
che accoglie il nucleotide _,/7:\" 4
(GTP o GDP). ¥
v. 1.5.1 © gsartor 2016 Trasduzione del segnale - I 93
- = N\
Proteine G - subunita a
e Il dominio a-elica &
costituito da una lunga —
elica centrale circondata Y
da cinque eliche piu corte N
e Il dominio a-elica & . N
connesso al dominio
GTPasico attraverso due . |
strands: A} P
- linker 1 (54-58) LV
— linker 2 (173-179). ws
e Traidue linker & P
posizionata la fenditura &
che accoglie il nucleotide A"
W

(GTP o GDP).
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Proteine G - subunita a

e Il dominio a-elica &
costituito da una lunga
elica centrale circondata
da cinque eliche piu corte v

e Il dominio a-elica : “\ T )
connesso al dominio
GTPasico attraverso due
strands:

- linker 1 (54-58)
e Trai due linker &
posizionata la fenditura

che accoglie il nucleotide
(GTP o GDP).
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Proteine G - subunita a

¢ Il dominio a-elica &
costituito da una lunga
elica centrale circondata
da cinque eliche piu corte

e Il dominio a-elica &
connesso al dominio
GTPasico attraverso due
strands:

- linker 1 (54-58)
- linker 2 (173-179).

e Traidue linker &
posizionata la fenditura
che accoglie il nucleotide
(GTP o GDP).
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Proteina G

e La subunita a dell’eterotrimero cambia
conformazione quando il GDP & scambiato con il
GTP

e Vi e la dissociazione dal complesso delle subunita
B-y e il complesso B-y puo agire da segnale
legandosi a una proteina bersaglio attivandola o
disattivandola.
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Proteina G

e I cambiamenti strutturali indotti
dallo scambio del nucleotide
sono localizzati alla superficie 7
della subunita a a contatto con
la B inclusa l'a-elica della
subunita a e le tre regioni
adiacenti

e Poiché la funzione segnale e
I’attivita GTPasica sono
“accese” e “spente” da questo
cambiamento conformazionale
si parla di

- Switch I: residui 173-183;
— Switch II: residui 195-215;

— Switch III: residui 227-238.
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Proteina G

e I cambiamenti strutturali indotti
dallo scambio del nucleotide
sono localizzati alla superficie 7
della subunita a a contatto con
la B inclusa l'a-elica della
subunita a e le tre regioni
adiacenti

e Poiché la funzione segnale e
I'attivita GTPasica sono
“accese” e “spente” da questo
cambiamento conformazionale
si parla di

— Switch I: residui 173-183;
- Switch II: residui 195-215;

— Switch III: residui 227-238.
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Proteina G

e I cambiamenti strutturali indotti
dallo scambio del nucleotide
sono localizzati alla superficie 7
della subunita a a contatto con
la B inclusa l'a-elica della
subunita a e le tre regioni
adiacenti (

e Poiché la funzione segnale e
I’attivita GTPasica sono
“accese” e “spente” da questo
cambiamento conformazionale
si parla di

— Switch I: residui 173-183;
— Switch II: residui 195-215;

- Switch III: residui 227-238.
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Proteine G - subunita B

e La struttura della subunita B
dell’eterotrimero &
estremamente interessante.

e E un “B-propulsore” formato da
sette domini B-sheet arrangiate
come lame in un propulsore

e |’estremita N-terminale della
subunita B contiene un a-elica di
25 residui (26-45) e un loop che
connette I'elica con il propulsore.

e Le lame del propulsore sono
fatte di un B-sheet antiparallelo
avvolto su sé stesso.

e La presenza di questa struttura a
sette lame sembra esser
coinvolta nel legame con le
proteine bersaglio.
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Proteine G - subunita B

e La struttura della subunita B
dell’eterotrimero &
estremamente interessante.

e E un “B-propulsore” formato da
sette domini B-sheet arrangiate
come lame in un propulsore

e |’estremita N-terminale della
subunita B contiene un a-elica di
25 residui (26-45) e un loop che
connette I'elica con il propulsore.

e Le lame del propulsore sono
fatte di un B-sheet antiparallelo
avvolto su sé stesso.

e La presenza di questa struttura a
sette lame sembra esser
coinvolta nel legame con le
proteine bersaglio.
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Proteine G - subunita B

e La struttura della subunita B
dell’eterotrimero &
estremamente interessante.

e E un “B-propulsore” formato da
sette domini B-sheet arrangiate
come lame in un propulsore

e |’estremita N-terminale della
subunita B contiene un a-elica di
25 residui (26-45) e un loop che
connette I'elica con il propulsore

e Le lame del propulsore sono
fatte di un B-sheet antiparallelo
avvolto su sé stesso.

e La presenza di questa struttura a
sette lame sembra esser
coinvolta nel legame con le
proteine bersaglio.
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Proteine G - subunita B

e La struttura della subunita B
dell’eterotrimero &
estremamente interessante.

e E un “B-propulsore” formato da
sette domini B-sheet arrangiate
come lame in un propulsore

e |’estremita N-terminale della
subunita B contiene un a-elica di
25 residui (26-45) e un loop che
connette I'elica con il propulsore.

e Le lame del propulsore sono
=10 NeIlIg] B-sheet antiparallelo
avvolto su sé stesso.

e La presenza di questa struttura a
sette lame sembra esser

coinvolta nel legame con le
proteine bersaglio.
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Proteine G - subunita B

e La subunita B contiene anche il
motivo WD :

[X6-94-(GH-x23-41-WD]

che possiede un dominio N-
terminale variabile seguito da
un core di lunghezza costante
legato attraverso una coppia
GH (Gly-His) ad una estremita
ed da una coppia WD (Trp-Asp)
all’altra

e Proteine che possiedono questo
motivo contengono
generalmente da quattro ad
otto motivi connessi.
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Proteine G - Interazione con la membrana

¢ Sia la subunita a che la
subunita y sono ancorate ai
lipidi della membrana.

e La subunita a puo avere il

suo N-terminale legato ad o
una catena miristoile o J‘”ﬂf\
palmitoile mentre la f
subunita y puo essere legata ¢ «E

a farnesile o geranilgeranile fr“/ i g
d b
al C-terminale 7 j‘ A

e I due terminali sono Y ey
giustapposti suggerendo ,f’q‘;, i
una stretta interazione con |, (o
il bilayer. by 0
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Fig. 8. Structural mapping of GB7y subunits. Modeling of conserved and
nonconserved regions of GBis and Gyiis, based on the published
structures of GB;y; and GB;v.. SWISS MODEL was used to generate
structures. The align feature (clustal) in Pymol was used to align the
different subunits. Protskin (Deprez et al., 2005) was used to color the
gradient of conservation (red: conserved, blue: nonconserved). Views from
three different vantage points are presented with either the Gy (left) or
GB (right) colored using Protskin. Nonconserved N termini, hinge, and C
termini of Gy subunits are located on the external face of the GBy
subunit. GB subunits show greater conservation (especially on the face
which contacts Ga).

The Expanding Roles of Gy Subunits
in G Protein—-Coupled Receptor Signaling
and Drug Action

Shahriar M. Khan, Rory Sleno, Sarah (Sora, Peter Zslbergold, Jean Philippe Laverdure, Jean-Claude Labbe, Gregory J. Miller,
and Terence E. Héhert

Pharmacol Rev 65:545-577, April 2013
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Adenylyl
cyclase

Raf kinase
RKT

Mitofusin1

Fig. 4. Cancnical and noncanonical GBy effectors. Gfy subunits regulate a number of effectors at the cell surface, indluding adenylyl cyclase isoforms,
Kir3 and voltage-gated elcium channels, phosphalipase. Cf isoforms, and PISK isofsrms, ameng others. More recently, a nimber of novel interacting
proteins have been identified which transduce GBy-dependent signals in ollier riments such as ER (P
receptors), Golgi apparatus (Raf kiase, PKD), cytosol (HDACS), nucleus [AP-L, R7BP, AEPBI (adipocyte enhancer-binding protein), GR, and possibly
HDAC], and cyloskeleton (tbulin, ElmoE). Whether all of these intracellular events require GPCRs or Ga subunits remains t be determined. The
examples presented here are représentative and do not include all of ither elassic or novel effectors. See text for details

The Expanding Roles of Gy Subunits
in G Protein-Coupled Receptor Signaling
and Drug Action

Shahriar M. Khun, Rory Slens, Sora i Cluude Tabbe, Gregory J. Miller
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Attivita GTPasica di Ga

e |'attivita GTPasica della subunita Ga
determina la durata della
permanenza del segnale nella forma

attiva;

e |'idrolisi del GTP a GDP riporta la
subunita Ga nella forma inattiva che
si lega al dimero Gpy.
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Quasi tutti gli enzimi
che idrolizzano
nucleosidi fosfati
trifosfati, compresi Ras
e Ga, richiedono ioni
Mg2?+ per |'attivita
catalitica. Il Mg2* &
coordinato a un atomo
di ossigeno del fosfato
B eydel GTP e alle
catene laterali dei
residui Ser 17 e Thr 35
di Ras.

Due molecole di acqua
completano la
coordinazione del
magnesio.
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Attivita GTPasica

Switch i

¥ prosphate
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Interruttore III

Interruttore I

Passando da Ga-GDP inattiva a Gao-GTP attiva le differenze strutturali
interessano le tre regioni del dominio GTPasico: l'interruttore I e II,
I'interruttore III € un loop che collega B4 con a3, corrispondente alla
regione G4 in Ras.

L’elemento che scatena il cambiamento conformazionale della forma
GDP alla forma GTP sembra essere la formazione di legami idrogeno
tra la proteina e il fosfato y del GTP accoppiata alla formazione di nuovi
legami con lo ione Mg2* da parti di ligandi della proteina.
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Forma GDP
Forma GTP

) nterruttore 1

e Interruttore I:

- la regione viene tirata verso il fosfato yin modo da portare la
catena laterale del residuo di Thr 177 in posizione per formare
un legame idrogeno con |I'atomo di ossigeno del fosfato e
anche in prossimita del Mg2+, dove sostituisce una delle due
molecole di acqua presenti nella forma legata al GDP.

e Interruttore II:

- si forma un legame a idrogeno tra il gruppo NH della catena
appartenente al residuo Gly 199 e il fosfato y del GTP.
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Interruttore II

e Il loop contenente la Gly 199 é accoppiato all’elica a2 e il movimento di questo loop
comporta lo stiramento e la rotazione con conformazione diversa da quella che assume
nella forma legata al GDP.

e Ne consegue che I'estremita B3 si sposta da B1 interrompendo due legami a idrogeno. La
nuova conformazione e’ stabilizzata da altri legami idrogeno tra B3 e B2 e da ponti salini tra
residui di Arg presenti nell’interruttore II e residui di glutammato nella regione III.

e Interruttore III: la regione non ha interazioni dirette con il fosfato y ma forma una rete di
interazioni altamente conservate con residui presenti nell’interruttore II.

e I cambiamenti strutturali negli interruttori I e II, innescati dal fosfato y si propagano
indirettamente all’interruttore III.

e Questi tre interruttori sono collocati in un‘area della subunita Ga che e’ implicata in
interazioni sia con la subunita B di GBy sia con le molecole attivatrici della funzione
GTPasica.
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e Idrolizzano il GTP a GDP e Pi mediante un trasferimento diretto all’acqua del fosfato y
senza la formazione di un intermedio legato covalentemente.

e Questo meccanismo richiede la presenza di una base che possa sottrarre un protone da
una molecola d’acqua producendo un gruppo ossidrilico che attacca I'atomo di fosforo del
fosfato vy.

e Il residuo di GIn della regione dell'interruttore II viene portato in profondita vicino al
fosfato y, ed & importante per la catalisi quando il suo atomo di ossigeno accetta un
protone da una molecola d’acqua mentre |I'atomo di azoto della GIn cede un protone al
fosfato vy.

o—' o o—" .
N7 N Q\OH ‘ NN Q\OH .
— OH
2

e Il residuo di GIn, insieme a uno di Arg e uno di Thr appartenenti alla regione interruttore I,

riduce la carica negativa del fosfato y attraverso la formazione di legami a idrogeno
stabilizzando in questo modo il presunto complesso dello stato di transizione.
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o’

Forma inattiva Forma attiva

\ GEF: fattore di scambio dei
nucleotidi guaninici
GAP: proteina che attiva la
GTPasi.

e Ras non possiede il residuo di Arg nell‘interruttore I che
stabilizza la transizione quindi interviene una GAP. La
struttura del complesso Ras-GAP mostra che la GAP
fornisce un residuo di Arg al sito attivo di Ras.
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Attivazione/Disattivazione Ga

e Le Ga hanno una debole attivita GTPasica e
sono necessari minuti per idrolizzare il GTP.

e Esistono delle GTPase activating proteins
(GAPs) le quali aumentano l'attivita GTPasica
di Ga funzionando quindi come regolatori
negativi delle proteine G.

e Tra queste le Regulator of G protein
signaling (RGS) sono una famiglia di GAPs
che si ritiene essere richiesta per “spegnere” i
segnali mediati dalle Ga.

e L’affinita delle diverse GAPs per le diverse Ga
permette una regolazione molto fine dei
processi cellulari.
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@ adrenaline
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adenylyl cyclase

cyclic AMP
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Classificazione di AC

e Classe I

- AC batterica. In E. coli deprivato di glucoso produce
cAMP che funziona come segnale per I'espressione di
geni per I'importazione e il metabolismo di altri zuccheri.

- Enzima citosolico (~100 kDa) con un dominio regolatorio
di circa 50 kDa che funziona da sensore indiretto del
livello di glucoso.

e Classe II

- Tossina secreta da batteri patogeni (Bacillus anthracis e
Bordetella pertussis) durante l'infezione. I batteri
secernono un sistema di “iniezione” che permette alla
tossina di entrare nell’ospite alterando i processi
endogeni mediati da cAMP.
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Classificazione di AC

e C(Classe III

- Proteine formate da 12 eliche transmembrana organizzati i sei domini
transmembrana, un dominio citoplasmatico C1, altri sei domini
transmembrana e un altro dominio citosolico (C2).

- Per il funzionamento sono importanti I’ N-terminale, C1 e C2.

- I sottodomini Cla e C2a sono omologhi e formano un dimero
intramolecolare che forma il sito attivo.

- In Mycobacterium tuberculosis, AC-111 il polipeptide & lungo la meta
rispetto quello dei mammiferi ma si aggrega per formare un
omodimero che assomiglia alla AC umana.

ouT

IN
NH3 c1 ™ Domini = 2

Catalitici
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Fattore edematoso dell’Antrace

- Peso molecolare 84 kDa

- E una adenilato-ciclasi-calmodulina
dipendente che provoca un aumento di
CAMP;

- L'aumento di cAMP disturba I'omeostasi
cellulare dell’acqua e questo provoca
I'edema (vedi tossina colerica).
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Fattore edematoso

Dominio 3

Dominio 2

Interazione con PA

v. 1.5.1 © gsartor 2016 Trasduzione del segnale - I 124




Classificazione di AC
e Classe III

- Si conoscono dieci isoforme di AC nei mammiferi: ADCY1
- ADCY10 le quali sono tutte regolate da G proteins
(stimolate da Gas e inibite da Gai) e si differenziano per
il sistema di regolazione:

e ADCY3, 5 e 8 sono (anche) stimolate da Ca2*/calmodulina.

e ADCY1 e 6 sono inibite dal Ca2* in modo calmodulino
indipendente.

e ADCY2, 4 e 9 sono stimolate da Gy

e ADCY1, 5 e 6 sono fortemente inibite da Gi mentre le altre
isoforme subiscono meno la inibizione

e Esiste una AC solubile che NON ¢ regolata da G proteins e
funziona come sensore di bicarbonato/pH e produce una
variazione locale del livello di cAMP.

¢ Nei neuroni la AC sensibile al calcio & localizzata nelle
vicinanze dei canali ionici del Ca2+ e si sospetta sia coinvolta
nei processi di apprendimento.
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Classificazione

e Classe IV

~ E stata definita la struttura di AC-IV da
Yersinia pestis. Un dimero formato da
due subunita da 19 kDa.

e Classe V e VI

— Queste AC sono state riportate essere
proprie di specifici batteri,
rispettivamente Prevotella ruminicola e
Rhizobium etti.
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Adenilato ciclasi

Adrenalina
Membrana PGE;

Ligando < Glucagone }L d
Plasmatica / {ACTH Adenosina lgan 0

f ATTIVAZIONE INIBIZIONE

/ // Gy
Recettore G, GB Adenilato
stimolatorio ciclasi

G Recettore
inibitorio

Protelna G Proteina G
stimolatoria inibitoria
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Adenilato ciclasi (EC:4.6.1.1)

07 07 O: \ / OH Nv
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GIP

Uominio catalitica
dell' Adenilato Ciclasi

e Sono due sono le regioni di Ga-GTP che interagiscono con
I'adenilato ciclasi.
- Gas-GTP: I'elica dell'interruttore II e I'ansa a3-B5.
- Gai-GTP: I'elica dell'interruttore II e I'ansa a4-36.
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Protein Kinasi A

e CcAMP attiva la PKA.
e La PKA é costituita da due tipi di

subunita:
- una subunita regolatrice (R) di 49 kd, ¢ @
con alta affinita per cAMP e
- una subunita catalitica (C) di 38 kd. s || acamp
. s N1V
e In assenza di cCAMP la subunita .

regolatrice e la subunita catalitica
formano un complesso R,C,
enzimaticamente inattivo.

e Il legame di due molecole di cAMP a
ciascuna delle due subunita
regolatrici determina la dissociazione +
di R,C, in una subunita R, e due
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Protein Kinsi A

¢ Ciascuna catena R contiene la sequenza Arg-Arg-Gly-Ala-Ile, uguale alla
sequenza consenso per la fosforilazione se si eccettua la presenza di Ala al

posto di una Ser.

¢ Nel complesso R,C, questa sequenza pseudosubstrato di R occupa il sito
catalitico di C, impedendo I'entrata di altri substrati proteici.

e Il legame di cAMP alle catene R, estrae allostericamente le sequenze

pseudosubstrato dai siti catalitici.

e Le catene C rilasciate sono libere di legare e fosforilare proteine bersaglio.
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Risposta rapida e risposta lenta
alla’attivazione di PKA

e Alcuni degli effetti della PKA sono

rapidi:
- Stimolazione alla

depolimerizzazione del glicogeno a
causa della fosforilzione di

proteine coinvolte nel

metabolismo dei glucidi (secondi)

e Alcuni effetti sono lenti:

- Attivazione dell’espressione

genica:

- PKA attiva viene traslocata nel

nucleo

- Catalizza la foforilazione del
fattore di trascrizione CREB
(cAMP response element

binding protein)

- CREB fosforilato lega CRE (cAMP

response element)

- CREB-binding protein (CBP)
lega CREB e attiva la trascrizione
del gene che contiene CRE
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Adenilzto Ciclasi
Attivata

Scgnale
\

Recettore

Go. attivate -

9 %8

PKA inattiva g* PKA attiva
METABOLISMO

del Glicogeno

Risposta Rapida

CITOSOL

Risposta Lenta PKA attiva
CREB fosforilata (attiva) - a»
CREB binding CREB indlliva

protein (CBP) _Gene target.
CRES Finding: | TRASCRIZIONE
samant | TRADUZIONE
NUCLEQD PROTEINA

Figure 15-33 part 2 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4h Edition.




Glucagone
Adrenalina
1

w’ Recettore
Adenilato @ ~~Proteina G CITOPLASMA NUCLEO

TP
ciclasi I{*\\ Gos ATP

—
Inattiva Attiva E -------------------
//‘\\ H Glicogeno
AMP cAMP ' sintasi
)
Fosfodieterasi :
' r
PKA ] Attiva ]
: A A E
- @2 §
Inattiva Attiva \ ! £
4*\\ Fosforilasi
Kinasi "
Inattiva
Gli Attiva Fosfatasi Inattiva
|cngfann_ /
Fosforilasi /‘\\ _ Proteina
@ ——
Inattiva Fnszfataﬂ Attiva
CH,0P0%
o %o o, I\
4 > - - ( y ———
3
Glucoso Glucoso-6P  Glucoso-1P Glicogeno
Membrana Plasmatica
Sangue

© John Wiley & Sons, Inc, All rights reserved.
v. 1.5.1 © gsartor 2016 Trasduzione del segnale - I 133




Fosfolipasi

e Fosfolipasi A; EC 3.1.1.32
e Fosfolipasi A, EC 3.1.1.4
e Fosfolipasi C EC 3.1.4.3
e Fosfolipasi D EC 3.1.4.4

e Lipasi EC 3.1.1.3

Fosfolipasi

(o]
pp || PLC

R (0]
~o\ \L
o] 3 o
2 W/\/\A
(0] CH,
1 i’(@\/\/\/\/\/\/(}l}
(0]
(0]

OR PLA,
HO., OH
[ g
P
RO™ ™ o\ ©
OH o) 3 o




Fosfatidilinositolo fosfolipasi C

i
\
° W
o CH;
CH,
O’(\/\/\/\/\/\/\/
(0]
Fosfatidilinositolo fosfolipasi C (EC 3.1.4.11)
HO
OR 0
HO-., o )W
+ o) CH,
CH
RO : 0PO,- o 3
OH
o
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D/—K/D D/—\/" w o
o=rLo0" o=rfo” ooy DAG

\ \
wo,  p° wo,  J° HO, o
o on 060 o ~0p0 0p0,-- v, )°
pr ADP ADP ADP

PIP ADP PIP, vo={  puon
Fosfatidilinositolo 4-kinasi Fosfatidilinositolo-4-P 5-kinasi Fosfolipasi C-p 0p0  opo--
(EC:2.7.1.67) (EC:2.7.1.68) (EC:3.1.4.11) P
3
e I fosfatilinositoli (PI) sono localizzati nello strato interno del bilayer della membrana
plasmatica
e PI-4-fosfato e PI-4,5-bisfosfato (PIP,) sono prodotti per azione sequenziale di PI kinasi
e PIP kinasi

e PI 4,5 bisfosfato (PIP2) € estremamente importante perché la sua idrolisi produce due
differenti secondi messaggeri
e PIP, ¢ il meno abbondante dei PI (1%)
e Gagq attiva la fosfolipasi C-p che taglia PIP, per produrre diacilglicerolo (DAG) and
inositolo 1,4,5-trisfosfato (IP;)
- IP; € un secondo messaggero solubile

- DAG rimane nella membrana e puo diffondere lateralmente sulla superficie interna della

membrana plasmatica. .
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Fosfolipasi C

Dominio di Dominio di
.°m°|°g!a interazione con
di Plecstrina la proteina G
(PH) " Domini Dominioc Dominio ‘
EF-hand  catalitico C2?
PLCp H T T T H H ]
Dominio
PH EF-hand catalitico C2
PLC:; IH [ [ [ H HE
PH EF-hana SHZ SHZSHZ C2
PLC, IH [T T H
P H
Dominio catalitico
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Fosfolipasi C

1DIX

v. 1.5.1 © gsartor 2016 Trasduzione del segnale - I 140




Fosfolipasi C

Dominio di
omologia alla
plecstrina

e Dominio di circa
120 residui che
lega la testa polare
dei lipidi come il
PIP2.

141
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e La fosfolipasi agisce sulla superficie della membrana.

e I domini PH e C2 della fosfolipasi aiutano a posizionare il
sito catalitico dell’enzima per facilitare I'accesso al legame
fosfodiestere del substrato lipidico di membrana, PIP2.

Domini
EF-hand & &) Dominio
5 \;L'{".? t"j_:»'r;

Dominio =587

LR IR N L P R G R R I R N R R L R R R K K R I R R I R R R )
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2. Scambio
GDP-GTP

3. Gegq si legata al GTP GTpP
sl associaa PLC e la
attiva

Membana
| plasmatica

4. PLC scinde il fosfatilinositolo
4,5-bifosfato in Py e
diacilglicerolo

Reticolo
endoplasmatico

5. IP5 si lega al recettore
sul reticolo endoplasmatico,
si rilascia Ca**

Diacilglicerolo

IN

Protein
Kinasi C

6. Il diacilglicerolo e il Ca* ¥,
attivano PKC

Canale del Ca*™™*

7. PKC fosforila proteine -
cellulari che producono g~ =
la risposta all'ormone 2
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IP3

e LIP3 determina il rapido rilascio di calcio dal reticolo endoplasmatico
interagendo con un canale controllato da IP3.

Vista lungo il poro Una singola subunita
e Essa e costituita da quattro subunita identiche e forma un canale ionico
simile a quello del potassio. Almeno 3 molecole di IP3 si legano ai siti posti
sulla faccia citosolica del recettore per aprire il canale ionico.
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Ca2* come secondo messaggero

time 0 sec 10 sec 20 sec 40 sec

Figure 15-40 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

e La concentrazione di Ca2* intracellulare e € bassa mentre
€ alta (mM) sia all’esterno che nel reticolo.

e Piccole quantita di calcio in aumento nel citosol porta a
rapide variazioni di concentrazione dell’'ordine di 10-20
volte.
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Calmodulina

Ca?*
(A)

Figure 1543 Molecul Gartand Science 2008)

e La Calmodulina & una proteina di 16 kD legante il Ca2+ con quattro siti ad alta
affinita per lo ione

« E estremamente abbondante (1%)

¢ Il legame con almeno due ioni calcio provoca una variazione conformazionale
che la fa funzionare come un interruttore che agisce all’aumentare della
concentrazione di CaZ+

¢ La Calmodulina non ha funzioni enzimatiche ma si lega ad altre proteine
cambiandone la conformazione

e Uno dei bersagli pit importanti della calmodulina & la Protein-kinasi
Ca2+/Calmodulina dipendente CaM-Kinasi.
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Fawe1s 4 " : e CaMKII puo essere disattivata solo

CaM-kinasi II

e La CaM-kinasi II & un complesso di
Dominio inibitorio 12 Subunité
e A seguito del legame con
Ca2*/calmodulina CaMKII cambia
conformazione e si attiva
e Una volta attivata CaMKII si
autofosforila in un dominio
autoinibitorio
o Cio sostiene I'attivita dell’enzima in
assenza Ca?t*/calmodulina di due
modi:
- Blocca il legame Ca2*/calmodulina
in modo tale che non si dissoci a
meno che non si torni ad un livello
basso di Ca2+ per tempi prolungati
- Converte I'enzima nella forma Ca2+
indipendente

INATTIVA

Dominio
pi ' catalitico
Fosfatasi

Ca®* Indipendente
(50-80% ATTIVA)

1y

1Cat

Calmodulina Ca”*ICalmodulina

Cca?t

Autofosforilazione

/- COMPLETAMENTE
= ATTIVATA

ATTIVATA

se tutte le sue subunita sono
defosforilate.

CaMKII & un “Frequency Decoder” per i
flussi di calcio

every 20 sec every 2 sec

CaM-kinase Il activity —»
CaM-kinase Il activity —

[} 20 40 60 80 sec ] 20 40 60 80 sec
(A) low frequency Ca?* oscillations (B) high frequency Ca?* oscillations

Figure 1545 Molecular Biology of the Cell5/e (1 Garland Science 2008)

Per oscillazioni a bassa frequenza della concentrazione di Ca2+ CaMKII non &
attiva e non c’e differenza tra due successive attivazioni di CaMKII.

In presenza di variazioni ad alta frequenza della concentrazione di Ca%*. la
quantita di CaMKII attiva continua a crescere per ogni successivo aumento di
Ca2+ perché non mai completamente inattivata.

Cio avviene fino a che tutte le 12 subunita sono attive e rimangono attive anche
in assenza di Ca2+.

CaMKII pud quindi “ricordare” il precedente rilascio di CaZ*.

CaMKII & critica per la memoria spaziale, € circa il 2% delle proteine del cervello.
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Il diacilglicerolo attiva la proteina kinasi C

Pseudosubstrato
| Z1lha C1B cz Protein kinasi

recagy Il -

Psaudnsuhﬁtratu
C14 C1B Frotein kinasi

PKC S, 2,8, _—I- - — I

e Gliisoenzimi a, B e y della proteina kinasi C possiedono un
dominio catalitico omologo a quello della PKA in
prossimita del C-terminale.

e Nelle vicinanze al dominio c’e@ un dominio C2 di interazione
con i lipidi, seguito da due domini C1 che si organizzano
intorno ad uno ione zinco, questi domini legano il
diacilglicerolo.

e E presente la sequenza pseudosubstrato.
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- Legame pseudosubstrato

FIC attiva

M inattiva

ANARTRAN,
i 1

Sito di legame

dlamlgllcerolo Miazilglierolo rat

e Prima dell’attivazione la PKC & libera in soluzione.

e In seguito all’idrolisi del PIP2 nella membrana ad opera della fosfolipasi C, il
dominio C1B lega il diacilglicerolo e il dominio C2 interagisce coi fosfolipidi di
membrana, I’'enzima si associa alla membrana.

e Il legame col dominio C1A al diacilglicerolo rimuove la sequenza
pseudosubstrato dal sito attivo
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Modulazione

e Varie proteine interagiscono con i recettori
GPCR o, piu in generale, con recettori a
eliche transmembrana per modularne
I'attivita.

e Gli effetti di queste interazioni includono:
e alterata affinita per il ligando,

e dimerizzazione del recettore che puo
aumentarne o alterarne l'attivita,

¢ alterata localizzazione del recettore,

® €CC.
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D . t . N
Legame del Intcrazione con Formazione della
segnale p-arrestina vescicola
Fosforilazione Associazione con o
®¥ del recettore clatrina Endocitosi

e Dopo un certo tempo che si € stabilito il legame dell’agonista al GPCR, una
kinasi (GRK) fosforila alcuni residui intracellulari del recettore;

¢ La fosforilazione porta a un disaccoppiamento del GPCR dalla G proteina
(desensitizzazione) e al reclutamento della B-arrestina;

e La B-arrestina a sua volta recluta molecole di clatrina;

e Le molecole di clatrina favoriscono la formazione di una cavita da cui
originera la vescicola;

e La successiva endocitosi della vescicola provochera l'internalizzazione del
recettore.
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Due classi di GPCRs

e Le proprieta
dell’internalizzazione
definiscono due classi di
GPCRs.

- Nel caso dei recettori di classe
A (B2-Adrenergici), l'interazione
B-arrestina—GPCR ¢ transitoria,
e la B-arrestina non si localizza
con i GPCR negli endosomi.

- Per i recettori di classe B
(Vaso2), l'interazione B-
arrestina-GPCR & piu stabile, e
recettore e B-arrestina co-
localizzano negli endosomi.

Classe A Classe B
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Traffico Cellulare della Barr2-GFP con i
Recettori B2AR e V2R

0 min 2 min

e Assenza di agonista, la Barr2-GFP
era omogeneamente distribuita
nel citoplasma delle cellule che
esprimevano B2AR o V2R. (0 min)

e Aggiunta di agonista, viene
promossa la rapida
redistribuzione dal citosol alla
membrana plasmatica (2 min)

e Una esposizione piu prolungata
esposizione all’'agonista produce
una marcata differenza nel
traffico della Barr2-GFP(15 min):

= B2AR: rimane nella membrana
plasmatica (A)

= V2R : nell’arco di 2-3 min, finisce
nelle vescicole endocitotiche (B)
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Traffico cellulare della B-arr2-GFP con i
Recettori 32AR e V2R

Receptor Overlay

Barr2-GFP

e I recettori B2AR e V2R
reclutano B-arrestina
con un meccanismo
comune durante le fasi
iniziali, ma poi c'é
divergenza.

e Il complesso B-
arrestina-B2AR si
dissocia a livello della
membrana.

e Il complesso B-
arrestina-V2AR viene
internalizzato in A
vescicole endocitotiche. B.

e (Cellule HEK-293)

B2AR: nessuna colocalizzazione
V2R: estesa colocalizzazione

v. 1.5.1 © gsartor 2016 Trasduzione del segnale - I

155

Riassunto

e Vie di segnalazione mediate da GPCR
— cAMP (adenilato ciclasi)
— cGMP (fosfodiesterasi)
- IP3 e DAG Ca** (fosfolipasi C)
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cGMP-PKG SIGNALING PATHWAY
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PITK-AKT SIGNALING PATHWAY
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Referenze sul WEB

e Vie metaboliche
- KEGG: http://www.genome.ad.jp/kegg/
e Degradazione degli xenobiotici:
http://www.genome.ad.jp/kegg/pathway/map/map01196.html
e Struttura delle proteine:
- Protein data bank (Brookhaven): http://www.rcsb.org/pdb/
- Hexpasy
e Expert Protein Analysis System: http://us.expasy.org/sprot/
e Prosite (protein families and domains): http://www.expasy.org/prosite/

¢ Enzyme (Enzyme nomenclature database):
http://www.expasy.org/enzyme/

- Scop (famiglie strutturali): http://scop.berkeley.edu/
e Enzimi:
- Nomenclatura - IUBMB: http://www.chem.gmw.ac.uk/iubmb/
- Proprieta - Brenda: http://www.brenda.uni-koeln.de/
- Expasy (Enzyme nomenclature database): http://www.expasy.org/enzyme/
e Database di biocatalisi e biodegradazione: http://umbbd.ahc.umn.edu/
e Citocromo P450: http://www.icgeb.org/~p450srv/
e Metallotioneine: http://www.unizh.ch/~mtpage/MT.html

e Tossicita degli xenobiotici: Agency for Toxic Substances and Disease Registry
http://www.atsdr.cdc.gov
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Crediti e autorizzazioni all’utilizzo

e Questo materiale & stato assemblato da informazioni raccolte dai seguenti testi di Biochimica:

- CHAMPE Pamela , HARVEY Richard , FERRIER Denise R. LE BASI DELLA BIOCHIMICA [ISBN 978-
8808-17030-9] - Zanichelli

- NELSON David L. , COX Michael M. I PRINCIPI DI BIOCHIMICA DI LEHNINGER - Zanichelli

- GARRETT Reginald H., GRISHAM Charles M. BIOCHIMICA con aspetti molecolari della Biologia
cellulare - Zanichelli

- VOET Donald , VOET Judith G , PRATT Charlotte W FONDAMENTI DI BIOCHIMICA [ISBN 978-
8808-06879-8] - Zanichelli

* E dalla consultazione di svariate risorse in rete, tra le quali:
- Kegg: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes http://www.genome.ad.jp/kegg/
- Brenda: http://www.brenda.uni-koeln.de/
- Protein Data Bank: http://www.rcsb.org/pdb/

- Rensselaer Polytechnic Institute:
http://www.rpi.edu/dept/bcbp/molbiochem/MBWeb/mb1/MB1index.html

« Il materiale ¢ stato inoltre rivisto e corretto dalla Prof. Giancarla Orlandini dell'Universita di Parma alla
quale va il mio sentito ringraziamento.

Questo ed altro materiale puo essere reperito a partire da: http://www. gsartor.or

e Il materiale di questa presentazione & di libero uso per didattica e ricerca e puo essere usato senza
limitazione, purché venga riconosciuto |'autore usando questa frase:
Materiale ottenuto dal Prof. Giorgio Sartor
Universita di Bologna

Giorgio Sartor
Ufficiale: giorgio.sartor@unibo.it

Personale: giorgio.sartor@gmail.com
Aggiornato il 03/11/2016 15:37:48




