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* MAPKSs (Mitogen Activated Protein Kinases)
- Representen vies d’amplificacio de senyals externes
Receptor>MAPKKKK->MAPKKK->MAPKK->MAPK->MAPKAPK

- Catalisi de la transferencia del fosfat gamma de I'adenosina trifosfat
(ATP) a residus Ser/Thr en motius Ser/Thr-Pro-X

- Reqgulacio per fosforilacio/defosforilacié (MapK Phosphatases)

) e, . 4 )
- Fosforilacio dianes: | Altres kinases

Factors de transcripcio Control del
Inhibidors de cicle transcriptoma

_Canals ionics

- MAPKs Vs SAPKs 2 ERK (mitogens) vs JNK/p38 (estres)




Extraceliular

Stress: Osmotic Shock, FASL, Inflammatory
v radiation, Anisomycin Cytokines, UV, etc.
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SCOP

e Clase:a+ 13
 Plegament: Protein Kinase-like
Superfamilia: Protein Kinase-like

Familia: Protein Kinase, catalytic subunit

Subfamilia: Ser/Thr Kinases




* MAPKKK

- Ser/Thr Kinases
- Tamany: ~1500 aa

- Paper de la Fosforilacio (Tyr)

—>introduccid de carrega->canvi estructural>autoP (ser/thr)->Activa

autofff)

Ser/Thr
ﬁ » Activacio

Ser/Thr




* MAPKK

- Thr/Tyr Kinases

- Paper de la fosforilacio (Ser/Thr) - introduccid de carrega > Activa
- Tamany:. ~400 aa (en Saccharomyces >500 aa)

- Altres funcions (Scaffold Pbs2, Nuclear transport Byr)

MEK1 MEK?2




« MAPK
- Prolin directed Ser/Thr Kinases (Motiu de P a p38 - P-Q-S/T-P-X

- Paper de la fosforilacio (Thr/Tyr)
—>canvi estructural per introduccié del PO3 —>Activa

- Tamany: ~360 aa (JNK com a excepcio 460 aa)




Centre catalitic

Lloc d’'unid
especifica

| lavi d’activacio

Common

docking
Lloc d’'unid

del substrat




MAPK no tenen dominis de regulacié (interaccio prot-prot)

Control de l'activitat depen del replegament de la proteina per la fosforilacié

e | lavi d’activacio: lloc de fosforilacio

e Catalisi: centre actiu i unié a ATP

* Docking: regions d’'unié al substrat




Llavi d’activacio: lloc de fosforilacio
















RMSD: 1.60
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Sc: 6.5
RMSD: 1.9

Thr 183 e







Sc: 7.30 RMSD: 1.21
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Sc: 8.2
RMSD: 0.96
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Catalisl: centre actiu i uniéo a ATP







CENTRE CATALITIC

Glycine-loop
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- Ambient favorable al canvi de pKas —>transferencia del H* de 'OH

- Atac nucleofilic del O del alcohol al P

Teoria associativa - ler atac, 2n reorganitzacioé - P pentacoordinat

Teoria dissociativa - ler reorganitzacio, 2n atac - P tricoordinat




Associative

Aguestes estructures
reflexen casos extrems

Un estat de transicio pot
Incorporar aspectes
dels dos







Canvi
d’'orientacio
Asp-165
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Associative

Aguestes estructures
reflexen casos extrems

Un estat de transicio pot
Incorporar aspectes
dels dos




Docking: regions d’uni6 al substrat




- Identificacio de diferents motius que regulen interaccio prot-prot

- Dominis especifics fora del centre catalitic determinen:
especificitat (ED)
afinitat (CD)
eficiencia de fosforilacio (SB)

- Concepte de Docking groove

- Conservacio a nivell sequencia

- Motius descrits per mutacio
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Necessari contacte de CD (ERK) i EB (MKP3): interaccio electrostatica??

MAPK: residus acids
313- LEQYYDPSDEPIAE -326

Fosfatasa: residus basics

59- PGIMLRRLQKGNLPVR -74

+
+

Myc_MKP3 mut —  —

E anti-ERKZ (IB)

Domini EB de MKP3 . anti-ERK2 (whole)
IE anti-Myc (1P}




Analisi de la conservacio de seqgliencia

en els dominis implicats en el docking




MAPKKK =
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Glu-218Arg-223 Lys-229 His-230
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Tyr-314 Asp-316 Asp-319 Tyr-126 Arg-133
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Conclusions

Més conservacio de seqliencia i més residus conservats en MAPK

Hipotesi: Les dianes de les MAPK presenten més variabilitat que
les de MAPKK i MAPKKK.

L’agrupacio entre les diferents MAPS és merament relacional.

!

-No hem observat mes diferencies de sequiencia o d’'estructura entre les
MAPK i altres serine-threonine kinases que entre les propies MAPS.

Erk2 vs MKK1 RMSD: 1.84 SC: 3.72
Erk2 vs Cdk2 RMSD: 1.79 SC:5.1
Erk2 vs cAMPdk RMSD: 1.74 SC: 4.56




MODELLING HOG




LA VIA DE HOG1p COM A MODEL
EXPERIMENTAL Sin1 dimer

p38 complementa una soca Hogl?

Templates: p38 i p38fosforilat

Fosforila FT, inhibidors de cicle ...

——ERPTFYRQELNETIWEVFPERYQNLIPVGIGATGEVC AAFDTETGHRVAVEELSRPF QS
MTTHEEF IRTQIF GTWFE ITNRVNDLNPVGMGLF GLVCSATD TLTIQPVAIEEIMEPFST

L L EE,OK KEF FE K KK _F KE K KE_KE O FF

Transcr-Factors

ITHAKRTYRELRLLEHMEHENWIGLLDVF TP ARSLEEFNDV YLV THLHGADLNN IVEC QK
AVLAKRTYRELELLEHLRHENLICLQDIF LSPLEDIYFVTELQGTDLHRLLOTRP
FTHEEEEES  KEEF | FEF K W F W W LN L:" T P o

LTDDHVQFLIYQILRGLEY IHSADI IHRDLKPSNLAVNEDCELKILDF GLARHTDDENTG Osmo regulation genes
LEKQFVQYFLYQILRGLKYVHS AGVIHRDLKFSNIL INENCDLRICDF GLARTQDPQNTG '

* TE, EETEELLEL XAEL  KEEEFXRLLE KL K TEE EEREXAL K AEE

TWATRUYRAPE IMLNWMHYNOQTVD IWSVGC IMAELLTGRTLFPGTDHIDOLEL ILRLVGT
TWETRYYRAPEINL TWQEYDVEVD INSAGCIFAEMIEGKPLFP GEDHVHOFSIITDLLGS

FE, EE EEEEEEEE K EEEEE KEE KE Ok kEEE K& FF kK
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L. F EF L. FE Lo, % FOKREEEREEREEF K REEEEF
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Stress response genes







Canvis estructurals conservats en els models de Hogl

RMSD: 1.77




Hog & pHog
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Classe Proteina Id PDB | Organisme
p38-gamma 1cm8 H.sapiens
p38-alpha 1wfc H.sapiens
p38-alpha 1p38 M.musculus
p38-alpha/MEF2a llez M.musculus
p38-alpha/MKK3b llew M.musculus

1bmk H.sapiens

Ladu H.sapiens Programes usats:
1bl6 H.sapiens

1i2n :sap?ens PSI-BLAST, HMMER,
r3c -Sapiens MODELLER, RASMOL,

love H.sapiens
p38-alpha/Sh220025 |1bl7 H.sapiens Chemsketch 5.0
ERK2 lpme H.sapiens

lerk R.norvegicus

2erk R.norvegicus

3erk R.norvegicus

4erk R.norvegicus Bases de Dades:

1gol R.norvegicus . .
1nk H.sapiens Pfam, Swiss-prot, Uni-Prot,

1pmgq H.sapiens PDB, SCOP, NCBI,
1pmn H.sapiens INCYTE.org, Scansite
1pmv H.sapiens
1pmu H.sapiens

MEK1 1s9a H.sapiens

MEK2 1s9i H.sapiens

Pakl 1f3m-C H.sapiens

GSK3beta 1h8f H.sapiens

Hck/Src 1gcf H.sapiens

Titin 1tki H.sapiens

Cdk6 1g3n H.sapiens

Cdk2 lelv H.sapiens

MKP MKP3 1lhzm H.sapiens

p38-alpha mut

Quinases

Cyclin dpt PK
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Preguntes Examen PEM

1- Senyala 'opcio certa:

a) Totes les MAPs (MAPK/2K/3K) sbén ser/thr quinases
b) Totes les MAPs tenen un tamany similar 1500aa

c) Les MAP3K fosforilen factors de transcripcio

e) Al canviar la thrila tyr del llavi d’activacio d’'ERK2 per Glu o Asp, l'activitat es
torna constitutiva.

2- Senyala l'‘opcio falsa:

b) El crosstalking entre vies és frequent a nivell de MAP2k

c) Les MAPKs intervenen en processos de modificacio del transcriptoma

d) El domini d’activacio de MAP3K no resideix al llavi d’activacio

e) cidson certes




3- Respecte al llavi d’activacio:

a) Es la part més invariable de les MAPKs, tant a nivell de seqiiéncia com
d’estructura

b) La seva oscil-lacié impedeix la unié al substrat
c) En totes les MAPs (MAPK/2K/3K) els residus fosforilats son Si T

d) Sbén necessaris ponts d’Hidrogen per fixar-lo.

4- Quinal/es de les segients afirmacions €s/son falsa/es:

a) Si mutem els residus fosforilables del llavi d’activaciéo de MAP3k a Alanines son
igualment actius.

b) La pThr (fosfothreonina) genera el prolin poquet

d) Son necessaries 2 Arg per fixar el llavi d’activacio

e) Totes les anteriors




5- Respecte la butxaca d’'unio a ATP:
a) Té 1l Mg?*

b) El 2°" Mg?* disminueix I'eficiencia de fosforilacio
c) El Glycine rich loop s’uneix al substrat

d) Uneix Ca?

6- Les MAPK tenen plegament:

b) Alfa/ Beta

c) Tot alfa

d) Tot beta

e) Depen del tipus de MAPK




7- Respecte al Docking Site (DS), senyala la certa:
a) El Doking groove és un domini definit de forma precisa experimentalment.

b) El DS consta d’'un sol domini.

d) El domini ED és on trovem menys variabilitat.

e) L'SB domain no és critic per I'eficiencia de fosforilacio.

8- Respecte al Docking Site (DS), senyala la falsa:
a) ElI DS no uneix unicament dianes.

Les MAPKSs tenen més variabilitat de substrat i més conservacio de
sequencia.

Veiem diferencies en la conservacio de sequencia de les diferents MAPs.

Experimentalment s’ha demostrat que si mutes residus de I'ED pots modificar
notablement I'especifitat d'unid.




9- Respecte a la catalisi de la fosforilacio, és fals:
a) El canvi conformacional derivat de la fosforilacio és necessari.

b) De tots els residus importants de la butxaca d’'unié a ATP només es mou un
Asp, al fosforilar-se la proteina.

d) El fosfat gamma de I'ATP és el que es transfereix a 'OH del residu diana.

e) La teoria associativa suposa un estat de transicio pentameric.

10- Senyala I'opcio certa:

a) p38 respon a estrés osmotic.
b) ERK2 respon a mitogens.

c) Les 2 anteriors son certes.
d) IJNK és una SAPK.




