Clases de GPCRs

Tipo rodopsina
Tipo secretina
Tipo metabotrépico glutamato/ feromona

Feromona hongos
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Receptores cAMP (Dictiostelium)

- Subfamilia Frizzled/Smoothened

Cada GPCR tiene requerimientos
estructurales
distintos para su activacién

Receptors for Amines,
Mucleotides, Eicosanoids,
and Lipid Moieties

Peptide Hormone Receptors
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Diversidad de GPCRs

Biogenic amines Amino acids and ions
Noradrenaline, Glutamate, Ca?*, Lipids
dopamine, GABA LPA, PAF, prostaglandins, leukofrienes, anandamine, S1P

5-HT, histamine,
acetylcholine Peptides and proteins
W ’/’7 Angiotensin, bradykinin, thrombin, bombesin, FSH, LH, TSH, endorphins

4~ Others
E1 E2 E3 Light. odorants, ph . nuclectides, opiates, inoids, endorphins
- - GDP i‘ ~__y lon channels, Biological responses

T iy, PLCH Proliferation, differentiation,
’/ adenylyl cyclases development, cell survival,
angiogenesis, hypertrophy,

G-protein-indepandent cancer

effector molecules

GTP GTF‘ GTP GTP Gene expression
Adenylyl cyclases, PLC-f,  Adenylyl cyclases, RhoGEFs, q regulation
inhibition of cAMP DAG,  increase in cAMP  Rho ~__1 ()
production, Ca®*,  concentration - o5
ion channels, PKC \—/ TR
phosphodiesterases, Transcription
phospholipases factors

Dopamine Histamine Acetylcholine Somatostatin

IL-8 Serotonin
LHTSH - Angiotensin
- . - Vasopressin
Epinephrine : LPA
Glucagon ' : ' A= _. _— Thrombin
Ge "Gy G114 Gizna
Ty L k;n L ] ' JQYIIM Y J
. =y t
Metabolic channels and Transcriptional contractlity Secratory
Y ransporters machinery machinery machinery
Glucosa Steroid Pacemaker G : Cardiac Synaptic Pituitary
metabolism  production activity hemotaxis  fiynction plasticity ~ function
Orgenismal ) Embryonic Gonadal £ Leaming

homeostasis development ~ development and memory




Characteristics of AGS proteins

« Interact with different G-protein subunits and/or conformations

¢ Exhibit selectivity for different G proteins

+ Use different mechanisms to regulate the G-protein activation—
deactivation cycle

Classical paradigm Unexpected signal
of G-protein signaling input to G proteins
Receptor
l AGS proteins
G protein / G protein
Effector Expanded functional roles

RGS

AGS3 CANNNEEER RN B R
AGS4 (NN B GPR

rcsseh) [ NN NENN]

PCP2 I'I'H

RGS12 PDZ RGS] B N
RGS14 [[Res| RSB M|

Rapicap [l |

RBD, Ras binding domain
RGS, regulator of G-protein signaling domain




Mecanismo de activacién de receptores
acoplados a proteina G

Activacion de receptores
acoplados a proteina G




Activacion de receptores acoplados a proteina G

Regulacion de GPCRs




1. POR DIMERIZACION DE GPCRs

Por coinmunoprecipitacion se ha determinado que
existen como dimeros u oligébmeros

Por métodos biofisicos (FRET-fluorescencia) se ha
confirmado existencia de dimeros en las células
vivas

Dimeros participan en la biogénesis y funcién del
receptor

Hay dimeros tempranamente formados después de
su biosintesis y en otros casos este proceso su
formacion es inducida por su propio ligando.

Homo- vy heterodimerizacion: impacto en el
desarrollo y busqueda de nuevos farmacos.

Potential GPCR dimer interfaces

Contact dimers Domain swapped dimers




GPCR dimerization during the

GPCR life cycle
(3] Plurmamnognu dversity
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Functional Consequences of GPCR Heterodimerization

Altered Coupling to
Codesensttization or Altered Receptor Targeting G Proteins and/or Signal
Changes in Receptor  Internalization in Response  via Novel Interactions With ~ Transduction Pathways;

Pharmacology to Partner Agonist Scaffold Proteins Synergy in Signaling

a,AR-B,AR (96) a,AR-B,AR (96) CaR-mGIuR1 (118) mGIluR1a-ATAR (44)

D1-A1a AR (115) AT,R-B, (105, 107) CaR-mGIuRS (118) AT,R-B; (105, 107)

m2-m3 (124) [3:AR-30R, S,AR-kOR (57) CCR2-CCR5 (21)

&-0R (36) TRH1-TRH2 (125) 5-1.0R (56)

8-k0R (45, 55) f-B: AR (93) [3,AR-50R, B.AR-kOR (57)
S5T2a-8ST3a (58) mGIuR5-A2a (117)
§ST2a-110R (58)

A2a-D2 (116)




2. Desensibilizacién (pérdida de respuesta):

Por disminucién del acoplamiento del receptor a la
proteina G o cambios en actividad de efectores

Por fosforilacion del receptor dependiente del
agonista

» Desensibilizacion heteréloga: PKA
» Desensibilizacion homéloga: GRK

<:> Noradrenalina

PKA

Heterdloga
<;;|;§ ) go
arrestina

Homdloga




Regulaciéon de GPCRs por GRK

Sistema GRK - B-arrestina

Fosforilacion del GPCR por GRK estimula su

unioén a arrestina

Hay 7 GRKs (3 subgrupos), ampliamente

distribuidas (excepto GRK 4,1y 7), GRK2 es la

mejor estudiada

Son proteinas serina-treoninas kinasas

GPCR Ser, Thr Fhospholipid
binding phospharylation binding

GRKs we o RES L

Catalytic PH
J A

T

Caveolin

|: Clathrin
Bags PI3K
v GITt
Acidic
liplds

W

- CO0H

Son proteinas kinasas activadas alostéricamente por

GPCR activados

También

interactuan con subunidades a y By de

proteinas G, clatrina, GRK-interacting protein GIT1,
caveolina-1, PI3K a/y, proteinas citoesqueleto (tubulina

y actina) y varias proteinas que unen Ca?*




GRKs
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Representacion esquematica de
GRK1-GRK7

POV IV

5
I
[GRK1 Fevs=C0,CH,

15T% i-binding domainll
Carboxyl-terminal

Amino-terminal GPCR binding Domain
Domain

RGS Domain

TR y-binding domainll

Catalytic Domain

Caracteristicas de familia GRK

Sz Polypeptide

Family Name kD Vaans Tissue Distribution” Activators Inactivators
GRKY (rhodopsin kinase) 63 ND. Retina (ROS) > pineal Farnesylation ~ Polycations Recoverin
GRE2 (BARKD) 9 ND. pbl > ex > o> lu >k N.D. Gy, PIP,, PEC, e-8re ~ MAPK
GRE3 (BARK2) 80 ND. of >b>s=>h>lu>k KD Gy, PIP, ND.
GRE4 i Four 5 ] Palmitolation ~ N.D. ND.
(GRK5 68 ND. b T > sk bl >k ND. Polyeations, PIP, PKC, calmodulin
GREG 6 Yes bysk = b lu k=1 Palmitovlation  Polycations ND.
GRK7 62 ND. Retina (cone) N.D. N.D. ND.

(Farnesylation?)
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Reciclamiento del receptor: internalizacion-trafico

= Proceso de endocitosis
..@0 Cada GPCR tiene un
\ recambio caracteristico
ﬂﬁ' By

Desensibilizacion-
Resensibilizacion

-.aR-(
phosphonvation

' Ocurre  via  clatrina-

g : @ E '4 /' coated pits, caveolas o

vesiculas no cubiertas

Reacciones de

ubiquitinacion
mmm
@ (P &,
‘a ‘ o st

@' @
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Ubiquitinaciéon en la internalizacién
y trafico de GPCR

(e}

Lysasome Endosome

Ubiquitinacién del B,AR activado y de f3-

arrestina
La estimulacién del P2-ARs por agonistas produce una
rapida ubiquitinacién del receptor y B-arrestina.
Inhibidores del proteasoma: | internalizacién y
degradacion del p2AR
B-arrestina media la ubiquitinacion del p2AR
B-arrestina esta unida a Mdm2 (E3 ubiquitina ligasa).
Ubiquitinacién del receptor y B-arrestina tienen distintos
roles en el trafico y degradacion del receptor.
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Efecto de ubiquitinacion de GPCR

Protein or protein family Poly- or mono- Effect of GPCR activation Consequence of ubiquitination
ubiquitination® on ubiquitination
pBa-Adrencceptor Paly Increase Sarting to lysosomes
after endocytosis
Chemakine receptor Mano Increase Sorting to lysosomes
CXCR4 after endocytosis
Vasopressin V; receptor Poly Increase Proteasomal degradation
pB-Arrestind and 2 Poly Increase Modified interaction
with GPCRs, facilitates
GPCR intemalization
GRK2 Poly Increase Proteasomal degradation
Insi1,4,5)F; receptors Poly Increase Proteasomal degradation
PKC, & and &% Paly Increase Proteasomal degradation
Delta and mu opioid Poly No change Proteasomal degradation
receptors
TRH receptor Poly No change Proteasomal degradation
Mutant rhodopsin Poly Not examined Proteasomal degradation
Transducin -subunit Mona No change Proteasomal degradation
of By-subunit
RGS7? Poly Not examined Proteasomal degradation
G-protein yz-subunit Poly Mot examined Proteasomal degradation

Regulacion del receptor por
compartamentalizaciéon: ensamblaje
de complejos transduccionales
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Organizacion espacial de vias de transduccion

A

Stimuius e R—= X —= ¥ —+ Z > Responso

PN
Stimulus ‘E@@j@ [~ Response

.
X
stmus O

CAVEOLUS

c

Principales médulos en transduccion de senales

Ag;{[}
o)

-Y-X-X-hy
““"""—-_
D w

==

PR-XPX

B
PTE
P

hy-X-N-P-X-Y-

o
Qat pmhelD

2

V-EQOoH
Target protein

Cc
®

-R-5-X-3-X-P
(Ta rget pmlp

F:
j@[

PR

La fidelidad de la transferencia de informacién entre componentes de

una via transduccional

depende de

interacciones altamente

especificas entre: variedad de dominios de transducciéon y
correspondientes secuencias especificas en la proteina blanco
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Proteinas Scaffold

Aumentan eficiencia y/o especificidad de una via
transduccional

Participan en la transactivacion o cross-talk de vias
transduccionales

Participan en la transduccién independiente de
proteina G

Interaccion de GPCRs con proteinas
andamiaje (“Scaffold”)

+ Scaffolds con dominios
. PDZ - porcién distal
non-PDZ del COOH -terminal

scaffolds

TEestins + Scaffolds sin PDZ

e B-Arrestinas
T3
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Interacciones de los GPCRs con Scaffold

G Protein-Coupled Receptor Scatfold Scaffold-Associated Proteins

Drasaphila thodopsin InaD" PLC, PKC, TRP, calmodulin®

By-Adrenergic receptor PSD-95% NMDAR,™ Kv1.4 channels, nNOS,” neuroligins,” Fyn™

B-Adrenergic receptor MAGI-2*' NMDAR,"™ S-catenin,” PTEN,"™ 5-catenin," atrophin™

B,-Adrenergic receptor NHERF-1/2  NHE3,” egrin,"™ CFTR,*'™'™ PDGFR,"™ Taz'™"

B;-Adrenergic receptor AKAPTY/2507  PKA, PKC, calcineurin®

Angiotensin AT, receptor Jak2*! STATI™

Metabotropic glutamate receptors 1 and 5 Homer1/2/3*  Shank,” IP3R* syntaxin 13%

Metabotropic glutamate receptors 1, 2, 3, and 5 Tamalin™ ARNC!

Metabotropic glutamate receptor 7 PICK1™=- PKC,'"" AMPA receptors,’™ monoamine transporters'

Many G protein-coupled receptors B-Amestin1/2®  Sre”® Jnk3, ASK1™ Ad, ARNO,” Mdm2™ ERKs" 7

Serotonin 5-HT2C receptor MUPP1&+5 NG2,"™ c-kit,""* TAPP1"®

Somatostatin SSTR2 receptor CortBP1%* Cortactin'""

Prolactin-releasing hormone receptor PICK1™ PKC,""" AMPA receptors,”™ monoamine transporters’*

Dopamine D23 receptors a-Filamin®™*  Actin,"™ integrins'™

Calcium-sensing receptor a-Filamin™*  Actin,""® integrins'"*

Cannabinoid CB1 receptor FAN™ TNF receptor™

Prostaglandin EP3 receptor Muskelin™ Thrombospondin-1'*'

az-Adrenergic receptors 14-3-3% PKC,'® Raf-1," ASK1'™
B-Arrestinas:

Asociacion independiente de médulos especializados
Generalmente se unen al 3° citoloop del GPCR

B-arrestina-1 se asocia con la proteina tirosina kinasa Src

B -arrestina-2 une JNK3 (MAPK) y ASK1

B -arrestinas-1/2 unen ERK1/2 : independiente de proteina G

17



Activacion de diferentes vias transduccionales por GPCRs

& Aipin

¥= Cainin

de plins(3p ERK activation INK
cAMP and endocytosis activation
1° cascada 2° cascada
transduccional transduccional

New Signaling Paradigm

MAP kinases

Src
Akt
Second messenger Others
1 cAMP
} 'l?jAG Cell survival / l Additional
< anti-apoptosis Pathways

- Chemotaxis

18



Proteina kinasas

* Proteina (Enzima)
» Se activa por 2° mensajeros

» Sustrato (proteina que tiene Serina-Treonina-
Tirosina)

» Catalizan reaccion fosforilacion es decir
introduccién de grupo fosfato en el sustrato

» Sustrato-fosforilado: activa o inactivo debido al
cambio de conformacion espacial

Fosforilacion- desfosforilacion
de proteinas

Ser -Treo -Tyr- OH

/"“"‘)O

\Sus“afo H ATP

Proteina fosfatasa Proteina kinasa
— ADP
( Sustra%
(Sustra /10®

Ser -Treo -Tyr-O-P

Son reacciones de adicion o de remocién de un grupo
fosfato a o0 desde una proteina catalizadas por
proteinas kinasas o proteinas fosfatasas

19



Adrenalina

|

AMP ciclico

|

Proteina kinasa A

Carl y Gerty Cori (1947) Krebbs y Fischer (1992)

Fosforilasa kinasa ( Fosforilasa kinasa@

(inactiva) \ (activa) /

Fosforilasa p (inactiva) FWfWihsa@ﬁiﬂ\

Glicogeno Glucosa

Las cascadas de kinasas permiten la
regulacién multienzimatica y amplificar
las senales hormonales

e Epinephrine 10°°M 1

Amplification

Amplification // \\A

Adenylyl 100
cyclase

cAMP 10— ¢ 10.000

O Kinase 1.000.000
Amplification // \\
. - Activated
@ o @ enzyme 100.000.000
Amplification // \\
° . @ ° ° Product 10.000.000.000
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Especificidad aminoacidica de las proteinas kinasas

Ser/Thr-specilic protein kinases

s s
HN ATP ADP HN, ?
HC—CHy-OH NS HE—CHz-0—F—0
o=c_ o=c_ &
s s
HN ATP AL HN ﬁ
_H’C—?H-OH E £ -H"C_EH-O_F"-_O
O=C. CHy O=C, CHy ©
Tyr-specific protein kinases
s /
HN ATP aDp  HN, 9
HE—CH; @ oH N H«;.—cm—@—o—r—;—o
o=c_ o=Cc_ o

His-specific protein kinases
4
HN o 9
\ N ATP ADP H Ao
He—CH—¢ | - _{‘N— —0
o=c_ {; AN A GRS
M ~

Asp/Glu-specilic protein kinases

/

H"{/ 2 ATP ADe ":\c ch E 9
HC—=CHz—C 2 ~ .
ot o N A o=d_ oo

~ &

/s s

HA g atp ADP H'::c crremd, 9

HC—CH;-CH;- - ! e 1]
oo e, N A o=c, o-d—o

~ &

PROTEINAS KINASAS

Gran superfamilia de proteinas homologas multifuncionales
Estructura bi-lobular de 13 subdominios conservados

Dominio NH2-terminal: sabana beta anti-paralela . Zona unién del
ATP

Hendidura: sitio de catalisis (250 aa que consiste en un pequefio
segmento del lobulo N-terminal de la sabana 8 y un gran segmento
C-terminal del I6bulo de las a-helices

Dominio COOH-terminal: alfa-hélice
Zona unioén al substrato y transferencia del fosfato
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Proteinas kinasas

Existen en formas activas e inactivas y su transicién
se controla por varios mecanismos:

Union de proteinas activadoras

Unidén de proteinas inhibidoras

Unién controlada por ligando de subunidades
reguladoras

Activacioén de cofactores

Modificaciéon covalente por fosforilacion en Ser/Thr
ylo Tyr

Regulacioén de localizacién subcelular

Cambios en el estado de oligomerizacion

La fosforilacion de proteinas por PKs
modifica su funcién y actividad:

Induce cambio conformacional

Interfiere directamente con la uniéon del sustrato u
otro factor

Crea sitios de unién para moléculas efectoras en su
secuencia:

- Unién de Tyr-P a SH2 y PTB o
- Unién de Ser-P a proteinas 14-3-3

22



Sitio de consenso de fosforilacion de kinasas

Kinase Full name

PKA Protein kinase A or cAMP-
dependent protein kinase

CDK Cyclin-dependent kinase

ERK2 Extracellular-requlated
kinase-2

CK1* Casein kinase-1

Ck2' Casein kinase-2

GSK3 Glycogen synthase kinase-3

CaMK?2 Calmodulin-dependent
protein kinase-2

ABL Abelson murine leukaemia
virus tyrosine kinase

EGFR Epidermal growth factor
receptor

Src Rous sarcoma virus tyrosine
kinase

IRK Insulin receptor tyrosine
kinase

PKB/AKT Protein kinase B

PED Protein kinase D

PIM1-3 Proviral integration site

kinases 1-3

Consensus
phosphorylation site

R-R-X-5/T-<b

S/T-P-X-K/R
P-X-S/T-P

PS-X-X-S/T
S/T-D/E-X-E/D
S-X-X-X-pS
R-X-X-S/T

1V/L-Y-X-X-P/F
E-E-E-Y-F
EEIYE/GXF
Y-M-M-M

R-X-R-X-X-S/T
LA-X-R-X-X-S/T
R-X-R-X-X-5/T

Interacciones locales son importantes para
la especificidad

Pl P+2 P43
Catalytic cleft

Active site

23

e 5.5

P-3

Catalytic cleft

Y A

46
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Principales familias de PKs
AGC: proteinas kinasas A-G-C
CAMK: Ca?*/calmodulin-dependent kinase
CK1 : casein kinase 1
MAPK: mitogen activated protein kinase
TK : tyrosine kinase
TKL: tyrosine kinase-like
RGC: receptor guanylate cyclase.

Otras : familias sin similitud a otros grupos.

—

~Human
Kinome

24



Mecanismos de autoinhibicién y activacion de PKs

ignal
autoinhibited state shane

eo. ATP
prosphoryiten [/E’\_/\_,\E,\q
r———
substrate bindlng site
signal m
_+_

!

eg. cAMP -
subsirate
substrate binding site i\

49

Dominios funcionales de PKA

®

Ac-NH— cAMP cAMP —COOH
| |

1 143 265 389

dimerization autophosphorylation
autoinhibition

C

Mg*/ATP subgtrate |
@D-NH— binding Q:J_i;uz%ng COOH

47 159 280 350

50
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Inactive PKA - v ‘\J e

h 4
Regulatory subunits: S R R K
empty cAMP sites
Catalytic subunits:
substrate-binding
sites blocked by C c

autoinhibitory
domains of R subunits

4 eh )-'[Pﬂ 4 cAMP
Regulatory subunits: :
autoinhibitory R R <:|
domains buried

+
oL s oL s

Active PKA ] [ |7

Catalytic subunits:  _ o o -

open substrate- -

binding sites - ~
S0 S0 N

51

PKA

* PKA tiene dos dominios— Ny C
» Su centro catalitico esta formado por residuos de ambos I6bulos

» Dominio N es flexible en el estado sin ligando
(conformacién abierta)

» La regién del loop rica en glicina con secuencia consenso
Y-Gly-XGly-(Phe/Tyr)-Gly-X-Val une ATP.

* La unién del ATP y sustrato lleva a la formacién del estado
cerrado.

* Estudios de comparacién de secuencias, mutagénesis vy
bioquimicos indican que los residuos Lys72, Asp166 y Asp184
son esenciales en la funcién catalitica de transferencia de fosfato
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Fosforilacién en el segmento de
activacion

e Varias PKs requieren su fosforilacion de residuos de
Ser/Thr o Tyr para lograr maxima actividad.

« Esta ocurre en una parte de la estructura vecina al centro
activo (segmento de activacion)

» Realizada por otras PKs o autofosfosforilacion en trans

53
MAPK signaling cascades
Stress,
Stimulus Growth Factors, Inflammatory Cytokines,
Mitogens Growth Factors
' ! /N
MAPKKK fn.:_ﬁzn.’ %uﬁ"@ .'H'EEEA
| | ' '
MAPKK ( MEKm) ( MKK3/6 ) ( IIKKW)
| ' | '
MAPK ( ERK1/2 ) @ uu@ ( ;;Q:‘fa,
| | N/
Biological Growth, Inflammation,
e e oy
Differentiation
54
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FAMILIA ERK
ERK clasicas
Cascada de activacion ERK1-ERK2

Requieren de proteinas scaffold especificas (KSR) para activacion
maxima

Big MAPKs (ERK3, 5, 7, 8)
Tienen dominio kinasa

En el C-terminal, poseen dominio de 60-100 kDa que participa en la
interaccion con otros dominios proteicos que regulan localizacion,
activacioén y actividad transcripcional

ERKY - ERKS8 son inducibles. Hay niveles extremadamente bajos
en células en cultivo y tejidos.

55
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