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Abstrakt

Signalni draha ERK ptedstavuje evolu¢né konzervovany mechanismus, ktery bunkam
umoziuje vnimat extracelularni signaly a prevadeét je v Siroké spektrum specifickych intracelular-
nich odpovédi, jako je proliferace, diferenciace, apoptdza ¢i bunéénd migrace. Mezi klicové prvky
této drahy patii proteinkinadzy Raf, MEK a efektorova proteinkinaza ERK. Konstitutivni aktivace
drahy ERK, zplisobena somatickymi mutacemi nékterych jejich ¢lend, se Casto objevuje u mnoha
typt lidskych nadorovych onemocnéni. Tato draha proto hraje vyznamnou roli i z biomedicin-
ského hlediska.

Zminéné fyziologické i patologické déje jsou podminény predevsim schopnosti signalni
drahy ERK regulovat zmény v expresi velkého mnozstvi genti. Po aktivaci proteinkindzy ERK
dochazi k jeji translokaci do jadra, kde fosforyluje rozli¢né transkripcni faktory. To vede k jejich
aktivaci a nasledné k n€kolikastupfiovym zméndm v genové expresi. Nejdiive dochazi k tran-
skripci gent tzv. ¢asné odpovédi (immediate early genes; IEGs), z nichZ mnoho kdéduje dalsi tran-
skrip¢ni faktory, jako jsou c-Fos, c-Jun ¢i c-Myc. Ty nésledné¢ reguluji expresi gent tzv. sekun-
darni odpovédi (secondary response genes, SRGs), které¢ koduji dalsi strukturni ¢i signalizaéni
proteiny. Hromadné zmény v genové expresi poté vedou k funkénimu pfeprogramovani bunék.
V této préci jsou shrnuty zékladni zplsoby, kterymi draha ERK reguluje tyto nékolikastupiiové,

sekvencné uspofadané zmény v genové expresi.

Kli¢ova slova: ERK, MAPK, fosforylace, buné¢na signalizace, genova exprese, transkripéni fak-

tory, transkripce, geny ¢asné odpovédi, Elk, Jun, Fos



Abstract

The ERK signaling pathway represents an evolutionary conserved mechanism that enables
cells to perceive various extracellular signals and convert them to a diverse array of biological
outcomes such as proliferation, differentiation, cell cycle control, apoptosis or cell migration. Key
components of this pathway are protein kinases Raf, MEK and the effector protein kinase ERK.
In addition to its physiological role, continuous activation of the ERK pathway caused by somatic
mutations of some of its components or upstream regulators appears to be significant cause of
many human tumor diseases. That is why this pathway plays an important role also from the bio-
medical viewpoint.

The multistep changes in gene expression are primarily responsible for these physiological
and pathological events. Changes in genes expression are induced by activated kinase ERK that
after translocation into the nucleus phosphorylates transcription factors (TFs) whose activation, in
turn, leads to transcription of so-called immediate early genes (IEGs), many of which also code
for other TFs (e.g. c-Fos, c-Jun or c-Myc). The latter TFs then regulate expression of further genes
for structural and signaling proteins. This causes global changes in gene expression and leads to
functional reprogramming of the cells. This thesis summarizes the known ways by which the ERK

pathway regulates these multistep and sequentially ordered changes in gene expression.

Key words: ERK, MAPK, phosphorylation, cell signaling, gene expression, transcription factors,

transcription, primary response genes, Elk, Jun, Fos
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1. Uvod

Vsechny buiky, at’ uz existuji individualng ¢i jako soucast mnohobunééného organismu,
jsou neustale zahrnovany nejriznéjSimi podnéty ze svého okoli. Aby mohly pfezivat a plnit své
funkce, vlastni tyto buiikky ve své vybavé prostfedky, které jim umoznuji na zmeny v prostiedi
odpovidajicim zplisobem reagovat, at’ uz jednotlive, ¢i koordinované v ramci tkani. Toto probiha
nejen na negenomové urovni, kdy bunky reaguji velice rychle, ale predev§sim na genové urovni
zmeénou exprese ruznych geni. Tyto zmény pak umoziuji buitkdm odpovidat na rozmanité pod-
néty a pripadné se na né adaptovat.

Béhem evoluce doslo ke vzniku systému intracelularnich signélnich drah, umoziujicich
pfijem a zpracovani signdlu pochdzejiciho v ramci organismu i ze zna¢nych vzdalenosti. Tyto sig-
nalni drahy transformuji extracelularni podnéty v intracelularni signaly a predavaji je dal ke ko-
neénému cili. Tim muaze byt jadro, kde jsou primdrnimi cilovymi piijemci transkripéni faktory,
které regulaci genové exprese kontroluji napt. bunécny rist ¢i déleni. Jiné odpovédi, nevyzadujici
zmény v genové expresi, mohou predstavovat kuptikladu zmény v bunééném pohybu nebo meta-
bolismu.

Jedna ze signalnich drah zucastnénych v monitoringu extracelularniho prostfedi je signalni
dréha ERK, kterd je aktivovédna celou fadou extracelularnich podnétt a jim odpovidajicich mem-
branovych receptorti. Jadro této drahy je slozeno z proteinkinaz Raf, MEK a ERK a signal mezi
nimi je pifendSen fosforylaci nésledujici proteinkinazy tou pfedchozi. Aktivace proteinkinazy ERK
(kindza regulovand extracelularnim signalem, extracellular signal-regulated kinase) je klicovym
d&jem v signalizaci, protoZe ERK fosforyluje a tim 1 méni aktivitu celé fady substratd, z nichZ
vyznamnou skupinu pak pfedstavuji transkripéni faktory.

Exprese gent regulovanych drahou ERK mé zajimavy prabéh — vétSina z nich neni expri-
movana piimo, ale ptes tzv. geny ¢asné odpovédi ¢1 immediate early genes (IEGs) a delayed early
genes (DEGs), které maji mirn€ pozd¢jsi aktivaci oproti IEGs. Prvni z nich nej¢astéji koduji tran-
skripéni faktory zodpovidajici za transkripci ¢i regulaci exprese tzv. secondary response genes
(SRGs), jejichz expresi teprve vznikaji finalni produkty formujici kone¢nou odpovéd bunky na
konkrétni signal. Zatimco DEGs se svymi produkty podileji vétSinou na inhibici signalizace nebo
genove exprese.

Tato bakalarska prace si klade za cil popsat zakladni zplisoby regulace exprese IEG a DEG

signalni drahou ERK. Detailni pohled je vénovan zejména regulaci transkripcnich faktort rodiny
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Ets (E-twenty six) a transkripénimu komplexu AP-1 (aktivujici protein 1, activating protein 1).
Prvni skupinou jsou tzv. pre-existujici transkripcni faktory, jejichz aktivita je fizena na Grovni
post-transla¢nich modifikaci, a to zejména na urovni fosforylace, zatimco regulace AP-1 se ode-

hrava predevsim na Grovni genové exprese.



2. Transkripce

Kratce po odhaleni struktury deoxyribonukleové kyseliny (DNA) v padesatych letech mi-
nulého stoleti zminil v roce 1958 Francis Crick, jeden z objeviteld struktury DNA, vliv genu na
uspotradani aminokyselin v konkrétnim proteinu a souvislost mezi RNA a syntézou proteint.
V c¢lanku poprvé zaznél pojem ,,centralni dogma®, objasnéni toku informace mezi nukleovymi
kyselinami a proteiny: ,,The Central Dogma: This states that once 'information' has passed into
protein it cannot get out again. In more detail, the transfer of information from nucleic acid to
nucleic acid, or from nucleic acid to protein may be possible, but transfer from protein to protein,
or from protein to nucleic acid is impossible. Information means here the precise determination of
sequence, either of bases in the nucleic acid or of amino acid residues in the protein” (Crick 1958,
s. 153).

Crick pozdéji rozdélil mozné typy pienosu informace do tii skupin: obecny pienos (general

transfer), specidlni pfenos (special transfer) a nezndmy pfenos (unknown transfer) (viz. obr. 1)

(Crick 1970).

~ PROTEIN

Obrdzek 1: Crickova predstava centrdlniho dogmatu: plnou ¢arou znacen obecny prenos, pferusovanou c¢arou speci-
dIni pfenos, chybéjici Sipky smérem od proteinu k nukleovym kyselindm a mezi proteiny znamenaji nezndmy pfenos

(prevzato z: Crick 1970).

,Centralni dogma molekulérni biologie* tak, jak ho zname dnes, se stale drzi zdkladni
Crickovy myslenky, tedy objasnéni toku informace mezi nukleovymi kyselinami a proteiny. Diky
obrovskému rozvoji metod molekuldrni biologie se vSak stalo mnohem komplexnéjSim a popisuje

1 déje, které Crick fadil do nezndmého druhu ptenosu (Jafari et al., 2017).



Tato bakalafska prace se zabyva jednim z téchto déj, a to transkripci, ktera slouzi k prepisu
genetické informace z DNA do RNA. V eukaryotickych buitkach probihd v jadie a mtze dat
vzniknout mnoha rtiznym druhtim RNA. V pribéhu transkripce se jedno vlakno DNA pouzije jako
predloha (templat) pro tvorbu komplementarniho vlakna RNA neboli genového transkriptu. Piepis
sestava ze tii po sob¢ jdoucich krokl — iniciace, elongace a terminace. Iniciace transkripce hraje
dualezitou ulohu v genové expresi, jelikoz umoziuje efektivné regulovat prepis gent podle potieb
buniky ¢i organizmu. Toto je zajiSténo regulaci aktivity transkripnich faktort, které rozeznavaji
specifické DNA sekvence pied prepisovanym genem a umoziuji sestaveni transkripéniho
komplexu. Samotny proces transkripce poté probiha pomoci enzymu RNA-polymerazy, pricemz
vétSinu eukaryotnich gent transkribuje RNA-polymerdza II (viz kap. 2.2.1.).

Spravné rozeznani prepisované¢ho genu, zvlasté pak uréeni mista pocatku transkripce, vy-
zaduje tedy dva vzdjemné komplementarni elementy: specifické nukleotidové sekvence, tzv. cis-
elementy, které urcuji pozici piepisovaného genu, a dale transkrip¢ni faktory (tzv. trans-elementy),

které dokazou cis-element rozpoznat a transkripci iniciovat a regulovat.

2.1. Cis elementy

Ke spravnému prib¢ehu transkripce jsou potieba nekddujici oblasti DNA, pomdhajici s re-
gulaci ptepisu. Tyto jiz zminéné cis-elementy mohou lezet v bezprostiedni blizkosti regulovaného
genu, nebo se vyskytovat i desitky tisic part bazi daleko. Mezi cis-elementy nachdzejici se nejblize
transkribovanému genu patii oblast zvana promotor. Ten je umistény ve vétsSiné pripadt pied ge-
nem (neboli upstream od genu) a urcuje misto vazby RNA-polymerazy a smér transkripce. Nased-
nuti polymerazy na promotorovou oblast DNA zprostfedkovavaji proteiny zvané obecné tran-
skripéni faktory, které rozeznavaji centrdlni Cast (,,core*) vSech promotoru, urcuji pocatek tran-
skripce a bez nich je zahajeni transkripce nemozné.

Promotory obsahuji vice ¢i méné konzervované sekvence nukleotidd. Patrné nejlépe po-
psanou konzervovanou sekvenci, kterd tvofi ,,core* promotoru, je tzv. TATA-box se sekvenci
TATAAAA, lezici asi 30 part bazi pied zacatkem transkripce a ktery se vyskytuje asi v 25 %
promotord rozeznavanych RNA polymerazou II. Tento motiv je rozpoznan TATA-vazebnym pro-
teinem (TATA-binding protein, TBP), jenz je soucasti obecného transkripéniho faktoru TFIID
a komplexu RNA polymerazy II. TATA-box a dalsi specifické sekvence promotoru slouzi jako

a umozni tim nasednuti RNA polymerazy (viz kap. 2.2.1.). Nékteré geny eukaryotickych bunck
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maji v promotoru misto TATA-boxu tzv. iniciatorovou sekvenci, nékteré geny pak obsahuji jak
TATA, tak i iniciatorovou sekvenci (Gill, 2001). Jiné geny, zvané provozni (housekeeping genes),
exprimované ve vétsSiné bunék organismu na konstantni trovni, neobsahuji TATA-box ani inicia-
torovou sekvenci, ale maji promotory bohaté na tzv. CpG ostrovy, obsahujici hodn¢ cytosinovych
a guaninovych zbytk.

Utinnost zahajeni transkripce je dale podminéna p¥itomnosti dalsich specifickych nukleo-
tidovych sekvenci, které lezi ,,upstream‘ od promotoru bud’ v jeho proximalni ¢asti, nebo az né-
kolik tisic nukleotidli daleko. Tyto regulaéni sekvence umoznuji vazbu mnoha riznych specific-
kych transkripénich faktori (regulacnich proteintt), které nasledné ovliviiuji t€innost transkripce
at’ uz pozitivné v ptipad¢€ aktivatord, nebo negativné v piipad¢ transkripcnich represorti.

Nekteré z téchto dalsich regulacnich oblasti jsou umistény nedaleko promotoru — tzv. pro-
moter-proximal elements. Terminologie se v§ak v tomto pfipadé mize liSit, néktefi autoti pocitaji
s timto elementem jako se soucasti promotoru (Lodish, 2000). Nachéazeji se obvykle né€kolik set
pari bazi ,,upstream‘ od regulovaného genu a jsou vétSinou pomérné kratké, ptiblizné 15-30 bp.
Tyto elementy byvaji ¢asto aktivni jen ve specifickych bunéénych typech a mivaji pomérné¢ kon-
zervované sekvence, na které se vazou konkrétni specifické transkripcni faktory.

Dalsi regulacni sekvence se nazyvaji enhancery (zesilovace) a mohou se nachdzet i tisice
nukleotidovych part od regulovaného genu. Tyto elementy vaZou dalsi proteiny pozitivné ovliv-
fujici transkripcei. PfestoZe jsou daleko od genu, jsou schopné ovliviiovat jeho transkripci tim, Ze
tvofi smyCku na DNA (viz. obr. 2). Podobné vlastnosti, ale opa¢n¢ ptisobici, maji sekvence zvané
silencery neboli zeslabovace. Jedna se opét o nukleotidové sekvence specifické pro vazbu mnoha
riznych transkripcnich faktorti. Na rozdil od promoter-proximal elements jsou dlouhé vétSinou

100-200 bp.
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Obrazek 2: Iniciace transkripce vyZaduje pritomnost obecnych a specifickych transkripcnich faktort

(prevzato z: Alberts, 2002).

2.2. Trans elementy

Transkripce je tedy regulovana nejen specifickymi sekvencemi DNA, ale i proteiny, které
se na tyto sekvence vazou, tzv. trans-elementy. Tyto transkripéni faktory lze rozdé€lit na dva druhy.
Obecné transkripéni faktory (general transcription factors) nasedaji na obecné cis-elementy pied
pfepisovanym genem a za in vitro podminek jsou schopny samy iniciovat transkripci. Nicméné za
in vivo podminek, obecné transkripéni faktory nejsou samostatné schopny transkripci iniciovat
a potiebuji k tomu ptitomnost specifickych transkripcnich faktord, které rozeznévaji dalsi cis-ele-
menty, které jsou specifické pro pfepisovany gen.

2.2.1. Obecné transkripéni faktory

Vznik RNA katalyzuje RNA-polymeraza postupnym piipojovanim komplementarnich
nukleotid RNA k jednomu z fetézcii DNA. U eukaryotickych buné€k rozliSujeme tii typy tohoto
enzymu. RNA-polymeraza I se nachazi v jadérku a je zodpoveédna za syntézu ribozomalni RNA
(rRNA). RNA-polymeraza Il prepisuje do mRNA (messenger RNA, mediatorova RNA) vSechny
geny kodujici proteiny. RNA-polymeraza 111 zajist'uje vznik piedevsim transferové RNA (tRNA),
nezbytné v procesu translace. Nasledujici text se bude tykat predevS§im komplexu RNA-polyme-

razy Il a fady proteintl, pfepisujici protein-kddujici geny do mRNA.



Zatimco RNA polymeraza je nutné pro samotny pritb¢h transkripce, k zahajeni transkripce
jsou potieba obecné transkripcni faktory, proteiny pomahajici RNA-polymerdze nasednout na pro-
motor, oddélit od sebe vlakna DNA a zacit s prepisem genu. Komplex obecnych transkripcnich
faktori navazany na promotoru, ktery umoznuje navazani RNA-polymerazy, je oznacovan jako
tion factor for polymerase II) jsou vétSinou multiproteinové komplexy, které rozeznavaji vSechny
promotory piepisované RNA polymerazou II. Ve vét§iné eukaryot je jejich proteinové slozeni vy-
soce konzervované. Nejvétsi z nich je TFIID, ktery je slozen z TATA-vazebného proteinu (TBP)
a 13 TBP-asociovanych faktorti (TAFs). TFIID je rovnéz prvni TFII, ktery rozeznava sekvenci
TATA-boxu a vaze se na ni. TBP zplsobi lokalni ohyb DNA, ktery mlze slouzit jako oznaceni
promotoru pro dalsi TFII. Nasleduje nasednuti monomeru TFIIB a poté tetrameru TFIIF v kom-
plexu s RNA polymerdzou, kterd je umisténa na start transkripce (transcription start site, TSS).
V tad¢ ptipadii vSak jiz mize byt RNA polymerdza pfedem piipravena na promotoru a jen ¢ekat
na pfislusny signal (Weake a Workman, 2010). Nésledné dojde k vazbé dalSich dvou TFII, kon-
krétn€¢ TFIIE a TFIIH. Helikdzova aktivita jedné z deseti podjednotek TFIIH zptsobi, za spotieby
adenosintrifosfatu (ATP), rozvinuti dvojSroubovice na TSS. Jind podjednotka fosforyluje RNA
komplexu a zahajeni ptepisu.

2.2.2. Chromatin remodelujici komplexy a histon-acetyltransferazy

Transkripce je ovliviiovana 1 vy$§imi strukturami, a to na irovni nukleozémil a kondenzace
chromatinu. Kondenzovany chromatin zabrafuje pfistupu transkrip¢nich faktori a jinych proteint
ucastnicich se transkripce DNA. Zmény v uspofadani chromatinu (,,chromatin remodeling*) proto
hraji dtleZitou roli v regulaci transkripce. Tato remodelace mlZe byt uskutecnéna kovalentni mo-
difikaci histonil, methylaci DNA nebo ¢innosti proteinovych chromatin remodelujicich komplext
(,,chromatin remodeling complexes®). Ty, za vyuziti energie ziskané z hydrolyzy ATP, posunuji
a destabilizuji nukleozomy ¢i celkové méni jejich strukturu. Vysledkem je rozvolnéni chromatinu
nebo naopak zvyseni jeho kondenzace a tim dojde bud’ k podpoie nebo represi transkripce (Clapier
a Cairns, 2009). Kovalentni modifikace histonti zajist'uji enzymy histon-acetyltransferazy (HATs),
deacetyldzy, methyltransferazy ¢i kindzy. Pro tuto praci jsou vyznamné zejména HATs provadéjici
acetylaci, nebot’ ta méa velky vyznam u transkripce IEGs (immediate early genes, viz kap. 4.).

Acetylace aminokyseliny lysinu na N-konci histonu neutralizuje jeji kladny naboj, diky kterému



jinak dochézi k interakci s DNA. Tim tedy nastane uvolnéni komplexu histonu s DNA a umoznéni

transkripce (Crump et al., 2011).
2.2.3. Specifické transkrip¢ni faktory

Zatimco obecné transkripcni faktory jsou totozné pro vSechny geny piepisované RNA-po-
lymerézou II, v eukaryotnich buiikéch existuje velké mnozstvi dalSich transkripénich faktorti, které
se vazou na specifické sekvence a ovlivituji expresi jen nékterych genii v zavislosti na ménicich
se pozadavcich organismu. Terminologie se v tomto ptipad¢ Casto 1isi, rizni autofi uvadéji pojmy
jako specifické transkrip¢ni faktory (specific transcription factors), sekvenéné-specifické faktory
(sequence specific factors), upstream-transkripcni faktory (upstream transcription factors) ¢i regu-
lac¢ni proteiny (gene regulatory proteins). Tyto faktory na rozdil od obecnych transkripénich fak-
tordl rozpoznavaji a selektivné vazou sekvence DNA, které jsou unikatni pro jednotlivy gen nebo
skupinu gend. Jsou schopny transkripci nejen aktivovat, ale 1 reprimovat a podle toho se Casto
oznacuji jako aktivatory, nebo represory. Cela fada transkripénich faktord, jako napf. Snail/Snail,
vSak miize pak pusobit jako represor jednoho genu a aktivator exprese genu jiného (Rembold
etal.,2014).

Vazba specifickych transkripénich faktori na DNA je nejcastéji zprostiedkovana jejich
post-translaéni modifikaci, nejéastéji po fosforylaci kinazou. Rada z nich také vyzaduje pro akti-
vaci dimerizaci s dalSim proteinem, bud’ se stejnym transkripénim faktorem (tvofi homodimer) €1
odliSnym TF (heterodimer).

Transkripéni faktory obsahuji n€kolik vyznamnych domén, zejména pak DNA-vazebnou
doménu a trans-aktivacni/represivni doménu. Vazbé na DNA napomahaji strukturni motivy DNA-
vazebné domény, dané charakteristickym uspofadanim peptidovych fetézci. Nejznamé;jsi jsou he-
lix-otacka-helix (helix-turn-helix), homeodoména (obdoba helix-turn-helix), helix-smycka-helix
(helix-loop-helix), zinkovy prst (zinc finger), ¢i leucinovy zip (leucine zipper).

Funkce aktivovanych transkripcnich faktorli spo¢iva zejména v jejich asociaci s tzv. koak-
tivatorem ¢i korepresorem transkripce a jejich rekrutovani do promotorové oblasti genu. Jako pii-
klad miiZze poslouzit protein p300, transkripcni koaktivator pre-existujiciho transkripéniho faktoru
Elk-1. Jejich interakci se zvysi vnitini histonacetyltransferdzova aktivita p300, kterd vede ke
zmeéné struktury chromatinu v okoli promotoru regulovaného genu (viz kap. 4.1.1.2.). To ma za
nasledek umoznéni nasednuti dalSich proteinti potfebnych pro zah4jeni transkripce, aktivaci chro-

matin-remodelujicich komplexii nebo stabilizaci RNA-polymerdzy na DNA.



3. Prenos signalu a signalni draha ERK

U evolu¢né niz§ich, ale zejména u vyssich zivocichi existuje velké mnozstvi rozmanitych
signdlnich drah lisicich se nejen ve zplisobu a rychlosti pfenosu podnétu, ve vzajemné vzdalenosti
komunikujicich jednotek, ale pfedevsim v rozli¢nych odpovédich cilovych bun¢k. Variabilita bu-
nécné signalizace za¢ina uz v okamziku vyslani signalu, ktery mize byt predstavovan riznorodymi
molekulami, jako napt. peptidy, lipidy, aminokyselinami, ale i tfeba plyny. Signal se poté mtze
Sifit na dlouhou vzdalenost krvi (endokrinni signalizace zprostifedkovana hormony), na kratkou
vzda-lenost difuzi (parakrinni a autokrinni signalizace), ¢i pfimym kontaktem cilové bunky s okol-
nimi buiikami ¢i extracelularni matrix a v neposledni fad€ i pomoci tzv. gap junctions (vodivé
spoje). Zvlastni ptipad pienosu signalu na dlouhou vzdalenost pfedstavuje nervovy systém a akéni
potencial, ktery se §ifi podél axonu nervové bunky. Signal mezi dvéma neurony se poté pienasi
parakrinn¢ pomoci molekul zvanych neurotransmitery.

Po doputovani signélu k cilové buiice existuje vice zpisobil jeho pienosu do intracelular-
niho prostredi. Nékteré signalni molekuly (napf. steroidni hormony) jsou schopny proniknout ptes
cytoplazmatickou membranu dovniti buiiky a vazat se az na receptory v cytosolu ¢i v jadie. Jeden
z nejcastéjSich zplisobl piijmu signalu spociva v zachyceni extracelularniho signalu povrchovym
transmembranovym receptorem, ktery nasledné na intraceluldrni stran¢ bunky aktivuje rizné sig-
nalni drahy a kaskady. Tyto drahy jsou Casto tvofeny proteinkindzami a pienaSeji signal pomoci
série sekvencnich fosforylaci. Pomoci fosforylace ovliviiuji proteinkinazy aktivitu svych substrati
a timto zplisobem dochdzi k ptrenosu neboli transdukci signalu ke kone¢nému cili. Tim miZze byt
j&dro; v tomto piipad€ dochazi k Gpravam v genové expresi a tim ke kontrole napt. bunééného
rastu ¢i déleni. Jiné odpovédi, nevyzadujici zmény v genové expresi, mohou piedstavovat kupfi-
kladu zmény v bunééném pohybu ¢i metabolismu (Hancock 1997).

V bunice dochézi k aktivaci fady signdlnich drah, a to stimulaci vice riznych signalnich
drah jednim receptorem, nebo paralelni aktivaci vice receptorii riznymi extraceluldrnimi podnéty.
Mezi jednotlivymi prvky téchto kaskad probihaji interakce znamé jako ,,crosstalk* nebo ,,cross-
signaling®. Takovych interakci miiZze v kazdé bunce probihat nardaz ohromujici mnozZstvi, dané
nejen poctem zucastnénych kaskad a jejich prvk, ale 1 existenci mnoha riiznych zptisobi jejich
vzajemného piisobeni. Jednd se o nesmirné komplikovany jev, jak mizeme vidét napiiklad na

obrazku 3. (Dumont ef al., 2001). Crosstalk probiha i na urovni transkrip¢nich faktord, fada jich



muze byt aktivovana soubézné€ nckolika rliznymi paralelnimi drahami. Naptiklad do regulace ex-

prese genu c-jun mohou byt zapojeny drahy ERK, JNK 1 p38 (viz déle a kap. 4.3.1.2.).
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Obradzek 3: ,Signaling crosstalk” (Prevzato z: Weng et al., 1999).

Jak bylo zminéno, k pfenosu signalu z jednoho prvku kaskady na jiny dochazi ¢asto jejich
sekvenéni fosforylaci pomoci proteinkinaz. Podle typu fosforylované aminokyseliny se eukaryo-
tické proteinkindzy rozliSuji na tyrosinkinazy a serin/threonin proteinkindzy. Vyjimku pak pifed-
stavuje mala skupina tzv. dudlnich proteinkinaz, ktera je schopna fosforylovat tyrosinové a threo-
ninové zbytky (Dhanasekaran a Reddy, 1998). Mezi vyznamné a intenzivné studované signalni
kaskady patii rodina tzv. MAP kinaz (mitogenem aktivované proteinkindzy, mitogen-activated
protein kinases, MAPKs). MAPK kaskady jsou evoluéné konzervované drahy obsahujici obecnou
trojici proteinkinaz MAP3K, MAP2K a MAPK, které prendseji signal sekvencni fosforylaci od
MAP3Ks pies MAP2K az k MAPK (viz obr. 4). MAPK kaskady se vyskytuji u vSech eukaryot od
kvasinek az po ¢lovéka a umoznuji buitkdm odpovidat na nejriznéjsi podnéty z okoli zmeénou fady

bunéénych funkci, jako je napt. bunécna diferenciace, rist, déleni ¢i apoptoéza (Cuenda et al.,
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2017). Nejintenzivnéji studované MAPK signalni drahy v sav¢ich buiikach jsou ERK1/2, JNK
a p38 (Roux a Blenis, 2004). Tato prace se bude zabyvat pouze ERK drahou.

growth &
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Obrdzek 4: Schématické zndzornéni MAPK kaskdd a jejich jednotlivych pater: a) MAPK drdhy obecné; b) ERK drdha
(prevzato z: Kolch, 2000).

3.1. SlozZeni a zakladni mechanizmus aktivace drahy ERK

Signalni draha ERK ¢i ERK1/2 (kindza regulovana extracelularnim signalem, extracellular
signal-regulated kinase), nebo také MAPK/ERK ¢i p42/p44 mitogen-activated protein kinase
(MAPK), hraje vyznamnou roli v fadé bunécnych procesti jako je napf. rast, diferenciace, prolife-
race, €1 programovana bunécné smrt. Jadro této drahy tvoii proteinkindzy Raf, MEK a ERK. Jako
ostatni MAPK drahy je i draha ERK aktivovana nejriiznéjsimi extracelularnimi stimuly jako jsou
rastové faktory, hormony €i neurotransmitery (Yoon a Seger, 2006). Pfenos signalu do bunky je
poté umoznén jejich navazanim na membranové receptory, jako jsou receptorové tyrosinkinazy
(receptor tyrosine kinases, RTKs) nebo receptory sprazené s G-proteinem (G-protein coupled re-
ceptors, GPCRs), ale také iontové kanaly a dalsi (Wortzel a Seger, 2011). Ve vétSing pripadi poté
dochazi pomoci faktoru SOS (son of sevenless) k vyméné guanosindifosfatu (GDP) za guanosin-

trifosfat (GTP) u malého GTP vézajiciho proteinu Ras a tim k jeho aktivaci. Jeho prostiednictvim
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je umoznéno pokraCovani prenosu signalu kaskadou aktivaci proteinkinazy Raf-1 nebo B-Raf
predstavujicich tzv. MAP3Ks (MAPKKK) stupenn kaskady. Raf aktivuje proteinkinaizu MEK
(MAPK/ERK kinase), spadajici do MAPKK stupné kaskady a ta ptenese signal do MAPK patra
drahy aktivaci proteinkindzy ERK1 nebo jeji izoformy ERK2 (Roux a Blenis, 2004; Yoon a Seger,
20006).

Aktivovana proteinkindza ERK fosforyluje fadu cytosolickych i1 jadernych protein
a v soucasné dob¢ je popsano pies 200 riznych substrati (Yoon a Seger, 2006, Wortzel a Seger,
2011). Substraty ptedstavuji riznorodé proteiny, které zahrnuji cytoskeletalni proteiny, proteiny
ucastnici se bunécného metabolismu, diferenciace, migrace Ci regulace genové exprese. Vyznam-
nou skupinu cytosolickych substratii predstavuji tzv. MAPKAPK proteinkindzy (MAPK-activated
protein kinases). Z téch je tfeba zminit RSKs (The 90 kDa ribosomal S6 kinases) rodinu Ser/Thr
kinaz, zajistujicich fosforylaci dalSich jadernych i cytosolickych substrati a tim regulaci tran-
skripce, syntézy proteinl a bunécné motility (Anjum a Blenis, 2008). RSK vSak neni jediné po-
psana MAPKAPK; tadi se sem jesté¢ napt. MSKs (mitogen-and stress-activated kinases), MAP-
KAPs-K2/3 (MAPK-activated protein kinases 2 a 3) nebo MNKs (MAPK-interacting protein ki-
elF4E, hraji dulezitou roli v kontrole translace; protein eIF4E rozpoznava strukturu ¢epicky (cap
strukturu) na 5 'konci mRNA a usnadiiuje ribozomu se zde navéazat (Proud, 2015).

Cilovymi molekulami drahy ERK v jadie jsou pfedev§im transkripéni faktory jako napf.
Elk1. Aktivace tohoto i dal$ich transkrip¢nich faktord fosforylovanych kindzou ERK zptisobi pte-
pis tzv. geni ¢asné odpovédi (immediate early genes, IEGs). Produkty téchto genil se objevi jiz
nékolik minut po stimulaci buiiky a patii mezi n€ dalsi transkripéni faktory jako jsou napf.
c-Fos, c-Jun ¢i c-Myc. Ty poté reguluji expresi genti kdédujicich strukturni proteiny potifebné pro
rust, déleni, migraci ¢i diferenciaci stimulované bunky (Wortzel a Seger, 2011; Yoon a Seger,
20006).

Pti tak obrovském mnoZstvi rliznych proteinkindz a jejich substrati zajist'ujicich rozmanité
bunécné odpoveédi se objevuje otazka, jakym zplisobem je zajiSténa specifita interakci mezi pro-
tein-kindzou ERK s jejimi substraty a jejich nasledna fosforylace. Spravna selekce substratu je
zajiStovana na nékolika stupnich. V prvni fadé musi substrat obsahovat fosforylovatelny serinovy
nebo threoninovy zbytek. ERK preferuje tyto zbytky v motivu Pro-Xxx-Ser/Thr-Pro, 1 kdyZ mini-

malni motiv Ser/Thr-Pro je dostatecny k uc¢inné fosforylaci (Sheridan et al., 2008). Fosforylace

12



nekterych proteind, napt. kalpainu 2, vSak probiha v jiném aminokyselinovém kontextu (Glading
et al.,2004).

V neposledni fadé pak ke spravnému vybéru substratu napomahaji specifické ,,kotevni‘
interakce, tzv. ,,docking interactions®, které jsou zajistény existenci urcitych sekvenci v blizkosti
fosforylovaného mista cilovych molekul. Diky t€émto sekvencim, nebo také doménam ¢i motiviim
(,,recognition motifs*) je umoznéna efektivni vazba mezi urcitou proteinkinazou a jejim konkrét-
nim cilem. V piipadé€ substrati kindzy ERK se jedn4 o dva odlisné motivy. Jednim z nich je D-
doména (DEJL, docking site for ERK and JNK LXL), n¢kdy také nazyvand kinase interacting
motif (KIM), ktery je rozpoznavan ¢leny vSech MAPK signalnich drah, tedy ERK, JNK a p38.
Interakce probihd mezi zbytky bazickych aminokyselin v ramci D-domény a ur€itymi zbytky
aspartatu ¢leni MAPK drah (Biondi a Nebreda, 2003). Druhym motivem je DEF doména (docking
site for ERK, FXF), sestavajici ze sekvence FXFP, i kdyz zbytek prolinu a prvniho fenylalaninu
neni v n¢kterych ptipadech vyzadovan. DEF doména je specificky rozpoznavana pouze aktivova-
nou proteinkindzou ERK (Jacobs ef al., 1999).

V ptipadé neptitomnosti stimulu potfebného k vyvolani a prenosu signalu je neaktivni pro-
teinkindza ERK ukotvena v cytosolu v komplexu s MEK nebo rtiznymi regula¢nimi proteiny. Po
fosforylaci kinazou MEK se aktivovana ERK uvolni a béhem minut je schopna translokovat do
jé&dra. Prichod skrz jaderny por si ERK pravdépodobné mlZze sama regulovat pomoci vazby na
nekteré nukleoporiny a nasledné zmeény propustnosti poru. Import do jadra také miize byt usnadnén
asociaci ERK s nékterymi jadernymi proteiny obsahujicimi jaderny lokaliza¢ni signal (nuclear lo-

calisation signal/sequence, NLS) (Yang ef al., 2013).
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4. Transkrip¢ni faktory regulované drahou ERK

Jiz nékolik minut po pftijeti signdlu bunkou dochazi prostiednictvim signdlni drahy ERK
k indukeci transkripce vybranych genti. Ty s nejrychlej$im nastupem exprese jsou zndmé jako ,,bez-
prostiedné Casné geny*, nebo také ,,geny casné odpovedi“ (immediate-early genes, IEGs). VétSina
IEGs, jako jsou napt. c-fos, c-jun i c-myc, koduje transkripcni faktory nebo regulatory signalnich
drah. Nejvyssi mira jejich transkripce nastava typicky 30 minut po stimulaci bunky (viz obr. 5).

S patrnym zpozdénim nésledné dojde k aktivaci transkripce dalsich ,,opozdénych ¢asnych*
gent (delayed early genes, DEGs). Nejvyssiho stupné transkripce dosahnou ptiblizné 90 minut po
stimulaci bunky (viz obr. 5). Produkty DEGs jsou vétSinou bud’ zpétnovazebné inhibitory signal-
nich drah, jako napt. MAPK fosfatdzy, nebo inhibitory transkripce. Nékteré inhibuji pfimo tran-
skrip¢ni faktory, které indukuji IEGs, jiné tlumi aktivitu produktd IEGs c-fos a c-jun v komplexu
AP-1 (vizkap. 4.2.2.,4.3.1.). Radi se sem napt. DUSPs (viz kap. 4.2.1.) (Feldman a Yarden, 2014).

Zakladnim a rozpoznavacim rysem IEGs 1 DEGs je, Ze jejich exprese neni blokovana inhi-
bitory translace, a tudiz indukce transkripce téchto genli nevyzaduje ptedchozi syntézu proteinti
de novo. Jejich transkripce je zajisténa aktivaci jiz pfitomnych, primarnich ¢i pre-existujicich tran-
skripcnich faktor (pre-existing transcription factors), jako je napt. Elk-1 (Feldman a Yarden,
2014). Oproti ostatnim gentim jsou promotorové oblasti IEGs typické vy$§im poctem vazebnych
mist pro transkripéni faktory, jejich primarni transkripty jsou kratké a neobsahuji mnoho exont.
Naproti tomu DEGs jsou podobnéjsi ostatnim ,,klasickym* genlim, tzn. Ze maji dels$i transkripty a
vice exontd. Dals$i spole¢na vlastnost IEGs je rychld degradace. Ta je danéd nestabilitou jejich
mRNA (Tullai et al., 2007), ale v nékterych ptipadech i nestabilitou proteinovych produkti (Mur-
phy et al., 2002). Ptes tyto vyznamné rozdily fadi vétSina autor oba druhy genii, IEGs a DEGs,
do spole¢né skupiny zvané geny primarni odpovédi (primary response genes, PRGs) (Bahrami
a Drables, 2016; Feldman a Yarden, 2014).

Po transkripci [IEGs a DEGs nasleduje aktivace genli pozdni odpovédi (late response genes,
LRGs) nebo také immediate-late genes (ILGs). Na rozdil od IEGs i DEGs je nastup LRGs poma-
lej$i, nejvySsi miry transkripce dosahuji po nékolika hodinach (viz obr. 5), a jejich mRNA je sta-
bilni. Kviili pozdnimu néstupu jejich exprese se diive predpokladalo (a takovy nazor stale spise
prevlada, viz dale), ze k jejich transkripci je potieba predchozi syntéza proteinti a byly tudiz fazeny
mezi geny sekundarni odpovédi (secondary response genes, SRGs), které proteosyntézu de novo

vyzaduji. Pozdé&ji se ale ukazalo, Ze nékteré z téchto SRGs nejsou senzitivni k ptsobeni inhibitort
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translace, tedy ptfedchozi syntézu proteinli de novo nevyzaduji a byly zatfazeny do nové skupiny,
LRGs. Tato skupina gent zahrnuje jak onkogeny, tak tumorsupresorové geny a ovliviiuje trvalé
zmeény organismu jako je bunécnd migrace ¢i diferenciace. Patii sem napf. vyznamny tumorsupre-
sor p53 (Feldman a Yarden, 2014; Uhlitz et al., 2017).

Zivotnost produktti PRGs je zavisla na dobg, po kterou je aktivovana signalni draha ERK.
Tato doba je regulovana mnoha molekuldrnimi mechanismy, zavislymi na konkrétnim typu bunky,
délce prijimaného signalu, hustoté receptort na povrchu bunky ¢i mife exprese ,,scaffold* proteint
(Murphy a Blenis, 2006; Nagashima et al., 2015).

Vétsina IEGs koduje transkripéni faktory, coz vede k indukci jiz zminénych gena sekun-
darni odpovédi (secondary response genes, SRGs). Na rozdil od PRGs je tedy pro indukci SRGs
nutna predchozi syntéza proteinti. SRGs koéduji bud’ dalsi transkripcni faktory nebo ,,efektorové “
proteiny ucastnici se napf. regulace bunécného cyklu (cykliny). Expresi SRGs casto dojde ke
zméné ve funkci ¢i stavbé buniky jako kone¢né odpovédi na prichozi signal (O’Donnell et al.,
2012).

Klasifikace je vSak v pfipadé LRGs a SRGs n¢kdy obtizna a terminologie trochu zmate¢na.
Prevladajici nazor totiz tyto skupiny genl nerozdé€luje, ale fadi je do spolecné skupiny SRGs, na
zaklade jejich pozdéji se objevujici a déle trvajici transkripce vzhledem k IEGs a DEGs. Napiiklad
exprese enzymu matrixovych metaloprotedz (matrix metalloproteases, MMPs), Castych cilt sig-
nalni drahy ERK, mtize byt indukovana transkripénim faktorem AP-1, produktem IEGs. Zaroven
ale promotory MMPs obsahuji 1 vazebné misto pro Ets transkripéni faktory, tedy rodinu pre-exis-
tujicich transkrip¢nich faktorii, do kterych se fadi napt. Elk-1. Z tohoto diivodu mohou byt MMPs
také povazovany za PRGs, nevyZadujici syntézu proteinli de novo (Bergman et al., 2003; Feldman
a Yarden, 2014). V n&kterych ptipadech presna klasifikace neni mozna. Ceské terminologie pou-
7iva pouze vyraz ,,geny pozdni odpoveédi®, pod které se fadi jak LRGs, tak SRGs. V této praci jsou

vSak SRGs preloZeny doslovné, tedy jako ,,geny sekundarni odpovedi®.
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Obrdzek 5: Casovy pribéh transkripce PRGS: Nejvyssi mira transkripce u IEGs nastdvd typicky 30 minut po stimulaci

buriky, u DEGs je to 90 minut a u LRGs i vice neZ 8 hodin (prevzato z: Feldman a Yarden 2014).

4.1. Primarni transkrip¢ni faktory

Primérni transkripéni faktory jsou pre-existujici transkripcni faktory, které fidi expresi
genu Casné odpovédi. Tyto transkripéni faktory jsou pfitomny v dobé aktivace drahy ERK,

nicméné jejich exprese miize byt také Castecné regulovana.
4.1.1. Ets family/Ternary complex factor subfamily a touto rodinou regulované geny
Ets-family je rodina transkripcnich faktorti podminéna ptitomnosti evoluc¢né konzervované
DNA-vazebné domény E-twenty six (Ets). Tato doména umoziuje specifické rozpoznéni sekvenc-
niho motivu 5'-GGA(A/T)-3’ v ramci nejcastéji 12 - 15 bp dlouhé DNA sekvence (Hollenhorst
etal.,2011). Podle stupné homologie jejich Ets domén a uptednostiiované DNA vazebné sekvence
rozliSujeme 12 podrodin (subfamilies) Ets rodiny transkripcnich faktorti (Besnard et al., 2011;
Hollenhorst et al., 2011). Bylo popsano 27 ¢lenii Ets rodiny, z nichz u necelé poloviny bylo pro-
kazano, Ze jsou piimymi substraty ERK (Selvaraj et al., 2015). Vyznamné substraty pak tvori

podrodiny ERF (ERF, ETV3), PEA3 (ETV1), ERG a TCF.
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Pravdépodobné¢ nejintenzivnéji studovanou podrodinou Ets proteinti ve vztahu k ERK jsou
Ternary complex factors (TCFs) (Buchwalter et al., 2004). TCFs jsou fosforylovany ERK a po
fosforylaci heterodimerizuji se SRFs (serum response factors). TCF/SRF tvofi ternary complex na
SRE (serum response element) promotorti IEGs a tim aktivuji transkripci (Demir et al., 2011).
Prvnim popsanym cClenem této skupiny byl transkripéni faktor Elk-1 (Ets-like protein 1), dale se
sem fadi Elk-4/Sap-1 (SRF accessory protein 1) a Sap-2/Erp/Net/Elk-3 (Besnard et al., 2011).
Mezi hlavni cile Ets proteint patii predev§im IEGs kodujici transkripéni faktory, ale i napt. n¢které
etal.,2011; Limin a John Q., 2003). Tato prace vénuje pozornost predevsim proteinu Elk-1, jedné

z hlavnich cilovych molekul MAP kindzovych signélnich drah, tedy i signalni drahy ERK.
4.1.1.1. Aktivace Elk-1 pomoci fosforylace a defosforylace

Hlavni mechanismus aktivace transkripcnich faktort signalni drahou ERK ptedstavuje fos-
forylace urcitych aminokyselin ve struktufe transkripéniho faktoru. Dale vétSina transkripénich
faktorti vyzaduje ke své funkci dimerizaci s jinym proteinem, v ptipadé Elk-1 se jedna o tran-
skripéni faktor SRF (serum response faktor), ktery je schopen rozpoznat sekvenci SRE (serum
response element) u fady promotort IEGs.

V ramci TCFs existuje osm evolu¢né konzervovanych fosforyla¢nich mist, u kterych byla
popsana fosforylace. V ptipadé€ Elk-1 dochéazi ptedevsim k fosforylacim zbytkid Thr369 a Ser383
(n€kteti autoti uvadi Ser384) v trans-aktivacni domén¢ (Mylona et al., 2016; Yang ef al., 1999).
Fosforylace vyvold konforma¢ni zménu proteinu Elk-1, ktery dimerizuje se SRF, spole¢né se na-
vazou na DNA a zah4ji aktivaci transkripce (Yang et al., 1999). Vazba proteinkindzy ERK na Elk-
1 je zajiSténa pritomnosti D-domény (DEJL, docking site for ERK and JNK LXL) proteinu Elk-1.
Na tuto doménu se kromé¢ ERK mohou vazat také MAP kindzy JNK a p38. Smérem k C-konci od
D-domény leZi C-doména (transcriptional activation domain), oblast obsahujici zbytky aminoky-
selin, které mohou byt MAP kindzami fosforylovany (Besnard ef al. 2011). Soucasti C-domény je
dale FXFP neboli DEF (docking site for ERK FXFP) motiv, vazebna doména, ur€ena pro speci-
fickou vazbu pouze proteinkindzy ERK (viz obr. 6.) (Mylona et al. 2016).

Kromé¢ aktiva¢nich domén obsahuje Elk-1 také R-doménu, kterd slouZzi k inhibici jeho
funkce. Inhibice je zajiSténa reverzibilni sumoylaci, tedy navdzanim malych signalnich proteint

SUMO (small ubiquitin-like modifier) na lysinové zbytky této domény. K aktivaci proteinu Elk-1
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je tedy zapotiebi nejen fosforylace jeho aktivacnich domén, ale také odstranéni sumoylace
R-domény (viz obr. 6.) (Yang et al., 2003).

Na N-konci proteinu Elk-1 se nachazi A-doména, ktera slouzi k vazbé Elk-1 na DNA (viz
kap. 4.1.1.2.). Jeji soucésti jsou navic jaderny lokaliza¢ni signal (NLS) a jaderny exportni signal

(NES), které slouzi k transportu Elk-1 mezi cytosolem a jadrem (viz obr. 6.) (Besnard et al., 2011).

MAPK
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Obrdzek 6: Domény a post-translacni modifikace proteinu Elk-1 (prevzato z: Besnard et al., 2011).

4.1.1.2. Vazba Elk-1 na DNA, asociace se serum response factor

Vazba transkripéniho faktoru Elk-1 na DNA probihd pomoci N-koncové Ets-domény
(neboli A-domény) proteinu. Strukturu Ets-domény piedstavuji tfi a-helixy a Ctyfi antiparalelni
B-listy tvofici spolecné tzv. ,,winged helix-turn-helix* motiv (WHTH), spole¢ny vSem ¢lenlim Ets-
rodiny. Pfimy kontakt Elk-1 a DNA pomoci specifickych interakci se sekvenci GGA zprostiedkuje
a3-helix vnoteny do velkého Zlabku DNA. Tento rozpoznavany usek ma v porovnani se zbylou
DNA velky zlabek uzsi a hlubsi, coz umoziuje snadné¢jsi zanoteni a3-helixu (Mo et al., 2000).
Nejvyznamnéjsi interakce mezi a3-helixem a velkym Zldbkem piedstavuji vodikové vazby mezi
dvéma argininy helixu a dvéma guaniny DNA (Hollenhorst et al., 2011). Segment (3-turn-p4
a turn (otocka) mezi helixy a2 a a3 vytvareji kontakty s vlakny DNA obklopujicimi a3-helix (Mo
et al., 2000).

K aktivaci transkripce cilovych gent proteinu Elk-1 je navic zapotfebi jiz zminény serum
response factor (SRF). Pro interakci Elk-1 se SRF je nutnd fosforylace C-domény, kterd zptisobi

konformaéni zménu Elk-1 a tim odhaleni B-domény, umozZiujici vazbu Elk-1 k SRF. SRF
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s Elk-1 se spolecné vazou na serum response element (SRE), nachézejici se na promotoru cilového
genu. SRE zahrnuje jak vazebné misto pro Ets-doménu Elk-1, tak vazebné misto pro SRF,
predstavujici tzv. CArG box s obecnou sekvenci 5'-CC(A/T)sGG-3" (Buchwalter et al., 2004;
Besnard et al., 2011; Hollenhorst et al., 2011).

Vazba proteinu Elk-1 spolu se SRF na SRE je nutnou podminkou vedouci k aktivaci
komplex Elk-1/SRF, ale je nutné zapojeni mnoha dalSich molekul. Jednou z nich je enzym p300.
Jednd se o transkripéni koaktivator s vnitini acetyltransferdzovou aktivitou. Elk-1 interaguje
s N-koncem p300 svou trans-aktivaéni doménou, i pokud praveé neni fosforylovana. Fosforylace
Elk-1 usnadni jeho vazbu s p300 a tato interakce vyrazné zvysi acetyltransferdzovou aktivitu
koaktivatoru (Li ef al., 2003). V ptipad¢ genu c-fos, jednoho z nejcastéjsich cila proteinu Elk-1, je
modifikace chromatinu, zejména acetylace histont, podminkou k aktivaci transkripce. Klicovou
roli pti aktivaci pak zfejmé hraje tzv. ,,-1 nucleosome*, nukleozom nachdzejici se ,,upstream* od
pocatku transkripce (TSS; transcription start site). V této oblasti a jejim blizkém okoli se totiz
nachazi promotor, kde probiha nejvétsi mnozstvi zmén vedoucich k zahajeni transkripce, véetné

jiz popsané vazby Elk-1 na DNA (viz obr. 7. a 8.) (O’Donnell ef al., 2008, 2012).
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Obrazek 7: Zndzornéni promotoru, cis-regulacnich sekvenci, -1 nukleozomu, TSS a nékterych molekul zapojenych

do aktivace transkripce c-fos (pfevzato z: O’Donnell et al., 2012).

Acetylace histoni zprostiedkovana aktivitou p300 vede k vazbé¢ transkripéniho faktoru NFI
(nuclear factor 1) na sekvenci promotoru ,, downstream* od SRE, umisténou v rdmci ,,-1°
nukleozomu. Bez acetylace a nasledné zmény struktury chromatinu v této oblasti by navazani NFI
na DNA nebylo mozné. Vazba NFI je nezbytna pro rekrutovani dal$ich molekul zapojenych do
regulace transkripce (O’Donnell ef al., 2008). Prvni z nich je protein PARP1 (poly(ADP-ribose)
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polymerase 1), jehoz funkci je pravdépodobné usnadnéni aktivace nekterych ¢lenti chromatin-
remodelujiciho komplexu, coz ma za nésledek dal$i zmény ve struktufe ,,-1° nukleozomu. Pot¢ je
pres vazbu na Elk-1 rekrutovan medidtor MED23, dilezity pro skladani obecnych transkripénich

.....

(viz obr. 8.) (O’Donnell et al., 2012; Wang et al., 2005).

Basal transcription
machinery

Obrdzek 8: Déje na promotoru tésné pred iniciaci transkripce genu c-fos; vazba PARP1, medidtoru, skladdni
pre-iniciacniho komplexu (prevzato z: O’Donnell et al., 2012).

4.1.2. DalSi primarni transkrip¢ni faktory

4.1.2.1. Spl

DalSim pre-existujicim transkripénim faktorem je napiiklad Spl (specificity protein 1),
ktery patii do rodiny obsahujici dale ¢leny Sp2, Sp3 a Sp4. Na promotorech cilovych genil roze-
znava Sp-vazebné sekvence bohaté na guanin a cytosin. S DNA pot¢ interaguje pomoci tii C-kon-
covych motivil zinkového prstu. Spl je schopen pozitivni 1 negativni regulace genové exprese.
Jeho aktivita je regulovdna post-translaénimi modifikacemi a interakcemi s dalS§imi proteiny.
V ramci post-translacnich modifikaci miZe podstoupit O-glykosylaci, fosforylaci, sumoylaci
a acetylaci. Tyto modifikace ovliviiuji zejména stabilitu Sp1, jeho afinitu k DNA a schopnost re-
gulovat transkripci (Black et al., 1999; Vizcaino et al., 2015). Fosforylaci Spl mtze provadét
velké mnozstvi kindz. Jedna kinaza pak muze fosforylovat riizné aminokyselinové zbytky Spl,
nebo naopak vice rtiznych kinaz miize fosforylovat Spl na totozném misté (Chu, 2012). Mezi

kinazy ptimo 1 neptimo zapojené ve fosforylaci Sp1 patii napt. proteinkindza C (PKC). Neptima
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fosforylace Sp1 pomoci PKC je uskutecnéna prostfednictvim signdlni drahy ERK, kdy proteinki-
naza ERK fosforyluje Sp1 poté, co je draha ERK aktivovana proteinkinazou C (Guo et al., 2010).
Dale muze byt Sp1 fosforylovan napt. INK nebo p38 (Chu, 2012).
4.1.2.2. STATs

Dalsi priméarni transkripéni faktory jsou proteiny STAT (pfenasec signalu a aktivator tran-
skripce, signal transducer and activator of transcription). V sav¢ich buitkach se vyskytuje sedm
ruznych STAT proteind, které jsou ¢leny intenzivné studované signalni drahy JAK/STAT. Stejné
jako dréha ERK, JAK/STAT ovliviiuje zejména bunécnou proliferaci, diferenciaci, migraci
a apoptozu. Aktivace STAT probiha po stimulaci receptoru, zejména ristovymi faktory a cytokiny,
kdy tyrosinkindza JAK (Janus kinase) navazana na receptoru podstoupi auto-fosforylaci a zaroven
fosforyluje jinou JAK. Tyto dvé€ aktivované JAK poté fosforyluji tyrosinové zbytky cytosolickych
¢asti receptoru a tim umoZzni navazani transkripcnich faktorit STAT. JAK kinédzy fosforylaci akti-
vuji STAT transkripéni faktory, které vytvori dimer. Nasleduje translokace dimeru do jadra, kde
se vaze na palindromatické sekvence fady genti a umoziluje jejich transkripci (Kiu a Nicholson,
2012). Draha JAK/STAT muze komunikovat s dal§imi signalnimi drahami véetné¢ ERK, a to na
mnoha Urovnich kaskady (Rawlings ef al., 2004). ERK muze fosforylovat STAT3 piimo na seri-
novém zbytku 727 a tato fosforylace miize dale zvySovat transkripcni aktivitu STAT3, pokud je
fosforylovan na tyrozinovych zbytcich (Wen et al., 1995; Gough et al., 2013). Na druhou stranu
muze ERK za urcitych podminek inhibovat tyrosinovou fosforylaci STAT3 a tim transkripci inhi-

bovat (Krasilnikov et al., 2003).

4.2. Geny indukované v ramci ¢asné odpovédi

4.2.1. Indukce genii ¢asné odpovédi: zpétnovazebna inhibice

Jednou ze skupin genil exprimovanych v rdmci ¢asné odpovedi jsou proteiny podilejici se
na zpétnovazebné regulaci danych signalnich drah. V ptipadé¢ drahy ERK se jednd predevSim
o zpétnovazebné inhibitory, které se podileji na utlumeni signalizace drahou ERK. Zpétnovazebna
inhibice geny ¢asné odpovédi je pak zprostitedkovana bud’ proteinovymi inhibitory nebo defosfo-
rylaci proteinkindz pomoci proteinfosfataz.

Proteinové inhibitory interaguji s €leny signalnich drah a zabrafiuji jejich aktivaci nebo dal-
Simu pfenosu signalu. Sprouty jsou proteiny inhibujici signalizaci RTKs a jejich exprese predsta-

vuje negativni zpétnovazebny smycku (negative feedback loop). Exprese sprouty je indukovéana
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signalizaci pies n¢které RTK receptory aktivujici drahu ERK. Sprouty proteiny jsou schopné na-
rusit tvorbu komplexu mezi proteinem Grb2 a RTK, a tim branit aktivaci drahy ERK (Hanafusa
et al., 2002). Tento mechanismus umoznuje odpovidat na riizné silné signaly a optimalizovat od-
povéd’ (Reich et al., 1999). V savcich bunkach se vyskytuji ¢tyfi izoformy rozliSené podle typu
jejich ptsobeni a zptisobu, jakym je regulovana jejich funkce (Hanafusa ef al., 2002). V n¢kterych
bunécnych typech vSak mohou sprouty naopak podporovat ERK signalizaci (Lim et al., 2002).
DalSimi vyznamnymi inhibitory je rodina fosfatdz s dudlni specificitou (dual-specifity phos-
phatases, DUSPs). Jedna se o enzymy regulujici funkci substratu defosforylaci zbytkt fosfotyro-
sinu, fosfothreoninu ¢i fosfoserinu. D¢li se do Sesti skupin, jednou z nich jsou fosfatdzy MAP kinaz
(mitogen-activated protein kinase phosphatases, MKPs), které defosforyluji a tim inhibuji prote-
inkindzy ERK, JNK i p38. Chybna regulace sprouty, DUSPs i dalSich inhibitorti signalnich drah
je spojena s aberantni regulaci téchto drah a mtize vést k mnoha riznym onemocnénim (Patterson

et al.,2009).

4.2.2. Indukce genii ¢asné odpovédi: Transkripéni faktor AP-1 a jiné TFs

Jednou z nejdilezitéjSich skupin genti exprimovanych v ramci ¢asné odpovédi jsou tran-
skripcni faktory, které jsou soucasti komplexu AP-1. AP-1 (aktivujici protein 1, activating protein
1) je dimericky transkripcni faktor, ktery se sklad4 z proteini pochézejicich z rtiznych rodin.
Z nich vyznamné jsou transkrip¢ni faktory rodiny Jun (obsahujici proteiny c-Jun, JunB a JunD)
a Fos (s Cleny c-Fos, FosB, Fra-1 a Fra-2), dile sem patii ATF (aktivujici transkripéni faktor,
activating transcription factor) a Maf (Shaulian, 2010). Cel4 fada téchto nove exprimovanych genii
je také fosforylovana kindzou ERK a ostatnimi MAPK drahami. Tyto fosforylace vedou jak ke
zvySeni transkrip¢ni aktivity, tak i ke stabilizaci fosforylovanych proteini (Murphy et al. 2002).

Pti sdruzovani téchto proteini do dimert vzniké fada kombinaci, coz spolu s post-translac-
nimi modifikacemi a interakci s fadou dalSich proteinti zptisobuje vysokou specifitu a afinitu ke
konkrétnim regulovanym gentim. Interakci ¢lentt AP-1 mtZe vzniknout 18 rliznych homo- a hete-
rodimert. Tvorba dimert je mozna diky leucinovym zipiim pfitomnym ve struktuie téchto pro-
teind, které se proto fadi do rodiny bZIP (basic leucine zipper, ,,bazicky leucinovy zip*“). Dimery
mohou déle interagovat s vice nez 50 rliznymi proteiny, z nichZ nékteré jsou rovnéz ¢leny bZIP
rodiny (Chinenov a Kerppola, 2001).

Clenové rodiny Jun mohou fungovat jako homodimer i heterodimer s proteiny Fos, zatimco

Fos tvofi jen heterodimery. Jun homodimer i Jun/Fos heterodimer vaZou ptednostné sekvenci na
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cilové DNA zvanou TRE (tetradecanoylphorbal-13-acetate/TPA responsive element) neboli ,,AP-
1 DNA recognition element (5-TGA(C/G)TCA-3"), zatimco Jun/ATF uptednostiiuje sekvenci 5'-
TGACGTCA-3', znamou jako CRE (cyclic AMP responsive element) (Kappelmann et al., 2014;
Shaulian, 2010).

AP-1 nemusi vzdy fungovat jako aktivator transkripce; napt. kde dimery Jun/Jun a Jun/Fos

pusobi aktivaéné€, dimer Jun/JunB se chova jako represor (Herschman, 1991).

4.3. Transkrip¢ni faktory indukované v ramci ¢asné odpovédi

4.3.1. Komponenty AP-1

4.3.1.1. c-Fos

Asi nejlépe prostudovanym clenem AP-1 je produkt IEG c-fos, patfici do Fos rodiny
transkripénich faktorti. Nejvyssi mira jeho exprese nastava typicky 30-60 min po stimulaci, do 90
min probéhne navrat zpét do klidovych hodnot (O’Donnell ef al., 2012).

Promotor c-fos obsahuje tfi regulacni cis-elementy — CaCRE, SRE a SIE (viz obr. 7.).
Kazdy z nich je rozeznavan jinou molekulou v rdmci odlisSnych signélnich drah, coz umoziuje
c-fos promotoru odpovidat na neptibuzné podnéty (O’Donnell et al., 2012; Tulchinsky, 2000).
CaCRE (The Ca®" and cAMP-response element) je cil pro transkripéni faktor CREB, aktivovany
signdlni drdhou cAMP/PKA nebo Ca?". Element SIE (The v-sis-inducible element) je rozpoznavan
proteiny STAT1 a STAT3, aktivovanymi cytokiny ¢i ristovymi faktory. Funkce CREB 1 STAT1
a STAT3 miiZe byt pozménéna i MAPK kaskadami (Nissen et al., 2001).

4.3.1.2. c¢c-Jun
DalS§im vyznamnym ¢lenem AP-1 je c-Jun z Jun rodiny. Pro jeho funkci je nezbytna
MAPkinazova dréha JNK, ktera nejen reguluje transkripci c-jun genu, ale také aktivuje samotny
protein c-Jun fosforylaci na jeho N-koncovych serinovych reziduich. Transkripce vSak vyzaduje
1 zapojeni ERK dréhy, kdy dochazi k aktivaci promotoru pomoci proteint CREB ¢i ATF1. Jejich
funkce je zajisténa fosforylaci kinazami z RSK a MSK rodiny, jeZ jsou aktivovany signdlnimi
drahami p38 (pouze v ptipadé¢ MSK) ¢i pravé ERK (Gupta a Prywes, 2002).
4.3.1.3. Regulace aktivity AP-1
Aktivita transkripéniho komplexu AP-1 je regulovana vice zpisoby. Jednim z nich je

schopnost dimerizace ¢lenti komplexu pomoci leucinovych zipii, ¢imz vznika fada kombinaci.
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Rzné homo- i heterodimery rozpoznavaji odlisné sekvence v promotorech cilovych geni, nékteré
mohou fungovat jako aktivatory a jiné jako represory transkripce (viz kap. 4.2.2.).

Dalsi moznosti regulace jsou post-translacni modifikace ¢leni AP-1, konkrétné fosfory-
lace. Ta muze vést jak ke stabilizaci komponent AP-1 a tim k usnadnéni tvorby dimerd, tak ke
zvyseni transkripéni aktivity komplexu. Fosforylace vedouci k transaktivaci probihd nejcastéji
u proteinu c-Jun na aminokyselinovych zbytcich Ser63 and Ser73 a obdobna mista jsou konzervo-
vand a fosforylovana i v transkripénich faktorech JunB, JunD, and ATF2 (Davis, 2000). Zd4 se,
ze fosforylace a aktivita téchto TFs je regulovana piedevsim fosforylaci kinazou JNK. Ukézalo se,
ze rizné izoformy JNK plisobi na aktivitu c-Jun odlisn€, pravdépodobné v zavislosti na charakteru
signalizace a na bunééném typu (Sabapathy et al., 2004).

Ve fosforylaci vedouci ke stabilizaci IEGs a ¢lentt AP-1 ma dilezitou ulohu signalni draha
ERK. Tento jev byl pravdépodobné nejlépe popsan u proteinu c-Fos, kde fosforylace stabilizuje
c-Fos. Pokud je signalizace drahou ERK pouze pfechodna (v f4du minut), produkty genu c-fos,
které se objevuji v fadu desitek minut, nejsou kindzou ERK fosforylovany. V tomto stavu jsou
vysoce nestabilni a rychle podléhaji degradaci. Pokud je vSak signalizace ERK trvalejsi, dojde
k fosforylaci proteinu c-Fos pfitomnymi kindzami ERK a RSK na jeho C-koncovych Ser374
a Ser362. To vede ke zvySeni stability proteinu c-Fos a odkryti jeho DEF domény, vazebného
mista pro ERK. Zde se ERK navaze a fosforyluje dal$i aminokyselinové zbytky proteinu c-Fos
(konkrétn¢ Thr325 a Thr331), coz vede ke zvySeni jeho transkripéni aktivity. Také ostatni pro-
dukty IEGs, jejichz tlohou je napt. kontrola bunécného cyklu a proliferace, obsahuji pravdépo-
dobné ve své struktufe DEF doménu. To naznacuje, Ze tyto proteiny funguji jako senzory délky
trvani signalizace drdhou ERK (Murphy et al., 2002).

4.3.2. Jiné TFs exprimované v ramci ¢asné odpovédi
4.3.2.1. c-Myc

Jinym cilem signalni drahy ERK je IEG c-myc z Myc rodiny. Jeho transkripce miize byt
regulovana fadou transkripénich faktord, vcetn€ Ets-rodiny aktivované signdlni drdhou ERK
(Wang et al., 2006). Podobné jako u c-Fos, i pro aktivitu a stabilitu proteinu c-Myc je vyznamna
jeho fosforylace proteinkindzou ERK (Yoon a Seger, 2006). Proteiny Myc obsahuji na svém
C-konci basic-helix-loop-helix motiv (bHLH) a motiv leucinového zipu (LZ), proto se fadi do
bHLH-LZ rodiny. Tyto motivy umoznuji dimerizaci Myc s jinym ¢lenem této rodiny, proteinem

Max. Proteiny z bHLH rodiny se béZné vazou na sekvence CANNTG (,,E-box*) na cilové DNA,
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dimer Myc/Max rozeznava sekvenci CACGTG (Martinato et al., 2008). Exprese genu c-myc
1 aktivita jeho produktu miiZze byt negativné auto-regulovana fosforylovanym c-Myc pfti dlouhotr-
vajici aktivaci ERK (Wang et al., 2006).
4.3.2.2. EGR1

EGRI1 (Early-growth response factor 1) je transkripéni faktor, produkt IEG a ¢len EGR
rodiny sestavajici z ¢leni EGR1-4. Tyto transkripéni faktory rozeznavaji cilovou sekvenci
GCG(T/G)GGGCQG. K aktivaci transkripce vyzaduji transkripéni koaktivatory jako jsou CREB-
binding protein nebo p300 (Silverman et al., 1998). Aktivita EGR1 miize byt ovlivnéna 1 nega-
tivng, prostiednictvim korepresori jako napt. NAB1 a NAB2 (NGFI-A-binding proteins 1 and 2).
Jeho transkripce je regulovana TCF/SRF pies MAPK signalni drahy ERK, JNK 1 p38 (Silverman
a Collins, 1999).

4.4. Secondary response genes

Transkripcni faktory exprimované v ramci primarni odpovédi nésledné reguluji ptepis
,»genu sekundarni odpovédi* (secondary response genes, SRGs). Expresi téchto genli miize nastat
kone¢né odpoveéd’ buiiky na piijaty signal. SRGs totiz kromé dalSich transkripcnich faktort koduji
,efektorové™ proteiny, ti¢astnici se regulace bunééného cyklu, ristu, diferenciace a dalSich global-
nich zmén ve funkci a struktute bunky. Mezi tyto proteiny patii napt. cykliny, matrixové metalo-
proteazy (MMPs), kadheriny, proteiny cytoskeletu a dalsi.

Cykliny jsou proteiny nezbytné pro regulaci bunécného cyklu. Funguji jako regulacni pod-
jednotky enzymi cyklin-dependentnich kinaz (cyclin-dependent kinases, CDKs), které zahajuji
procesy probihajici v riznych ¢astech bunééného cyklu, napt. v S-fazi cyklu spousti déje vedouci
k replikaci DNA. Rlzn4 mira exprese a degradace cyklintl, v zavislosti na pfichozich signalech,
zpisobuje cyklické zmény v jejich koncentraci. Koncentrace CDKs je pfitom po celou dobu rela-
tivné stabilni, ptfi¢emz pii nizké koncentraci cyklinii jsou CDKs neaktivni. Z diivodu potieby re-
gulace odlisnych dé&jii v ramci bunééného cyklu existuje vice typt cyklinti i Cdk (Coqueret, 2002).

Matrixové metaloproteazy (matrix metalloproteases, MMPs) jsou enzymy degradujici pro-
teiny extracelularni matrix (ECM), jako jsou kolageny, elastiny nebo lamininy. Nasledné Gpravy
v usporddani ECM mohou vést ke zménadm v komunikaci sousedicich bun¢k nebo bun¢k s ECM,

coz také hraje roli v bunécné proliferaci a diferenciaci (Mancini a A Di Battista, 2006).
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Vliv na zmény ve struktufe bunky ma také exprese SRGs kodujicich soucésti bunééného
cytoskeletu. Vyznamnym cilem AP-1 je napft. gen kddujici protein vimentin, ktery patii do skupiny
intermediarnich filament a hraje vyznamnou roli v embryonalnim vyvoji (Wu et al., 2007).

Nékteré z téchto proteinli mohou byt fazeny také mezi produkty geni primarni odpovédi,
konkrétné mezi late response genes. Geny nékterych SRGs, jako jsou napt. MMPs ¢i cykliny (Al-
banese et al., 1995), obsahuji ve svém promotoru nejen vazebné misto pro transkripcni faktory
vzniklé prepisem PRGs, ale i vazebné misto pro pre-existujici transkripéni faktory, jako je napf.

Elk-1 (viz. kap. 4. a obr. 9.).

MMP-9

-600  -558 540 -533

Obrazek 9: Regulacni sekvence genu pro MMP-9, jednu z MMPs. Na GC-box (-558) se muiZe vdzat pre-existujici tran-
skripcni faktor Sp1, stejné jako EGR1, produkt IEG. PEA3 (-540) slouZi jako vazebné misto pro Ets-rodinu, tedy pre-

existujici TFs (pfevzato z: Mancini a A Di Battista, 2006).
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5. Zavér

V této bakalaiské praci byly popsany nekteré déje, které probihaji v buiice od okamziku
ptijeti extracelularniho signalu az po kone¢nou odpoved’ buriky na tento signal. Konkrétné se prace
zamgéiila na signalni dréahu ERK a jeji ulohu v regulaci transkripce genli priméarni odpovédi. De-
tailnéjsi pohled pak byl vénovan genlim ¢asné odpovédi, zejména genu c-fos a jeho proteinovému
produktu v transkripénim komplexu AP-1.

Cela prace naznacila, jak neuvétitelné komplikovany mechanismus bunééné signalni drahy
predstavuji. Diky velkému mnoZstvi rozmanitych signalnich komponent si buiiky mohou dovolit
dokonalou, pozitivni 1 negativni, regulaci signalizace na riznych urovnich. Tato regulace mize
probihat integraci odlisSnych signalnich drah a zapojenim dal$ich komponent, riznou dobou trvani
signalizace, existenci fady izoforem jednoho proteinu, tvorbou dimert urcujici variabilitu tran-
skripcnich faktoru ¢i specifickym rozpoznavéanim cilovych sekvenci jednotlivymi transkripénimi
faktory. Dalsi regulace pak probiha na Grovni translace a posttranslacnich modifikaci.

Tak vysoky pocet komponent jednotlivych drah vSak nese i urcitou nevyhodu. Pokud z ja-
kéhokoli divodu nastane zména v nékteré casti signdlni drahy, a tim dojde bud’ ke konstitutivni
aktivaci drahy nebo naopak k zastaveni pienosu signalu, mize to mit pro organismus zavazné na-
sledky. V prvnim piipad¢ se mlze jednat o vznik nddorového bujeni, ve druhém ptipadé€ o rizné
vyvojove vady.

Signalni drdha ERK je intenzivné studovana na vSech jejich Urovnich, v kazdé z nich se

vSak jisté najde oblast, kterd by zaslouZila intenzivnégj$i pozornost.
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