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ELS NFAT

NFAT: nuclear factor of activated T cells
* Familia de factors de trancripcio
e Funcions NFAT1-4:
* Desenvolupament i activacio de cel-lules T
« Morfogenesi vascular i de valvules cardiaques
 Hipertrofia de muscul esquelétic i cardiac
* Desenvolupament neural
« Condrogenesi i adipogenesi
e Funcions NFATS:

* Resposta a estrés osmotic



DOMINIS FUNCIONALS DELS NFAT

DNA BINDING
REGULATORY Fos/Jun
TAD Cn binding Interaction TAD
NFAT1(p) [ ALG | oeo | 1921
NFAT2(c) [I — ] 716
NFAT3 —1 l  —l
NFAT4(x) [1 T 11075

NFATS [ I 1455




VIA DE SENYALITZACIO DELS NFAT1-4
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CLASSIFICACIO SCOP

NFAT

Classe: tot 3

Plegament: Ig-like [3-sandwich

Superfamilia: E-set domains

Familia: factors de transcripcio NF?B/Rel/Dorsal, domini C-terminal
DOMINI RHR

Classe: tot 3
Plegament: toxina difteria/factors de transcripcié/citocrom f
Superfamilia: factors de transcripcié p53-like

Familia: factors de transcripcido Rel/Dorsal, domini d’'unié a DNA



RHR: Rel Homology Region

e Consta de dos dominis:

e RHR-N : reconeix DNA

e RHR-C : media la dimeritzacio6

RHR-N

RHR-C




Sequencies consens d’unid dels NFAT

* NFAT1-4: GGAAAA

e NFATS: TGGAAANNYNY

e Elements ?B: GGGRNYYYCC



Estructures que hem triat

 NFAT1 monomeric
e NFAT1: AP-1 (Fos i Jun)

e Dimers:
— NFAT1
— NFAT5

Els factors de transcripcio es poden trobar en promotors diferents i amb
relacions diferents entre ells (sinergia, interaccid amb altres,
dimeritzacio). Segons el context I’activacid genica sera diferent.







Complex 1
Complex 2
Complex 3

Complex 4




Nfatl-AP1
Nfatl dimer

Complex 1

Complex 3




NFAT1, Fos i Jun units al promotor d’IL-2

5 7 TTGGAAAATTTGTTTCATAG 37
37 CCTTTTAAACAAAGTATCAA 57

DNA

Jun



Interaccions amb el DNA

NFAT1

* [nteraccio RHR-N amb el DNA
— Loop AB
— Loop E'F

e Linker a-helix

e |Interaccié RHR-C amb el DNA
— Loop fg

P1



Interaccié RHR-N amb el DNA (el loop AB)

5 7 TTGGAAAATTTGTTTCATAG 37
37 CCITTTAAACAAAGTATCAA 57




/ loop E'F

5 7 TTGGAAAATTTGTTTCATAG 37
3% CCTTTTAAACAAAGTATCAA 57




37 CCTTITAAACAAAGLCAA

Interaccid del linker a-héelix amb el DNA



Interaccié RHR-C amb el DNA (el loop fg)




5 = TTGGAAAATTTGTTTCATAG > X /

37 CCTTTTAAACAAAGTATCAA 57 ‘ y

Interaccions del complex AP1
amb el DNA



Interaccions NFAT1-AP1

 Reconeixement dNFAT1-FOS
— RHR-N (loops FG i CX)
— RHR-C (loop cc’)

 Reconeixement dNFAT1-JUN (loop E’F)



©
> ©

Glu 191

Interaccions entre NFAT1-Fos (loops FG i CX)







Thr 533

Phe 473

Zona de contacte NFAT1-Jun (E'F loop)



ALINEAMENT DE SEQUENCIA DEL RHR

00
nfatl ——————TWPL3EQSGIYELRIEVOPEFPH PTG-GHPWWOQLHGTME
nfatz ——————WoLPEHAGP YELRIEVOPESH =3 S AG-GHP IVQLHGYLE
nfati ———————WPLPEOYEQLELRIEVOPERALH (=3 APG-GHPVWELLGYIE

nfatgd ——————WFLPEHFGQCELETEVOPETH =3 ATG—-GHPVWELLGYIE
nfath FESPMLCGOYPVEREGEELETVOPETO ] RTQQGF P TVELEGHMNE

TE R kEE EEE | F EEEEEL A oE oK % &

S0Z
nfatl NEPLGLOQIFIGTAD LEPHAFYOVHR I TGETV TTTE YEE INGHN TEVLE IPLEPETIME
nfarz NEPLMLOLFIGTAD LEPHAF YOVHR I TGETVITTSHEAILSN TEVLE IPLLPESHME
nfar3 —EPLTLOMFIGTAD LEPHAF YOWHR I TGEMY AT A YEAVVSGTEVLEM TLL PEIIM A
nfacd —EPINLOMFIGTAD LEPHAFTOVHR ITGETVATASOETI I TASTEVLE IFLLPENINS
nfats ——PFVLOVFVGHND 3GR-VEPHGF TOLCEV TGRN-TTRPCEEVD IEGTTV IEVGLDPSNNNT
®,OwE %K * O _FE REET E _E®E_ % % F ® _*_ O % % %

nfatl ATIDCAGT LEGETDIG TEVELVFREVHIPESS R IVSLOTASHNF IECS
nfatz AVIDCAGT KGETDIG TEVELVFEVHVP QP33 TLSLOVASIE IECS
nfar3 AMNIDCAGT KGETDIG TEVELVFEVHVE QG5 SVOAASWVP TECS

nfat4 AITDCAGT TEVELVFEVHIFPQPS L3LOIASTPVECS
nfats LAVDCVGI LP.AD?EARIGIAGS* ATRARLVFREVHNIMREDGSTLTLOTPASF ILCT

R O N R R

JEOWE EwERRwEEE * C L. T oW, W
E0Z

nfacil
nfats
nfats
nfatd i
nfats P——AGVPEI K LHSCSVKGEE V L GENFLEGTEVIFQENVSD-ENSWESEAEIDM

+ + * * +F FF + + * + * +

T ' o i - RESIDUS IMPLICATS EN:

nfatl DESQOPNMLFVE IPE YRNKH I RTPVEVNF TVING QPOHFTYHEV
nfatz DLCEPNSLVVE IPPFRNGR I TS PVHVSF YVCHG QYORFTYLEA Contactes amb el DNA
nfat3 LOSNEVTLTL TVPE YSNERVSRPVOVYF YVSHG PTOSFRFLEV Contactes amb FOS
nfatd EECOGLAE IVLEVE P YHNPAV TLAVOVHEF YLCHG QSORFTYTEV
nfats EF Q L VEVPPYHDOHITLPVSVGITUWTNL RSHDVOPFTYTED Contactes amb JUN

lw - - * * wl LI ] - * * - *



NFAT1 DIMERIC UNIT A UN ELEMENT ?B DEL PROMOTOR DEL VIH

-3

-AATGGGGACTTTCCA

ACCCCTGAAAGGTTT - 57




Reconeixement del DNA pel dimer

G

" Arg430
Arg421

Consens No Consens

5 7 —GGGGACTTTCC- 37
3 7 —CCCCTGAAAGG- 57



RHR-C

NFAT5 DIMERIC

5 7 -TTGCTGGAAAAATAG -3~
37 - CGACCTTTTTATCAA-5~



Reconeixement del DNA pel dimer

5”7 —TTGCTGGAAAAATAG- 37
3” - CGACCTTTTTATCAA- 57

it \

IR
7 -,




Comparacio dels dos dimers

NFAT1 NFATS




Interaccio de fulles 3 ala Regiéo RHR-C

NFATS




Interaccid entre els RHR-C dels dos monomers en NFAT1




Dimeritzacio per RHR-C en NFAT5

I Residus hidrofobics
B Residus polars |




Dimeritzacio per RHR-N (NFAT)5)




ALINEAMENT ESTRUCTURAL DEL RHR

220
nf5c KKSPMLCGQYPVKSEGKELKIVVQPETQHRARNL G SRGSVBDRTQQGFPTVKLEGHN -
nfll ~-SSVPLEWPLSSQSGSYELRIEVQPKPHHAHYERMGSRGAVAPT -GGHPVVQLHGYME
nf5c ~-EPVVLQVFVGNDS-GRVKPHGFYQACR-VTGRN-TTPCKEVDIEGTTVIEVGLDPSNNM
nfll NKPLGLQIFIGTADERILKPHAFYQVHRITGKTIVTITTSYEKIV-GNTKVLEIPLEPKNNM
330
nfbc TLAVDCVGILRLRNADVE-ARIGIAGSKR--HSTRARLVFRVNIMRKDGSTLTLQTPSSP
nfll RATIDCAGILELENADIELRKGET-—-DIGRBNTRVRLVFRVHIPESSGRIVSLQTASNP
400
nf5c ILCTEPAGVPE IMGKELHES CSVKGEEBVIGLGKNFLKGTKV-IFQ————————~ ENVSDE
nfll TECSPRSAHEL—————————— -~ PMVERQDTDSCLVYGGQ-——-
nf5c NSWKSEAEIDMERFRIQNELlfVKVPPYHDQHITLPVSVGIYVVTNAGRSH-——————————
nfll OMIL————————— TGQNF--TSESKVVFTERTTDGQ
40
nfSc = @ —mmmmmm D-———————— VQPFTYTPD-
nfll QIWEMEATVDKDKSQPNMLFVEIPEYRNKHIRT PVRVNFYVINGKRKRSGEQHFT YHPV

RESIDUS IMPLICATS EN LA DIMERITZACIO:

Contactes amb I'DNA

Loop E'F

Simetricaen RHR-C d'NFAT5
Asimetricade RHR-C d ' NFAT1-4



ALINEAMENT DE SEQUENCIA DEL RHR

400

nfati 0 - WPLS QSGSTELRIEVCPKPHHRAHVE TEGSRGAVEAP TG-GHPVVOLHGYHE
nfatz 0 o—————— WOLP HSGPYELRIEVCPKSHHRAHVE TEGSRGAVEAS AG-GHP IVOLHGYLE
nfati = - WPLP QYEQLELRIEVCPRAHHRAHVE TEGSRGAVKAAPG-GHPVVELLGYSE
nfatd = o—————— WPLP HFGOCELKIEVCPETHHRAHVE TEGSRGAVEAS TG-GHPVVELLGYNE
nfats KESPMLCGOYPYESEGKELE IVV P ETOHRAR VL TEGS RGSVKD RTQQGF PTVELEGHNE
TR K OEEE FFE K KEAETF A L N
S0E
nfatil NEPLGLOIFIGTADE LEPHAFYOVHRITGKTVTTTS YEKIVGNTEVLE IPLEPENNHR
nfatz NEPLMLOLFIGTADD LRPHAFYOVHRITGKTVSTTSHEAILSNTEVLE IPLLPENSHR
nfat3 -KPLTLOMFIGTADE LRPHAFYOVHRITGKMVATASTEAVVSGTHVLEMTLLPENNMA
nfatd -KPINLOMFIGTADD LRPHAFYOVHRITGETVATASQEIIIASTEVLE IPLLPENNMS
nfats - - PYVLOVFVGHD S GR-VEP HGF TQACRV TGRN- TTPCKEVD IEGTTY IEVGLDPSNNHT
*, KK F O, FE OEEE K wE R LN S
nfati ATIDCAGILKELRNADIELREGE TDIGRENTRVELVFEVHIPESSG IVSLQTASMPIECS
nfatz AVIDCAGILKELRNSDIELREGE TDIGRENTRVELVFEVHVPQPSG TLSLQVASNPIECS
nfat3 ANIDCAGILELRENSDIELREGE TDIGRENTRVELVFEVHVPQGGG VVEVQLASVPIECS
nfatd ASIDCAGILELRNSDIELREGE TDIGRENTRVELVFEVHIPQPSG VLSLQIAS IPVECS
nfats LAVDCVG ILKLENADVE AR IGI AGS KEKS TRARLVF RV IMEFDGSTLTLQTPSSP ILCT
JEE OEEEETEREE L L &L R * R %, %,
E0Z
nfati QRSLHELFMVERQDTDS CLVYGGOOMIL TGONF TSESEVVF TERTTD GOQIVEMELTVD K
nfatz QRSACELPLVEROS TDS YPVVGGHKNVL SGHNFLODSKV IFVEKAPD GHHVUEMEAKTD R
nfat3 QRSACELPWEAYSPS ACSVRGGEELVL TGSNFLPDSKVVF IERGPD GKLQUEEEATVNR
nfatd QRSACELPHIEKYS INSCSVNGGHE MVV TGSNFLPESKI IF LEKGCD GRP QUEVEGEIIR
nfats QP -- AGVPEIINKELHS CSVESE BV LEIGKNFL KG TRV IF QENVED - ENSUKSELE IDM
I O . W L. WoWw I w w *
1]
nfatl DESQPNMLFVE IPEYRNFHIRTPVEVHF TV INGKRERSQPOHF TTHPY
nfat2 DLCKPNSLVWE IPPFRNCOR I TSPYHVSF TVCNGKRERSOTORFTYLP & 4.
nfat3 LOSHNEVTLTL TVPE YSNERVSRPVOVYF TWSNGRRKRSPTOSFRFLPV e FLICATS EN DIMERITZACIO:
nfatd EKCOGAHTIVLEVE P YHIPAV TA AVOVHF Y LCNGERKESQSORFTY TPV
nfats ERFECIELEVEVPP YHD OH I TLPVSVGI TV THARRSHDVOPFTY TR D -Simétrica en RHR-C d'NFATS5
I o e o0 o N Asimetricade RHR-C d NFAT1-4

| oop E'F
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Preguntes PEM

El RHR esta constituit per 2 dominis:

Sanvitx greek-key
Meandre (3
Forquilla 3

Barril TIM
?-propeller



2. Assenxala les reseostes correctes:

1. El motiu KRKR és important en la unié dels NFAT a I'esquelet del
DNA.

2. Els aminoacids acids i basics poden fer ponts salins en les
Interaccions proteina-proteina.

3. Dues Arg i una GIn son fonamentals en el reconeixement de
seguencies especifiques pels NFAT.

4. Un Asp i un Glu sén molt importants en la interaccio dels NFAT
amb els fosfats de I'esquelet del ADN.

a 1,2i3.
by 1i3.
C) 214,
d 4

e) 1,2,3i4.




3. Assenyalal’ afirmacio falsa:

a) Elsfactorsde transcripcio poden interaccionar entre ellsi col-laborar
axi en |’ activacio de latranscripcio.

b) El fet que NFATL interaccioni amb AP-1 (fosi jun) permet una
regulacié mes fina de latranscripcio.
c) NFAT1ma suneix a ADN deformadimerica

d) Laprincipa viad activacio dels NFAT1-4 implicael calci i la
calcineurina.

e) Laflexibilitat delaregio d'unid entre elsdos dominis Ig-like del
domini d’uni6 aADN dels NFAT1-4 permet que puguen interaccionar
amb proteines diferents en diversos contextos.




4. Quina de les segiients mol ecules és un dimer en solucio i no
té cap regio coneguda d’uni6 acalcineurina?

NFAT1
NFATZ2
NFAT3
NFAT4
NFATS



5. EIsNFAT sOn una familia de:

Quinases

Factors de transcipcio
Fosfatases
Transportadors

Lligases



6. Com s anomena e domini d’'unié aADN dels NFAT?

Domini de transactivacio.
Domini regulador.
Domini d'unié a lligand.
Regio d’ homologia Rel.
Domini catalitic.



7. Sobre @ loop cc’, quines son correctes?

El loop cC’ interacciona mitjancant forces de Van der Waals amb una
regio de Fos.

El loop cc’ estrobaen el domini RHR-C dels NFAT.
L es dues anteriors Hn correctes.

El loop cc’ es troba molt conservat en I’aliniament per seqlienciadels
NFAT.

Totesles anteriors 9n correctes.



8. Assenyalal’ afirmacio correcta:

Els NFAT no tenen cap funcio a sissemaimmune.

Els NFAT van ser descobertsalescel-lulesT.

Els5 NFAT tenen € mateix nimero d aminoacids ala seva segliencia.
NFAT1 sempre suneix d ADN amb la mateixa conformacio.

NFAT 5 s uneix d ADN com a monomer.



9. Sobre elsdimers dels NFAT, és cert que:

1. Lainteraccio entre elsdominis RHR-C de NFAT1 implica les mateixes
cadenes 3 dels dos monomers.

2. Lainteraccio entre elsdominis RHR-C de NFATS implicales mateixes
cadenes (3 dels dos monomers.

3. Lainteraccio entre els dominis RHR-C dels monomersde NFAT1 i
NFATS implica els mateixos residus.

4. En lainteraccio entre els dominis RHR-C dels monomers de NFATS
intervenen una serie de residus hidrof obics envoltats per residus polars.

a 1,213
by 1i3.

c 2i4.

d) 4.

e 1,23i4




10. Assenyaal’ afirmacio correcta:

a) Lesinteraccionsde NFAT amb & ADN impliquen majoritariament residus
hidrofobics.

b) Quan NFAT1 ésdimeric Suneix d ADN en elements ?B.
c) NFATS conservales sequiencies d unio a Fosi Jun.

d) Laregio d unio entre esdosdominis RHR (linker) té un factor B menor ala
restade la molecula

e) Enlasuperposicio de NFAT1-ADN sobre el ADN es trobaunagran
conservacio estructural del domini RHR-C.




PREGUNTA D'ASSAIG

Quina importancia pot tenir en relacié amb la funcié de NFAT1 el fet que
la regio d’'unid entre els dominis RHR-N i RHR-C sigui flexible i li permeti
adoptar diverses conformacions?



