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Abstrakt

Mimobunécné signdini molekuly jsou rozpoznavany membrdnovymi receptory na povrchu
eukaryotickych bunék. Receptory prenasi signdl do vnitrobunécného prostoru, kde dochazi k aktivaci
pfislusnych enzyma. Aktivovanymi enzymy mohou byt proteinkinazy, které fosforyluji substratové
proteiny odpovidajici potfebdm pro specifické rozpoznani proteinkindzou. Substratovymi proteiny
mohou byt strukturni proteiny a enzymy, které ddle prenasi signdl nebo primo ovliviiuji fyziologické
procesy bunky. Mezi proteinkinazy patfi i ERK1 a ERK2 (Kinaza regulovand mimobunéénym signalem
1 a 2), enzymy které maji vliv na bunéény rist, bunécny cyklus a dalsi fadu fyziologickych procest
buniky. Proteinkindza je dynamickd molekula, ktera béhem katalytického cyklu podstupuje fadu
konformacnich zmén. Konformacni zmény maji vliv na stabilitu a funkci molekuly. Konzervované
aminokyselinové zbytky napliuji funkci proteinkindz. Tyto faktory se zdroven podili na interakci
s proteinovymi substrdty a regulacnimi proteiny a jsou tak zodpovédné za specifickou funkci

proteinkinazy.

Kli¢ova slova: ERK1/2, proteinkinaza, struktura, interakéni partnefi, konformace, vazebné motivy.

Abstract

Extracellular signal molecules are recognized by membrane receptors on the surface of eukaryotic
cells. Receptors transmit the signal into the intracellular space where activation of the concrete
enzymes occurs. Activated enzymes may be protein kinases that phosphorylate the substrate
proteins corresponding to the requirements for specific recognition by a protein kinase. Substrate
proteins may be structural proteins and enzymes, which in turn transmit the signal or directly affect
the physiological processes of the cell. The protein kinase family accounts for ERK1 and ERK2
(Extracellular signal-regulated kinase 1 and 2), enzymes which affect cell growth, cell cycle and
numerous other physiological processes of the cell. Protein kinases are dynamic molecules, which
undergo a series of conformational changes during their catalytic cycle and whose stability and
function are affected by conformational changes. Conserved amino acid residues carry out the
function of protein kinases. These factors are also involved in interactions with protein substrates

and regulatory proteins, and are responsible for specific function of protein kinase.

Key words: ERK1/2, protein kinase, structure, interaction partners, conformation, docking motifs.
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Zakladni aminokyseliny a jednopismenné zkratky

A Alanine Alanin

C Cysteine Cystein

D Aspartic acid Kyselina asparagova
E Glutamic acid Kyselina glutamova
F Phenylalanine Fenylalanin

G Glycine Glycin

H Histidine Histidin

I Isoleucine Isoleucin

K Lysine Lysin

L Leucine Leucin

M Methionine Metionin

N Asparagine Asparagin

P Proline Prolin

Q Glutamine Glutamin

R Arginine Arginin

S Serine Serin

T Threonine Treonin

\Y Valine Valin

w Tryptophan Tryptofan

Y Tyrosine Tyrosin
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1. Uvod
Proteinkinazy jsou enzymy specificky fosforylujici proteinové substraty na hydroxylové

skupiné aminokyselinovych zbytk( v polypeptidovém fretézci. Kindza regulovand mimobunéénym
signdlem 1/2 (z ang. Extracellular-regulated protein kinase 1/2, ERK1/2) patfi mezi protein kindzy
specificky fosforylujici proteinové substraty na serinu nebo treoninu. Jednd se tedy o tzv.
serin/treonin specifické proteinkindzy (Sturgill & Ray 1986).

Samotné oznaceni ERK1/2 poukazuje na 2 enzymy — ERK1 a ERK2. Toto oznaceni se preferuje
z nékolika dlvodu. Znamé signaly indukujici aktivaci kaskady vedouci k aktivaci ERK1 aktivuji i ERK2 a
vice versa (Lefloch et al. 2009). Vysokd sekvencni identita vypovida o pravdépodobné funkéni
zameénitelnosti téchto enzym v pfenosu signalu (Boulton et al. 1991).

Podle plvodniho rozdéleni lidského kinomu a schématu standardni klasifikace kindz patfi
ERK1/2, do skupiny CMGC (zkratka zahrnujici ndzvy plvodnich rodin této skupiny: cyklin-dependentni
kindzy, mitogenem-aktivované protein kinazy, kindzy glykogen syntaz a kindzy podobné cyklin
dependentnim kindzam); do rodiny MAPK (z ang. mitogen-activated protein kinase) a do podrodiny
ERK (Hanks & Hunter 1995; Manning et al. 2002).

Nazev ERK ziskaly tyto kindzy diky velkému mnoZzstvi extracelularnich signal(, které mohou
aktivovat kaskadu smérujici k fosforylaci ERK1/2 a tim je aktivovat (Boulton et al. 1990). V literature
se mlzZeme setkat i s jinymi oznacenimi pro ERK kindzy, ktera vznikala v prlibéhu historie. Napfiklad
MAP-2 kindza (z ang. Microtubule-associated protein 2 kinase), ktera fosforyluje protein MAP-2,
jeden z prvnich popsanych substratd ERK1 (Sturgill & Ray 1986). Kindzy ERK1/2 jsou také oznacovany
jako MAPK3 respektive MAPK1 (z ang. Mitogen-activated protein kinase 3/1). Toto oznaleni
poukazuje na pozici v MAP kindzové kaskadé, cozZ je vicestupriova struktura zahrnujici mnozstvi kinaz
vedouci k aktivaci MAPK. MAPK je posledni kindzou této kaskady z hlediska pfimého prenosu
fosforylaéni informace. Je to enzym, ktery muizZe fosforylovat velké mnozstvi rlznych proteinovych
substratl. Vtomto pfipadé mluvime o tzv. MAPKAP nebo MAPKAPK (z ang. Mitogen-activated
protein kinase activating protein respektive mitogen-activated protein kinase activating protein
kinase). MAP kinazové kaskady byvaji c¢asto oznacovany podle MAP kindzy, kterou obsahuiji.

V pfipadé ERK mluvime o MAPK/ERK kaskadé (Seger & Krebs 1995).
1.1. Cile této prace
Cile této prace jsou:
e Zasadit ERK1/2 do kontextu signalni kaskady a jejiho vlivu na fyziologii buriky.
e Popsat vyznamné aminokyselinové zbytky, motivy a sekundarni struktury, které se podileji na

funkci a strukture proteinkinazy ERK1/2.

e V celkovém obsahu prace popsat vybrané interakéni partnery proteinkindzy ERK1/2.
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2. Obecna charakteristika MAPK/ERK signalni kaskady

2.1. Zakladni komponenty MAPK/ERK signalni kaskady, vzajemné interakce a fyziologicky vyznam

Zakladni model MAPK/ERK kaskady zahrnuje 3 kinazy, pficemz MAPK je jednou z nich. Kinaza
fosforylujici MAPK je v MAPK kaskadach obecné oznafovdna jako MAPKK (Kindza regulovana
mimobunéénym signdlem). V konkrétnim pripadé MAPK/ERK kaskady mluvime o MEK1/2 (z ang.
Mitogen-activated/ERK kinase 1/2) (viz Obrazek 1, str. 11). MEK1/2 jsou schopny zajistit fosforylaci
konkrétniho treoninu a tyrosinu na ERK1/2. Jednd se o aminokyselinové zbytky v tzv. aktivacnim
pysku. V pfipadé lidského ERK1 se jednd o treonin na pozici 202 a tyrosin na pozici 204. V pfipadé
lidského ERK2 se jedna o treonin na pozici 185 a tyrosin na pozici 187. Fosforylace obou téchto
aminokyselinovych zbytk( vede k plné aktivaci ERK1/2 (Ray & Sturgill 1988; Anderson et al. 1990;
Payne et al. 1991; Gémez & Cohen 1991).

Proteinkinazy MEK1/2 byly oznadovany jako aktivatory MBP kinaz 1 a 2; MBP kindaza je jedno
z prvnich oznaceni pro ERK, odvozené ze substritového proteinu MBP. Enzymy MEK1/2 byly
nazyvany aktivatory kinaz. Toto bylo oznaceni protein(, které fosforyluji jiné proteiny po aktivaci
membranovych receptortd stimulem (Ahn et al. 1991). Enzymy MEK1/2 vykazuji vysokou specificitu
k ERK1/2. Experimenty prokazaly, Ze fosforylace uskutecnénd proteinkindzou MEK1/2 na enzymu
ERK2 neni podminéna pouze sekvenci aktivacniho pysku, kde dochazi k fosforylaci treoninu a tyrosinu
nezbytnych pro aktivaci enzymu ERK2, avsak je potieba celého proteinu, navic v nativni konformaci
(Seger et al. 1992), aby proteiny mohly vzajemné pUsobit skrze vazebné motivy a domény (Rubinfeld
et al. 1999; Tanoue et al. 2000). Skupiné Matsuda et al. se podafilo schopnost aktivatoru fosforylovat
MAP kindzu prokdzat in vivo (Matsuda et al. 1992).

Proteiny MEK1/2 jsou dudlné specifické proteinkinazy, zaroven se jednad o fosfoproteiny,
pricemz fosforylace je nutna pro aktivaci MEK1/2 (Seger et al. 1992). O tuto aktivaci se stara rodina
serin/treonin specifickych proteinkinaz nazyvanych Raf (Kyriakis et al. 1992), kterad se sklada z 3
zastupcl a jejich isoforem: A-Raf, B-Raf, C-Raf (také znam jako Raf-1).

Za vyuiiti kvasinkového dvouhybridniho systému s cDNA pfipravenou z mysiho embrya, se
podafilo identifikovat homology A-Raf a C-Raf. Tyto proteiny jsou schopné interakce se savcim
homologem proteinu H-Ras. Navic byla jejich interakce prokazana i s lidskym homologem C-Raf, ktery
byl plvodné identifikovan jako lidsky a mysi homolog virového onkogenu v-raf (Rapp et al. 1983). P¥i
pouziti mutantni formy proteinu H-Ras, kterd nebyla schopna vazat GTP (Powers et al. 1989)
a nasledné ani jiz znamé vazebné partnery, bylo prokazano, Ze pravé vazba molekuly GTP na protein
H-Ras je nezbytna pro ucinnou vazbu efektor(. Pro uc¢innou vazbu proteinu Ras s proteinem Raf je
zaroven potreba efektorové domény lokalizované na proteinu Ras. Navic je nezbytnd vysoce

konzervovana sekvence na N-koncové doméné proteinu Raf. Jde o tzv. doménu vazajici protein Ras



(RBD, z ang. Ras binding domain) (Vojtek et al. 1993; Zhang et al. 1993). Na N-konci proteinl Raf se
vyskytuje i dalsi dilezZitda doména, umozZiujici vazbu proteinl rodiny Ras. Tato doména je oznaCovana
jako doména bohatd na cystein, a stejné jako RBD, je nezbytnd pro signalizaci pres Raf-1 (Brtva et al.
1995; Drugan et al. 1996). Vzhledem k tomu, Ze je Raf rodina protein(i vysoce konzervovana, se vyse
uvedené poznatky daji vztahnout na vSechny cleny Raf proteinové rodiny (Wellbrock et al. 2004).

Dvouhybridni kvasinkové systémy prispély i k prokazani vzajemné interakce lidskych
homologl H-Ras a Raf. Zaroven byla detekovana interakce proteind MEK a Raf (Aelst et al. 1993).

Protein Raf vaZe protein 14-3-3. Tato interakce funguje jako negativni regulator aktivity
enzymu Raf a je narusena vazbou proteinu Ras, ktery vyvazuje protein 14-3-3 z domény bohaté na
cystein proteinu Raf. Tim je zajiSténa zvySena aktivita proteinu Raf (Fu et al. 1994; Clark et al. 1997).
U proteinu A-Raf byla detekovdna vazba dalSiho proteinu 14-3-3, kterd by mohla mit efekt zvysSeni
aktivity enzymu. Interakce se stejnymi proteiny na rliznych mistech tak ma rGzné efekty na aktivitu
proteinu (Baljuls et al. 2008).

Protein Raf je asociovdn s cytoplazmatickou membranou pres protein Ras s navdzanym GTP
(viz Obrazek 1, str. 11). Pro aktivaci proteinu Raf je potfeba dalSich signdlG (Leevers et al. 1994).
Zastupci rodiny proteinli Raf podstupuji posttranslaéni modifikace, definované aminokyselinové
zbytky jsou fosforylovdny, coz je nezbytné pro spravnou funkci proteinu, jejich regulaci nebo zvyseni
jejich aktivity. Néktefi zastupci proteind rodiny Raf obsahuji misto nékterych konzervovanych
fosforylovatelnych aminokyselinovych zbytkd jiné aminokyselinové zbytky s negativné nabitou
postranni skupinou, které se objevuji na ekvivalentnich pozicich fosforylovanych aminokyselinovych
zbytk( jinych zastupch této rodiny. Napfiiklad fosforylace tyrosin specifickou proteinkindzou Src
vyzaduje lokalizaci proteinu C-Raf u cytoplazmatické membrany pres protein Ras. Modifikace tohoto
typu jsou uskutecnény i jinymi kindzami, jako naptiklad proteinkindzou C, coZz ¢astecné poskytuje
alternativni zpUsoby aktivace MAPK/ERK signalni kaskady (Stephens et al. 1992; Morrison et al. 1993;
Marais et al. 1995).

Pfestoze jsou zastupci rodiny proteind Raf bohaté fosforylovani, jen nékteré ztéchto
fosforylaci maji znamy fyziologicky vyznam. Jako jedny znejdllezZitéjsich fosforylovanych
aminokyselinovych zbytkd pro funkci byly identifikovany S471 na proteinu C-Raf. Tento
aminokyselinovy zbytek je naprosto nezbytny pro kindzovou aktivitu enzymu C-Raf a prenos signalu.
Po stimulaci rlstovymi faktory je stejné jako S471 u C-Raf, fosforylovan i ekvivalentni
aminokyselinovy zbytek proteinu B-Raf (5579) (Zhu et al. 2005) a také u A-Raf (S432) (Baljuls et al.
2008).

Mutace V600E v proteinu B-Raf se vyskytuje v nékterych typech rakovinnych bujeni, jakymi je
napriklad melanom. Tato mutace vedouci k preméné protoonkogenu BRAF na onkogen naznacuje

vyznam fosforylace na proteinovém produktu genu BRAF. Sekvence obklopujici S579 hraje
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vyznamnou roli v aktivaci enzymu B-Raf. Navic je tato mutace nezdavisld na mutacich genl pro
proteiny Ras, které mohou také zpUsobit transformaci bunék. Nékteré mutantni formy proteind
B-Raf, mezi které patfi mutantni forma V600E, maji dostate¢nou aktivitu pro dlouhodobou aktivaci
MAPK/ERK kaskady a to bez potreby fosforylace serinového zbytku na pozici 579 (Davies et al. 2002;
Zhu et al. 2005).

Proteiny Raf, funguji nejucinnéji v hetero-, ¢i homodimerech. Experimenty prokazujici vyskyt
téchto komplext byly uskutecnény prevainé u proteini B- a C-Raf. Proteinové komplexy se vsak
vyskytuji v burikach jen ve velmi nizkych koncentracich. Formovani aktivnich dimerl je regulovano
enzymem ERK1/2, ktery fosforyluje B-Raf na interakéni doméné. Tato doména slouzi k vazbé druhého
monomeru, avSak po jeji fosforylaci dojde k destabilizaci komplexu a oddéleni podjednotek.
Zabrariuje se tak dlouhodobé aktivaci MAPK/ERK signalni drahy samotnymi komponenty této kaskady
(Rushworth et al. 2006).

Proteiny Ras (N-, K- a H-Ras) patfi do podrodiny proteint Ras. Jedna se o malé G proteiny
vyskytujici se vinaktivni formé s navazanym GDP nebo aktivni formé s navdzanym GTP. C-konec
téchto proteinl je posttranslacné modifikovan farnesylaci posledniho cysteinu. Diky této
izoprenoidni kotvé je protein drZzen u cytoplazmatické membrany na jeji cytosolické vrstvé (Casey et
al. 1989). Podafilo se identifikovat i palmytoilaci, ktera byla ovSem detekovana jen u nékterych
zastupcu této podrodiny (Hancock et al. 1989).

Proteiny Ras byly objeveny jakoZto virové onkogeny zplsobujici nadorové transformace
mysich fibroblastl. Za pouziti DNA hybridizacnich technik byly objeveny lidské homology téchto
proteinl. Mutované formy Ras homologli mohou zplisobovat rakovinné bujeni. Vedle mutaci
v proteinech Raf jsou jednou zhlavnich pfi¢in nadorové transformace bunék zplsobené
deregulovanou aktivitou MAPK/ERK signalni kaskady, coz ma za nasledek dlouhodobou aktivaci
signalnich kaskad (Shih et al. 1979; Der et al. 1982; Chang et al. 1982; Shimizu & Goldfarb 1983).

Proteiny Ras jsou nepfimo asociovany s tyrosinkinazovymi receptory (RTK, z ang. Receptor
tyrosine kinase) pres sérii proteind (viz nize), které maji za ukol rozeznani aktivovaného receptoru a
aktivaci proteinl podrodiny Ras (viz Obrazek 1, str. 11). Protein pfimo asociovan s proteinem Ras je
faktor nahrazujici guanosin (GEF, z ang. guanine nucleotide exchange factor). MuzZe to byt napfiklad
protein SOS1 (son of sevenless homolog 1), ktery ovliviiuje disociaci GDP z proteinu Ras, a tim i
naslednou aktivaci proteinu Ras po vazbé GTP. O deaktivaci signalu se staraji proteinové aktivatory
GTPazové aktivity (GAP, z ang. GTPase activating proteins), které napomahaji pfirozené GTPazové
aktivité malych G proteind. Mutace konkrétniho GAP, ktery se stard o vypnuti signalizace
zprostfedkovanou proteinem Ras, mlzZe také byt jednou z pricin rakovinné transformace (Trahey &
McCormick 1987; Vogel et al. 1988; Bourne et al. 1990; DeClue et al. 1992; Buday & Downward
1993).
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Aby GEF mohl aktivovat protein Ras, musi byt asociovan s membranou. To je umozZnéno diky
proteinlim s SH3 doménou, vazici polyprolinové motivy, vyskytujici se na proteinu SOS1. Jedna se

napfiklad o protein Grb2 (Rozakis-Adcock et al. 1993; Chardin et al. 1993).

Obrazek 1: Zakladni zobrazeni MAPK/ERK signdlni kaskady. RTK (tyrosinkindzové receptory) po
navazani mitogenu dimerizuji, nasledkem je fosforylace na specifickych tyrosinovych zbytcich. Takto
modifikované aminokyselinové zbytky jsou rozpoznany proteinem Grb2, ktery je vaze. Na protein
Grb2 se vaze GEF (faktor nahrazujici guanosin) protein Sos, ktery aktivuje protein Ras vazany na
cytosolické vrstvé cytoplazmatické membrdny. Protein Ras aktivuje proteiny podrodiny Raf, které
prenasi signal na MAP2K (proteiny MEK1/2). Protein MEK1/2 fosforylaci aktivuji MAPK (proteiny
ERK1/2). Protein ERK1/2 fosforyluje substraty v cytosolu, a po translokaci skrz jadernou membranu i
v jadre. Upraveno podle (Meister et al. 2013).
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Protein Grb2 asociuje napfiklad s membranovymi tyrosinkindzovymi receptory EGFR (i
PDGFR pres SH2 doménu, ktera rozezndva fosforylované tyrosinové aminokyselinové zbytky. Protein
Grb2 se véaze pouze k aktivovanym a skrze ligand oligomerovanym receptorlim, které signalizuji
asociaci s ristovym faktorem (viz Obrdazek 1, str. 11). Ristové faktory maji po delsi stimulaci buriky za
nasledek bunécny rast a proliferaci, ale i diferenciaci v pripadé nékterych rlstovych faktorq,
napfiklad NGF u nékterych typl bunék, nebo bunécnych linii (Greene & Tischler 1976; Schlessinger
1988; Moran et al. 1990; Lowenstein et al. 1992; Kao et al. 2001)

Zakladni model MAPK/ERK kaskady se da rozsifit o proteinové leseni, coZ jsou proteiny vazici
vétsi mnozstvi komponentl signalni kaskady nebo kaskad. Proteiny leseni urychluji prenos signalu a
dovoluji vnitrobunéénou lokalizaci signalu. S MAPK/ERK signdlni kaskadou kooperuje celd tada
proteinovych leseni. Blizsi prehled o proteinovych lesenich MAPK/ERK nabizi prehledny ¢élanek

skupiny Meister et al. (Meister et al. 2013).

2.2. Vliv homologi ERK na bunéény cyklus a diferenciaci

V nekompletni krysi cDNA izolované z rGznych tkani a bunécnych linii byla zjisténa vysoka
sekvencni identita ERK1 s dvéma kindzami modelového organizmu Saccharomyces cerevisiae, a to
sice KSS1 (51% sekvencni identita) a FUS3 (52% sekvencni identita). Nejvétsi rozdily mezi ERK1 a KSS1
¢i FUS3 se vyskytuji na C-konci molekul a v aktivacnim segmentu (viz kapitola 4.1. Aktivacni segment
a aktivacni pysk), kde dochazi k fosforylaci nezbytné pro aktivaci ERK1/2. Enzymy KSS1 a FUS3 se
podili na vstupu buriky do bunécéného cyklu a na konjugaci kvasinek. Z tohoto ddvodu se soudi, Ze se i
savCéi ERK1 podili na regulaci bunééného cyklu (Boulton et al. 1990).

Predpoklady o vlivu ERK1/2 na bunécny cyklus byly potvrzeny svyuZitim molekuldrné
biologickych metod. Neaktivovatelné formy homologl ERK1/2 byly produkovény v modelovych
bunécnych liniich plicnich fibroblastli ¢inského kfecka. Tato produkce méla negativni efekt na
proliferaci bunék, presnéji feceno, fibroblasty nebyly schopny opustit GO fazi bunécéného cyklu. Byla
také detekovana snizend transkripce indukovana rlstovymi faktory. Vyzkumnici si tyto vysledky
vysvétluji inhibici MAPK/ERK kaskady. Podobnych vysledk( bylo dosazeno i za pouziti vektord
produkujicich RNA protismysinou k ERK1 (Pages et al. 1993).

Vliv MAPK/ERK signalni kaskady na diferenciaci byl postulovan u bunécné linie PC12.
Tato bunécna linie vychazi z feochromacytomu krysich nadledvin a pfi dlouhodobému vystaveni NGF
podstupuje diferenciaci v bunky fenotypem pfipominajici buriky nervové (Greene & Tischler 1976).
Model mechanizmu, jakym dochazi k aktivaci MAPK/ERK signalni kaskady po vystaveni bunécné linie
PC12 mitogenu NGF, zahrnuje aktivaci MEK1/2 pres Rab1/B-Raf drdhu, kterd je dlouhodobé
aktivovana po stimulaci NGF, na rozdil od docasné kratkodobé aktivace, ke které dochazi po stimulaci

EGF (Kao et al. 2001).
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3. Struktura ERK1/2

3.1. Primarni struktura ERK1/2

Proteinkindza ERK2 byla popsdna v modelovém organizmu krysy, kde byla zaroven zjisténa
vysoka sekvencni identita s krysim enzymem ERK1. Navic byla zjisténa i vysokd konzervovanost
téchto enzymi ke kvasinkovym homologlim KSS1 a FUS3 (viz vySe, kapitola 2.2. Vliv homologl ERK na
bunécny cyklus a diferenciaci) (Boulton et al. 1990, 1991).

Pomoci sond pripravenych z cDNA krysich proteini ERK1/2 byly identifikovany jejich lidské
homology. Podafilo se pripravit ¢asteCcnou cDNA lidského ERK1 a kompletni cDNA odpovidajici
lidskému ERK2 (viz Obrazek 2, str. 14). Lidsky protein ERK2 ma délku 360 aminokyselinovych zbytk( a
predpoklddanou molekulovou hmotnost 41 kDa. Sekvencni srovnani primdrnich sekvenci lidského
ERK2 s krysim ERK2 odhalil velmi vysokou sekvencni identitu (92%). Podobny vysledek byl publikovan
i pfi porovnani lidského homologu ERK2 k homologu ERK2 modelového organizmu Xenopus laevis,
kde se jednalo 0 95% sekvencni identitu (Boulton et al. 1991; Owaki et al. 1992).

Kompletni aminokyselinovd sekvence lidského homologu ERK1 byla identifikovdna skupinou
Charest et al. vroce 1993 (viz Obrazek 2, str. 14). Identifikovali protein o délce 379
aminokyselinovych zbytkd s molekulovou hmotnosti 43,1 kDa. Soucasti studie bylo porovnani
s mySim homologem proteinu ERK1. Byla zjiSténa 96% sekvencni identita na Urovni primarni
sekvence, coZ jen potvrzuje vysokou konzervovanost toho enzymu (Boulton et al. 1991; Charest et al.
1993).

Skupina Charest et. al poukdzala také na nékolik aminokyselinovych repetic, které nebyly
popsany v predchozich experimentech (Boulton et al. 1990). Jedna se o N-koncovy usek MAAAAA a
nasledujici usek opakujicich se péti glycin(i. Zda tyto aminokyselinové useky maji néjakou specifickou
funkci se nepodafrilo objasnit (Charest et al. 1993).

V celé této bakalarské praci se autor odkazuje prevainé na lidské homology proteinkindz
ERK1 a ERK2. Ciselné oznaceni aminokyselinovych zbytk{l poukazuje na dvé pozice. Prvni hodnota se
tyka pozice aminokyselinového zbytku v primarni sekvenci lidského enzymu ERK1, druhd hodnota
odkazuje na ekvivalentni pozici na lidském enzymu ERK2. Primarni sekvence lidskych enzym( ERK1/2
vychazi z databaze UniProt, kterd obsahuje primarni sekvence identifikované skupinami Owaki et al.

a Charest et al. 1993 (viz vyse) (Owaki et al. 1992; Charest et al. 1993).
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Obrazek 2: Sekvencni srovnani lidského proteinu ERK1 (ID: MKO3_HUMAN, AC: P27361-1) s lidskym
proteinem ERK2 (ID: MKO1_HUMAN, AC: P28482-1). Tmavé pozice oznacuji plnou identitu
porovnanych aminokyselinovych zbytk nebo unikatni aminokyselinovy zbytek. Sedé pozice oznacuji
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neidentické aminokyselinové zbytky s podobnymi chemickymi vlastnostmi postrannich skupin. Bilé
pozice oznacuji neidentitu. Lidské proteiny ERK1 a ERK2 vykazuji 87% sekvencni identitu (Notredame
et al. 2000; Tommaso et al. 2011; Consortium 2014).
3.2. Konzervovanost proteinkinaz

Zarazeni nékterych enzymu jakozto ¢len( do urcité proteinkinazové rodiny bylo uskutec¢néno
diky bioinformatickym metodam. Na proteinovych sekvencich znamych proteinkinaz (Takio et al.
1984) byly identifikovany kratké, vysoce konzervované regiony prevainé v oblasti katalytickych
domén enzymU. Tyto uUseky byly vyuZity pro uréeni proteinu jakoZto proteinkinazy, zaroven byly
vyuzity k zafazeni enzymu do konkrétni kindzové rodiny (Hanks et al. 1988).

Eukaryotické proteinkindzy vykazuji relativné vysokou sekvencni identitu. Vyznamné jsou
zejména vysoce konzervované aminokyselinové zbytky. Jedna se o aminokyselinové zbytky obecné
povazované za nezbytné pro funkci proteinkindz. U nékterych proteinkindz se podafilo

experimentalné prokazat vyznam téchto aminokyselinovych zbytk( v katalytickém mechanizmu

enzymu, jeho regulaci nebo vjinych funkcich. Kromé jiz zminéného vyuziti konzervovanych
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aminokyselinovych zbytkdl, jakozto zakladniho déleni jednotlivych proteinkindz do skupin, rodin a
podrodin, byla vysokd sekvencni identita vyuZita pro preneseni konkrétni funkce nékterych
konzervovanych aminokyselinovych zbytk(i na ekvivalentni aminokyselinové zbytky na jinych
zastupcich proteinkindz. Tato skute¢nost ma za nasledek, Ze domnéla funkce konzervovanych
aminokyselinovych zbytkd nékterych proteinkindz nebyla experimentdlné prokazana. Mnoho autort
tak vyuzivd tyto poznatky a referuje pfi popisu vybranych proteinkinaz funkce konzervovanych
aminokyselinovych zbytk( jinych proteinkindzach (Hanks et al. 1988; Zhang et al. 1994; Hanks &
Hunter 1995; Kornev et al. 2006). Tato skutecnost jiz zobecnéla do takové miry, Ze jsou v novéjsi
odborné literatufe brany za samozifejmé a nejsou referovany ani studie, kde byla funkce urcitych
aminokyselinovych zbytk( ¢i struktur prokazana.

Publikované krystalografické struktury ERK1/2 potvrzovaly nékteré predpoklady, ktery byly
do té doby castecné inspirované jinymi proteinkindzami. PrestoZe tyto studie byly uskuteénény
predevsim na krysich homolozich ERK2, muZeme diky vysoké sekvencni identité s lidskym
homologem (99,16%) vztahnout tyto poznatky i na homology lidské (Zhang et al. 1994; Canagarajah
et al. 1997).

Postupem ¢asu vznikaly i krystalografické studie tykajici se lidského ERK2, v pfipadé lidského

ERK1 je zdjem o krystalograficka data znatelné nizsi (Ohori et al. 2005; Kinoshita et al. 2008).

3.3. Obecna struktura ERK1/2 v kontextu dalSich proteinkinaz

Proteinkinazy maji fadu konzervovanych znakd, které se vyskytuji u zastupcl nejriznéjsich
proteinkindzovych rodin. Jako nejjednodussi rozdéleni mlze byt vyuZito rozdéleni na N-koncovou a
C-koncovou doménu. Vyznamnou slozkou z funkéniho hlediska je katalytickd doména, ktera slouzi
jako jeden z hlavnich faktord pro zafazeni domnélych proteinkinaz do proteinkinazovych rodin. Toto
déleni zaroven dava vyzkumnikim zakladni hypotetické informace o urcité proteinkinaze
(Hanks et al. 1988).

Katalytickda doména proteinkindz se da teoreticky rozdélit na dvé hlavni slozky. Tyto slozky
jsou N-koncovy a C-koncovy lalok. C-koncovy lalok, ktery je tvofen prevaziné a helixy, zahrnuje vétsi
mnozstvi aminokyselinovych zbytkd, proto je také oznacovan jako vétsi lalok. N-koncovy lalok je
prevazné tvoren z B vldken (viz Obrazek 3, str. 16) (Knighton et al. 1991).

Kromé N-koncového laloku a C-koncového laloku se na proteinkindzach vyskytuji
i tzv. prodlouzeni. Pojmy N-koncové a C-koncové prodlouzeni poukazuji na presnéjsi oznaceni téchto
Usekd vzhledem k jejich umisténim na enzymu, obé hraji roli v regulaci proteinkinaz (Hanks et al.
1988).

Dalsimi aspekty primarni sekvence, které mohou pomoci pfi zarazeni proteinkindzy do

specifické skupiny, jsou aminokyselinové zbytky vysoce konzervované v zastupcich konkrétnich
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skupin. Pro zastupce ze skupiny CMGC proteinkindz se podafilo takové aminokyselinové zbytky

identifikovat. Nékteré ztéchto aminokyselinovych zbytk( nemaji jasné uréenou funkci v enzymu,

avSak vzhledem kvysoké konzervovanosti se da o urcité funkci uvaZovat. Pfi zvazeni dynamiky

posunt, kterymi nejen proteinkindzy skupiny CMGC prochdzi (napfiklad z plné aktivované do

neaktivni formy) se da predpokladat, Ze nékteré takto konzervované aminokyselinové zbytky se podili

na spravném prechodu z rliznych forem enzymu do jinych tak, aby proteinkinaza byla i po prfechodu

funkénim ¢i aktivovatelnym celkem (Kannan & Neuwald 2004).

Dalsim vyznamnym znakem proteinkinaz je déleni primarni sekvence katalytické domény na

subdomény. Tyto subdomény obsahuji aminokyselinové zbytky v charakteristickych motivech, které

jsou vysoce konzervované v katalytickych doménach proteinkindz. U proteinkinaz bylo definovano

|

|

celkem 12 subdomén, které zahrnuji
konzervované sekvence s aminokyselinovymi
zbytky podilejicimi se na funkci enzymu.
Konzervované motivy se podili na katalytickém
mechanizmu, ktery se zdd byt totoziny ve vSech
eukaryotickych proteinkindzdch. Konzervované
motivy se objevuji v katalytickych a regulacnich
oblastech (Hanks et al. 1988; Hanks & Hunter
1995).

Obrazek 3: Molekula lidské proteinkindzy ERK2.
Barevné jsou vyznacené vyznamné sekundarni
struktury enzymu. Zelené je oznacena smycka
bohatd na glycin; Zluté je oznacen aC helix;
modrozelené je oznafen B3 list; oranZové je
oznacen aktivacni segment; fialové je oznacena
katalyticka smycka; cervené je oznacen aF helix;
modre je oznacen aE helix; hnédé je oznacen aH-
helix; riZzové je oznacen L16 segment. PDB ID:
1TVO.

4. Vyznamné znaky primarni struktury v kontextu sekundarni a terciarni struktury

4.1. Aktivacni segment a aktivacni pysk

Proteinkindza ERK1/2 je fosforylovana na tzv. aktivaénim segmentu. Jednd se o vysoce

konzervovanou

sekvenci,

obsahuijici

aktivaéni

pysk, ktery obsahuje oba fosforylovatelné

aminokyselinové zbytky nezbytné pro aktivaci ERK1/2 (T202/185 a Y204/187). Predpoklada se,
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Ze vzhledem k vysoké konzervovanosti proteinkindz by aktivaéni segment mohl mit stejnou nebo
podobnou funkci i u ostatnich homologl proteinu ERK1/2 (Anderson et al. 1990; Payne et al. 1991).
Aktivaéni segment ERK1/2 o délce 31 aminokyselinovych zbytkd se nachazi v subdoménach
VIl a VIII. Sekvencni identita aktivacniho segmentu ERK1 a aktivaéniho segmentu ERK2 ¢ini 93,55%. Po
fosforylaci T202/185 a Y204/187 dochazi k vyznamné zméné struktury aktivacniho segmentu, ktera
ma za nasledek zmény v sekundarnich strukturach a terciarni strukture ERK1/2 vedouci k aktivaci

enzymu (Canagarajah et al. 1997).

4.2. Vliv fosforylovaného T202/185 na sekundarni a terciarni strukturu proteinu ERK1/2

Fosforylace T202/185 se vyznamné podili skrze elektrostatické interakce a vodikové mustky
na zméné funkéné vyznamnych sekundarnich struktur v ERK1/2. Fosforylovany T202/185 plsobi
na aC helix (viz kapitola 4.4. AXK motiv a C helix) pfes vazby s R87/70, na katalytickou smycku pres
aminokyselinovy zbytek R165/148 (nachazi se v HRD motivu, viz kapitola 4.5. Aminokyselinové zbytky
zprostredkovavajici katalyzu) a na R189/172 v aktivacnim pysku (viz kapitola 4.6. DFG motiv smycky
vazajici hofcik). Zména sekundarni struktury aktivacniho segmentu vede k usporadani
aminokyselinovych zbytkd do regulacniho hibetu, struktury vyznamné pro stabilizaci proteinkinazy
(viz kapitola 4.7. Katalyticky a regulacni hrbet). Fosforylovany T202/185 se také podili na zméné
tercidrni struktury enzymu, a to skrze interakce s aminokyselinovymi zbytky na N-koncové doméné a
C-koncovém prodlouZeni, coz ma za nasledek zvyseni kompaktnosti enzymu skrze vyznamné zmény
sekundarnich struktur definovanych segmentl. C-koncové prodlouzeni obsahuje alfa helikalni
strukturu tzv. segment L16, ktery po aktivaci ERK1/2 podstupuje vyznamné prestavby sekundarni
struktury. Po fosforylaci ERK1/2 na aktivacnim pysku ¢ast L16 segmentu zméni svoji strukturu na 34
helix. Jednd se o sekvenci v aminokyselinovych pozicich 346-352 (u ERK1), 329-335 (u ERK2). Tato
segmentu L16 je nasledné stabilizovdna dalSimi slabymi interakcemi s jinymi aminokyselinovymi

zbytky i v aktivacnim pysku (Canagarajah et al. 1997; Krupa et al. 2004; Masterson et al. 2010).

4.3. Vazba ATP na smycku bohatou na glycin

Jednim z vyznamnych znaki primarni sekvence N-koncové domény proteinkinaz je sekvence
bohatd na glycin. Tato sekvence se nachazi v subdoméné I. Ve vyssich molekuldrnich strukturach
zodpovida sekvence bohata na glycin za vazbu ATP ktery je donorem fosfatové skupiny prenasené na
substrat, kterym je za fyziologickych podminek substratovy protein. Sekvence bohatd na glycin,
oznacovana také jako smycka bohata na glycin, ma u lidského ERK1 podobu GEGAYG a nachazi se
na aminokyselinovych pozicich 49-54. Lidsky ERK2 obsahuje totoZnou sekvenci na aminokyselinovych
pozicich 32-37 (Wierenga & Hol 1983; Owaki et al. 1992; Charest et al. 1993). Sekvence bohata na

glycin tvofi smycku mezi dvéma [ vlakny oznadovanymi 1 a B2. Smycka spolu s obéma B vlakny tvori
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kapsu, ktera napomaha udrzovat dusikatou bazi ATP v definované poloze. Vznik interakci stabilizujici
ATP ma za nasledek stabilizaci molekuly proteinkindzy ERK1/2. Fosfaty molekuly ATP jsou nasledné
koordinovany do pozice vhodné pro katalyzu dalSimi aminokyselinovymi zbytky a kationty hofciku.
Prvni glycin ve smycce bohaté na glycin (G49/32) interaguje s ¢asti ribdzy, zbytek smycky bohaté na
glycin interaguje s B a y fosfatem molekuly ATP (viz Obrazek 4, str. 19) (Sternberg & Taylor 1984;
Hanks et al. 1988; Kornev et al. 2008; Taylor & Kornev 2011).

Sekvenci bohatou na glycin nasleduje dalsi konzervovany aminokyselinovy zbytek V56/39,
ktery se podili na presném usporadani smycky bohaté na glycin skrze vodikovy mistek vznikajici mezi
V56/39 a prvnim glycinem smycky bohaté na glycin. Aminokyselinovy zbytek V56/39 se také podili
na vazbé ATP skrz hydrofobni interakce a je zaroven soucasti funkéné vyznamného katalytického
hibetu (viz kapitola 4.7. Regulacni a katalyticky hibet). Dalsi hydrofobni interakce s adenosinem je
uskuteénéna aminokyselinovym zbytkem 148/31. Na vazbé ATP se podili také peptidovd kostra
proteinkinazy, kterd tvorfi ohyb kolem dusikaté baze molekuly ATP a skrze vodikové mustky pomaha
molekulu nukleotidu vazat (Hanks et al. 1988; Hanks & Quinn 1991; Hanks & Hunter 1995; Emrick et
al. 2006; Taylor & Kornev 2011).

4.4. AXK motiv a C helix

Subdoména Il obsahuje jeden z nejdllezitéjsich a nejvice konzervovanych aminokyselinovych
zbytk( proteinkindz. Jednd se o lysin vkonsenzus sekvenci AXK (X je nekonzervovany
aminokyselinovy zbytek). V pfipadé ERK1/2 se konsenzus sekvence AXK nachazi na B vldkné
oznacovaném B3 a jednd se o lysinovy zbytek na pozici 71 u ERK1, respektive 54 u ERK2.
Experimentdlné pfipravené mutanty proteinkindzy p60°°, které namisto ekvivalentniho
konzervovaného lysinu obsahovaly jinou aminokyselinu (napfiklad histidin) nebyly schopny plnit svoji

src

enzymatickou funkci. Proteinkinaza p60°™" je nefunkéni i pfi nahrazeni lysinového zbytku argininovym
zbytkem, tedy zbytkem s podobnymi chemickymi vlastnostmi postranni skupiny. Pfesna funkce
tohoto aminokyselinového zbytku na ekvivalentnich pozicich rlznych proteinkindz byla dlouho
nejasna. Vylucovaci metodou byly zavrhnuty moznosti, které by dokazal naplnit i argininovy zbytek na
pozici misto konzervovaného lysinového zbytku v subdoméné Il. DalSimi vyzkumy byla posilnéna
hypotéza tvorby vodikovych mustkl a elektrostatické interakce s molekulou ATP a dalSim
konzervovanym aminokyselinovym zbytkem E88/71. Aminokyselinovy zbytek K71/54 umozriuje
spravnou orientaci ATP skrze interakce sa a B fosfatem. Zprostfedkovani vhodné orientace je

nezbytné pro prenos y fosfatové skupiny na cilovy substrat (Snyder et al. 1985; Kamps & Sefton 1986;
Owaki et al. 1992; Charest et al. 1993; Madhusudan et al. 1994; Taylor & Kornev 2011).
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Aminokyselinovy zbytek E88/71 se nachazi v C helixu (také oznadovan jako aC helix) ERK1/2,
coz je dominantni struktura lokalizovand vsubdoméné 1l a Ill. E88/71 interaguje skrze
elektrostatickou interakci a vodikovy mustek se-aminoskupinou K71/54. Postranni skupina
lysinového zbytku je pod vlivem téchto
interakci schopna utvoftit vodikové muistky s a a

B fosfatem ATP (Taylor & Kornev 2011).

Obrazek 4: Na glycin bohatd smycka
a aC helix proteinkinazy A. G50, 52, 55 jsou na
ekvivalentnich pozicich glycinovych zbytk( v na
glycin bohaté smycce ERK1/2, stejné vlastnosti
vykazuje K72 a E91, které odpovidaji K71/54 a
E88/71 proteinkindzy ERK1/2. Upraveno dle
(Taylor & Kornev 2011).

4.5. Aminokyselinové zbytky zprostiedkovavajici katalyzu

Pavodni  hypotézy vyvraceji funkci konzervovaného Ilysinu jakoZto  hlavniho
aminokyselinového zbytku zodpovédného za vazbu ATP (Zoller & Taylor 1979) a davaji mu spisSe
funkci katalytickou, v procesu prenosu fosfatu (Carrera et al. 1993). Tyto poznatky se daji vysvétlit i
jinak a to sice zpusobem zahrnujicim aktualni pohled, kdy se aminokyselinovy zbytek K71/54 podili na
spravné orientaci a a B fosfatl, coz predstavuje nynéjsi predpoklady. Interakce uskutecnéna
aminokyselinovym zbytkem K71/54 umozriuje aminokyselinovym zbytk(im podilejicim se na katalyze
provést jejich udlohu. Na zakladé poznatkl z krystalografickych struktur byly identifikovany
aminokyselinové zbytky, které by se mohly podilet na katalyze pfimo. Jednd se o wvysoce
konzervovany aspartat (v pripadé lidského ERK1/2 jde o D166/149), ktery se nachazi v blizkosti
hydroxylové skupiny aminokyselinového zbytku fosforylovaného substratového proteinu.
Aminokyselinovy zbytek D166/149 je souéasti HRD motivu (ndzvy motivd jsou Casto slouceninou
jednopismennych zkratek aminokyselinovych zbytk(, které je tvofi), ktery se nachazi v subdoméné
Vlb. Zdali funguje tento vysoce konzervovany aspartat jako baze nebo pomoci vodikového mustku
atrahuje vodik substratové hydroxylové skupiny a pomaha tak nastavit kyslik stejné hydroxylové
skupiny do vzdalenosti a polohy idealni pro nukleofilni atak atomu fosforu z y fosfatové skupiny ATP,
neni zatim zcela jasné (Madhusudan et al. 1994). Nicméné funkce D166/149 jakoZto akceptora
vodikového mUstku se zda byt prijatelnéjsi (viz Obrazek 5, str. 21).

Aminokyselinové zbytky v aktivnim misté proteinkinaz se navic vyznamné nepodili na vazbé
ATP. Tato skutecnost pripada jinym aminokyselinovym zbytkdm, jakymi je napfiklad zminovany

konzervovany K71/54 v N-koncovém laloku (Madhusudan et al. 1994).
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Lysinovy zbytek na pozici 168/151 v primarni sekvenci témér sousedi s HRD motivem a hraje
roli pfi vazbé substratového proteinu a predevsim orientaci terminalniho fosfatu ATP do polohy
vhodné pro nukleofilni atak. Zaroven se tento lysinovy zbytek ¢aste¢né podili na vazbé substratového
proteinu tvorbou vodikového mistku s karbonylovou skupinou peptidové vazby mezi P-2 a P-1
zbytkem (P je oznaceni pro aminokyselinovy zbytek substratového proteinu, kde dochazi k
fosforylaci, zadporna Cislice znadi vzdalenost aminokyselinového zbytku smérem k N-konci od pozice
fosforylace, kladnd Cislice znaci vzdalenost aminokyselinového zbytku smérem k C-konci od pozice

fosforylace) (Madhusudan et al. 1994).

4.6. DFG motiv smycky vazajici horcik

Horc¢ik vazebna smycka (DFGLA) zahrnuje DFG motiv a aminokyselinové zbytky vyznamné
v katalytickém mechanizmu proteinkindz. Postranni skupina prislusného aminokyselinového zbytku
interaguje prfimo s fosfaty ATP nebo skrze interakci s horcikovymi kationty. DFG motiv ohranicuje N-
konec aktivacniho segmentu a je dulleZitou soucasti proteinkindz, nachazi se vsubdoméné VIi
(Sternberg & Taylor 1984; Canagarajah et al. 1997; Kornev et al. 2006).

Prvni aminokyselinovy zbytek DFG motivu (D184/167) plsobi skrze elektrostatické interakce
a vodikové mustky na kationty hofciku a zaroven na fosfaty prislusejici molekule ATP (viz Obrazek 5,
str. 21). Pomaha tim orientovat ATP do pozice vhodné pro katalyzu. Dalsi aminokyselinovy zbytek
z DFG motivu (G186/169) je pfi pfechodu enzymu z neaktivni do aktivni konformace reorientovan,
vznika vodikovy mistek mezi amidovou skupinou peptidové vazby G186/169 a kyslikem postranni
skupiny D184/167. Aminokyselinovy zbytek D184/167 je timto zplsobem naveden do konformace
nutné pro jeho funkci. Zmény konformace G186/169 je dosazeno vznikem antiparalelniho B listu 6
a 9, ktery je typicky pro aktivovanou formu proteinkindz. Antiparalelni B list, sloZzen z B vliaken 6 a 9,
vznika po interakci fosforylovaného T202/185 s R189/172. Argininovy zbytek je prvnim zbytkem na B
vlakné 9. V inaktivnim stavu se antiparalelni B list neutvafi (Zheng et al. 1993; Kornev et al. 2006).

Druhy aminokyselinovy zbytek DFG motivu (F185/168) hraje vyznamnou ulohu v nastaveni
aminokyselinovych zbytkd podilejicich se na interakcich s fosfaty molekuly ATP. Napomahaji tak
optimalni orientaci fosfatli molekuly ATP pro pfenos terminalniho fosfatu na substratovy protein.
Benzylova postranni skupina F185/168 hydrofobné interaguje s uhliky postranni skupiny K71/54 na
B3 vldknu. Napomaha tim ke vzniku interakci mezi K71/54 a E88/71, aminokyselinovych zbytkd
nezbytnych pro funkci proteinkindzy. Aminokyselinovy zbytek F185/168 zaroven interaguje s HRD
motivem, presnéji fe¢eno s postranni skupinou histidinového zbytku (H164/147). Tato interakce je
dlleZita pro orientaci aminokyselinového zbytku D166/149, ktery je zodpovédny za oddaleni vodiku

nalezictho -OH skupiné aminokyselinového zbytku substratového proteinu, ktery ma byt
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fosforylovan. Kyslik hydroxylové skupiny serinu nebo treoninu pak nukleofilnim atakem napada

terminalni fosfat z ATP (Kornev et al. 2006).

Obrazek 5: Model mechanizmu katalyzy fosforylace zprostfedkované lidskymi homology ERK1/2.
V tomto zobrazeni je aminokyselinovy zbytek D166/149 vyobrazen jakoZto akceptor vodikového
mustku. D184/167 interaguje s kationtem horciku stabilizujici B a y fosfaty molekuly ATP.
Aminokyselinovy zbytek E88/71 skrze vodikovy mustek a elektrostatické interakce ovliviiuje
postranni skupinu K71/54. Aminokyselinovy zbytek K71/54 usmérnuje a a B fosfaty molekuly ATP.
Aminokyselinovy zbytek K168/151 interaguje s peptidovou kostrou substratového proteinu a zaroven
pomaha orientovat y fosfat ATP. Aminokyselinovy zbytek T207/190 interaguje s postranni skupinou
K168/151 nastavuje tak spravnou orientaci postranni skupiny K168/151. Upraveno podle
(Madhusudan et al. 1994).
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4.7. Regulacni a katalyticky hibet

Struktury nazyvané hrbety (z ang. spines) jsou zodpovédné za pohyb N- a C-koncového laloku
vUci sobé. Zaroven se vyznamné podili na stabilizaci aktivni formy proteinkindzy. Katalyticky hibet (z
ang. C spine, Catalytic spine) se podili na vazbé ATP a regulacni hibet (z ang. R spine, Regulatory
spine) se podili na mechanizmu katalyzy. Vyznamnym znakem téchto struktur je jejich mobilita
v rdmci usporadani a stabilita v rdmci celku. Definované aminokyselinové zbytky tvofici regulaéni,
respektive katalyticky hrbet se nenachazeji v sousedstvi vramci primarni struktury, kterd by je
predurcovala k urcité funkci. Pro funkci hrbetl je nezbytna aktivace v pfipadé regulaéniho hrbetu a

vazba ATP v pfipadé katalytického hibetu (Kornev et al. 2008).
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Regulaéni hrbet se sklada z aminokyselinovych zbytk( nachazejicich se v N- i C-koncové
doméné (viz Obrazek 6). Jednd se o aminokyselinové zbytky L92/75, 1103/86, H164/147 (z HRD
motivu), F185/168 (z DFG motivu) a D227/210. Ve vys$sich strukturdch aktivované formy enzymu
ERK1/2 nabyvaji tyto aminokyselinové zbytky specifické struktury interagujici prevainé pres
hydrofobni interakce, ¢imz jsou stabilizovany. D227/210 se nachdzi na oF helixu v C-koncovém laloku
a skrze postranni ftetézec interaguje s H164/147. Aminokyselinové zbytky H164/147
a F185/168 interaguji vzdjemné skrze hydrofobni interakce postrannich skupin, F185/168 zaroven
hydrofobné interaguje s L92/75. Aminokyselinovy zbytek L92/75 hydrofobné interaguje s 1103/86.
Timto zplUsobem vznikd fada hromadicich se
interakci, které stabilizuji proteinkindzu ERK1/2
béhem pohybl v katalytickém cyklu (Lu et al.
2005; Kornev et al. 2006).

Obrazek 6: ERK2 s vyznacenymi hibety. Katalyticky
hibet (Zluté oznacené aminokyselinové zbytky),
a regulacni hibet (zelené oznacené
aminokyselinové zbytky); aF helix (Cervend
sekundarni struktura); oranzovy kruh oznacuje
misto vazby dusikaté baze molekuly ATP. PDB ID:
1TVO.

Soucasti katalytického hrbetu je dusikata
baze molekuly ATP, kterd se podili na jeho
stabilizaci. Vazba ATP je tak dalsSim faktorem
podilejicim se na stabilizaci ERK1/2. Katalyticky
hibet se skldada z V56/39, A69/52, L173/156,

L172/155, M125/108, 1234/217, M238/221 a 1174
u ERK1, L157 u ERK2. Dusikatd baze molekuly ATP interaguje s katalytickym hrbetem mezi
aminokyselinovymi zbytky V56/39, A69/52 a L173/156 (Kornev et al. 2008).

Aminokyselinové zbytky 1234/217 a M238/221 se nachazeji na oF helixu, hydrofobni
sekundarni strukture, ktera je povazovéna za jednu z nejstabilnéjSich v celém proteinu ERK1/2 a v
eukaryotickych proteinkindzach obecné. Stabilita je zajiSténa hydrofobnimi vlastnostmi aF helixu a
hydrofobnimi interakcemi s aH helixem (Kornev et al. 2008).

Sekundarni struktura aF helixu se podili na interakcich s1167/150. Tento aminokyselinovy
zbytek v primarni sekvenci okam?zité nasleduje HRD motiv. Hydrofobni vlastnosti aF helix maji za

nasledek nekovalentni vazbu s 1167/150, ¢imz se zabrani moznym prostorovym omezenim postranni
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skupiny leucinu s postrannimi skupinami aminokyselinovych zbytk(i HRD motivu. Aminokyselinovy
zbytek 1167/150 zaujima konformaci, kterd dovoli lepsi usporadani aminokyselinovych zbytk(

(D166/149 a K168/151) nutnych pro katalyzu zprostfedkovanou ERK1/2 (Kornev et al. 2008).

4.8. Fosforylacni motiv a motiv vazajici P+1 aminokyselinovy zbytek

Motiv, ktery proteinkindza ERK1/2 rozpoznava a fosforyluje ma podobu P-X-(S/T)-P (pficem?
na pozici vyznacené X nesmi byt prolin). Prolin na pozici P+1 je vyznamnym faktorem, ktery se
povaZuje za nezbytny z hlediska funkce ERK1/2 (Clark-Lewis et al. 1991). Na pozici P-2 se vyskytuje
hydrofobni aminokyselinovy zbytek s preferenci pro prolin (Songyang et al. 1996).

Motiv specificky rozezndvajici P+1 je jiz popsana. Jednd se o kratky Usek osmi
aminokyselinovych zbytk( (YVATRWYR) odpovidajici pozicim 204 az 211 v pripadé ERK1 a 187 az 194
v pfipadé ERK2. Tato sekvence nachdzejici se v subdoméné VIII obsahuje ¢ast aktivacniho pysku
s tyrosinovym zbytkem na pozici 204/187, ktery je fosforylovany v aktivované formé ERK1/2
(Anderson et al. 1990; Payne et al. 1991; Canagarajah et al. 1997).

Fosforylovany Y204/187 tvofi na povrchu proteinu spolu s dal$imi aminokyselinovymi zbytky
doménu podilejici se na rozpoznani a vazbé substratového proteinu. Aminokyselinové zbytky
podilejici se pfimo na konstrukci mista vazby P+1 jsou Y204/185, V205/188 a R211/194. V inaktivni
formé ERK1/2 aminokyselinové zbytky R211/194 a V205/188 blokuji vazebné misto a zamezuji tak
vazbé P+1 aminokyselinového zbytku. Fosforylovand forma Y204/187 pomoci slabych interakci
upravuje pozici R208/191 a R211/194, ¢imZ umoznuji vazbu aminokyselinového zbytku P+1. Dalsi
aminokyselinové zbytky podstupuji v zavislosti na fosforylaci Y204/187 malé ptresuny v rdmci terciarni
struktury a zaroven ddvaji vznik vodikovym mustklm, které interaguji s hlavnimi aminokyselinovymi
zbytky tvofici P+1 vazebné misto, stejné jako s peptidovou kostrou substratového proteinu (Zhang et
al. 1994; Canagarajah et al. 1997).

Prolin nachazejici se v konformaci trans se zda byt jedinym moZnym aminokyselinovym
zbytkem o specifické konformaci, ktery je mozino vazat v P+1 vazebném misté na ERK1/2. Jiné
aminokyselinové zbytky jsou kvali jejich postrannim skupindm vytésniovany argininem na pozici
211/194. Prolin je zéroven jediny aminokyselinovy zbytek, ktery je schopen dlouhodobé zaujimat

nutnou konformaci pro vazbu do P+1 mista (Canagarajah et al. 1997).

5. Interakéni motivy a vazebna mista
Proteinkindza ERK1/2 interaguje se substratovymi proteiny i s proteiny, které nemusi byt

substratové, skrze stejnd konzervovana vazebnd mista. Prikladem nesubstratovych proteind
proteinkindzy ERK1/2 mohou byt tzv. cytosolické kotvy (jako kotva je oznacovan protein, s kterym

ERK1/2 interaguje a je tak zajisténo setrvani této proteinkindzy v cytosolu nebo v bunééném
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kompartmentu za urcitych fyziologickych podminek) (Reszka et al. 1995; Fukuda et al. 1997;
Rubinfeld et al. 1999; Tanoue et al. 2000; Lee et al. 2004). V této praci jsou tyto proteiny souhrnné
oznacovany jako interakcni partneri.

Proteinkindza ERK1/2 obsahuje dvé vyznamna vazebna mista. Tato vazebna mista jsou v této
praci oznacovana jako misto vazajici LXL motiv a misto vazajici FXFP motiv. Misto vazajici LXL motiv,
vaze LXL motiv lokalizovan na interakénich partnerech. Misto vazajici FXFP motiv vaZze FXFP motiv
lokalizovan na interakénich partnerech. Nazvy téchto vazebnych mist a motiv( jsou historické a
vzhledem k novéjsim poznatklm tyto oznaceni zcela pfesné neodpovidaji. Pfesto jsou v této praci
pouzity, jelikoz nejlépe popisuji podobu motivi (Yang et al. 1998; Jacobs et al. 1998, 1999; Lee et al.
2004; Zhou et al. 2006).

JelikoZ fosforylacni motiv neni dostatec¢ny pro vazbu proteinu ERK1/2, nabyvaji tak vazebné
motivy na vysokém vyznamu. Vazebné motivy predurcuji, ktery protein se stane substratem
proteinkindzy ERK1/2, fosforylaéni misto tuto roli nema. Lokalizace téchto vazebnych motivli mize
rozhodovat o tom, ktery fosforylacni motiv bude fosforylovan jakou proteinkindzou a zda vilbec
fosforylovan bude. S navySenim vazebnych motiv(l ve strukture proteind se zvySuje i Sance na
rozponani pfislusnou proteinkindzou (Jacobs et al. 1999).

LXL motiv a FQFP motiv jsou konzervované prvky a vyskytuji se v fadé MAPK drahach v jinych
organizmech nez v ¢lovéku, jako naptiklad u Saccharomyces cerevisiae, Ceanorhabditis elegans,

Xenopus laevis aj. (Bardwell & Thorner 1996; Jacobs et al. 1999).

5.1. LXL motiv

LXL motiv md konsenzus sekvence K/R-X(o.2)-K/R(1-2-X(1-4)-L/1-X-L/I. Leucinové a isoleucinové
zbytky, nachazejici se v hydrofobni konsenzus sekvenci LXL motivu, jsou ¢asto konzervované, avsak
vcelku ¢astym, je zastoupeni L/1 alaninovym nebo valinovym aminokyselinovym zbytkem. D3 se tedy
usuzovat, ze pozice L/I vyzaduje hydrofobni aminokyselinovy zbytek (Jacobs et al. 1999; Tanoue et al.
2000).

LXL motiv je sdm o sobé dostadujici signal pro vazbu interakéniho partnera na kindzu ERK1/2.
Navic, tento motiv uskuteciiuje i vazbu s proteinkindzou JNK. Proteiny, které v primarni sekvenci
obsahuji sekvenci LXL motivu, mohou byt vazany proteinkindzou ERK1/2 i JNK. Zdali jsou takové
proteiny i substraty zalezi na fosforylacnim misté (Yang et al. 1998; Jacobs et al. 1999).

Pfed N-koncem LXL motivu (tj. v blizkosti pred prvnim pozitivné nabitym aminokyselinovym
zbytkem LXL motivu) se v nékterych interakénich partnerech enzymd ERK1/2 nachazi hydrofobni
aminokyselinovy zbytek. JelikoZ se nejedna o znak, ktery by se vyskytoval u kazdého proteinu vazajici
se k ERK1/2 pomoci LXL motivu, nebyva zahrnut do konsenzus sekvence. Tento znak neni specificky

pro uréitou skupinu interakénich partnert enzymi ERK1/2 (Zhou et al. 2006).
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5.2. Vazebné misto LXL motivu

Pozitivné nabité aminokyselinové zbytky nachazejici se na N-konci LXL motivu jsou vazany
tzv. obecnou vazebnou doménou (pfesto, Ze jde o pouhé dva aminokyselinové zbytky D335/318 a
D338/321, bylo této sekvenci pfidano prizvisko doména, prevzato z ang. common binding domain),
ktera je soucasti vazebného mista LXL motivu. Jednd se o aminokyselinové zbytky ekvivalentni
k aminokyselinovym zbytkim homologli ERK1/2 modelovych organizmi Xenopus laevis a Rattus
norvegicus, na kterych byla jejich funkce popsana. Aminokyselinovy zbytek D338/321 na enzymu
ERK1/2 interaguje skrze elektrostatické interakce s pozitivné nabitymi aminokyselinovymi zbytky
blize kC-konci motivu. Na stejné interakci, avSak pouze sjednim pozitivné nabitym
aminokyselinovym zbytkem LXL motivu se podili E98/81 nachazejici se ve spojovaci oblasti mezi aC
a B4 sekundarnimi strukturami proteinkinazy ERK1/2. Na vazbé pozitivné nabitych aminokyselinovych
zbytkd na N-konci LXL motivu se podili i dalsi aminokyselinové zbytky proteinu ERK1/2. Tyto interakce
nejsou tak specifické jako vazby uskutec¢néné obecnou vazebnou doménou. Jednd se o vodikové
mustky s peptidovou kostrou pozitivné nabitych aminokyselinovych zbytk( LXL motivu. Tyto
interakce uskuteénuje Y145/128. Dalsi aminokyselinové zbytky se podili na stabilizaci obecné vazebné
domény skrze komplikovanou sit nekovalentnich interakci (Rubinfeld et al. 1999; Tanoue et al. 2000;
Zhou et al. 2006).

Po interakci obecné vazebné domény s pozitivné nabitymi aminokyselinovymi zbytky LXL
motivu dojde k strukturnim zménam na proteinu ERK1/2. Tyto zmény se tykaji sekundarni struktury
aktivacniho pysku, kde dojde k zpfistupnéni aminokyselinovych zbytk( T202/185 a Y204/187 pro
okolni prostiedi. Vazba pozitivné nabitych aminokyselinovych zbytk( na obecnou vazebnou doménu
ma vliv i na terciarni strukturu ERK1/2. V tomto pripadé dojde ke vzniku novych intramolekularnich
interakci, které maji za nasledek vyssi kompaktnost enzymu (Zhou et al. 2006).

Relativné nespecificka interakce je uskute¢néna mezi hydrofobni ¢asti konsenzus sekvence
LXL motivu a mistem vazby této ¢asti motivu na vazebném misté LXL motivu enzymu ERK1/2. Prvni
hydrofobni aminokyselinovy zbytek hydrofobni ¢asti konsenzus sekvence LXL motivu interaguje
s aminokyselinovymi zbytky na povrchu oE helixu (H142/125, Y145/128) a C178/161. Druhy
hydrofobni aminokyselinovy zbytek hydrofobni ¢asti konsenzus sekvence LXL motivu interaguje s
L132/115, F146/129, 1174 (u ERK1), L157 (u ERK2) a také s C178/161. Aminokyselinovy zbytek
C178/161 se podili na interakcich s obéma hydrofobnimi zbytky LXL motivu (Zhou et al. 2006).

Nékteré aminokyselinové zbytky nabyvaji své funkce v zavislosti na primdarni sekvenci
v oblasti LXL motivu. Jsou tak popsany interakce mezi aminokyselinovymi zbytky proteinkinazy
ERK1/2 a postranimi skupinami aminokyselinovych zbytkd peptidového substratd, pfiéemz se jedna o
aminokyselinové zbytky, které se neobjevuji v konsenzus sekvenci LXL motivu jako konzervované.

Tyto interakce tak nejsou zavislé na konzervovanych aminokyselinovych zbytcich LXL motivu.
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Napriklad aminokyselinovy zbytek vazebného mista LXL motivu Q136/119 tvofi vodikové mdastky
s peptidovou kostrou LXL motivu. Podobnym zplsobem se na vazbé proteinového substratu podili
H142/125 interagujici s karbonylovou skupinou peptidové vazby, na které se podili nekonzervovany

aminokyselinovy zbytek X v LXL motivu (Zhou et al. 2006).

5.3. FXFP motiv

Sérii experimentl se skupina Jacobs et al. pokusila uréit FQFP sekvenci na nékterych
proteinovych substratech ERK jakoZto sekvenci tvofici motiv nezbytny pro vazbu proteinkinazy ERK2.
Vytvorili nékolik peptidovych segment(, které se skladaly z isekl znamych proteinovych substratud
ERK2 z rlznych organizm( véetné ¢lovéka (LIN-1, Elk-1, Aop). Tyto peptidy obsahovaly nativni FQFP
motiv, respektive FQFHP motiv v pfipadé proteinu Aop z modelového organizmu Drosophila
melanogaster. V téchto peptidovych segmentech se zaroven nachazelo fosforylacéni misto,
rozeznavané pfislusnymi homology proteinkindzy ERK. Skupina Jacobs et al. dale pfipravila mutanty,
ve kterych byla sekvence domnélého vazebného motivu mutovana do podoby AAAP. Byla prokazana
vysoka vazebnd afinita proteinkindzy k substratlm obsahujici nativni sekvenci. Oproti tomu
mutované sekvence s AAAP motivem mély K, nékolika nasobné vyssi nez segmenty s
motivem vazebnym (Jacobs et al. 1999).

V dalSich experimentech byl pouZit segment LIN-1 proteinu obsahujici potencidlni
fosforylacni mista, ale bez FQFP sekvence. Takovy peptidovy segment byl Spatnym substratem pro
mysi proteinkinazu ERK2. Pokud byla ke stejné aminokyselinové sekvenci pfidana FQFP sekvence,
znacné se zvysila afinita k tomuto substratu. Pfidani dalSi FQFP sekvence znamenalo dalsi zvySeni
afinity k mysimu enzymu ERK2 (Jacobs et al. 1999).

Oba fenylalaninové zbytky nachdzejici se v FQFP motivu maji vyznamnou roli ve vysoce
specifické vazbé tohoto segmentu k homologlim proteinkinazy ERK. Mutace fenylalaninG FQFP
motivu v sekvenci kratkého peptidu, ktery zaroven obsahoval PRSP sekvenci, Usek aminokyselinovych
zbytk(, ktery vykazuje vlastnosti pro fosforylaci enzymem ERK1/2 (viz kapitola 4.8. Fosforylaéni motiv
a motiv vazajici P+1 aminokyselinovy zbytek) nékolika ndsobné zvysila K,,. Vzhledem k vyjimecnym
konformacénim strukturam prolinu nachdzejictho se v FQFP motivu, se usuzuje, Ze by tento
aminokyselinovy zbytek mohl mit dllezity vliv na sekundarni strukturu motivu. JelikoZ glutamin neni
podminkou pro zajisténi interakce, byla konsenzus sekvence uréena jako FXFP, kde X je neupresnény
aminokyselinovy zbytek. Navic byl tento motiv nalezen i u jinych proteinl, Q v takovych pfipadech
nebyl zachovan (Jacobs et al. 1999).

FQFP motiv je efektivni pro vazbu na ERK, coZ se podarilo prokazat také in vivo. Kratké
peptidové segmenty obsahujici FQFP motiv, totiz funguji jako inhibitory MAPK/ERK signalni kaskady.

Hladina fosforylovanych ERK nebyla pozménéna, na druhou stranu byla ovlivnéna aktivita MAPKAPK,
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konkrétné cdc2 kindzy v nematurovanych oocytech Xenopus leavis. Navic mutované formy proteinu
LIN-1 v organizmu Caenorhabditis elegans, které nesou mutace narusujici FXFP motiv, nejsou
fosforylovany homologem proteinu ERK2, coZ ma za nasledek defekt ve vyvoji organizmu (Jacobs et

al. 1998, 1999).

5.4. Vazebné misto FXFP motivu

Vazebné misto FXFP motivu se sklada z aminokyselinovych zbytk M216/199, L217/200,
Y250/233, L251/234, L254/237 a Y280/263, které tvori hydrofobni strukturu, do niZ se vaze FXFP
motiv. Substratovy protein je interakci s vazebnym mistem FXFP motivu nucen lokalné remodelovat
svoji sekundarni strukturu, coz dovoluje vznik dalsi interakce, a to mezi prvnim fenylalaninovym
zbytkem FXFP motivu a fosforylovanym Y204/187 (Lee et al. 2004).

Nejvyssi afinity vazby FXFP motivu je dosazeno, pokud je protein ERK1/2 plné aktivovan.
V takovém pripadé dochazi k zméné sekunddrnich struktur aktivaéniho segmentu, které maji za
nasledek zruseni hydrofobnich interakci M216/199, L217/200, Y250/233 a L251/234 s F200/183
a L201/184. Aminokyselinové zbytky tvorici vazebné misto FXFP motivu jsou tak uvolnény z této

blokujici interakce a mohou vazat FQFP motiv (viz Obrazek 7) (Lee et al. 2004).
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Obrazek 7: Model aktivované a neaktivované formy krysiho homologu proteinkinazy ERK2. Molekula
oznacena ppERK2 zobrazuje fosforylovanou formu proteinu ERK2 s oznacenymi aminokyselinovymi
zbytky, které jsou ekvivalentni k pozicim lidskych homologl tohoto proteinu. Struktura zaroven
obsahuje navazany substratovy peptid. Molekula oznacend ERK2 je vyobrazenim neaktivni formy
proteinkindzy s aminokyselinovymi zbytky F181 a F182 (u lidského ERK2 jde o F183 a L184) v pozici
Castecné blokujici vazebné misto pro FXFP motiv. Model byl utvoren podle dat skupin Canagarajah et
al. 1997 a Zhang et al. 1994, skupinou Lee et al. 2004. Pfevzato z (Lee et al. 2004).
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Pozice vazebného mista FXFP motivu na ERK1/2 se z hlediska terciarni struktury nachazi
v tésné blizkosti mista, kde je uskutecnén prenos termindiniho fosfatu ATP na hydroxylovou skupinu
serinového nebo treoninového zbytku substratového proteinu. Tento poznatek vysvétluje pozici FXFP
motivu na C-konci od S/TP fosforylaéniho mista. Navic je dlleZitd i vzdalenost mezi FXFP motivem a
fosforylaénim mistem substrdtovém proteinu. Pokud by byla vzdalenost kratSi nez
6 aminokyselinovych zbytkd nemohlo by dochazet zaroven kvazbé substratu pres FXFP motiv a
zaroven k fosforylaci. V takovém ptipadé by se tyto motivy nachazely blizko a nemohly by tak byt

rozpoznany obéma misty na ERK1/2 zaroven (Lee et al. 2004).

6. Interakéni partnefi
Vliv ERK1/2 na bunécéné procesy je relativni a zavisi na kontextu ostatnich signélnich kaskad.

V roce 2006 byl publikovan ¢lanek autor( Yoon a Seger, ve kterém prezentuji podrobnou tabulku
obsahujici zndmé substraty proteinkindzy ERK1/2 v rGznych organizmech. V dobé vydani publikace
bylo zndmo vice nez 150 proteinovych substratl proteinkindzy ERK1/2 (Yoon & Seger 2006). Je

mozZno uvazovat, Zze dnes bude toto Cislo témér dvojndsobné.

6.1. c-Fos a c-Jun jako proteinové substraty ERK1/2

TranskripCni faktor c-Fos je soucdsti transkripéniho komplexu AP-1. Je fosforylovan enzymem
ERK1/2 a také enzymem RSK (ERK1/2 MAPKAPK) na nékolik mistech. Fosforylace na proteinu c-Fos
ma za nasledek zvySenou stabilitu proteinu, fosforylovany c-Fos setrvava v jadre nékolik hodin.
Fosforylace na c-Fos zaroven vede k odhaleni FXFP motivu, ktery sice neodpovida idedIni konsenzus
sekvenci, nicméné je tato sekvence dostate¢na pro vazbu ERK1/2. Tim dojde k dalsi fosforylaci na
proteinu c-Fos, kterd ztranskripcniho faktoru ucini plné funkéni a stabilni protein (Murphy et al.
2002; Eferl & Wagner 2003).

Proteinkindzy ERK1/2 se podili na stabilizaci z hlediska prevence degradace a aktivaci pomoci
fosforylace i jinych velmi ¢asnych gen( (z ang. Immediate early genes, IEG), jakymi jsou napftiklad Fra-
1, Fra-2, c-Myc, c-Jun aj. (Murphy et al. 2004).

Situace tykajici se c-Jun je Castecné komplikovana tim, Ze tento transkripéni faktor
neobsahuje FXFP motiv. Jedna se tak o jeden z mala pripadd, kdy je substrat pro enzym ERK1/2 bez
vazebného motivu, zprostfedkovavajici interakci s proteinkinazou ERK1/2. K fosforylaci c-Jun tak
nejspi$ dochazi az po jeho asociaci v heterodimeru s proteinem c-Fos. Tento komplex je pak cilem pro
dimer ERK protein(l, rozpoznavajici a fosforylujici c-Fos, a zaroven fosforyluje c-Jun (viz kapitola

7. Dimerizace ERK) (Murphy et al. 2004).
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6.2. Interakce s proteiny jaderného péru

Translokace ERK1/2 do jadra je vedle volné difuze a prenosem dimerl téchto proteint
pomoci importind zprostfedkovana i dalsim zplsobem. Jedna se o interakci proteinkindzy ERK1/2 se
samotnymi proteiny jaderného pdru. Proteinkindza ERK1/2 interaguje s nukleoporiny Nup153 nebo
Nup214. Interakce je uskuteénéna pres FG repetice, které jsou rozeznavany FXFP vazebnym motivem,
a to i v neaktivovanych proteinkindzach ERK1/2. Neaktivni proteinkindza ERK1/2 je tak schopena
rozeznat FG repetice bez potieby aktivace, jelikoz se v ptipadé FG repetic nejednd o idealni

konsenzus sekvenci tvorici motiv (Matsubayashi et al. 2001; Whitehurst et al. 2002; Lee et al. 2004).

6.3. ERK1/2 jako substrat proteinkinazy CK2

Enzym ERK1/2 je substratem proteinkinazy CK2. K fosforylaci dochazi na SPS motivu, ktery se
sklada z aminokyselinovych zbytk( odpovidajici lidskym ekvivaletm S263/246, P264/247
a $265/248. SPS motiv funguje jako jaderny NTS (signal zajistujici premisténi do jadra, z ang. nuclear
translocation signal). Fosforylace je sice uskutecnéna na obou serinovych zbytcich, ale vyznamové se
li$i. Fosfoserinovy zbytek na pozici 265/248 je naprosto nezbytny pro NTS zprostfedkovany prenos do
jadra, zatimco fosforylace na S263/246 urychluje jaderny pfesun. Posttransla¢ni modifikace $263/246
muzZe byt uskutecnéna jak proteinkindzou CK2, tak i jinou proteinkindzou ERK1/2. Fosforylace na
serinovych zbytcich ma za nasledek vazbu proteinu importin 7 (Imp7), coZ vede k lokalizaci ERK1/2 do
jadra. Mutagenezi aminokyselinovych zbytk( nachazejicich se v SPS motivu byla zvysena kolokalizace
mutantnich proteinkindz v cytoplazmé i po stimulaci. Pfi nahrazeni obou serin(i kyselinou
glutamovou, doslo k translokaci ERK1/2 do jadra (Chuderland et al. 2008; Plotnikov et al. 2011).

In vivo dochazi kfosforylaci na NTS proteinkindzy ERK1/2 enzymem CK2 pouze u
aktivovanych enzym( ERK1/2, tedy u téch, které neinteraguji s cytosolickou kotvou. Takto
modifikovany enzym opousti interakci s kotevnimi proteiny (Plotnikov et al. 2011).

Fosforylace na SPS usnadnuje disociaci z proteind Nup153 a Nup214. Enzym ERK1/2 se tak po

translokaci do jadra uvolni a fosforyluje jaderné substraty (Chuderland et al. 2008).

7. Dimerizace proteinti ERK
Fosforylace ERK2 na aminokyselinovych zbytcich v aktivaénim pysku je hlavnim induktorem

translokace do jadra. Zaroven fosforylace ERK1, respektive ERK2, vede k vazbé dalSiho monomeru
ERK1 nebo ERK2 (viz Obrazek 8, str. 30), coz je krok nezbytny pro specifickou jadernou translokaci.
Mohou vznikat i heterodimery ERK1/ERK2, ale jejich stabilita je velmi nizkd i v porovnani k nizké
stabilité homodimer( aktivované a neaktivované formy ERK2. Vazba fosforylovaného ERK2 k dalSimu

monomeru ERK2 neni zavisla na fosforylaci tohoto monomeru (Khokhlatchev et al. 1998).
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Pomoci mutacnich analyz se podafilo identifikovat aminokyselinové zbytky, které se podili na
dimerizaci proteind ERK1/2. V pfipadé krysiho homologu ERK2 se jednda o aminokyselinové zbytky
P174, D175, H176, D177 (v ptipadé lidskych homologl se jedna o aminokyselinové zbytky na pozicich
P193/176, E194 u ERK1 a D177, H195/178, D196/179 u ERK2). Déle se v segmentu L16 nachazi
definované leucinové zbytky L333, L336, L341, L344 (v ptipadé lidskych homologtl ERK1/2 se jedna o
aminokyselinové zbytky L352/335, L355/338, L360/343, L363/346). Série experimentl prokazala, Ze
tyto zbytky jsou nezbytné pro dimerizaci monomerd ERK2, neni vSak zndmo jakym zplsobem.
Mutace leucinG L333, L336, L341 a L344 samotnych neméla za nasledek neschopnost dimerizace
ERK2 monomerl (Khokhlatchev et al. 1998), coZ nevylucuje jejich podil na dimerizaci v nizsi mife
(Rubinfeld et al. 1999).

Na zakladé krystalografickych studii a poznatkl zjisténych skupinou Khokhlatchev et al. byl
navrhnut model fyziologického vyuZiti ERK dimer(l. PIné aktivovana forma dimeru ERK by dle tohoto
modelu méla byt schopna vazat vjeden moment dimer substratovych proteind, napfiklad
transpkric¢pnich faktord. Zaroven by dochazelo k fosforylaci obou substrat tvofrici dimer. Fosforylace

by pak byla ucéinnéjsi vzhledem ktomu, Ze by probéhla témér soucasné a na dvou mistech

’*3;

v P

(Khokhlatchev et al. 1998).

Obrazek 8: Kvartérni sturktury dimeru krysiho homologu proteinkinazy ERK2. Model byl utvoren
skupinou Khokhlatchev et al. na zakladné dat ziskanych skupinou Canagarajah et al. Upraveno podle
(Canagarajah et al. 1997; Khokhlatchev et al. 1998).
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Tento model zaroven prinasi hypotézu o zplsobu regulace hladiny, kdy je sila signalu
indukujici aktivaci ERK1/2 dostate¢nd pro odpovéd na udrovni transkripce genl ovlivnénych
aktivovanymi transkripénimi faktory. Tato hypotéza privadi do regulace ERK1/2 signalizace faktor
zajistujici snizeni efektivity odezvy MAPK/ERK signalni kaskady pti doznivajicim signalu. KdyZ neni
signal dostatecné silny pro aktivaci velkého mnoizstvi ERK1/2, tak vznikaji dimery aktivované a
neaktivované formy, které tak autoreguluji aktivaci transkrip¢nich faktor( tim zplisobem, Ze dochazi
k jejich fosforylaci postupné, nikoli soudasné jako v ptipadé dimerl ERK skladajicich se z dvou
aktivovanych forem stejného proteinu. Odezva na Urovni transkripce gent, které jsou aktivované
fosforylovanymi transkripénimi faktory pak neni tak silnd a rychla, jako by byla pii dlouhodobé
aktivaci MAPK/ERK signalni kaskady (Khokhlatchev et al. 1998).

Tyto vysledky ve stinu novéjSich studii nepodavaji jednoznacné odpovédi na otazku
mechanizmu translokace ERK1/2 do jadra. V prvni fadé se nepodafilo metodami fluorescenc¢ni
mikroskopie prokazat dimerizaci jakoZto nutnosti pro translokaci ERK1/2 do jadra (Burack & Shaw
2005). Tyto protichlidné poznatky vedly ke vzniku dalsich studii, které se na téma mechanizmu
transportu ERK1/2 do jadra plné soustfedili. Skupina Lidke et al. za pouzZiti metod fluorescencni
mikroskopie uskutec¢nila experimenty, kterymi studovala v bunécnych liniich mySi mechanizmus
translokace ERK z cytoplazmy do jadra. Experiment byl navrien tak, aby hladina mutované formy
ERK1 odpovidala hladiné uréenou za fyziologickou. Tento odhad byl stanoven dle studie vyzkumné
skupiny Fujioka et al. (Fujioka et al. 2006). Mutantni forma neobsahovala aminokyselinové zbytky
P193, E194, H195 a D196 povaZované za dimerizacni doménu ekvivalentni k ERK2. Tento fuzni
mutant s GFP slouzil k porovnani hodnot namérenych s nemutovanou GFP-ERK1 formou. Z téchto
experimentl bylo usouzeno, Ze GFP-ERK1, ktery by nemél byt schopny dimerizovat, je pritomen

v jadre (Lidke et al. 2010).
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8. Zavér
Proteinkindza ERK1/2 je vyznamnym enzymem podilejici se na mnoha bunéénych déjich fosforylaci

pfislusnych proteind. Signalni drahy, kterych se ERK1/2 Géastni jsou pomérné dobfe prozkoumany.
Na urovni strukturni, které se tato prace prevazné vénuje, je Uroven znalosti pomérné dobra. Pfesto
neni jisté napriklad, zda pres vysokou sekvencni identitu jsou funkce ERK1 a ERK2 zaménitelné (Lloyd
2006). Jednim z hlavnich cilu vyzkumu védeckych skupin je najit v kontextu burky funkci proteinu
ERK1 nebo ERK2, kterou by druhy protein nemél. To vychazi z experimentll provedenych na mysich
s vyfazenym genem pro ERK1 nebo ERK2. Tyto mysi se prokazatelné liSily v pozorovaném fenotypu.
Kdyby byla funkce ERK1 a ERK2 zaménitelnd, tak by mél byt fenotyp totozny (Mazzucchelli et al.
2002). Nékolik studii prezentuje mozné rozdily ve funkcich proteinkinaz ERK1 a ERK2. Napriklad N-
koncova doména proteinkindzy ERK1 obsahuje kratky usek aminokyselinovych zbytkl (v pfipadé
krysiho homologu se jedna o Usek dvaceti aminokyselinovych zbytkd), ktery by mohl zpomalovat
rychlost jaderného transportu enzymu (Marchi et al. 2008). Dalsi unikatni funkci ERK1 mUzZe byt jeji

vliv na iniciaci translace nezavislé na Cepicce (Casanova et al. 2012).
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