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2. Abstrakt

Signalni MAPK (mitogen-activated protein kinase) kaskada predstavuje evoluéné
konzervovany mechanismus, ktery buikdm umoziiuje vnimat extracelularni signaly a
vhodnym zptisobem na tyto signaly reagovat. Nejlépe prostudovanym ¢lenem MAPK rodiny
je proteinkinaza ERK (extracellular signal-regulated kinase), kterd spolu s proteiny Raf a
MEK (MAPK/ERK Kkinase) tvofi prototypickou signalni drahu regulujici Siroké spektrum
biologickych d&ji jako je kuptikladu proliferace, diferenciace, bunéény pohyb, adheze
¢i apoptoza. Aby mohla jedna signalni draha regulovat mnozstvi riznych odpovédi, vyvinuly
si buiiky modula¢ni mechanismy, mezi které patii odlisna sila a doba trvani signalu, rtizna
lokalizace proteint, komunikace s ostatnimi signalnimi drahami, rozdily ve vybéru substrata
I to, jakym zptsobem si signaliza¢ni molekuly dané spektrum interak¢énich partnert vybiraji.
Uvedené mechanismy jsou ve velké mife ovliviiovany proteiny s neenzymatickymi funkcemi,
jako jsou tzv. scaffold proteiny, proteinové inhibitory a proteinové kotvy. Tyto proteiny
usmérnuji signaly vedouci k dosazeni konkrétni bunécné odpovédi a jsou tedy klicovymi
¢lanky signalni transdukce. I pies rostouci vyznam proteinovych modulatord v bunééné
signalizaci, neni jejich fyziologicka role &asto znama. Caste¢nou vyjimku piedstavuji dva
fyziologické déje - integrace signalti vedoucich od ECM (extracellular matrix) a diferenciace
PC12 bungk. Na téchto dgjich lze nazorné demonstrovat funkéni vyznam proteinovych

modulatora ERK drahy.

Kli¢ova slova:

MAPK; ERK; signalni transdukce; signalni kaskada; bunééna specificita; scaffold proteiny
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3. Abstract

The MAPK (mitogen-activated protein kinase) cascade represents an evolutionary
conserved mechanism by which cells sense extracellular signals and convert them into variety
of context-dependent responses. The best studied member of the MAPK protein family is
protein kinase ERK (extracellular signal-regulated kinase). Together with protein kinases Raf
and MEK (MAPK/ERK kinase) comprise a prototypical signaling pathway which regulates
broad-spectrum of biological processes such as cellular proliferation, differentiation, cellular
migration, adhesion or apoptosis. To modulate such a multitude of distinct responses by
asingle pathway, cells utilize mechanisms such as signal strength and duration, distinct
protein localization, communication with other signaling pathways, differential substrate
selection and the selection of interactive partners. All presented means of regulation are
influenced by proteins with non-enzymatic functions - scaffold proteins, protein inhibitors and
anchoring proteins. These protein modulators channel the signals leading to particular cellular
response, and thus represent the key element of signal transduction. Despite increasing
importance of protein modulators in cellular signaling, their biological roles remain mostly
unknown. The physiological importance of protein modulators is best understood during the
process of PC12 cells differentiation and integration of signals leading from proteins of
extracellular matrix (ECM).

Keywords:

MAPK; ERK; signal transduction; signal cascade; cellular specificity; scaffold proteins
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4. Uvod

Kazda bunika se vyskytuje v prostfedi, které je proménlivé a nestalé. Je tedy potieba
registrovat jeno zmény a adekvatnim zpisobem na né reagovat pro zachovani stalého
vnitiniho prostiedi, coz je z hlediska pieziti kriticky parametr. Situace je ponékud odlisna u
organismu jednobunéénych a mnohobunéénych. Zatimco u jednobunéénych je kazda bunka
samostatnou funkéni jednotkou reagujici sama za sebe, u mnohobunéénych organisma funguji
buiiky v ur¢itém kontextu, a to v rdmci dané tkan¢ ¢i organu. Aby byly butiky schopné vnimat
své okoli a nasledné odpovidat na jeho pfipadné zmény, vyvinuly si velice ucinny
mechanismus v podob¢ signalnich kaskad, které jim umoziuji u¢inné pienaset vnéjsi podnéty

pfes membranu smérem do intracelularniho prostiedi.

vvvvvv

Vv

kinase) kaskad, kterd je vysoce konzervovana od kvasinek aZz po vysSi eukaryota. Do této
skupiny patii i proteinkindza ERK (extracellular signal-regulated kinase), ktera byla prvni
popsanou kindzou fadici se do MAPK rodiny. Je hlavni soucasti kaskady, kterd je
tvotena dalSimi dvéma slozkami - proteinkindzami Raf a MEK (MAPK/ERK kinase).
Signalni draha ERK je aktivovana celou fadou vné&jSich stimuli, které nasledné pievadi
v rozmanité buné¢né odpovédi, jako je kupiikladu regulace proliferace, diferenciace, regulace
buné¢ného cyklu, imunitni odpovédi, migrace ¢i programované bunééné smrti. Funkéni ERK
kaskada je nezbytnym piedpokladem spravného embryonélniho vyvoje, coZ dokazuje celé
fada zavaznych defekt zptisobenych nefunk¢nosti nékteré ze slozek uplatitujicich se v rdmci
ptenosu signalu. Kupiikladu vyvoj nervového systému, ale i morfogeneze srdce, lebky ¢i
obli¢ejové ¢asti jsou spojeny se signalizaci drahou ERK a jakékoliv naruSeni se mize projevit
poruchou dané tkané. Z biomedicinskeho hlediska je oviem role kaskady ERK ve vyvoji
postembryonalnim jest¢ vyznamnéj$i. Somatické mutace, které zpusobuji konstitutivni
aktivaci drahy ERK, se totiZ s vysokou frekvenci objevuji u mnoha typu lidskych nadorovych
onemocnéni.

I kdyz méme velké mnozstvi informaci o biochemické podstaté jednotlivych kroki
zahrnutych v pienosu signalu drahou ERK, vyrazné méné vime o tom, jakym zptisobem jsou
tyto signaly realizovany v rdmci specifické bunééné odpovédi. Tato prace si proto klade za cil
popsat zakladni biochemické charakteristiky signalni transdukce drahou ERK a na zakladé
souCasnych poznatki zdiraznit klicové mechanismy, které sméruji signal k dané biologické
odpoveédi, a které jsou tedy zasadni pro bezchybnou ¢innost bunék, tkani a potazmo celého

organismu. Detailni pohled je vénovan zejména neustale se rozristajici skupiné proteini
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s neenzymatickymi funkcemi, které mohou tyto z&sadni mechanismy regulovat, a tim dale
modulovat pribéh signalu. Jejich zapojeni v rdmci konkrétniho bunééného programu je
ukézano na ptikladu dvou fyziologickych procest — diferenciace PC12 bun¢k a integrace

signalt vedoucich od ECM (extracellular matrix).

5. Signalni drdha proteinkindzy ERK

5.1 Princip a charakteristika MAPK kaskad

Draha ERK a obecné MAPK kaskady se vyznacuji roz¢lenénim cesty signalu
do nékolika vzajemné komunikujicich Urovni. Typicky se jedna o trovné tfi a to MAP3K
(MAP kinase kinase kinase), MAP2K (MAP kinase kinase) a MAPK (MAP kinase), pficemz
vlastni prenos signdlu zjedné urovné na nasledujici je realizovan ve formé naslednych
fosforylaci. Hlavni aktivator MAPK kaskady, MAP3K, fosforyluje proteinkindzu MAP2K,
kterd je timto krokem aktivovana. Aktivni MAP2K nasledné fosforyluje a aktivuje MAPK.
Proteinkindza MAPK je kli¢ovym regulatorem vnitrobunééné odpoveédi, protoze fosforyluje a
tim pfimo ovliviiuje funkci celé fady proteinl, coz ma za nasledek specifickou odpoved
buniky. Hovoifime-li konkrétn¢ o draze ERK, hlavni aktivitory MAP3K ptredstavuji
proteinkinazy Raf, na trovni MAP2K operuji isoformy MEK proteinti a centralni MAPK
slozku reprezentuji proteinkinazy ERK (Rubinfeld and Seger, 2005).

Rozdéleni do tii Grovni je vyznamné z hlediska moZnosti zesilovani signélu, kdy malé
mnozstvi aktivniho proteinu mize vést k ovlivnéni mnohonasobné vétsi frakce proteind uvniti
bunky. Dalsi vyhodou existence signalnich kaskad je moznost jejich ptesné regulace a tim
dosazZeni specificity biologické odpovédi. K dramaticky odlisSnému efektu staci totiz zasah
do jedné z Grovni napiiklad pomoci specifického inhibitoru ¢i pomoci proteinové fosfatazy.

Jak bylo naznaceno jiz v Uvodu, signalni draha proteinkinazy ERK je jednim ze ¢lent
MAPK rodiny. V soucasné dob¢ jsou, kromé drahy ERK, detailn¢ popsany dalSi dvé kaskady
z této skupiny. Jsou jimi draha JNK (c-Jun N-terminal kinase) a p38. Tyto drdhy maji
podobnou architekturu a aktiva¢ni mechanismy. V piipadé proteinkindz na urovni MAPK,
tzn. ERK, JNK a p38, maji vSechny tyto proteiny obdobny aminokyselinovy motiv Thr-Xxx-
Tyr, ktery se naléza v kinazové doméné proteinti, konkrétné v oblasti nazyvajici se aktiva¢ni
smy¢ka. Do aktivniho stavu jsou uvadény fosforylaci threoninu a tyrosinu. Tyto proteinkinazy
také vykazuji obdobnou substratovou specificitu, jelikoz fosforyluji serinové nebo
threoninové zbytky v kontextu sekvence Pro-Xxx-Ser/Thr-Pro. Ackoli viechny tyto kaskady
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vykazuji fadu podobnosti, navzajem se odliSuji v regulaci raznych biologickych d&ju a 1isi se
taktéZ podnéty, které je stimuluji (Raman et al., 2007).

JNK kaskada je aktivovana zejména pii bunééném stresu, jakym je kuptikladu
teplotni Sok, ionizujici zafeni, oxida¢ni stres ¢i poskozeni DNA. Dale je dréha stimulovéana
prozanétlivymi cytokiny, inhibici syntézy DNA a mimo jiné i rastovymi faktory. JNK
proteiny se tak uplatnuji pti zdnétlivych reakcich, programované ¢i stresem navozené bunécné
smrti, pii reorganizaci aktinu, bunééné transformaci a pii metabolickych pochodech.
Typickym aktiva¢nim motivem v ptipadé JNK je sekvence Thr-Pro-Tyr. Do dnesni doby byly
popsany tii rizné geny (JNKI1, JNK2, JNK3), které jsou si podobné z vice nez 80 % a
minimaln¢ deset rozdilnych sesttihovych forem (Raman et al., 2007).

Do rodiny p38 proteinkinaz patii étyti isoformy (a, B, y, 9), jejichz vzajemna
podobnost je pouze kolem 60 %. Draha je spousténa v reakci na Sirokou Skélu stresovych
podnét, mezi které patii mimo jiné UV zafeni, osmoticky Sok, hypoxie nebo prozanétlivé
cytokiny. Méné Casto je stimulovana rastovymi faktory. Signalni kaskada p38 je zapojena do
regulace zanétlivych reakci, apoptosy ¢i bunééné diferenciace. Charakteristickym motivem

nalézajicim se v aktivaéni smycce je sekvence Thr-Gly-Tyr (Raman et al., 2007).

5.2 Aktivace kaskady ERK

Aktivace kaskady vedouci ke stimulaci proteinu ERK zacinad na cytoplasmatické
membrané, kde se na receptorové molekuly vazi extracelularni ligandy (Obr. 1).
patii tfi funkéné se liSici typy proteint - receptory ze skupiny GPCR (G protein-coupled
receptor), receptory s vnitini tyrosin kindzovou aktivitou (neboli RTK; receptor tyrosine
Kinase) a integriny, coZ jsou povrchove receptory bez vlastni kindzové aktivity interagujici
s proteiny ECM (Brown and Sacks, 2009).

Nejlépe prostudovanou je signalizace prostfednictvim EGF (epidermal growth factor),
ktery se vaze na EGFR (EGF receptor). EGFR je receptor typu RTK, ktery se bez navazaného
ligandu vyskytuje ve formé monomeri. Vazba EGF vede k dimerizaci monomernich EGFR a
posléze indukuje tyrosin kindzovou aktivitu receptoru. Timto zptisobem dochézi k vzajemné
fosforylaci cytoplasmatickych domén EGFR. Fosforylovana cytoplasmaticka doména EGFR
je rozeznavana SH2 (Src homology 2) doménami adaptorovych proteina. V piipadé ERK
kaskady je do této skupiny proteina fazen Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2).
Pied aktivaci se Grb2 nachazi v cytoplasmé v komplexu se SOS (son of sevenless). SOS je
tzv. GEF (guanine nucleotide exchange factor), ktery stimuluje vyménu GDP za GTP v malé

[9]



GTPaze Ras. Po stimulaci ligandem néasleduje mobilizace celeho komplexu Grb2-SOS
na cytoplasmatickou membranu, kde SOS katalyzuje vyménu GDP za GTP a tim aktivaci
Ras (Seger and Krebs, 1995).

G-protein
Coupled Cytokines
Growth Receptors

.+ ‘Raf -+ MEK1/2 + ERK1/2

—> + Growth and
proliferation

— * Tumourigenesis

—> * Cell survival

— + Differentation

— + Development

Nucleus

Integrins

Obr. 1 - Dréha ERK je stimulovana vazbou extracelularnich ligand? na ptislusné receptory — GPCR, RTK ¢&i
integrinové proteiny. Signal je poté pienaSen pies malou GTPézu Ras a vlastni drahu ERK tvofenou
proteinkinazami Raf, MEK1/2 a ERK1/2 aZ k substratim proteini ERK. Jejich fosforylaci proteinkindza ERK
ovliviiuyje fadu fyziologickych procest jako je napt. rust a proliferace, diferenciace a dal$i. P¥evzato z (Brown
and Sacks, 2009).

5.3 Ras

Aktivace Ras je kliCovym dé&jem v pienosu signalu, nebot’ aktivni protein Ras déale
stimuluje celou fadu signalnich drah, vcetné¢ kaskady ERK, a pfedstavuje tak jakysi
signaliza¢ni uzel.

Proteiny Ras patii do rodiny tzv. malych GTPaz. Obecné¢ mezi malé GTPazy patii
proteiny v rozmezi velikosti od 20 do 29kDa, které mezi sebou sdili sekven¢ni homologii,
spolecné motivy a maji témeét identickou terciarni strukturu. Malé¢ GTPazy, neboli malé¢ G
proteiny, nabyvaji dvou odliSnych konformaénich stavi — snavdzanym GDP nebo
s navdzanym GTP. Vazba GTP, kterou zajistuji GEF proteiny, jako je napiiklad vySe
uvedeny SOS, vede ke strukturni ptestavbé, kterd bilkovinu aktivuje. Opaény proces, tedy
rozstépeni GTP zpusobujici inaktivaci Ras, katalyzuji GAP (GTPase activating proteins)
(Rajalingam et al., 2007).
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Strukturni pfestavba spojend s vazbou GTP je klicovym déjem pti aktivaci drahy
ERK. Ras s navdzanym GTP asociuje s N-koncovou regulaéni oblasti Raf proteinu, ve které
se nachazi RBD (Ras-binding domain) a CRD (cysteine-rich domain) domény (Wellbrock et
al., 2004). Diky zakotveni Ras proteinu, kterého je dosazeno posttransla¢ni modifikaci lipidy
(Brunsveld et al., 2009), je proteinkindza Raf rekrutovana na cytoplasmatickou membranu a
v tomto kompartmentu je i aktivovana.

Doposud byly popsany tii isoformy Ras sdilejici vice nez 90% sekvenéni homologii —
K-Ras, N-Ras a H-Ras. Dlouho byly povazovany za funk¢éné redundantni, ale ukazalo se,
ze jsou tkanoveé specifické a v organismu hraji rozdilné role. Aktiva¢ni somatické mutace
zpusobujici konstitutivni signalizaci Ras proteiny byly nalezeny v témét 30% ptipadii
lidskych nadorovych onemocnéni. Vyskyt jednotlivych isoforem je u jednotlivych typt
malignit odliSny. Mutace, konkrétn¢ substituce, vedou ktrvalé stimulaci tim, Ze bréani

roz§tépeni GTP katalyzované GAP (Rajalingam et al., 2007).

5.4 Raf

Proteinkindza Raf, aktivovana na cytoplasmatické membran¢ G proteinem Ras,
zajistuje signalni transdukci fosforylaci serinovych aminokyselin kinazy MEK, ¢imz indukuje
jeji kindzovou ¢innost. MEK je jedinym znamym substratem Raf.

Identifikovany byly celkem tii isoformy — A-Raf, B-Raf a c-Raf, ktery je nékdy
ozna¢ovan jako Raf-1. Jednotlivé isoformy se v nékterych funkcich piekryvaji, ale zaroven se
v ur¢itych aspektech regulace odliSuji. Proteiny Raf jsou exprimovany prakticky ve vSech
tkanich, 1isi se ovSem troven exprese jednotlivych isoforem (Wellbrock et al., 2004).

Nejdéle studovanou a tedy i nejlépe popsanou isoformou je c-Raf. Sklada se ze tii
konzervovanych usektt CR1, CR2 a CR3 (conserved region 1-3). Na CR1 domén¢ se nachazi
RBD, usek zodpovédny za vazbu c-Raf na Ras, a CRD oblast stabilizujici asociaci s Ras.
Doména CR2 zahrnuje Ser259, ktery slouZi jako vazebné misto pro 14-3-3 proteiny. CR3 je
katalyticka doména s konzervovanym zbytkem Ser621, ktery je druhym vazebnym mistem
14-3-3 proteintl.

V neaktivnim stavu je katalyticka doména proteinkinazy c-Raf blokovand svou N-
terminalni ¢asti a inaktivni konformace je stabilizovana prosttednictvim dimeru 14-3-3
proteind a fosforylaci Ser43, ktery je cilem PKA (proteinkinase A). Aktivace proteinkinazy c-
Raf je pomérné komplikovany proces (Obr. 2). Pti stimulaci signalni kaskady vede vazba
Ras-GTP do oblasti RBD a CRD k vytlaceni 14-3-3 ze Ser259, ¢imz se c-Raf protein rozbali

a katalyticka doména se stava volné pristupnou pro dalSi fosforylace. Klicovymi déji se jevi
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fosforylace Ser338/339 a Tyr340/341 zprostiedkovana proteinkindzou PAK (p21 Rac-
activated kinase), respektive Src. Fosforylace téchto aminokyselinovych zbytkd uvoliuje
inhibiéni efekt N-terminalni ¢asti c-Raf a stabilizuje aktivni konformaci proteinu.

Byla popsana i fada dalsich fosforyla¢nich mist, jejichZ Uloha v regulaci Raf proteind
ale zustava dosud neobjasnéna (Leicht et al., 2007). Mozaika fosforyla¢nich dé&ju, v rdmci
Které kazdy aminokyselinovy zbytek pfispiva rozdilnou mérou a protichidnymi efekty
K usmériiovani ¢innosti Raf proteint, neni specifikem pouze c-Raf, ale i ostatnich isoforem

Raf. Je oviem nutné dodat, Zze poloha a mnozstvi fosforylacnich mist se u jednotlivych
isoforem lisi.

GFR

Raf-1 Activation

Intermediate
14-3-3

P?
Inactive Raf-1

PP2A
sa3[ e %
sS621

5258

S621

Scaffold Proteins

P s529

Active Raf-1 »

Ha

Degraded/Recycled

%

S43—-PKA

5259

R

5642

5621

p pp p

5289/296/301

ERK

— Y3401
2 — 53389

©
(1]

O ——=—5497/9

PK K3

Obr. 2 — Fosforylace fady threoninovych, serinovych a tyrosinovych zbytki je
dulezitym regulaénim elementem ovliviiujicim Kinetiku Raf proteint. Ptevzato
z (Leicht et al., 2007).

Ackoli studium c-Raf poskytlo nejvice informaci o komplexité regulacnich procesu,
co do vyznamnosti, minimaln¢ medicinského, dominuje B-Raf. Je totiZ jedinou isoformou,
u které byly popsany ptirozené se vyskytujici aktivacni mutace. Mutovany B-Raf byl nalezen
az u 60 % melanomt, 50 % rakovin $titné zlazy ¢i 30 % nadord postihujici vaje¢niky

(Wellbrock et al., 2004). Aktiva¢ni mutace vedou ke konstitutivni aktivaci Raf. Typickou
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substitu¢ni mutaci a to zhruba v 90 % vSech piipadi je vyména valinu na pozici 600

za glutamovou kyselinu (Wan et al., 2004).

5.5 MEK (MAPK/ERK kinase)

Do plné stimulovaného stavu je MEK protein uvadén proteinkindzou Raf,
ktera fosforyluje dvé serinové aminokyseliny Ser218 a Ser222 (Rubinfeld and Seger, 2005).
Mimo typického aktivatoru MAP2K, kterym je proteinkinaza Raf, muze byt MEK
pravdépodobné za specifickych podminek fosforylovan i dalSimi proteiny, jakymi jsou
kupiikladu TPL2, Mos ¢i MEKKL1 (Yoon and Seger, 2006). Jedinym zndmym substratem
proteinkinazy MEK je ERK, ktera ktera musi zaujimat nativni konformaci, aby byla uspésné
rozpoznana.

MEK je proteinkinaza s duélni specificitou, coZz znamena, Ze fosforyluje nejen
threoninové, ale i tyrosinové zbytky. Identifikovany byly tfi isoformy MEK proteinu - MEK1,
MEK2 a MEK1b, ktera je enzymaticky neaktivni. Jednotlivé isoformy sdili asi 85 %
sekvencni homologie.

Mimo Ser218 a Ser222 obsahuje MEK fadu dal$ich mist, ktera podléhaji fosforylaci a
ktera reguluji ¢innost proteinkindzy. Pro fungovani MEK proteini ma zcela z&sadni vyznam
tzv. PRS (proline-rich sequence) oblast, ve které se naléza Ser298 a Thr292. Fosforylace
Ser298 proteinem PAK1 je vyZadovana pro ucinnou aktivaci MEKI1 proteinkinazou Raf
(Frost et al., 1997) a také pro tvorbu komplexu MEK1-ERK pti bunééné adhezi. Fosforylace
Thr292 naopak tuto interakci potlacuje, protoze brani PAK1 v rozeznani Ser298 (Eblen et al.,
2004). Existuje tada dalsich fosforylovanych oblasti MEK, jejichZ funkce ale zatim neni
objasnénd.

MEK také obsahuje NES (nuclear export signal) sekvenci, ktera proteinu zajistuje
cytoplasmatickou lokalizaci. Jelikoz MEK interaguje s neaktivni proteinkinazou ERK, hraje
roli také tzv. proteinové kotvy neboli ,anchoring”“ proteinu, ktery zabezpecuje
cytoplazmatickou lokalizaci i neaktivni proteinkinazy ERK (Rubinfeld and Seger, 2005).

56 ERK
Proteinkindza ERK je stimulovéana fosforylaci threoninu a tyrosinu v charakteristické
sekvenci Thr-Glu-Tyr (Thr202-Glu203-Tyr204 v ptipadé¢ ERK1 a Thr183-Glu184-Tyr185 v
piipadé ERK?2), ktera se naléza v aktivacni smycce (Yoon and Seger, 2006). U obratlovctu
jsou za signalni transdukci zodpovédné dvé isoformy — ERK1 a ERK2. Navic se protein

ERK1 vyskytuje v né¢kolika sestithovych formach, mimo nejrozsitenéjsi varianty ERKI
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existuje i ERK1b a ERK1c. ERK1 a ERK2 se vyznacuji zhruba 84% sekvenéni identitou na
aminokyselinové urovni (Lefloch et al., 2008). Dlouhou dobu se spekulovalo, pro¢ existuji
dvé formy, které se funkéné piekryvaji a prakticky se v Zddném aspektu regulace nelisi.
Knockout pokusy ale odhalily, Ze zatimco mysSi postradajici ERK1 jsou Zivotaschopné a jejich
vyvoj probiha normalné az na malé defekty pii vyvoji lymfocytd (Pages et al., 1999), mysi
bez ERK2 umiraji jiz v raném embryonalnim vyvoji (Yao et al., 2003). Lefloch (et al., 2008)
tento fenomén interpretoval tak, Ze klicovy vliv ERK2 je dan obecn¢ vyssi Girovni exprese této
isoformy. Pokud ERK1 v organismu chybi nebo je koncentrace proteinu sniZena,
proteinkindza ERK2 muze tento nedostatek kompenzovat.

Dvojitou fosforylaci aktivovana proteinkindza ERK fosforyluje celou fadou jadernych
a cytoplasmatickych substratii. Rozeznava pti tom konsenzus sekvenci Pro-Xxx-Ser/Thr-Pro a
fosforyluje aminokyseliny serin ¢i threonin, ptic¢emz pfitomnost prvniho z prolint neni vzdy
nutna (Seger and Krebs, 1995). Zkraceny motiv Ser/Thr-Pro lIze nalézt az v 80 % vSech
bunéénych proteint, z ¢ehoz se da usuzovat, ze ERK ovliviiuje obrovské mnozstvi molekul.
Do dnesni doby bylo v souvislosti s proteinkindzou ERK nalezeno vice nez 150 interak¢énich
partnerd (Yoon and Seger, 2006). Skute¢né mnoZstvi bude ovSem pravdépodobné jesté
mnohem vyssi.

Nejlépe pochopenym mechanismem, jakym ERK moduluje funkci proteini a
naslednou bunéénou odpovéd’, je regulace na urovni transkripce. Aktivovana ERK
po translokaci do j&dra fosforyluje transkripéni faktor Elk1, ktery je ¢lenem skupiny
tzv. TCF (ternary komplex factors) faktord patticich do rodiny ETS transkripénich faktort.
Fosforylovany EIk1l heterodimerizuje se SRF (serum response factor) a indukuje expresi
bezprosttedné ¢asnych gent (IEG; immediate early genes) (Yoon and Seger, 2006).
Mezi produkty téchto gent patii transkripéni faktory jako napftiklad c-Fos ¢i c-Jun. c-Fos
vytvaii s c-Jun komplex nazyvajici se AP1, ktery funguje jako transkripéni faktor regulujici
expresi cyklinu D1 a nasledny vstup do bunécného cyklu. c-Fos je nestabilni protein a jeho
stabilita je pozitivné regulovana fosforylaci ERK. ERK tedy pIni dvé hlavni Glohy — indukuje
expresi transkripénich faktort a nésledné je stabilizuje (Murphy et al., 2002).

ERK fosforyluje i velké mnoZstvi cytoplasmatickych proteind, které se podili
na cytoplasmatické ¢i jaderné signalizaci (Obr. 3). Z nich stoji za zminku napiiklad RSK
(ribosomal protein S6 kinase), MNK (MAPK-interacting protein) nebo MKP3 (MAPK
phosphatase 3) (Yoon and Seger, 2006).
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Obr. 3 — Draha ERK a proteiny modulujici jeji signalizaci. Pievzato z (Yoon and Seger, 2006).

6. Regulace specificity bunééné odpovédi drahou ERK

Jak wvyplyvd zpfedchozi kapitoly, biochemické charakteristiky jednotlivych
komponent drédhy ERK a jejich vzajemnych interakci jsou jiz velmi dobie zmapovany.
O poznani mén¢ vsak vime o tom, jak je signdl smérovan na cesté¢ ke konkrétni biologické
odpovédi, coz je pro spravnou regulaci a funk¢nost drahy v ramci celého organismu klicova
otazka. Jako dulezité mechanismy, které moduluji smér signalu uvnitt kaskady ERK tak,
aby specificky odpovidal na aktualni pozadavky vnéjsiho ¢i vnitiniho prostiedi, se jevi
odlisna sila a doba trvani signalu, rizna lokalizace proteint, komunikace s ostatnimi
signalnimi drahami, rozdily ve vybéru substrati i to, jakym zplisobem si signalizacni
molekuly dané spektrum interakénich partnerti vybiraji. Nedavné prace ukazuji, Ze vSechny
tyto mechanismy mohou byt regulovany proteiny, které nevykazuji enzymatickou aktivitu, a

které 1ze pro jejich ¢innost souhrnné oznacit jako modulacni.
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6.1 Docking interakce

Za vzajemné specifické rozpoznani a naslednou fosforylaci substratu proteinkinazou
ERK jsou zodpovédné tzv. docking interakce. Docking interakcemi se rozumi jev, kdy jeden
Clen kaskady interaguje se svym partnerem prostfednictvim elektrostatickych a/nebo
hydrofobnich interakci, ke kterym dochazi mimo aktivni misto proteinkinazy. Tzv. docking
mista jsou konzervovana u celé fady molekul interagujicich s ERK jako jsou proteinfosfatazy,
cytoplasmatické ¢i jaderné substraty nebo proteiny MEK (Tanoue and Nishida, 2003).

DEF domeéna (docking site for ERK; ¢i FXFP motiv) je pravé takovym evolu¢né
konzervovanym vazebnym mistem zprostfedkovavajicim vysokoafinitni interakce mezi ERK
a substraty a nachazi se u mnoha proteinti interagujicich s ERK (Jacobs et al., 1999). FXFP
motiv piitomny v DEF doméné specificky interaguje s aktivni proteinkindzou ERK
ptes aminokyselinové zbytky Met197, Leul98, Tyr231 a Leu23 ptfitomné na povrchu ERK2
(Lee et al., 2004).

Druhou popsanou docking doménou je tzv. D doména, kterd se nachazi
Vv proteinkindze MEK a celé fad¢ fosforylacnich cili proteinu ERK. Pro D doménu je
charakteristicky kratky Gsek bazickych aminokyselinovych zbytkd. Kladné nabita D doména
interaguje s negativné nabitymi aspartatovymi zbytky Asp316 a Asp319, které jsou ptitomné
v proteinech ERK (Lee et al., 2004). Tato samotna oblast ovSsem pro stanoveni vazebne
specificity nestaci, protoZe vysokoafinitni interakce vyZaduji téz piitomnost tzv. ED mista,
Které ziejmé s Asp316 a Asp319 vytvafi ,,aktivaéni zlabek*, do kterého ,,zapadaji* interagujici
proteiny (Tanoue et al., 2001). N&které proteiny obsahuji D doménu, jiné jen DEF doménu a

nékteré maji ob¢ vazebné oblasti jako napiiklad transkripéni faktor EIk1.

6.2 Subcelularnilokalizace proteint
Aby kaskdda ERK mohla uplatiiovat svlij vliv na Sirokou $kalu biologickych dé&ju,
nesmi se signaly z vnéjsiho prostfedi zastavit na cytoplasmatické membrané, ale musi byt
pieneseny do mista svého konecného zpracovani.
V nestimulovanych bunikdch se komponenty ERK kaskady nachazeji ptrevazné
v cytoplasmé. Situace se vSak dramaticky méni po pusobeni rustovymi faktory ¢i jinymi
extracelularnimi ligandy, které aktivuji ERK. Aktivni proteinkindza ERK je lokalizovana
do ruznych intracelularnich kompartmentt, jako je kuptikladu jadro, cytoplasmaticka
membrana (Yoon and Seger), endosomalni vacky (Teis et al., 2002) nebo fokalni adheze

(Vomastek et al., 2007). V jednotlivych bunéénych kompartmentech mize ERK fosforylovat
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a tak aktivovat odlisSneé spektrum substratt, které vykonavaji specifické funkce vedouci
K naplnéni buné¢né odpovedi.

Jak bylo zminéno, proteinkindza ERK svou ¢innosti reguluje prubéh Sirokého spektra
biologickych dgju jako je napiiklad proliferace, diferenciace, migrace apod. Je ziejmé, Ze to
se mize odehravat pouze cestou ovlivnéni exprese za dané déje zodpovidajicich genu a Ze je
tedy vyZadovéna lokalizace proteinkindzy ERK do jadra. Zhruba dv¢ tietiny cytoplasmatické
zasobarny proteinu se skute¢né dostava do jaderného kompartmentu, kde fosforyluje a
stabilizuje transkripéni faktory. Zahajenim genové transkripce mize ERK zprostiedkované
ovlivnit naptiklad vstup do buné¢ného cyklu nebo iniciaci diferenciaéniho programu (Zehorai
etal., 2010).

I ptes znalosti lokalizace proteinii drahy ERK, jejich role v rozdilnych oblastech
bunky zustava Casto neobjasnéna. Je vSak ziejmé, Ze signalizace z riiznych bunécnych organel

je nezbytna a zaslouzi si fadu dal$ich studii.

6.3 Silaadobatrvani signalu

Intenzita a celkovd doba ERK signalizace jsou parametry, které znacné ovliviwuji
biologickou odpovéd’ buiky. Proto je dulezita jejich piisna regulace, kterd se ovSem Ilisi
v zavislosti na tom, zda ma byt signal udrZzovan pouze po kratkou dobu, ¢i ma dojit
k signalizaci dlouhodobgjsi. Intenzita a doba trvani signalu jsou regulovany na celé fadé
urovni, jako je mnoZzstvi receptori na cytoplasmatické membrané a rychlost jejich
internalizace a inaktivace, regulace aktivity proteinkinazy Raf fosforylaci proteinkinazami
z jinych signéalnich drah, regulace scaffold proteiny a proteinovymi inhibitory apod. Jednim
negativni.

Rychlého Gtlumu aktivity ERK je dosazeno nékolika riznymi zptsoby. Jednim z nich
je fosforylace SOS proteinu piimo prostiednictvim proteinkindzy ERK ¢i jejiho substratu
RSK. Tato modifikace ma inhibi¢ni vliv na interakci mezi SOS a Grb2, takze nemohou
vytvaret komplex a pfesouvat se na cytoplasmatickou membranu (Douville and Downward,
1997). Druhou regula¢ni moZnosti je proteinkindzou ERK fizena hyperfosforylace Raf
proteint, kterd vede Kjejich desenzitizaci, takze i pies pfitomnost ristovych faktort
nedochazi k aktivaci MEK. Hyperfosforylace vSak nevede k degradaci Raf, a proto opacny
proces, defosforylace zprosttedkovand PP2A (protein phosphatase 2A), miZe obnovit
signalizaci (Dougherty et al., 2005). V neposledni tad¢ lze zkracené signalizace docilit i

ovlivnénim ¢innosti inaktivatort drahy ERK, jakymi jsou kuptikladu proteinové fosfatazy.

[17]



ERK?2 fosforyluje MKP-1 na Ser359 a Ser364 a stabilizuje aktivni konformaci fosfatazy, ¢imz
prodluZuje jeji polocas zZivota, a zaroven tak tlumi ERK signalizaci (Brondello et al., 1999).
Naopak dlouhodobéjsiho trvani signalu dosahne bunika mj. destabilizaci proteinovych
fosfataz. Naptiklad fosforylace MKP-3 na Ser159 a Ser197, na rozdil od MKP-1, vede k jeho
cileni do degrada¢ni drahy (Marchetti et al., 2005). DalSi variantou je hyperfosforylace Raf
protein. Ackoli bylo v pfedchozim odstavci ukazano, ze fosforylace fady mist mize vést
k inaktivaci Raf proteinkindz, né€které aminokyselinové zbytky maji na aktivitu proteinu
opacny efekt (Balan et al., 2006). Je zajimave, Ze n¢ktera fosforylacni mista se uplatiuji jak

V negativni tak i v pozitivni zpétnovazebné regulaci.

6.4 Komunikace s ostatnimi signalnimi drahami

Bylo by chybné domnivat se, Ze kaskada ERK funguje nezavisle na ostatnich
signalnich drahach. Koneckonct uz proteiny Raf (King et al., 1998) a MEK (Slack-Davis
etal., 2003) vyZaduji pro svou aktivaci, respektive pro efektivni signalni transdukci,
fosforylaci proteinkindzou PAK, coz je efektor malych G protein Rac a Cdc42. Je
pravdépodobné, Ze vzijemna komunikace jednotlivych signdlnich drah probiha na mnoha
urovnich kaskady. Kupiikladu k propojeni riznych drah mize dojit prostiednictvim
centralniho aktivatoru ERK kaskady, G proteinu Ras. Ten komunikuje mj. sPI3K
(phosphatidylinositol-3-kinases) drahou, ktera reguluje napiiklad rist, diferenciaci ¢i preZiti
bunék (Rajalingam et al., 2007). Vytvofeni interakéni sité, ktera by reflektovala veskeré
vzajemné vazby riznych signalnich drah, je spolu s popisem fyziologickych dopadi téchto

propojeni cilem mnoha soucasnych studii.

6.5 Modulaéni proteiny
Jak bylo nazna¢eno vySe, modula¢ni proteiny maji schopnost regulovat mechanismy
ovliviujici specificitu a ztohoto duvodu jsou kli¢ové pro plnéni riznych bunéénych
programt. Funk¢né je lze rozd¢lit na scaffold ¢&i adaptorové proteiny, inhibitory
nebo proteinové Kkotvy. Nicméné tato specifikace je pomémné nejasné definovana a
v nékterych piipadech jsou rozdily mezi t€émito skupinami minimalni, pokud viibec n&jaké.
Nésledujici text si klade za cil popsat zakladni mechanismy, kterymi tyto neenzymatické

komponenty drahy ERK reguluji pfenos signalu.
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6.5.1 Scaffold proteiny

Nazev scaffold 1ze do CeStiny pielozit jako leSeni ¢i konstrukce, coz do zna¢né miry
odrazi roli, jakou proteiny nesouci toto oznaceni v butice, potazmo v regulaci ERK kaskady
hraji. Svym zptisobem se skutecné jedna o jakasi polypeptidova leseni, ktera obklopuji a vazi
dvé nebo vice komponent drahy, jelikoZ typicky scaffold protein MAPK kaskady asociuje
s centralnimi proteinkinazami MAP3K, MAP2K a MAPK. Vazba na scaffold protein
zpusobuje vzajemné piibliZzeni navazanych proteint a tim zprostiedkovava a usnadiuje jejich
interakci a aktivaci (Ramos, 2008).

Scaffold proteiny a ostatni modulatory piedstavuji jeden z dulezitych mechanismu,
kterym bunky ptevadi extracelularni signadly ve specifickou bunéénou odpovéd’. Scaffold
proteiny dosahuji specificity odpovédi v n€kolika zakladnich smérech — Casto interaguji
s membranovymi receptory, ¢imz umoziuji uzké spojeni vné&jsiho signalu s MAPK drahou,
ovliviuji interakce mezi jednotlivymi ¢leny kaskady, ucastni se vyb&ru substrati a zajistuji
rozdilnou intracelularni lokalizaci signalnich komponent.

Se scaffold proteiny se setkavame jiZz u kvasinek, kde byly téz poprvé identifikovany a
popsany. Navzdory zna¢né konzervovanosti zakladnich mechanizmt pfenosu signalu drahou
ERK a jejich ¢lent, savéi scaffold proteiny je nutno vnimat ponékud odliSnym pohledem.
Zatimco u kvasinek scaffold proteiny obvykle vazi vétSinu, ne-li vSechny slozky signalni
kaskady, u savci muze dochazet k interakci s mensim poétem komponent a casto je funkce

scaffoldu rozdélena mezi vice proteintl.

6.5.1.1 KSR (kinase suppressor of Ras)

Nejlépe prostudovanym a popsanym scaffold proteinem je KSR. KSR je prakticky
jediny protein ERK drahy, ktery se podoba klasickym scaffold proteinim, tak jak byly
definovany u kvasinek. Vytvati vysokomolekularni komplexy s proteiny Raf, MEK1 a MEK2
a ERK1 a ERK2, ¢imz je vzijemné piiblizuje, a zvySuje tak ucinnost pienosu signalu
(Morrison, 2001). Stejné jako Raf proteiny ma i KSR kinazovou doménu ozna¢ovanou CAS,
ktera je ovSem v fadé klicovych aminokyselinovych zbytkti mutovana. Na rozdil od Raf tak
ziejm¢ postrada kinazovou aktivitu (Therrien et al., 1995). V klidovych buikach se KSR
nachazi v cytoplasmé, zatimco v buikach stimulovanych dochazi ke zméné intracelularni
lokalizace a ptesunu proteinu na cytoplasmatickou membranu. Tim se KSR liSi od ostatnich
scaffold proteini drahy ERK (McKay et al., 2009).

KSR je jednim z mala proteini, u nichZ byla prokdzana jak jeho bunétna tak

fyziologicka tloha pii regulaci ERK kaskady. V souladu s predpokladanou funkci scaffold
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proteinu dochazi pii ztrat¢ KSR k naruSeni aktivace MEK a stimulace ERK je taktéz
defektni (Nguyen et al., 2002). Na zakladé knockout experimentti s mySimi modely byla
identifikovana fyziologicka role proteinu KSR1, jedné ze dvou savc¢ich isoforem. NaruSena
stimulace drahy ERK za nedostatku KSR1 vedla k defektam v proliferaci T-bunék (Nguyen
etal., 2002) a fibroblasti (Lozano et al., 2003). Podobn¢ bylo v experimentalnim modelu
nadoru kaze prokdzano, Zze KSR1 pozitivné reguluje aktivaci ERK drahy a nasledné vznik

nadoria vyvolanych expresi konstitutivné aktivni GTPazy Ras (Lozano et al., 2003).

6.5.1.2 MP1 (MEK partner-1) a jeho interakéni partnefri

Dalsim scaffold proteinem, o némz mame pomérné obsahlé informace, je MP1 (MEK
partner 1), ktery zajistuje aktivaci ERK kaskady interakci s MEK a ERK proteiny (Schaeffer
et al., 1998). MP1 konstitutivné asociuje s proteinem pl4, a vytvari tak komplex, ktery je
nezbytny pro ERK signalizaci z pozdnich endosomu, nebot’ absence jednoho z vazebnych
partneru v této buné¢né oblasti vede k vyraznému utlumu aktivity proteinkindzy ERK. p14 je
14kDa adaptorovy protein, ktery je piimo zodpovédny za endosomalni lokalizaci
komplexu MP1-p14 (Teis et al., 2002).

MP1 je i s trvale asociovanym pl4, piili§ maly na to, aby vykonaval funkci scaffold
proteinu nezavisle na dalSich partnerech. Interaguje snim tedy scaffold protein MORG1
(MAPK-organizer 1), ¢len tzv. WD-40 proteinove rodiny, ktery mimo MP1 vazZe i ERK,
MEK, c-Raf a B-Raf a selektivné podporuje aktivaci ERK1 a ERK2 v odpovéd’ na rizné
extracelularni signaly, mezi které ale nepatii EGF. Ackoli neni znama ptesna intracelularni
lokalizace MORG1, ptedpoklada se, ze je spolu s MP1 lokalizovan do endosomalnich
vacku (Vomastek et al., 2004).

DalSim vazebnym partnerem MPL1 je scaffold protein RACK1 (receptor for activated
C-kinase 1), ktery asociuje s proteinkinazami ERK, Raf a MEK (Vomastek et al., 2007).
RACKZ1 je nezbytny pro efektivni aktivaci ERK kaskady pti adhezi, nikoli v8ak pfi stimulaci
rastovymi faktory. Za lokalni aktivaci ERK jsou zodpovédné proteiny Src a FAK (focal
adhesion kinase). Podle ziskanych dat se zd4, Ze RACK1 sméruje ERK do fokalnich adhezi, a
spojuje tak ,,upstream* integrinovou signalizaci s ,,downstream* cily ve fokalnich adhezich.
Piedpoklada se, ze mezi cile aktivni proteinkindzy ERK ve fokalnich adhezich patii m;.
MLCK (Myosin light-chain kinase) ¢i proteaza Calpain, které jsou zodpovédné za rozpad

fokalnich adhezi a nasledkem toho i za regulaci bunééného pohybu (Vomastek et al., 2007).
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6.5.1.3 Ostatni scaffold proteiny

Mezi dalSi proteiny s funkci scaffoldu patii paxillin, CNK, IQGAP a [-arrestiny.
Ptestoze molekularni interakce téchto scaffold proteini byly taktéz pomérné dobie
definovany, funkéni dbsledky zistavaji u vétSiny neodhaleny. Rada z nich zajistuje
signalizaci z rozdilnych bunéénych organel.

Scaffold protein paxillin podporuje signalni transdukci vytvafenim komplexi Raf-
MEK-ERK. Pfitom neaktivni forma ERK je vazana s vySSi afinitou nez forma aktivovana.
Uginngjsi vazba neaktivni ERK spolu se schopnosti nahradit aktivovanou proteinkinazu
formou jesté nefosforylovanou a tedy nestimulovanou vede k tomu, Ze je neaktivni ERK diky
paxillinu cilena do fokalnich adhezi, kde je poté aktivovana (Ishibe et al., 2003).

CNK (connector enhancer of KSR) byl identifikovan a popsan nejprve u Drosophila
melanogaster a pozd¢ji u Caenorhabditis elegans. Fyzicky interaguje s proteinem Raf a
umoznuje jeho aktivaci prostfednictvim GTPazy Ras (Therrien et al., 1998). Doposud byly
identifikovany tii sav¢i isoformy CNK, které se lisi vyskytem a Castecné i mechanismem
pusobeni. Fyziologicka role scaffold proteinu CNK nebyla doposud urcena.

DalSim ze scaffold proteini je IQGAPI, ktery vaze ERK2 a MEK proteiny.
V klidovych buiikdch IQGAP1 vaze preferencné MEK2. Markantni zména nastava
po stimulaci EGF. Vazba MEKI je vyrazn¢ zvysSena, zatimco MEK2 potlacena. Timto
mechanismem muze EGF podporovat signalizaci z MEK1 na ERK, zatimco soucasné dochazi
K atlumu pienosu signalu z MEK2 na ERK. Podobné jako u CNK ale plati, Ze i k IQGAP1
zatim nebyla piifazena zadna konkrétni biologicka funkce (Roy et al., 2005).

Pivodné bylaP -arrestinim pfipisovana role pouze v desenzitizaci receptoric GPCR,
které byly obsazené ptislusnym ligandem a po uvolnéni podjednotRBy €asforylovany
proteinkindzami ze skupiny GRK (G protein-coupled receptor kinase). B-arrestiny oviem
mohou fungovat i jako scaffold proteiny zprostfedkovavajici tvorbu Raf-1, MEK1 a ERK2
komplext. Navic se uplatnuji i v regulaci intracelularni lokalizace tim, Ze tyto komplexy
sméruji do endosomalnich vacku. I fyziologicka role f-arrestind jakoZto scaffoldu je prozatim

neznama (Luttrell et al., 2001).

6.5.2 Proteinové inhibitory

Proteinové inhibitory drahy ERK maji pfesné¢ opacny ucinek nez scaffold proteiny.
Interaguji s jednou nebo s vice komponentami ERK kaskady a zabrafuji jejich aktivaci nebo
dalsimu pfenosu signalu. Vé¢tSina proteinovych inhibitora drahy ERK vykazuje

dvojtroviiovou regulaci aktivity. Ke stimulaci inhibi¢niho efektu u nich dochazi na drovni
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transkripce. Snizena exprese nékterych inhibitord koreluje s vyskytem rtznych
patofyziologickych jevi. Dilezitym mechanismem na bunééné urovni je ale piedevsim
fosforylace serinovych, threoninovych a tyrosinovych aminokyselinovych zbytki, které
prevadi inhibitory do aktivniho stavu a defosforylace naopak slouZi k inaktivaci. Tento

mechanismus poskytuje rychly a efektivni zptisob, jak regulovat trvani ERK signalizace.

6.5.2.1 RKIP (Raf kinase inhibitor protein)

RKIP je proteinovy inhibitor, ktery specificky blokuje aktivaci MEK prostfednictvim
Raf-1. Soucasti utvafeného komplexu je i proteinkinaza ERK (Yeung et al., 1999). Inhibice
MEK se odehrava cestou fyzického rozruSeni kontaktu mezi MEK a Raf-1 a to jak in vitro,
tak in vivo. RKIP se chova jako kompetitivni inhibitor MEK fosforylace, ktery snizuje afinitu
Raf-1 a MEK vuc¢i sobé (Yeung et al., 2000).

Za ur¢itych okolnosti ale RKIP méni substratovou specificitu a stava se fyziologickym
inhibitorem GRK-2, proteinkindzy zodpovédné za desenzitizaci GPCR. Po stimulaci GPCR
receptori se RKIP odpoutavd od Raf-1 a asociuje s GRK-2, a tak blokuje jeho aktivitu.
Vlivem zmény substratu prestavd RKIP inhibovat ERK signalizaci. Timto zpisobem RKIP
piimo propojuje ERK drahu s GPCR signalizaci. Zmény substratové specificity proteinu je
dosazeno fosforylaci Ser153, za kterou zodpovidd PKC (proteinkinase C). Inhibice GRK-2
vede kromé prodlouzené doby ERK signalizace i ke sniZzeni mnoZstvi internalizovanych
receptort. Prepinani specificity ma své fyziologické dusledky. RKIP timto zpusobem totiz
zvysuje citlivost B-adrenergnich receptorii kardiomyocytl, ¢imz posiluje kontraktilitu
bungk (Lorenz et al., 2003).

6.5.2.2 Sef (similar expression of fgf genes)

Sef byl identifikovan jako inhibitor FGF (fibroblast growth factor) signalizace.
Inhibi¢ni efekt Sef na FGF signalizaci je zpusoben interakci s FGFR (FGF receptory),
kterd brani fosforylaci receptori. V dusledku toho dochazi i ke sniZzeni fosforylace
proteinkinaz Raf, MEK a ERK (Kovalenko et al., 2003). Navic je Sef zodpovédny za regulaci
intracelularni lokalizace ERK, o ¢emz je pojednano v podkapitole ,,6.5.3 Proteinové kotvy“.
Na rozdil od inhibi¢niho u¢inku na FGF signalizaci, Sef podporuje EGF stimulovanou ERK
signalizaci (Ren et al., 2007). Vzajemnd interakce Sef a EGFR totiZz zvySuje pocet

recyklovanych receptoru EGF, které by jinak byly degradovany.
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6.5.2.3 Sprouty

Sprouty blokuje signalni transdukci na vice Urovnich proteinové kaskady. Jednak
Sprouty véaZe adaptorovy protein Grb2, ¢imz brani naslednému ptesunu komplexu Grb2-SOS
na receptor rastovych faktord jako je naptiklad FGFR, a tim znemoziuje aktivaci GTPazy
Ras (Hanafusa et al., 2002). Navic protein Sprouty inhibuje i signalizaci na urovni
proteinkinazy c-Raf (Sasaki et al., 2003), respektive B-Raf (Brady et al., 2009).

Ackoli proteinovy inhibitor Sprouty vzdy negativné reguluje FGF-indukovanou ERK
signalizaci, byly popsany piipady, kdy protein Sprouty naopak podporoval ERK signalizaci
indukovanou EGF (Fong et al., 2003). Na molekularni tirovni ziejmé spociva odlisny efekt
Sprouty v interakci s proteiny c-Cbl, které endocyt6zou reguluji mnoZstvi receptort ristovych
faktorti (Wong et al., 2001).

V sav¢ich buiikach nachazime ¢tyfi isoformy, které maji rozdilnou uroven uéinku
v ramci drahy ERK a jsou regulovany specifickou kombinaci faktord. Nejlépe popsané jsou
proteiny Sproutyl a Sprouty2. Jejich inhibi¢ni aktivita je modulovana fosforylaci
aminokyselinovych zbytkd, v tomto konkrétnim piipadé modifikaci tyrosinu, a je indukovana

signalizaci ptes RTK (Hanafusa et al., 2002).

6.5.2.4 SPRED (Sprouty related proteins with EVH1 domain)

Proteiny SPRED inhibuji ERK signalizaci indukovanou rtistovymi faktory. Podstatou
této inhibice je tvorba komplexti s Ras a Raf proteiny, které jsou nedostupné pro MEK1 a
MEK?2 a tim padem nemohou byt aktivovany proteinkinazou Raf (Wakioka et al., 2001).

6.5.3 Proteinové kotvy

Do skupiny tzv. proteinovych kotev se fadi proteiny, jejichz vliv na signalizaci drahou
ERK spoc¢iva v modulaci intracelularni lokalizace komponent této signalni kaskady.
Proteinové kotvy lze rozdé€lit na proteiny bez enzymatickych funkci a na proteiny, které
naopak enzymatické funkce maji. Do prvni skupiny patii naptiklad PEA-15, Sef ¢i paxillin.
Mezi proteinové kotvy s enzymatickymi funkcemi se naopak fadi proteinkindza MEK ¢i

nékteré proteinfosfatazy.

6.5.3.1 PEA-15 (15kDa phosphoprotein enriched in astrocytes)
PEA-15 je typickou proteinovou kotvou, coZ znamena, Ze vymezuje oblast vyskytu
svych interakénich partnert, konkrétné proteinkinaz ERK. PEA-15 je cytoplasmaticky protein

a vazbou ERK bréni transportu proteinkindz do jadra. ERK se tak hromadi v cytoplasmé a
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zaroven Klesa uroven fosforylace jejich jadernych substratd, tim i exprese jadernych gent a
snizuje se mira bun&né proliferace, nebo je proliferace zcela zastavena. Funkce
cytoplasmatickych substratl ziistava beze zmény (Whitehurst et al., 2004). Cytoplasmatickou
lokalizaci proteinu PEA-15 zajistuje sekvence NES. DalSim mechanismem, ktery umoziuje
PEA-15 hromadit ERK v cytoplasmé, je pravé na NES zavisly export proteinkinaz
z buné¢ného jadra. Pokud se PEA-15 dostane do jadra, mtize zde interagovat s proteiny ERK
a pomoci NES sekvence je transportovat do cytoplasmy (Formstecher et al., 2001).

Jinym charakteristickym znakem PEA-15 je tzv. DED (death effector domain)
domena, kterou lze typicky nalézt u proteina uplatiujicich se v regulaci apoptozy.
Mimo proliferace totiz PEA-15 reguluje i ochranu bun¢k proti programované buné¢né smrti.
Vazbou Kk proteinu FADD (Fas-activated death domain protein) blokuje mobilizaci
tzv. kaspéz, efektorovych proteaz, které jsou hlavnimi vykonavateli apoptotickych procest.
Princip stfidani cilové molekuly je stejny jako naptiklad u proteinu RKIP - fosforylace
aminokyselinovych zbytk Ser104 a Ser116 funguje jako molekularni piepina¢ substratové
specificity. Serl04 je fosforylovan prostfednictvim PKC, kterd tak blokuje vazbu k ERK, a
tim padem se ERK muze hromadit v jadie. Proteinkinazy CamKIl (calcium/calmodulin-
dependent protein kinase I1) a Akt fosforyluji Ser116 a tim podporuji vazbu k FADD. Pouze
dvojité fosforylovany PEA-15 ma protiapoptoticky ucinek (Renganathan et al., 2005).

Rozdilnou urovni exprese proteinu PEA-15, jeho fosforylaci a ,,zakotvenim*
proteinkindzy ERK v cytoplazmé tedy bunika ovliviiuje intracelularni distribuci ERK a

nasledné i biologickou odpoveéd’.

6.5.3.2 Sef

Protein Sef je nejen inhibitorem, ale ptsobi i jako proteinova kotva, protoze se
specificky vazZe na aktivovany MEK, inhibuje disociaci MEK-ERK komplexu, a tim blokuje
translokaci aktivni proteinkinazy ERK do jadra. Kvuli tomu nemuze dojit k fosforylaci
jadernych substrati jako je kuptikladu EIk1 a potazmo Kk ovlivnéni exprese jadernych gend,
naptiklad c-Fos. Na funkci aktivni cytoplasmatické proteinkindzy ERK nema Sef vliv (Torii
et al., 2004).

6.5.3.3 Paxillin
| protein paxillin se podili na regulaci intracelularni lokalizace ERK. Paxillin cili
neaktivni ERK do fokalnich adhezi, kde je nasledné aktivovana. Hraje tak ziejmé dtlezitou

roli v pohybu bungk, neni ale vyzadovan pro bunéénou adhezi (Ishibe et al., 2003).
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6.5.3.4 Proteinové kotvy s enzymatickou funkci

Kromé proteinovych kotev bez znamé enzymatické aktivity mohou intracelularni
lokalizaci proteinkinazy ERK regulovat i kotvy s enzymatickou aktivitou. Typickymi zastupci
téchto kotev je proteinkindza MEK a nékteré proteinfosfatazy.

Jak bylo zminéno v kapitole 5.5, proteinkinaza MEK je cytoplasmaticky protein, jehoZ
lokalizace je zajisténa pritomnosti sekvence NES v N-terminalni casti. Jelikoz MEK
interaguje s neaktivnim proteinem ERK, zajistuje cytoplasmatickou lokalizaci i neaktivni
ERK. Proteinkinaza MEK ma4 tedy dv¢ dulezité ulohy - kromé funkce aktivacni se uplatiiuje
i pfi udrZzovani cytoplasmaticke lokalizace ERK (Rubinfeld and Seger, 2005).

DUSPs (dual specificity phosphatases) neboli fosfatazy s duélni specificitou mohou
ukotvit protein ERK a to bud’ v jaderném, nebo v cytoplasmatickém kompartmentu.
Kuptikladu DUSP6 (jinak téZ MKP-3) obsahuje sekvenci NES, diky niZ exportuje z jadra
neaktivni formu ERK2, a pomaha tak zachovavat jeho cytoplasmatickou lokalizaci. Jiné
fosfatazy, jako naptiklad DUSP 2,4 ¢i 5, zadrzuji ERK v jadie, piicemz k dosaZzeni jaderne
lokalizace vyuzivaji NLS (nuclear localization signal), jaderny lokaliza¢ni signal, a
pro interakci s ERK CD ¢i D-doménu (Ramos, 2008).

7. Scaffold proteiny a modulatory v kontextu fyziologickych déju

V ptedchozi kapitole byly popsany molekuldrni charakteristiky scaffold a ostatnich
modulacnich proteini. Ty ovSem nevypovidaji nic o tom, jak jsou tyto proteiny zapojeny
do realizace konkrétniho buné¢ného programu. Biologicka role vétsiny modula¢nich proteint
zastava nezndma. Ziejmé nejpokrocilejsi trovné znalosti bylo dosazeno u dvou
fyziologickych d&ja - diferenciace PC12 bunék a integrace signali vedoucich
od extracelularni matrix. Zatimco prvni jmenovany model je typickym ptikladem toho, jak je
dréha ERK modulovana proteinovymi inhibitory a kotvami, model bunééné adheze

reprezentuje funkci scaffold proteini.

7.1 Integrace signallti vedoucich od extracelularni matrix
Klicovym mechanizmem predavajicim bunkdm informace o stavu adheze je
signalizace prostfednictvim proteinit  Z integrinové rodiny. Pfi kontaktu integrint

s proteiny ECM dochazi k asociaci integrinti s adaptorovymi proteiny a k aktivaci celé fady
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signalnich kaskad. Mezi asociované proteinkinazy aktivované integriny patii mimo jiné FAK
(focal adhesion kinase) ¢i Src. Bylo zjiSténo, Ze Src fosforyluje kinazu FAK a tim vytvari
vazebné misto pro Grb2-SOS komplex, coZ v dusledku vede k aktivaci ERK dréhy (Giancotti
and Ruoslahti, 1999). Zvlast¢ dulezita je aktivace Racl-PAK drahy, ktera predava signal
0 bunécné adhezi a umozituje Gcinnou aktivaci drahy ERK.

PAK1 (p21 Rac-activated kinase 1) je efektorovou molekulou GTPaz Cdc42 a Racl,
Které patii do rodiny Rho proteinti. Adheze k ECM, konkrétné k fibronektinu, prosttednictvim
integrint vede k aktivaci Racl, ktery nasledné aktivuje PAK1. Aktivni proteinkindza PAK1
fosforyluje Ser298 nachézejici se v PRS MEK1, ne viak MEK2, a tim podporuje fyzickou
asociaci mezi MEK1 a ERK (Frost et al., 1997). Ackoli fosforylace Ser298 nema piimy vliv
na aktivitu MEK1, umoziuje jeho ucinnou aktivaci proteinkinazou Raf, a je proto klicova
pro uspésnou aktivaci drahy ERK (Eblen et al. 2002; Slack-Davis et al., 2003). MEK1 tedy
predstavuje senzor pro adhezivni signaly, které umoziuji vznik signalniho komplexu Raf-
MEK-ERK a jeho ucinnou aktivaci rastovymi faktory. Jestlize jsou integrinove receptory
neaktivni, naptiklad pokud jsou bunky v suspenzi, je i drdha Racl-PAK1 neaktivni a Ser298
neni fosforylovan. Ackoli je tedy protein Raf stimulaci rGstovymi faktory aktivovan, neni
schopen fosforylovat MEK1 (Renshaw et al., 1997), protoZe doSlo k rozpadu signélniho
komplexu Raf-MEK-ERK.

Fosforylace Ser298 proteinkindzou PAK1 je regulovana scaffold proteinem MP1,
ktery tvoii komplex s proteinem pl4 a interaguje taktéZ s proteinkindzami MEK1 a ERK.
Pullikuth (et al., 2005) prokézal, Ze dimer MP1/pl4 béhem bunécéné adheze kooperuje
s PAKL. MP1/pl4 preferencné asociuje s aktivni kindzou PAKI1 a zprostfedkovava jeji
ptimou interakci s MEK1, ¢imz dochazi k propojeni aktivace MEK1-ERK s adheznimi
signaly. Experimentalni sniZeni hladiny MP1/p14 inhibuje fosforylaci MEK1 na Ser298,
coz vede k naslednému sniZzeni fosforylace MEK proteinu na Ser218 a Ser222, kroku
nezbytnému ke stimulaci kinazové Cinnosti. Komplex MP1/p14 timto zplisobem reguluje
integraci signalt vedoucich od Rac/Cdc42-PAK dréhy.

MP1 funkéné kooperuje také se svym dals$im interakénim partnerem RACK1. Scaffold
protein RACK1 asociuje krom& MP1 i s triddou proteinkindz Raf/MEK/ERK a je nezbytny
pro integriny indukovanou efektivni aktivaci a lokalizaci kinazy ERK pii bunécné adhezi.
Mechanismus ptsobeni RACK1 je odlisSny od funkce MP1/pl4. RACK1 reguluje aktivitu
proteinkinazy MEK modifikaci jeho aktivatoru, proteinu Raf, na Ser338 (Vomastek et al.,

2007). Jak se ukazalo, fosforylace Ser338 je nezbytna pro stimulaci kindzy Raf rstovymi
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faktory a zprostfedkovavaji ji proteiny PAK (King et al., 1998). Zda se tedy, Ze scaffold
protein RACK1 reguluje aktivaci Raf a nasledné i MEK.

Na zakladé dostupnych udaja se lze domnivat, Ze proteiny MP1/pl14 v komplexu
SRACKI1 pii bunééné adhezi integruji signaly na dvou rtznych trovnich — na drovni
tzv. ,,permisivni a ,,aktivac¢ni“. Komplex MP1/p14 umoziuje prostfednictvim PAK proteinu
fosforylaci Ser298 na kindze MEK, a poskytuje tak informaci o buné¢né adhezi. Ac¢koli tato
fosforylace samotna neni pro spusténi signalni transdukce dostacujici, vytvaii nezbytny
pfedpoklad pro stimulaci kaskddy ERK riistovymi faktory a lze o ni proto hovofit jako
0 ,,permisivni“. Pro uspéSnou aktivaci drahy ERK je nutnd fosforylace MEK proteinu
na aminokyselinovych zbytcich Ser218, a Ser222, cozZ zajistuje kinaza Raf. Ta je diky
scaffoldové funkci RACKI1 stimulovana PAK proteiny aktivacni fosforylaci Ser338. Tuto
uroven tedy lze nazvat ,,aktivacni®. Pfi adhezi tak ziejmé dochazi k ,,nachystani kinazy MEK
scaffold proteiny MP1/p14 a nasledné aktivaci ERK signalizace prostfednictvim RACKL.
Vzhledem k tomu, Ze RACK1 a MP1/p14 spolu interaguji, 1ze pfedpokladat existenci velkych
signalizaCnich komplextl, které zajist'uji efektivni integraci riiznych signala.

Kromé proteinu RACK1 interaguje MP1 také s dalSim scaffold proteinem, MORG1
(Vomastek et al., 2004). MORG1 i RACKI patii do tzv. WD-40 proteinoveé rodiny a oba maji
podobné uspofadani domén. MORG1, podobné jako RACK1, asociuje s triadou proteinkinaz
Raf/MEK/ERK, nicméné spektrum signali regulované MORGI1 je odlisné od RACKI.
Zatimco RACK1 se zda byt specifickym reguldtorem integrinové signalizace, MORG1
moduluje signaly pochazejici od heterotrimerickych proteint. Je tedy moZné spekulovat,
jaky je funkéni vyznam interakci MP1/pl14 s celou fadou scaffold proteint. MP1/p14 muze
reprezentovat universalni mechanismus, kterym je piedavana informace o adhezi. Aktivace
ERK dréhy specifickymi extracelularnimi signaly je patrné zprostifedkovana spektrem
scaffold proteinu, jako je RACK1l a MORGL1, které umoziuji aktivaci specifickym
»upstream® aktivatorem. Interakce RACKI1 (¢i MORG1) s MP1/pl4 zajistuje, Ze veSkeré

signalni komponenty jsou v tésné blizkosti, a umoziuje tak uc¢inny prenos signalu.

7.2 EGF/NGF signalizace v PC12 bunkach
Bunééna linie PC12 se pouZiva jako model neurondlni diferenciace a je odvozena
od feochromocytomu diené nadledvin potkana. Vyhodou PC12 bunék je jejich schopnost
rozdilné reagovat na rtzné rustové faktory. Naptiklad pii kultivaci s NGF (nerve growth

factor) piestavaji buiiky rtst a viadu dni se diferencuji v sympatiku podobné neurony.
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Naproti tomu pokud jsou Kkultivovany v piitomnosti EGF, dochazi krustu a nikoliv
k diferenciaci (Marshall, 1995).

Diametralné odlisné biologické odpovédi je dosaZzeno rozdilnou dobou trvani
signalizace a rtznou lokalizaci proteinkindzy ERK. V ptipadé NGF je signal udrZovéan
az po dobu n¢kolika hodin, zatimco EGF zprostfedkovava pouze kratkodobou aktivaci,
maximalné v fadu minut. Pfi dlouhodobéjsi aktivaci drahy prostfednictvim NGF dochazi
K translokaci vétsiho mnozstvi ERK proteinkinazy do jadra, coZz vede Kk ovlivnéni exprese
gent podilejicich se na diferenciaci. EGF vyvolava piili§ kratkodobou aktivaci na to, aby byla
exprese diferenciac¢nich genl vyznamné ovlivnéna (Marshall, 1995).

Jak ale bunka rozlisi mezi kratkodobou a dlouhodobou stimulaci, aby mohla spustit
rozdilné programy? Triada Raf-MEK-ERK tvofi stabilni kontakty, v rdmci nichZ probiha
signalni transdukce v prakticky neménné podobé¢. Signalizaci kaskadou ERK smérem
k diferenciaci ¢i proliferaci kontroluji modula¢ni proteiny, mezi které patii RKIP, NF1
(neurofibromin 1), PEA-15, ERF (ETS2 repressor factor) ¢i Sprouty.

V piedeslé kapitole byl protein RKIP popsan jako inhibitor Raf-1 (Yeung et al., 1999),
ktery po fosforylaci PKC méni substratovou specificitu a piestava fungovat jako inhibitor
drahy ERK (Lorenz et al., 2003). Tento jev ma své fyziologické dusledky i v buiikach PC12.
Experimentalni snizeni koncentrace RKIP totiz vedlo k prodlouzené ERK signalizaci
i pfi stimulaci EGF. Vlivem této zmény se obratila orientace drahy ERK smérem k jinému
bunéénému programu - K diferenciaci. Fosforylace RKIP tedy piedstavuje pozitivni
zpétnovazebny mechanismus, jakym NGF signalizace moduluje délku signalu a umoziuje
diferenciaci. Pti stimulaci EGF vykazuje draha ERK naopak negativni zpétnovazebnou
regulaci. Negativni zpétna vazba je zaloZzend na fosforylaci SOS, coZ vede k naruseni
schopnosti komplexu SOS-Grb2 vézat, a tim aktivovat Ras. To vysvétluje, pro¢ je takovato
aktivace drahy pouze kratkodobé (Santos et al., 2007).

Dalsim ptikladem modulace bunétné odpovédi pomoci specifickeho regulatoru je
fungovani proteinu NF1. NF1 se tadi do skupiny GAP proteini, a tedy zkracuje dobu
signalizace Ras proteini. Pro inaktivaci NF1 je podstatnd vazba a fosforylace proteinkinazou
ERK. Rustovy faktor NGF zptsobuje oproti EGF dlouhodobéjsi aktivaci ERK a tim padem
i trvalejsi disociaci komplexu ERK-NF1, ¢imz prodluZuje celkovou dobu Ras-Raf-MEK-ERK
signalizace a umoziuje diferenciaci PC12 bun€k. NF1 je casto mutovany u pacienti
s neurofibromatosou (von Kriegsheim et al., 2009).

Dynamiku ERK ovliviiuje i proteinova kotva PEA-15. Princip funkce PEA-15 spociva

v asociaci s proteinkindzou ERK a v blokovani jejiho jaderného importu (Formstecher et al.,
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2001). Pii signalizaci NGF je navozena trvalej$i disociace komplexu PEA-15/ERK, a
proteinkindiza ERK se tak miZe hromadit vjadie ve vétSim mnozZstvi ve srovnani
s kratkodobé&jsi  disociaci pfi plisobeni EGF. Rozruseni komplexu je tedy soucasti
diferencia¢niho programu a je regulovano komunikaci s proteinem Akt a zpétnovazebnou
fosforylaci ERK (von Kriegsheim et al.,, 2009). PEA-15 interaguje s ERK1 i s ERK2
prostfednictvim své C-terminalni ¢asti a DED (Formstecher et al., 2001).

ERF (ETS2 repressor factor) je jednim z popsanych jadernych interakénich partnert
proteinkindzy ERK, ktery potlacuje transkripci zprostiedkovavanou transkripénim faktorem
Ets2. Inhibi¢ni efekt ERF je vyruSen asociaci s ERK, protoZe vzajemnd interakce vede
k fosforylaci supresoru a posléze k jeho vylouéeni z jadra. Jak pii pusobeni NGF, tak EGF
dochazi k fosforylaci a tedy i k exportu ERF z jadra, ale jen pti vazbé NGF na receptor se
vytvaii stabilni vazba ERF-ERK, takze vétSina supresoru muze byt presunuta. Pouze
pfi pusobeni NGF je tedy dosazeno diferenciace (von Kriegsheim et al., 2009).

Proteiny Sprouty byly identifikovany jako inhibitory FGF signalizace, mohou
ale modulovat biologickou odpovéd’ i u PCI12 bunék. Vzhledem k jejich inhibi¢ni funkci,
predstavuji Sprouty proteiny negativni zpétnovazebny mechanismus, ktery je ale ovlivnitelny
modifikaci aminokyselinovych zbytkia. Dojde-li totiz k defosforylaci Sprouty, dojde
k vyruSeni inhibi¢niho efektu proteinu a k naslednému prodlouzeni FGF signalizace, cozZ se
projevi navozenim diferenciace bun¢k (Hanafusa et al., 2002).

Vyse uvedené piiklady demonstruji pfedstavu, Ze kinetika signdlni kaskady neni
regulovana pouze v jednom hlavnim bod¢, ale Ze k modulacim dochéazi na kazdé jeji drovni.
Za ovlivnéni dynamiky signalizace jsou zodpovédné modula¢ni ¢i scaffold proteiny, ktere
ptistupuji K interakcim s riznymi slozkami kaskady. Lze predpokladat, ze tyto regulacni
komponenty neplsobi oddélené, ale ze mezi sebou komunikuji a Ze na vysledném
biologickém efektu se podili vzajemnou kooperaci. Pfi naruSeni této spoluprace je mozné
zmeénit vysledny program. To dokazuje napiiklad knockdown experiment, pii kterém sniZeni
mnozstvi PEA-15 a NF1 pomoci siRNA vyvolalo diferenciaci a to jak pti ptasobeni NGF,
tak i EGF (von Kriegsheim et al., 2009).
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