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Recettori

di membrana

Membrana
plasmatica

Canale ionico controllato
Si apre o chiude in risposta
alla concentrazione di un
ligando o di un potenziale

Specie
ionica

Recettore a sette eliche
transmembrana

Il ligando si lega al recettore

e gttiva una proteina intracellulare
che lega GTP e che regola un enzima
che catalizza |a sintesi di un
secondo messaggero

Recettore senza attivita
enzimatica intrinseca
Interagisce con una protein kinasi
citosolica che agisce sull'espressione
genica direttamente o attraverso
una cascata di protein kinasi

Recettore di adesione

Il ligando si

lega ad un dominio
extracallulare,
cambia
conformazione &
cambia la sua
interazione con il
citoscheletro

A~-Recettore degli
ormoni steroidei
L'ormone si lega ad un

DNAse~—~~ recettore nucleare che

regola I'espressione
MRNA genica

mRNA

Membrana
Nucleare

Proteina Proteina
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Recettori con attivita enzimatica intrinseca

e Recettori transmembrana che contengono ed esprimono
attivita enzimatiche.

e Quando uno di questi recettori viene attivato da un ligando
extracellulare, catalizza direttamente la produzione di un
secondo messaggero intracellulare.

Ligando ngando
| o T
—_— _—
GTP

Akt

<GMP

Attivita guanilato ciclasica Attivita tirosin kinasica

ADP

ATP
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Recettori con attivita enzimatica intrinseca

e Recettori transmembrana che contengono ed esprimono
attivita enzimatiche.

e Quando uno di questi recettori viene attivato da un ligando
extracellulare, catalizza direttamente la produzione di un
secondo messaggero intracellulare.

Li gand Li g ndo

RN

Attivita guanilato ciclasica Attivita tirosin kinasica ADP

ATP
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Fosforilazione in tirosina

Proteina-tirosin-kinasi

ADP o *
=
H
£
PO, -—- H,O O, <o
Proteina-tirosin-fosfatasi c’)*O
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Molecole segnale

Ligando segnale

Recettore

Risposte

Epidermal Growth Factor (EGF)

EGFR

Stimola la proliferazione in
diversi tipi di cellule

Insulina

Rettore per I'insulina

Stimola I'utilizzo dei
carboidrati e la sintesi
proteica

Insulin-like Growth Factor

Stimola la crescita cellulare e

(IGF-1 e IGF-2 ) IGFR-1 la sopravvivenza
Stimola la crescita cellulare e
Nerve Growth Factor (NGF) Trk A la sopravvivenza di alcuni

neuroni

Platelet-derived Growth Factor
(PDGF AA, BB, AB)

PDGFR (a e B)

Stimola la sopravvivenza, la
crescita e la proliferazione in
diversi tipi di cellule

Macrophage-colony-stimulating
factor (M-CSF)

M-CSFR

Stimola la proliferazione e il
differenziamento in monociti
e macrofagi

Fibroblast Growth Factor
(FGF-1 -> FGF-24)

FGF-R1 -> FGF-R4
(e isoforme)

Stimola la proliferazione di
diversi tipi di cellule, inibisce
il differenziamento in alcuni
precursori cellulari

Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF)

VEGFR

Stimola angiogenesi
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PDGF (1PDG)
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Molecole segnale

Ligando segnale Recettore Risposte

Epidermal Growth Factor (EGF) |EGFR

Insulina Rettore per Iinsulina

Insulin-like Growth Factor

(IGF-1 e IGF-2 ) IGFR-1

Nerve Growth Factor (NGF) Trk A
CONTROLLO

Platelet-derived Growth Factor

(PDGF AA, BB, AB) PDGFR (a e B) DELL'ESPRESSIONE
GENICA

Macrophage-colony-stimulating
factor (M-CSF)

M-CSFR

Fibroblast Growth Factor
(FGF-1 -> FGF-24)

FGF-R1 -> FGF-R4
(e isoforme)

Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF)

VEGFR
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Dimeri e oligomeri

e Ligando bivalente (VEGF, PDGF)

¢ Variazione conformazionale indotta
dal ligando (EGF)

¢ VVariazione conformazionale
intracomplesso (insulina)
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EGF - EGFR
Epidermal Growth Factor
Epidermal Growth Factor Receptor
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[‘ SABiosciences % e SaBlowiances.com
A QIAGEN Company
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INTERAZIONE COL LIGANDO

l
DIMERIZZAZIONE

}
AUTOFOSFORILAZIONE / Attivazione
(siti di legame ad alta affinita)

l
ASSOCIAZIONE A PROTEINE TARGET

l
FOSFORILAZIONE DI ALCUNE PROTEINE TARGET
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INTERAZIONE COL LIGANDO

l
DIMERIZZAZIONE

}
AUTOFOSFORILAZIONE / Attivazione
(siti di legame ad alta affinita)

l
ASSOCIAZIONE A PROTEINE TARGET

l
FOSFORILAZIONE DI ALCUNE PROTEINE TARGET
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EGF

C-term

C-term

e EGF & un polipeptide di 53 AA stabilizzato da tre legami
sulfidrilici.

e due molecole di EGF, A e B, interagiscono in una unita
asimmetrica, formando un potenziale dimero.
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1EGF

e EGF & un polipeptide di 53 AA stabilizzato da tre legami
sulfidrilici.

e due molecole di EGF, A e B, interagiscono in una unita
asimmetrica, formando un potenziale dimero.

v. 1.5 © gsartor 2020 Trasduzione del segnale II

17

EGF

e Alcuni aminoacidi sono
indispensabili per il
legame di EGF al suo
recettore, suggerendo un
ruolo cruciale nell’indurre
la dimerizzazione del
recettore.

e I residui importanti ai fini
dell'interazione EGF/EGFR
sono:

e Tyrl3, Leul5, His16,
Tyr37, Arg41, GIn43,

o Ile23, Ala25, Leu26,

e Leud?.
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EGFR

e I recettori per EGF, chiamati ErbB-1, (dal gene,
ErbB, derivato dall’'oncogene virale per il quale
sono omologhi: Erythroblastic Leukemia Viral
Oncogene);

e Sono costituiti da:
- una regione extracellulare costituita da circa 620
aminoacidi,
- una singola regione transmembrana,
- una regione citoplasmatica con attivita tirosinkinasica e
- una corta regione che connette queste ultime.

e La regione extracellulare di ogni famiglia e fatta
da quattro sottodomini: L1, CR1, L2 e CR2

- L significa leucine-rich e CR significa cysteine-rich.

v. 1.5 © gsartor 2020 Trasduzione del segnale 11 19

dominio III (L2)

480

dominio 1V (CR2)

19
1
E G F R dominio I (L1)
165
dominio IT (CR1)
Dominio I 310
I transmembrana

tirosinkinasi

regione regolatoria

1186
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e L1 (blu), CR1 (verde), L2 (giallo), CR2 (rosso)
e Questi sottodomini sono anche chiamati domini I-1V,
e Files pdb:
- 1NQL (ErbB-1), 1S78 (ErbB-2), 1M6B (ErbB-3) e 2AHX (ErbB-4)

v. 1.5 © gsartor 2020 Trasduzione del segnale II
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Dominio II
Modulo Clip

Dominio
IV
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Dominio I

Dominio II

Dominio IV
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INTERAZIONE COL LIGANDO

l
DIMERIZZAZIONE

}
AUTOFOSFORILAZIONE / Attivazione
(siti di legame ad alta affinita)

l
ASSOCIAZIONE A PROTEINE TARGET

l
FOSFORILAZIONE DI ALCUNE PROTEINE TARGET
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EGF
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EGF
3NJP
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Model for molecular mechanism of ligand-induced EGFR activation.

D
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COOH COOH COOH COOH COOH
Tethered monomer. Untethered monomer Ligand-stabilized Ligand-induced
extended conformation activated dimers

Lammerts van Bueren J J et al. PNAS 2008;105:6109-6114

igaalAcgdemy of Sciences Trasduzione del segnale II

Dimerizzazione di EGFR

Figure 1. The Active EGF-EGFR Dimer

A model of the 2:2 complex of epidermal growth
factor (EGF; orange) and its receptor (EGFR;
individual molecules in the dimer are shown as
magenta and cyan). Shown are the four subdo-
mains (IHV) of the EGFR ectodomain (see Bur-
gess et al., 2003) and the transmembrane helices
(rectangles; here, shown interacting). In the cyto-
plasm, the two tyrosine kinase domains form an
asymmetric dimer, with the C-terminal lobe (C) of
the activator/donor kinase {cyan) interacting with
the N-terminal lobe (N) of the receiver/acceptor
kinase (magenta), leading to activation of the lat-
ter (Zhang et al., 2006). In the model presented
by Jura et al. (2009), the juxtamembrane segment
JM-A forms an antiparallel helical dimer to facili-
tate f ion of the asy ic kinase dimer.
Jura et al. (2009) and Brewer et al. (2009) both
suggest that the juxtamembrane segment JM-B/
JMAD of the receiver/acceptor kinase makes
stabilizing contacts with the C-terminal lobe of
the activator/donor kinase. The spatial disposi- g
tion of JM-B/JMAD of the activator/donor kinase H'ce";e r/
is unknown and not thought to be of functional i
consequence.

B Activator/
donor

The Juxtamembrane Region of EGFR el
sites

Takes Center Stage CYTOPLASM

Stovan R. Hubbard"* Cell 137, June 26, 2009 ©2009 Elsevier Inc. 1181
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INTERAZIONE COL LIGANDO

l
DIMERIZZAZIONE

}
AUTOFOSFORILAZIONE / Attivazione
(siti di legame ad alta affinita)

l
ASSOCIAZIONE A PROTEINE TARGET

l
FOSFORILAZIONE DI ALCUNE PROTEINE TARGET
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Autofosforilazione

e Avviene in due tappe:

1. Si fosforila il “labbro” di fosforilazione in
prossimita del sito catalitico.

- Questo porta ad una variazione conformazionale
che favorisce il legame dell’ATP (recettore per
I'insulina) o l'interazione con proteine target
(FGFR).

2. Fosforilazione di altre Tyr del dominio
citosolico

- Diventano siti di aggancio delle altre proteine
coinvolte nella trasduzione del segnale.
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Autofosforilazione

e Per alcuni recettori (insulina) le
subunita sono legate in modo
covalente e l'autofosforilazione
avviene solo in presenza
dell’agonista.
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Monomeri inattivi Trans-autofosforilazione

Autoregulatory Mechanisms in Protein-tyrosine Kinases
Stevan R. Hubbard, Moosa Mohammadi, and Joseph Schlessinger

J Biol Chem, Vol. 273, Issue 20, 11987-11990, May 15, 1998
v. 1.5 © gsartor 2020 Trasduzione del segnale II 34
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Kk

nasico di EGFR

Fig. 3. The bilobed structure of the EGF receptor protein kinase domain.
The upper N-terminal lobe contains a major a-helix and a glycine rich
ATP-phosphate binding loop, and the lower C-terminal lobe contains
the catalytic and activation loops. The activation loop of non-phos-
phorylated EGF receptor kinase is dark blue, that of the superimposed
phosphorylated insulin receptor kinase is green, and that of the non-
phosphorylated insulin receptor kinase is red. Y845 is the unphosphor-
ylated tyrosine from the EGF receptor kinase, and this is superimposed
in the phosphorylated tyrosine (pY 1163) of the insulin receptor kinasein
its active conformation. The activation loop of the EGF receptor kinase
is fixed in an active conformation despite the lack of phosphorylation.
This figure is reproduced from [3], with permission of Elsevier.

The ErbB/HER receptor protein-tyrosine kinases and cancer
Robert Roskoski Jr.
Biochemical and Biophysical Research Communications 319 (2004) 1-11
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cyclin-ike monomer
{activating EGFR)

CDE-like monomer
(activated EGFR)
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Figure 1. Ligand-Induced Dimerization
of EGFR and Active and Inactive States
of Its Kinase Domain

{A) General view of the gand-induced dimer-

EGFR. The K-
nase domain is activated through a previously
unknown mechaniam.

B) Detadied view of the catalytic site of the
EGFR kinase domain in the actve conforma-
ton. LeuS34 and LB37 are surface exposed
and the Lys721/GiT38 ion pair is intact in
this conformation,
i

An Allosteric Mechanism for Activation
of the Kinase Domain of Epidermal
Growth Factor Receptor

Xudwh ZBag§236ai120R0asko," Kui Shen,*! Philip A. Cole,” and John Kufijastitizione del segnale 11

of
tive conformation. LeuB34 and LE37 pack
against helix oC, preventing the formation of
the Lys721/Ghu738 ion pair, The right panel
shows the electron density around residues.
834-838 for the VE24R kinase domain mutant,

at3a with
cosfficients (Fo| — [Fee™, where the calcu-
lated structure factors are generated from
a model fiatdoes not contain fhese residues.
The stn hown in B} and (C) sk
mined in he absence of dug molecules as part
of this work and are similar to structures deter-
mined previously in complex with the drugs
Erfotin and Lapatin, respectively (Stamos
et al, 2002; Wood etal, 2004).

Cell 125, 1137-1149, June 16, 2006
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INTERAZIONE COL LIGANDO

l

DIMERIZZAZIONE

l

AUTOFOSFORILAZIONE / Attivazione
(siti di legame ad alta affinita)

ASSOCIAZIONE

FOSFORILAZIONE DI

l
A PROTEINE TARGET

l
ALCUNE PROTEINE TARGET
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ouT

’@j IN

Ras (inattiva)

Il legame di GRB2 e Sos
accoppia il recettore con

Ras

ATTIVA ouT

dtmpls -
2 GTP

SEGNALE

Growth factor receptor-bound protein 2

Trasduzione del segnale II

[ ] o0
Recettore\j . ‘
monomero EGF ouT ouT
. ’l
IN @ IN
; |
-DP | Sos |GRB2
inattiva Il legame dell’'ormone SH3 Sos promuove la
causa la dimerizzazione 3 |-GTP dissociazione del GDP da
recettore e l'autofosforialzione GDP Ras;
dei residui di tirosina Il GTP si lega e Sos si
dissocia da Ras (ATTIVA)

40
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Proteine di raccordo

¢ GRB2 Growth factor receptor-bound protein 2
— Contiene un dominio SH2 che lega sequenze di Tyr fosforilate e
due domini SH3 che formano complessi con regioni ricche di
prolina di altre proteine.

SH2
SH3 | \) =f '
1GRI
v. 1.5 © gsartor 2020 Trasduzione del segnale IT 41
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Proteine di raccordo

¢ Il dominio SH3 N-terminale lega sequenze ricche di prolina e lega
Ras-guanine exchange factor SOS.

e Il dominio SH3 C-terminale lega peptidi che possiedono il motivo P-
X-1/L/V/-D/N-R-X-X-K-P e si legano specificatamente a proteine
come Gab-1. |,

SH3 N-terminale ;’ 4
= W
L

Sl

"y,

SH3 C-terminale 1GRI
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1KKA
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1SHG
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Sarcoma di Rous

The Mobel Prize in Physiology or Medicine 1966
Peyton Rous, Charles B. Huggins

The Hobel Prize in Physiology or Medicine 1966

Peyton Rous

Charles B. Huggins

Feyton Rous Charles Brenton
Huggins
The Mobel Prize in Physiology or Medicine 1966 was divided equally between

Feyton Rous “for fis discovery of fumour-inducing wirkses” and Charles Brenton
Huggins “for bis discoveries concerning hormonal ireatment of prostatic cancer”

Photos: Copyright @ The Mobel Foundstion
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‘Ommatide in Drosophila

rabdomero

rabdomero R7

il

rabdomero R8

base del
cono

“R8 assone
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20.4 Analysis of eye development in Drosophila has
provided insight into RTK signaling pathways

(b}
R6., Réy
- —— L R7 R5 y
, c — B F 1 " R1
R2 R4, R2
~~R3
Axons to R8 Toward
brain eye surface
() Wild-type sevenless mutant

Figure 20-24

Molecular Cell Biology, 4th edition

Harvey Lodish, Arnold Berk, S Lawrence
Zipursky, Paul Matsudaira, David Baltimore,
and James Darnell.

Nello sviluppo degli ommatidi viene espressa una proteina (Boss: Bride of
Sevenless) sulla superficie di R8. Questa proteina si lega ad un recettore RTK
(SevRTK) sulla superficie di R7 la quale si evolve in un neurone fotosensibile.
In mutanti sev- non vi ¢ tale interazione e R7 non si sviluppa.

v. 1.5 © gsartor 2020 Trasduzione del segnale 11 49
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20.4 Genetic analysis of induction of R7
photoreceptor in the Drosophi/a eye

{a) Wild type (b} Single mutant (sev™) {c} Double mutant {sev"; Ras®)

R8 cell
Boss

~ v
Activated Ras
oy
Drecursor
l precursods
No ﬂ

cellula FE

collida
R?

SQIS \Hduclmn lnducllun
s 1
Cone R7
l neuron cell neuron
s
e Figure 20-25
l Molecular Cell Biology, 4th edition
Harvey Lodish, Arnold Berk, S Lawrence Zipursky, Paul
Diorl o Matsudaira, David Baltimore, and James Darnell.
| MAFKE . P . .
l' In mutanti sev- non vi e tale interazione e R7 non
e si sviluppa.
'_ MAFK: | pp

Il doppio mutante (sev-; RasP) che esprime su R7

,..-———i——-—.. costitutivamente Ras in forma attiva (RasP) induce

nocleo [y il differenziamento di R7 in assenza di segnale da
Boss.
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Sos-Ras

e Sos viene rilocalizzato dal citosol alla
membrana dopo legame con GRB2
che lo porta a contatto con Ras-GDP;

¢ Il contatto Sos Ras-GDP provoca
variazioni conformazionali nelle zone
Switch I e Switch II;

e Si apre la tasca che lega il GDP che
scambia con il GTP (100 volte piu
concentrato nella cellula);

v. 1.5 © gsartor 2020 Trasduzione del segnale 11 51
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hSOS1: struttura e

hSOS1 & composto da 1300 Helical linker

aminoacidi e suddiviso in diversi 1 198 404 \550 750 1050 1333
ini: Hist Grb2

domini i Lo e [ o

» PxxP: dominio ricco di proline, + DH-PH unit +— Catalytic unit —

riconosciuto da SH3 di Grb2
» REM (Ras Exchange Motif):

sito di attivazione allosterica
« CDC25 (cell division cycle 25): PIP, heacfgroup;';‘

sito attivo, promuove lo 4

scambio nucleotidico.
e Dominio PH (Pleckstrin Noonan syndrome 1

Homology) mutation R552G
» Dominio DH (Dbl Homology) Helical linker
» Domini tandem di

ripiegamento istonico

Membrane

PH B¢ ‘
- G

52
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Regolazione della via Ras da parte di
SOS1

« Attivazione del recettore

c Phospho- tirosin-kinasico; coda di Tyr
Tyrosine fosforilate.
ES::;W . Legame di Grb2 alle Tyr
Activation of RAS fosforilate.
r | * Legame di SOS1 a Grb2 (SH3
c«uumcwt] GDP

riconosce PxxP)

PREREQUISITO
FONDAMENTALE PER
ATTIVAZIONE DI RAS

Il posizionamento in membrana
di SOS facilita I'interazione con

Ras e la sua attivazione.
S0s1

Autoinhibition of SO81

53

53
SOS: conformazione auto-inibita
Interazione di SOS1 con Ras
« Dominio CDC25: sito attivo per scambio nucleotide
« Dominio REM: sito allosterico
Plasma membrane
‘ I Equilibrio tra CONFORMAZIONE AUTO-
INIBITA e non auto-inibita di SOS1.
SOSs
Auto-inibizione di SOS
SOS1 non legato a membrana € in
conformazione auto-inibita
» Sito allosterico di REM nascosto da domini
HF e PH
54
54
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SOS: attivazione allosterica

Autoinhibitoin

= Dopo la traslocazione in membrana:

+ Legame dei domini HF e PH ai fosfolipidi di
GTP membrana

GDP « Rottura legami intramolecolari auto-inibitori
- Esposizione del sito allosterico in REM
— legame di Ras a CDC25 e
attivita di scambio
nucleotidico

ATTIVAZIONE ALLOSTERICA

* Legame di RAS-GTP al sito allosterico
(REM)

- Rotazione tra dominio REM e forcina a elica del
sito catalitico CDC25

- riduzione ingombro sterico nel sito catalitico

55

55

Son of Sevenless (S0S)

RAS:SOS:RAS-GDP
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Proteine di raccordo

e GRB2 Growth factor receptor-bound protein 2
— Contiene un dominio SH2 che lega sequenze di Tyr fosforilate e
due domini SH3 che formano complessi con regioni ricche di
prolina di altre proteine.

1GRI
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SH3 domain
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(a) Ras-GDP

B Switch |
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G
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B Switch |
B Switch Il

(b) Ras-Sos
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B Switch |
B Switch lI
phosphate
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Fig. 2. Ejection of GDP from Ras by SOS: left, the Ras*GDPsMg?* complex (4Q21), with GDP and Mg?*in red, switch
regions in magenta and P-loop in blue; right, the Ras-SOS1 complex with the Ras-interacting loops of the cdc25
domain shown in green (1BKD).

TRENDS in Biochemical Sciences Vol.26 No.4 April 2001
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4Q21
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(b)

Switch Il Switch Il

Ras-S0S

Ras-GTP

Switch |
Ras » GTP

Switch |
Ras * GDP-Sos

Trasduzione del segnale IT
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GTP GDP
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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Regolazione FGFR

ing molecuies
phosphorytates
1o the PT domain g
FRS2a FGFR, TrkA, B, RET Grb2, Shp2
myristylation
FRS2p  EE— FGFR, TikA. B,EGFR  Gebz, Shp2
ERK binding
@ era YY Y Y SHIP, Dok1, 2 RasGAP, Csk, Nek
Dok1 Profine-rich

SHIP, Dok, 2, RasGAP, Csk, Nek Fig. 1. Membrane-linked  docking  proteins
Dok2 TR eTE Y Y Y EGFR, EbB2 (MLDPs). Schematic structure of several MLDPs.
Pocliapeich The phosphotyrosine binding domain (PTB) binds
to phosphrylated tyrosine residues on receptors
Dok3 ‘ER e Y Y XYY s Csk, Grb2 or signaling proteins. The pleckstrin homolagy
Grbz, Shpz (PH) domain binds to phospholipids such as
4 * phosphatidyl inositol (P1)-3 phosphate. The praline-
Gab1 Gaba. PRI PLOY rich domains are important for binding to SH3
Proline-rich. Met binding containing proteins such as Src family tyrosine
By ¥ Yy Grb2, Shp2, PI3K kinases or Grb2. Y designates potential tyrosine (Y)
Gab2 PLCy e phosphorylation sites. The ERK binding domain in
FRS2j, Met binding domain in Gab1, or insulin
Gab3 =¥Y=Y ¥ == Grb2, Shp2, PI3K receptor binding domain in IRS2 contain a unique

sequence for binding to ERK, Met, or insulin

Insulin Receptor PI3K, SHC, Grb2
IRS1 Were YOOI OYIINT GE R iL4R Shp2 receptors.

Insulin Receptor PI3K, Shp2, Grb2
IRS2 WMeas@@ Y Y Y Y | GFIRL4R
Insulin receptor
binding PI3K. Shp2.Grb2
Insulin Receptor

IRS4 T e

Review Article

Regulation of growth factor signaling by FRS2 family ~ cancersc | July2008 |
docking/scaffold adaptor proteins

Norike Gotoh!
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IRS172, etc

Fig. 3. Binding sites of fibroblast growth factor (FGF) receptor substrate
2 (FRS2) proteins in receptor tyrosine kinases (RTKs). FRS2 binds to
unphosphorylated peptides in the juxamembrane domain of the FGF
receptor. It binds to tyrosine phosphorylated peptides in RET and TrkA,
and the binding sites are shared with those of other PTB domain-
containing signaling proteins.
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FRS2a

FRS2B
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Grb2 Shp2/SHPTP2
b

T2% identity
83% similanty

EK binding

Grb2-S0OS
Grb2-Cbl

Pi3kinase ypiquitination Ras/ERK
pathway  pegradataion pathway

CancerSci | July 2008 |
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<

Fig. 4. Negative feedback regulation of fibroblast
growth factor (FGF) receptor substrate 2 (FRS2)
proteins by activated ERK. (a) Activated FGF

EE rylates tyrosine residues en FRS2c.
The resuitant activated ERK in turn phoshorylates

threonine resiudes on FRS2a and inhibits tyrosine
phosphorylation of FRS2a. (b) Activated insulin,

<<t

epidermal growth factor (EGF), or the platelet-
derived growth factor (PDGF) receptor induce ERK

‘without F
Y The activated ERK phosphorylates threonine
Y resiudes on FRS2a and inhibits tyrosine
phosphorylation of FRS2a.
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CaMKPKC Hioz
vy /PTP

Bersaglio Bersaglio

Tras

Bersaglio

Fattori di trascrizione

duzione del segnale II

> S6-K
T GSK-3

Apoptosi
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A valle di Ras

e Ras attivata porta alla attivazione di Raf e
quindi della cascata delle chinasi che porta
all’attivazione della Mitogen Activated
Protein Kinase (MAPK)

e E una kinasi in serina/treonina che puo
essere traslocata nel nucleo e fosforila i
fattori di trascrizione di proteine coinvolte
nella gestione del ciclo cellulare;

v. 1.5 © gsartor 2020 Trasduzione del segnale 11 73
A valle di Ras
PiGJ G
. 6 - Fosforilazione e
1 - Formazione di Ras-GTP attivazione di
2 - Reclutamento di Raf MAP kinasi da MEK
sulla membrana
CELLULA STIMOLATA
]
& oH o
3 - Idrolisi di GTP e dissociazione O)
di Ras-GDP da Raf T
4 - Attivazione di Raf 2 & )
5 - Legame e fosforilazione di = / =
MEK da Raf 2
Al Nucleo
74
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Raf (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma)

e Una volta attivata Raf-1
puo fosforilare due protein-
kinasi: MEK1 e MEK2 che
attivano le serina/treonina
protein-kinasi ERK1 e
ERK2

e |Le ERK attivate hanno un
effetto pleitropico
(differenti effetti in
differenti cellule) a
secondo della linea
cellulare interessata.
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La fosforilazione di Tyr e Thr attiva MAP kinasi

{a) (b}
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Proteine scaffold
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Serine/threonine kinase
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Differentiation
Proliferation
Survival
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e L1 (blu), CR1 (verde), L2 (giallo), CR2 (rosso)
e Questi sottodomini sono anche chiamati domini I-1V,
e Files pdb:
- 1NQL (ErbB-1), 1S78 (ErbB-2), 1M6B (ErbB-3) e 2AHX (ErbB-4)
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ErbB

e ErbB1

- EGFR
e ErbB2

- Ligandi non identificati

— Forma eterodimeri con tutti
e ErbB3

e ErbB4

— Assente I'attivita tirosin kinasica
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cancer
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T p[sTATS BSA Survival
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http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?map=hsa04012
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o Dimeri

e Il legame del ligando: EGF-like o
NRG (neuregulina) alla porzione
65‘“‘ extracellulare di ErbB porta alla
formazione di dimeri.

e Sia ErbB3 (privo di attivita
tirosinkinasica) o ErbB4 possono
formare omodimeri

e Quando ErbB2 & sovraespresso di
formano preferibilmente

AP

No signalling

‘Weak signalling Weak signalling

eterodimeri
i e Gli omodimeri sono inattivi
Sl e 6 +Increased cal (ErbB3) o _hanno b_assa_ attivita
- Relaxed ligand - Increased cel mentre gli eterodimeri con ErbB2
el et possiedono un’attivita che
jﬁﬁéﬂéﬁ?ﬁ“ﬂ% e prolunga il segnale a valle
e Apparentemente gli omodimeri
~ - ErbB2 generano un segnale
I:H\ITANGLU\E(J THE El’bB intraceﬁulare pit debolge degli
SIGNALLING NETWORK eterodimeri che lo contengono.
Yosef Yarden* and Mark X. Sliwkowskiz
NATURE REVIEWS | MOLECULAR CELL BIOLOGY VOLUME 2 [ FEERUARY 2001 [ 127
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Transcription
factors

X
o e I =3 R - R = B -3

UNTANGLING THE ErbB
SIGNALLING NETWORK

Yosef Yarden™ and Mark X. Sliwkowski
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Differentiation
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Internalizzazione

¢ Vi & una possibile localizzazione nucleare dei
RTK;

e In un caso, ErbB-4, il recettore & processato da
due proteasi di membrana per produrre un
dominio citoplasmatico solubile che include il
dominio tirosinkinasico;

e Il frammento generato € presente nel nucleo ;

e Tre altri RTK sono stati trovati nel nucleo in
assenza di processi proteolitici;

e In alcuni casi la localizzazione nucleare dipende
dal legame con il growth-factor.
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Intraceliular
vesicle

Ligand-binding
L ectodomain

Transmembrane
domain
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Nuclear localization of EGF receptor
and its potential new role as a
transcription factor

iiaw-Yih Lin*t, Keishi Makino*, Weiya Xia*, Angabin Matin®, Yong Wen*, Ka Yin Kwong",
illy Bourguignong and Mien-Chie Hung*§

MATURE CELL BIOLOGY |VOL 3| SEPTEMBER 2001
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RTK e Ras/MAP kinasi

¢ Il recettore per l'insulina usa la via
Ras/MAP kinasi per regolare
|'espressione genica e la via PI-3
kinasi per regolare gli enzimi del
metabolismo glucidico.
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HO'

o=p-0" 0=¢~0"
\,  Fosfatidilinositolo-3-kinasi \
B (EC:2.7.1.153) B Fosfolipasi C y
Ho: o OH 0,70 o >
~0p0 R ~0p0  Yopo,- f

ADP S o=r=0

PIP R=-H PIP; H
PIP, R=-PO,~ 00 yuom
e RTK attiva la fosfolipasi Cy (diversa dalla fosfolipasi Cp attivata da Ga);
e PLCysilega a RTK attraverso il dominio SH2;
e In pill RTK pud inviare segnali via PI 3,4-bisfosfato e PI 3,4,5-trisfosfato
formati da PI-3 kinasi:
e PI-3 kinasi & reclutata nella membrana dal legame attraverso il dominio
SH2:

e I| PI 3-fosfato attiva la Protein kinasi B (PKB).

v. 1.5 © gsartor 2020 Trasduzione del segnale IT 93

93

Fosfolipasi C

Dominio di Dominio di
_omolog!a interazione con
di Plecstrina la proteina G

(PH) " pomini Dominio  Dominio ‘
EF-hand  catalitico e

PLCp I T T [ HE H -
Dominio
pPH EF-hand catalitico C2

PLCs
PH EF-hana SH2 SH2S5H3 C2
PLCy
P H
Dominio catalitico
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Attivazione

PI 3,4-bisfosfato

milier
2" FT3vanas '

PI 4P

Dominio PH

Labbro di
Dominio attivazione
kinasico
_PKB PKB
parzialmente ttiva
PKB inattiva attiva a

¢« PKB lega PI 3-fosfato attraverso il dominio PH;
¢ \iene fosforilata dalle kinasi PDK1 e PDK2 kinasi;

e Anche PDK1 viene reclutata sulla membrana attraverso il legame
con PI 3-fosfato;

e PKB attivata entra nel citosol e fosforila le proteine bersaglio;

e Il segnale dall’insulina porta all’attivazione di PKB che fosforila e
inattiva la glicogeno sintasi kinasi ed € anche un potente inibitore
dell’apoptosi;

e Il segnale PI 3-fosfato e terminato da fosfatasi.
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Attivazione di RTK

In alcuni casi il legame del ligando provoca la
dimerizzazione del recettore (EGF);

In altri casi il recettore € gia dimerizzato (Insulina)

I RTKs possiedono attivita tirosinkinasica intrinseca nel
dominio intracellulare;

Il legame del ligando provoca la fosforilazione incrociata dei
due monomeri prima sulla porzione chiamata labbro di
attivazione che produce un cambiamento conformazionale
che permette al dominio kinasico di fosforilare gli altri
residui di tirosina sul dominio intracellulare.

Siti peril
Ligando ligando Ligando

a-elica
transmembrana

I, __Labbro di
{  attivazione

PTK a bassa
attivita
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Reclutamento di proteine segnale

I sistemi di trasduzione
del segnale interagiscono
con RTK attivato
attraverso i domini pTyr

RTK Attivato

Due principali domini:

e PTB (phosphotyrosin
bindig domain) dominio
proprio di svariate
proteine leganti RTK
(insulin receptor
substrate-1 IRS-1);

e SH2 (Src homology
domain-2) che lega Ras.

2G
Q.

Proteine "
segnale
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Attivazione di Ras

e Il legame di provoca la dimerizzazione del recettore e la autofosforilazione
di sul lato citosolico;

e GRB2 lega pTyr attraverso il dominio SH2. GRB2 contiene il dominio SH3
che permette a Sos di legarsi al complesso proteico legato alla membrana;

e Sos recluta Ras e promuove lo scambio GDP/GTP su Ras attivandola;

e Ras-GTP dissocia da Sos e rimane ancorata alla membrana nella suo
formata attiva (GTP) potendo quindi attivare la cascata delle MAP Kinasi.
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RTK e Ras/MAP kinasi

e Ras € una piccola GTPasi monomerica che non si lega
direttamente al recettore;

e Il suo funzionamento & subordinato alla presenza di
proteine GEF (guanine nucleotide-exchange factors) e GAP
(GTPase-activating proteins) che permettono lo scambio
GDP/GTP (GEF) e l'idrolisi di GTP (GAP);

e Una volta attiva Ras propaga il segnale attraverso la
cascata fosfokinasica attraverso le MAP kinasi;

e Le MAP kinasi regolano l'attivazione di geni coinvolti nella
espressione delle proteine che controllano il ciclo cellulare e
il differenziamento.
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