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Abstrakt

Signalni kaskada ERK patii mezi zakladni signalni drahy eukaryotickych bunék,
kterd reaguje na Siroké spektrum podnétl a nasledné se podili na vytvoreni konkrétni
odpovédi. Ukazuje se, Ze signdlni kaskada ERK indukuje rozpad architektury epitelu a
indukuje morfologické zmény vedouci k zisku autonomie epitelidlnich bunék. Béhem
rozvolnéni epitelidlni struktury se signalni kaskada ERK ucastni remodelace aktinového
cytoskeletu, coz mé za nasledek ztratu epitelidlni polarity, rozvolnéni mezibunéénych
spoji a nasledné spusténi migracniho programu, ktery umoznuje epitelidlnim bunkam
vyuzit mezenchymalniho zplsobu migrace. Jednou z nejméné prozkoumanych
aktinovych struktur epitelidlnich bunck je tzv. periferni aktin, kontraktilni aktinova
struktura, ktera obemyka kolonie epitelidlnich bunck. Periferni aktin se nachazi na
bazélni strané¢ bunék a pravdépodobné se podili na udrZeni integrity epitelu. Nicméné
dodnes neni zndmo, jestli, a poptipadé¢ jakym zplsobem, se signalni kaskdda ERK
ucastni na regulaci periferniho aktinu a jestli remodelace periferniho aktinu hraje roli v
bunééné migraci.

V této praci ukazujeme, ze signalni kaskdda ERK je dilezitd pro remodelaci
periferniho aktinu. Akivace signalni kaskddy ERK vede krozruSeni této aktinové
struktury a jejiho nahrazeni dendritickym aktinem lamellipodia a ustanovenim
mezenchymalniho zplisobu migrace. Dale jsme zjistili, ze procesu piestavby periferniho
aktinu se preferencné ucCastni proteinkindza ERK2, kterd vyuZzivd pro piestavbu
periferniho aktinu svou DBP-doménu. Proteinkindza ERK interaguje svou DBP-
doménou se substratovym aminokyselinovym motivem Phe-Xxx-Phe. To ndm umoznilo
identifikovat pravdépodobné efektorové proteiny, které jsou nutné pro prestavbu

periferniho aktinu.

Kli¢ova slova: ERK, CD-doména, DBP-doména, aktin, calpain, Rho-GTPéazy



Abstract

The ERK signalling cascade belongs to a familly of the signalling pathways
conserved in eukaryotic cells, which responds to the wide spectrum of extracellular
stimuli and convert these stimuli to appropriate response. In epithelial cells the ERK
signalling cascade induces disintegration of epithelial architecture and induces
morphological changes leading to the gain of the autonomy of the epithelial cells.
During morphological changes of the epithelial structure, the ERK signalling cascade
participates in the remodelling of the actin cytoskeleton, which leads to the disassembly
of cell-cell adhesions and the loss of the epithelial polarity. Subsequently ERK
activates the migration programme, which enables epithelial cells to use individual
mesenchymal-like mode of migration. The so called peripheral actin is one of the least
explored actin structures that forms at the periphery of the epithelial cells and surrounds
the colony of epithelial cells. Peripheral actin is located at the basal side of the cell and
it probably takes part in the integrity of epithelial tissue. Nevertheless, up to date it is
not know if and how ERK signalling cascade regulatesthe peripheral actin and if
remodeling of peripheral actin takes part in the cell migration.

In this thesis we show, that ERK signalling cascade is important for the
remodeling of peripheral actin. The Activation of the ERK signalling cascade leads to
the disintegration of this actin structure that is substituted by the dendritic actin of
lamellipodia. This sequence of events alows cells to establish the mesenchymal mode
of migration resulting in scattering of epithelial colonies. In addition, we found that
protein kinase ERK2 is the preferred ERK isoform participating in the process of
remodelling of the peripheral actin. Protein kinase ERK2 use its DBP-domain for
remodelling of peripheral actin suggesting that the interaction of ERK2 with the
substrate containing aminoacids motif Phe-Xxx-Phe is necessary for peripheral actin
remodeling. This finding enabled us to identify possible ERK substrates which are

necessary for the peripheral actin remodeling.
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1. Uvod

Epitelidlni tkan patii mezi zakladni tkdn€ Zivocichl a je soucasti vSech vyssich
bunéénych struktur. Jeji hlavni funkci je odd¢€lit a chranit ostatni buniky dané struktury
od vnéjsiho prostiedi. Z tohoto diivodu vytvareji epitelidlni buiiky souvislou vrstvu
bun¢k a jsou vzajemné propojeny mezibunénymi spoji. Zaroven diky své pozici a
funkci v ramci organismu odolavaji vnéjSimu prosttedi a jeho zméndm. Jsou
vystavovany chemickym i mechanickym podnétim. Soucasné¢ musi fungovat jako
selektivni semipermeabilni bariéra pro ziviny a metabolity.

Pro vSechny tyto funkce a vlastnosti epitelidlnich bunék je bezpodmine¢né nutny
aktinovy cytoskelet, ktery dodava bufice tvar, polaritu, mechanickou pevnost a je
dilezity také pro vnitini buné&fné procesy. Aktin mize byt v buiice organizovan do
nékolika vyraznych struktur — stresovych vldken nebo laterdlniho aktinu, ktery je
soucasti mezibunéénych kontaktli. ZvlaStnim typem organizace aktinového cytoskeletu
je silnd aktinovad struktura na periferii epitelidlnich kolonii, tzv. periferni
(supracelularni) aktin. Tato struktura obemyka prakticky celou kolonii a pravdépodobné
se podili na jeji integrit¢ a udrzeni epitelidlni architektury.

Jednou z klicovych drah, kterd vnima vné&jsi podnéty a odpovidajicim zpisobem
na n¢ reaguje, je signalni kaskdada ERK. Ta se sklada z trojice proteinkinaz Raf, MEK a
ERK a podili se na Siroké Skale bunécnych dé&ji, jako jsou bunécna proliferace,
diferenciace a bunéné migrace. Zejména diky patologickym jevim, kterych je signalni
kaskada ERK zdrojem nebo béhem kterych je deregulovana, vime, ze aktivace signalni
kaskady ERK ma za nésledek dynamickou ptestavbu aktinového cytoskeletu a tim
podporuje migraci celé¢ fady bunécnych typli vcetné epitelidlnich bunék. V piipade
epitelalnich bun€k vede aktivace signalni kaskady ERK zpravidla k morfologickym
zménam, pro které je typicka ztrata mezibunécnych kontaktil, ztrata epitelialni polarity,
rozpad epitelu a zisk bunéné autonomie. Béhem tohoto komplexniho a heterogenniho
procesu, souhrnné oznacovaného jako epitelidlné mezenchymalni tranzice (EMT), ztraci
bunky své epitelidlni vlastnosti a ziskdvaji morfologii mezenchymalnich bunék.
Ptestoze je EMT pomérné volné definovana, je nutné spjatd s remodelaci vSech struktur
aktinového cytoskeletu.

V ptipadé periferniho aktinu jsou naSe poznatky ve vztahu k signalni kaskadé
ERK i ve vztahu k migraci epitelidlnich bun¢k mizivé. Z tohoto divodu jsme se

zam¢fili na to, zdali signalni kaskdda ERK remodeluje periferni aktin. Jelikoz nékteré
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publikace poukazuji na rozdilné vlastnosti efektorovych proteinkindz ERK1 a ERK2 v
regulaci aktinového cytoskeletu a indukci bunééné migrace, chtéli jsme i my objasnit,
zda je mezi izoformami rozdil v regulaci periferniho aktinu. Dal$im cilem této prace
bylo zjistit, které interakéni domény proteinkindzy ERK jsou pro proces ptestavby
periferniho aktinu béhem ziskani bunécné autonomie nutné a na zaklad¢ téchto znalosti
identifikovat pravdépodobné substraty proteinkinazy ERK ucastnici se remodelace

periferalniho aktinu.

2. Literarni prehled
2.1. MAP-kinazové drahy

vvvvvv

zpracovani signalu v buiice a podili se prakticky na vSech bunéénych procesech. Jejich
vyznam také podporuje fakt, ze 1,7% znamych lidskych gent kdéduje prave
proteinkindzy (Manning et al., 2002; Shchemelinin et al., 2006).

Proteinkindzy jsou dulezité¢ proteiny, které se podileji na prenosu signalu jak
v rdmci buiky, tak i pii odpovédi na zmény v extarcellularnim prostiedi. Tyto proteiny
se Casto seskupuji do signalnich drah, kde jedna proteinkindza méni vlastnosti jiné
proteinkindzy pienosem fosfatové skupiny na akceptorovou hydroxylovou skupinu.
Spolu s pfisluSnou fosfatdzou umoziuje tento zplsob efektivni a rychlé reakce na
zmény podminek uvnitf 1 vné bunky. Bunika je timto zplisobem schopna vyrovnat se
s drobnymi vykyvy v signalizaci a nereagovat na podnéty, které nedosahnou dostatecné
intenzity. Zarovenl tento systém dovoluje amplifikaci signalu, kdy prvni uroven
proteinkinaz fosforyluje vétsi mnozstvi proteinkindz v druhé irovni a ty nasledné meéni
vlastnosti vétsiho mnozstvi substratovych proteini. OvSem toto hierarchické uspotradani
také umoziuje redukci signalu pii vyuziti fosfatdz v kterékoliv kindzové nebo i
substratové urovni.

Jednim z ptikladd, kdy proteinkindza reguluje jinou proteinkindzu, jsou MAP-
kindzové signalni kaskady (mitogen-activated protein kinase), které patii mezi zdkladni
pilife signalizace eukaryotickych bun&k (Dhillon ef al., 2007; Zhang a Liu, 2002). Pro
MAP-kindzové drdhy jsou typické tfi Urovné proteinkindz: MAPKKK (MAP kinase
kinase kinase), MAPKK (MAP kinase kinase) a MAPK (MAP kinase). Signal je
pfenasen postupnou fosforylaci z prvni proteinkinazy MAPKKK na MAPKK a z té¢ na
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efektorovou proteinkindzu MAPK, kterd reguluje fadu cilovych substratli. Dnes jsou
znamé Ctyfi savéi MAP-kindzové drahy, které jsou pojmenovany podle jejich
efektorovych kindz. Jsou to ERK1/2 (Extracellular signal-regulated kinase), JNK 1-3 (c-
Jun N-terminal kinase), p38 o/B/y/d (také znama jako SAPK — Stress-activated protein
kinase) a ERKS (Obr. 1). Byly objeveny také tzv. atypické MAP-kindzové drahy, které
se nemusi sklddat ze tfi Grovni proteinkinaz, ale maji sekvenc¢ni podobnosti s MAP-
kindzovymi drahami (Cargnello a Roux, 2011). Do této skupiny patii ERK3/4, ERK7 a
NLS (Nemo-like kinase).

7
MEKK1/4
MAPKKK / Raf-A/B/1 ST MLK1/2/3 MEKK2/3
MAPKKK é MEK1/2/1b || MKK3/4/6 MKK4/7 MKK5
/ ERK1/2
MAPKKK ” ERK1b/1o/2b | | P38/B/VS | | INK1/2/3 ERK5

Obr. 1: ZjednoduSeny prehled savéich MAP-kinazovych signalnich kaskad. Vlevo
na schématu je zndzornénd obecnd tfi-stupniova hierarchie MAP-kindzové signdlni
kaskady. Vpravo je organizace systému proteinkindz pro Ctyfi zédkladni savéi MAPK-
kindzové kaskddy ERK1/2, p38, INK a ERKS.

2.2. Signalni kaskada ERK
2.2.1 Popis signalni kaskady ERK

Signalni kaskada ERK je tvofena trojici proteinkindz Raf, MEK a ERK a patii
mezi jednu z nejlépe prostudovanych savéich MAP-kinazovych signalnich drah. Je
pfitomna ve vétSin¢ eukaryotickych buné¢k a Gcastni se fady bunéénych procest, jakymi
jsou bunécnd proliferace, diferenciace, regulace metabolismu, migrace aj. Vedle
nezastupitelného podilu vtadé fyziologickych procesti byla jeji Gi€ast popsana i pfi
patologickych jevech. Jeji deregulace byla popsdna u vice nez 30% lidskych typi
nadorl, kdy dosSlo k onkogenni mutaci v proteinkinaze Raf nebo v jejim regulacnim
proteinu Ras. Recentni publikace ukazuji, Ze aktivita signalni drahy Ras-Raf-MEK-
ERK miiZe byt u transformovanych bunék zvySena, aniz by doslo k mutaci onkogenni v
jednotlivych komponentech ERK signalizace. (Downward, 2003; Hoshino et al., 1999;
Roberts a Der, 2007; Rubinfeld a Seger, 2005).
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2.2.2. Aktivace signalni kaskady ERK

K aktivaci signalni kaskady ERK dochazi zpravidla na plasmatické membrané
(Obr. 2). Bunka aktivuje signalni kaskadu ERK jako odezvu na vnéjsi podnéty, kdy
reaguje na pfitomnost hormond, rastovych faktor, cytokini nebo na stimuly
z extracelularni matrix. Tyto podnéty jsou zachyceny, zpracovany a signal je pfenesen
do intracelularniho prostfedi receptorovymi tyrosinovymi kindzami (RTK; receptor
tyrosine kinase), receptory trimetrickych G-proteinii (GPCR; G-protein-coupled
receptor) nebo integriny (Cargnello a Roux, 2011; Saleem et al., 2009). Aktivita
signalni kaskady ERK muize byt modulovana také podnéty z cytoskeletu, iontovymi
kanaly nebo pii genotoxickém a metabolickém stresu (Aikawa et al., 1997; Huang et
al., 2009; Wang et al., 2000).

Stimulace signdlni kaskddy ERK rtstovymi faktory, kterymi jsou napt. EGF
(Epidermal growth factor), HGF/SF (Hepatocyte growth factor/Scatter factor), NGF
(Nerve growth factor), PDGF (Platelet-derived growth factor) a ndsledna aktivace RTK,
patii dnes mezi nejlépe prostudované stimulacni mechanismy signalni kaskady ERK.
Receptorové tyrosinové proteinkindzy jsou transmembranové proteiny zakotvené
v cytoplasmatické membrané s ligand-vazebnou doménou vné a kindzovou doménou
uvniti bunky. Po vazbé pfislusného ristového faktoru na RTK dochazi zpravidla
k dimerizaci receptoru a k autofosforylaci mnoha tyrosinovych zbytkd v intracelularni
¢asti proteinu. Fosforylované tyrosinové zbytky nasledné slouzi jako vazebné misto pro
proteiny s SH2 (Src homology 2) nebo PTB (Phosphotyrosine binding) doménou.
Jednim z nich je adaptorovy protein Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2),
ktery md na svém povrchu spektrum dal§ich vazebnych mist a interaguje s fadou
proteind, mj. s proteinem SOS (Son of sevenless). Protein SOS patii mezi GEF-proteiny
(Guanine nucleotide exchange factor) a po vazbé¢ na adaptor Grb2 aktivuje GTPéazu Ras,
dilezity regulacni protein proteinkindzy Raf (Cargnello a Roux, 2011; Zwick et al.,
2001).

GTPaza Ras (Rat sarcoma) je 21 kDa veliky protein, ktery byl objeven jako
bunky tranformujici faktor a je soucasti stejnojmenné superrodiny Ras GTPéaz. Dnes
jsou zndmé celkem Ctyfi lidské, vysoce homologni, izoformy: H-Ras, N-Ras, K-Ras2A,
K-Ras2B (déle jako Ras). GTPazy K-Ras2A/2B jsou alternativni sestfihové varianty
genu K-Ras. GTPaza Ras mé v buiikdch funkci signaliza¢niho uzlu. Vedle ucasti pti

aktivaci proteinkindzy Raf se také podili na aktivaci PI-3K (Phosphoinositide 3-kinase),
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Ral GTPézy, nebo PLCy (Phospholipase C). Regulaci téchto i dalSich substrati je
GTPéaze Ras pfipisovana Ucast v Siroké Skale bunécnych déji a z tohoto diivodu musi

mit burika zptsob, kterym GTPazu Ras tidi (Hancock, 2003; Mor a Philips, 2006).

A GPCR Integriny RTK lontové kanaly

Regulace:

- Genova exprese
» Proliferace

» Diferenciace

« Bunécny vyvoj

- Migrace

Vznik/zachyceni
+ pfenos signalu

MAPKKKI

MAP-kinazovy modul
MAPKK

I MAPK

Jaderné cile
pr. Elk1, cFos

Cytoplasmatické cile
pf. RSK

odpoved

Specificka

Obr. 2: Schematické znazornéni signilni kaskady ERK, jeji aktivace a jejiho
funkéniho vyznamu v buiice. Signalni kaskdda ERK je aktivovana na plasmatické
membrané vazbou ligandll na specifické receptory véetné receptorovych tyrosinovych
kin4dz (RTK), receptort trimetrickych G-proteinii (GPCR) a integrinii. Signdlni kaskada
ERK muze byt aktivovana také pfi zméné iontové sily. VSechny tyto signaly piimo ¢i
nepiimo aktivuji proteinkindzu Raf, ktera fosforyluje a aktivuje proteinkindzu MEK a ta
fosforyluje a aktivuje proteinkindzu ERK. Fosforylaci méni proteinkindza ERK
vlastnosti cytoplasmaticky i1 jaderné lokalizovanych proteinid. Tim se Ucastni fady
bunécénych funkei, kterymi jsou regulace genové exprese, proliferace ¢i migrace. Toto
schéma vzniklo na zaklad¢ literatury pouzité v kapitole o signalni kaskadé¢ ERK. Pfi
jeho tvorbé byly pievzaty motivy z nasledujicich zdroji: www.perkinelmer.com,
http://jonlieffmd.com, Guo a Giancotti, 2004.

Stejn¢ jako u ostatnich GTPaz je aktivita Ras GTPazy dana zejména tim, zda je
v komplexu s GTP nebo GDP. Proteiny GEF zprostiedkovéavaji vyménu GDP za GTP a
uvadi GTPazy do aktivniho stavu. GTPazy maji zpravidla hydrolytickou aktivitu a jsou
schopny sami hydrolyzovat navdzany GTP na GDP a anorganicky fosfat. AvSak

rychlost, s jakou dojde k hydrolyze GTP, neni pro efektivni signalizaci dostatecna.
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Proto butika disponuje proteiny GAP (GTPase activating protein), které interakci
s GTPazami urychluji hydrolyzu GTP a inaktivuji je (Cherfils a Zeghouf, 2013).
Nasledné po aktivaci Ras GTPazy dochdzi k aktivaci signalni kaskady ERK.

2.2.3. Proteinkinaza Raf

Proteinkindza Raf patii mezi serin/threoninové proteinkinazy a je prvni z triady

proteinkindz signalni kaskddy ERK. Podobné jako u Ras GTPazy byla pivodné
objevena jeji mutantni varianta, tzv. v-Raf, kterd byla schopna transformovat bunky a
kterd dala proteinkinaze jméno (Virus-induced rapidly accelerated fibrosarcoma). Do
dne$niho dne byly popsany tii izoformy: A-Raf, B-Raf a Raf-1 (také oznaCovany jako
C-Raf). VSechny tfi izoformy proteinkindzy Raf (ddle souhrnné oznacovéany jako Raf)
jsou v savéich bunkach vseobecné exprimovany (Zebisch a Troppmair, 2006).
Raf, ale jsou zndmé také dalSi efektorové proteiny, které nejsou soucasti signalni
kaskady ERK. Proteinkindza Raf fosforyluje napf. adenylylcyklazy 2, 5 a 6,
retinoblastoma protein, MYPT (myosin phosphatase targeting protein) a troponin T.
Fosforylace téchto proteind proteinkindzou Raf nebyla narusena inhibici proteinkinazy
MEK. Zminéné substraty, u kterych byla popsana fosforylace proteinkindzou Raf,
mohou vysvétlovat ditvod, pro je deregulace proteinkindzy Raf odlisnd od deregulace
proteinkinazy MEK a popt. ERK (Broustas et al., 2002; Pfleiderer ef al., 2009; Shimizu
et al.,2000; Tan et al., 2001; Wang et al., 1998).

2.2.3.1. Struktura proteinkinazy Raf

VSechny tfi izoformy proteinkindzy Raf obsahuji tfi konzervované oblasti CR1,
CR2 a CR3 (conserved region; Obr. 3). CR1 oblast slouzi jako regulacni doména, ktera
se skladd ze dvou casti: Ras-vazebné domény (RBD — Ras binding domain) a cystein-
bohaté oblasti (CRD — Cysteine rich domain). Soucasti RBD je ubiquitinovy motiv,
ktery umoznuje vazbu k aktivni Ras GTPaze. K vzajemné interakci dochdzi mezi dvéma
antiparaleln€ orientovanymi B-listy: f2-listem GTPazy Ras a f2-list RBD proteinkindzy
Raf (Nassar et al., 1995). CRD funguje v proteinkinaze Raf jako lipid vazebna doména.
Obsahuje motiv zinkového prstu, ktery je schopen vazat ceramid ¢i fosfatidylserin a

zprostiedkovava vazbu k plasmatické membrané (Ghosh ef al., 1994; Huwiler et al.,
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1996). CRD navic kromé& vazby k membrané poskytuje aditivni vazbu ke GTPéaze Ras.
Interakce RBD i CRD s GTPazou Ras jsou nutné pro Ras-indukovanou aktivaci
proteinkindzy Raf (Hu et al., 1995).

Mezi CR1 a CR3 se nachéazi vysoce flexibilni oblast, jejiz soucasti je CR2,
konzervovana serin/threonin bohaté oblast. Nachazi se zde velké mnozstvi serinovych a
threoninovych aminokyselinovych zbytkli, které mohou byt fosforylovany a které se
podili na aktivité proteinkindzy Raf. Dale se zde nachdzi vazebné misto pro regulacni
protein 14-3-3, jeho druhé vazebné misto se nachdzi na C-konci proteinkindzy Raf
(Cutler et al., 1998).

CR3 oblast tvofi kinazovou doménu proteinkindzy Raf a nachéazi se zde dalsi
regulaéni motivy. Na N-konci kindzové domény se nachazi tzv. N-region, pomoci
kterého dochazi k intramolekularni interakci s CRD. Dale se zde nachazi aktivacni
smycka a vazebné misto pro proteinkindzu MEK (Cutler et al., 1998; Xiang et al.,
2002).

Autoinhibi¢ni doména Flexibilni oblast Kindzovd doména
Dom./ vaz. m. RBD _ CRD 14-3-3  N-region Aktivacni smycka 14-3-3
I I /71N 1 '\ 1
Fosf. S M S O — 0 — = - ™~
i SRR 23 g5 g3
Kin./fosf. é g E ééé ég g é
E o
= <
o

Obr. 3: Schematické znazornéni doménové organizace proteinkinizy Raf-1. Na
schématu jsou zndzornény konzervované domény a lokalizace dalSich funk¢nich casti
proteinkinazy Raf, zminénych v textu. Dale jsou na schématu znazornény fosforylacni
mista véetné oznafeni proteinkindz, popf. proteinfosfatdz, které je rozpoznavaji.
Uvedena jsou pouze fosforylacni mista, kterd jsou zminéna v této praci. Schéma vzniklo
na zaklad¢ lidské proteinové sekvence proteinkinazy Raf-1.

2.2.3.2. Regulace proteinkinazy Raf

Proteinkindza Raf je cilem celé fady signalnich drah. Z tohoto divodu je
aktivace proteinkindzy Raf velice komplexni udalost, kterd je zaloZena na zméné
protein-proteinovych a intramolekuldrnich interakci, fosforylaci a defosforylaci fady
aminokyselinovych zbytkli (uvadéné pozice odpovidaji lidské proteinkindze Raf-1).
Proteinkindza Raf zaujima ve svém neaktivnim stavu autoinhibi¢ni konformaci, kdy se

CRD vaze na N-region. Odstranéni této autoinhibi¢ni interakce je nezbytné pro aktivaci
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proteinkindzy Raf. Po vazbé RBD na GTPazu Ras je interakce CRD s kindzovou
doménou odstranéna a CRD se miZe vazat k membrané (Cutler et al., 1998).
Odstranéni intramolekularni interakce je také podpotfeno fosforylaci Ser338 a Tyr341
uvnitt N-regionu, které se ucastni proteinkinazy rodiny Src a proteinkindza PAK (p21-
activated kinase) (Chong et al., 2001; Zang et al., 2008; Zang et al., 2002). Opacny
vyznam ma fosforylace Ser43 v proteinkinaze Raf, kterd blokuje interakci s GTPazou
Ras a udrzuje proteinkindzu Raf v neaktivni konformaci. K fosforylaci Ser43 dochazi
pii vysokych hladindich cAMP (cyklického AMP) v bunkidch a je zprostfedkovana
proteinkindzou PKA (protein kinase A) (Ramstad et al., 2000; Wu et al., 1993).

Proteinkindza Raf obsahuje dvé dllezitd regulacni mista, Ser259 a Ser621.
Fosforylace téchto mist, kterd je zprostiedkovana proteinkindzou PKA, je nutnd pro
vazbu 14-3-3 proteinu. Pokud interaguje s proteinkinazou Raf pomoci obou svych
vazebnych motivi, stabilizuje inaktivni konformaci proteinkindzy Raf. Po defosforylaci
Ser259 proteinfosfatizou PP2A (Protein phosphatase 2A) zlstava 14-3-3 protein
navazan pouze svym druhym vazebnym motivem a naopak pomaha stabilizovat aktivni
konformaci proteinkindzy Raf (Abraham ef al., 2000; Dumaz a Marais, 2003).

Stejné jako proteinkindzy MEK a ERK ma také proteinkindza Raf aktivacni
smycku s fosforylovatelnymi zbytky Thr491 a Ser494. Fosforylace téchto zbytki vede
k vyss$i aktivité in vitro 1 in vivo, ale jejich mutace na nefosforylovatelné zbytky
(T491A, T494A) ma za nasledek pouze Castecnou inhibici proteinkindzy Raf (Chong et
al., 2001). Dnes nejsou znamé proteinkinazy, které zprostfedkovavaji fosforylaci téchto
mist. Spekuluje se, Ze mlze jit o autofosforylaci.

Dalsi z podminek, za kterych proteinkindza Raf fosforyluje své substraty, je
dimerizace. Cleny rodiny Raf nemusi striktné formovat homodimery, ale tvoii také
enzymaticky funkéni heterodimery. Zajimavé je, ze u heterodimeru B-Raf a Raf-1 byla
prokédzana daleko vyssi aktivita v porovnani s odpovidajicimi homodimery (Rushworth
et al., 2000).

Stimulace bun¢k ristovymi faktory zvysi aktivitu proteinkindzy Raf, kterd
nasledné¢ aktivuje signalni kaskadu ERK a dochézi k fosforylaci ptisluSnych substrata.
Dochézi také k negativni zpétnovazebné regulaci, béhem které je proteinkindza Raf
fosforylovana proteinkinazou ERK v pozicich Ser29, Ser43, Ser289, Ser296, Ser301, a
Ser642. Tyto fosforylace inhibuji proteinkinazu Raf a pomahaji ukoncit odpovéd’ na

ptislusné stimuly (Dougherty et al., 2005).
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Na zéklad¢ aktivacniho mechanismu proteinkinazy Raf lze protein rozdé¢lit na
dve ¢asti — regulacni a katalytickou. Po odstranéni regulacni ¢asti, kterd se sklada z CR1
a CR2, ziskdva proteinkinaza Raf onkogenni potencidl (Heidecker et al., 1990).
Samotnd kindzovd doména je pak dostatecnd pro fosforylaci substrati. Nicméné
nejvyznamnéjsi onkogeni formou je mutace B-Raf v pozici 600, kdy je valinovy zbytek
nahrazen zbytkem aspartatovym. Tato mutace zvySuje bazalni aktivitu B-Raf a podili se
na vzniku celé fady nddord, pfedevs§im pak vzniku melanomu a nadort tlustého stfeva

(Davies et al., 2002).

2.2.4. Proteinkinaza MEK

Proteinkinaza MEK (MAP/ERK kinase) patifi mezi dudlni proteinkinazy,
fosforylujici serin/threoninové i tyrosinové zbytky a tvoii druhou uroven signalni
kaskady ERK. Dnes jsou znamy izoformy MEKI1, MEK2 (dile jako MEK). Byla
popsana také sestfihova varianta proteinkindzy MEK1, MEK1b (také oznaCovana jako
MEK3). U proteinkindzy MEK1b se ukédzalo, Ze ma minoritni dopad na hlavni izoformy
proteinkindzy ERK (ERK1, ERK?2). Na rozdil od GTPazy Ras a proteinkindzy Raf
nebyl dodnes objeven onkoprotein odvozeny od proteinkinazy MEK, avSak bodovymi
mutacemi lze pfipravit konstitutivné aktivni formu, kterda ma potencial transformovat
buiikky (Mansour ef al., 1994; Zheng a Guan, 1993). Z klinického hlediska je dulezité, ze
mutace, kterd vede ke zvysené aktivité MEK, se objevuje spontann¢ v reakci na 1écbu
melanomt inhibitorem blokujicim B-Raf. Tato mutace pomaha reaktivovat signalni
kaskadu ERK a pfispiva k ziskani rezistence viici inhibitoru B-Raf (Wagle ef al., 2011).

U proteinkinazy MEK nebyl objeven jiny substrat, nez je proteinkindza ERK.
Vin vitro podminkadch byla popsana autofosforylace proteinkinazy MEK v jejim

aktiva¢nim segmentu, ale jeji funk&ni vyznam neni zndm (Gardner et al., 1994).

2.2.4.1. Struktura proteinkinazy MEK

Proteinkindza MEK je pfiblizné¢ 43 kDa veliky protein, ktery je z velké cCasti
tvofen kindzovou doménou (Obr. 4). N-terminalné od kindzové domény se nachazi
pfiblizné 70 aminokyselin dlouhy segment (N-koncovéd extenze), ktery se ucastni
regulace proteinkindzy MEK a jeji lokalizace v ramci buniky. Nachazi se zde inhibi¢ni

doména, ktera interaguje s aC-helixem uvnitt kindzové domény a stabilizuje jeji

20



neaktivni konformaci. Soucésti inhibicni domény je jaderny exportni signal (NES,
nuclear export signal), ktery je zodpovédny za lokalizaci v cytoplasmé. Na N-koncové
extenzi se nachdzi také interakéni doména s proteinkindzou ERK. Uvnitt kinazové
domény se nachdzi aktivacni smycka a prolin bohatd oblast (Fischmann et al., 2009;

Fukuda et al., 1996)
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Obr. 4: Schematické znazornéni doménové organizace proteinkinazy MEKI1. Na
schématu jsou zndzornény funkcéni ¢asti proteinkinazy MEK 1. Déle jsou zde zndzornéna
fosforylaéni mista s pfisluSnymi proteinkinazami, které jsou zminéné v této praci.
Schéma vzniklo na zéklad¢ lidské proteinové sekvence proteinkindzy MEK1.

2.2.4.2. Regulace proteinkinazy MEK

Regulace proteinkindizy MEK je v porovnéani s proteinkindzou Raf vyrazné
jednodussi a jeji aktivita je dana fosforyla¢nim statusem. Proteinkinaza MEK je
aktivovana fosforylaci Ser218 a Ser222 (uvadéné pozice odpovidaji lidské
proteinkindze MEK1) v aktiva¢ni smycce, zprostfedkované proteinkindzou Raf. Tato
fosforylace je dostatecna pro naslednou fosforylaci proteinkinazy ERK (Alessi et al.,
1994). Proteinkindza PAK1 muze fosforylovat proteinkindzu MEK v pozici Thr298,
ktera plisobi stimulacné a kterd podporuje interakci mezi proteinkinazami MEK a ERK
(Eblen et al., 2004).

Proteinkindiza MEK déle obsahuje dva aminokyselinové zbytky Thr292 a
Thr386, které jsou rozeznavany a fosforylovany proteinkindzou ERK v prolin bohaté
oblasti (Brunet et al., 1994). Fosforylace Thr292 vede k potlaceni aktivity MEKI1 a
vedle fosforylace proteinkindzy Raf je toto dalsi zplisob, kterym se proteinkindza ERK
formou negativni zpétné vazby t€astni na ukonceni odpovédi na piislusné stimuly.

Dimerizace je podminkou proteinkindzy MEK pro jeji aktivitu. Stejné jako
v ptipad¢ proteinkindz Raf, tak také proteinkindzy MEK1 a MEK2 mohou tvofit homo-

nebo hetero- dimery. SloZeni téchto dimerti pak urcuje dobu aktivace proteinkinazy
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ERK. Dimery, jejichz soucasti je izoforma MEKI, poskytuji kratkodobou aktivaci
proteinkindzy ERK (Catalanotti et al., 2009).

2.2.5. Proteinkinaza ERK

Proteinkindza ERK (Extracellular signal-regulated kinase) patfi mezi
serin/threoninové kinazy a tvofi posledni rovein MAPK signalni kaskddy ERK. Dnes
jsou zndmé dvé zakladni, vSeobecné exprimované, izoformy ERK1 a ERK2 (déle jako
ERK), které mezi sebou sdili 84% sekvencni podobnost. Ob¢ izoformy maji své
sestiihové varianty, ERK1b, ERK1c a ERK2b, které¢ maji tkanovou a mezidruhovou
specifitu (Aebersold ef al., 2004; Gonzalez et al., 1992; Yung et al., 2000).

Izoformy ERKI1 a ERK2 jsou ko-exprimovany ve vétSin€ tkani a béhem
stimulace signalni kaskady ERK jsou paraleln¢ aktivovany. Pravdépodobné spolu sdili
vSechny substraty a mohou se vzdjemné zastupovat. Presto nékteré publikace ukazuji,
ze mohou mit v bunikach odlisné funkce (Lefloch et al., 2009; Pearson et al., 2001).
Napt. v ptipadé delece obou alel proteinkindzy ERK1 (ERKI1-/-) doSlo u mysi
k defektim ve vyvoji thymocytll a z nich odvozenych maturovanych bunék, ale mysi
byly Zivotaschopné. Delece proteinkinazy ERK2 (ERK2-/-) embryonalné byla letalni
(Pages et al., 1999; Yao et al., 2003).

2.2.5.1. Struktura proteinkinazy ERK

Aminokyselinovou sekvenci proteinkinazy ERK Ize rozdélit do nékolika ¢asti na
zéklad¢ sekunddrnich struktur (Obr. 5). Téméi cely protein je tvoien kinazovou
doménou, kterd se skladd z N-laloku a vétstho C-laloku. Laloky jsou vici sobé
pohyblivé a mezi nimi se nachazi katalytické centrum proteinkindzy. Bylo
identifikovano celkem 12 subdomén, které tvoii katalytické jadro kindzové domény.
Mezi zakladni Casti patii glycin bohatd smycka mezi Bl a B2 listy, aC helix a B3 list.
Tyto jmenované struktury se ucastni vazby ATP a jeho spravné konformace vici
substratu. Pro pfenos y-fosfatu z ATP na substrat je nezbytny Aspl49 v katalytické
smycce (uvadéné pozice plati pro lidskou proteinkindzu ERK2) (Hanks et al., 1988;
Zhang et al., 1994).

Proteinkindza ERK obsahuje ve své kindzové doméné inserci 31 aminokyselin

(Zhang et al., 1994), tzv. KID (kinase insert domain), které se podileji na funkéni
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specifité¢ a Ucastni se vazby proteinkinazy ERK se substraty (Yazicioglu et al., 2007).
N-terminalné¢ od kindzového inzertu se nachédzi aktivacni smycka s aktivatnim TEY

motivem (Thr185, Glul86, Tyr187).

Kindzovd doména

Gly-bohata obl.

(b Pad [ [[B] [B[ [ a [ [Bs] P

Kindzova doména
Katalytickd smycka Aktivacni smycka

MEK T185 —
MEK Y187 —

Kindzova doména
Kinazovy inzert

ERK S246 —
CK2 S248 —

Kindzovad doména

Obr. 5: Schematické znazornéni proteinkinazy ERK2. Na schématu jsou zndzornény
sekundarni proteinové struktury, funkéni domény a fosforylacni mista vcetné
ptislusnych proteinkinaz. Jsou uvedena pouze fosforylacni mista, ktera jsou zminéna
v textu. Schéma bylo adaptovano pro lidskou proteinovou sekvenci proteinkinazy ERK2
a vytvoreno na zékladé¢ tohoto zdroje: Zhang et al., 1994.

2.2.5.1.1. Interakcni domény proteinkindazy ERK

Proteinkindza ERK1/2 mé na svém povrchu dvé na sobé nezavislé interakéni
domény, které jsou nutné pro kontakt se substratem a jeho naslednou fosforylaci (Obr.
6). Blize ke katalytickému centru se nachdzi DBP doména (DEF-binding pocket), ktera
rozeznava substratovy DEF motiv (docking site for ERK, FXFP; také nazyvan jako
FRS, F-site recruitment site). Na opacné strané, nez je katalytické centrum, se nachazi
CD-doména (common docking; také nazyvana jako DRS, D-site recruitment site), ktera
interaguje s D-doménou (docking domain; také popisovana jako DEJL, docking site for

ERK, JNK, LXL).
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DBP-doména je tvofena hydrofobnim Zldbkem mezi aF-helixem a kindzovym
insertem. Toto misto je bohaté na leucinové a tyrosinové fetézce, presnéji DBP doména
je tvofena aminokyselinovymi zbytky Met199, Leu200, Tyr233, Leu234, Leu237,
Tyr263. Substraty, které interaguji s DBP-doménou, obsahuji preferncné
aminokyselinovy motiv Phe-Xxx-Phe-Pro (FXFP), ale ERK interaguje i se substraty
obsahujicimi minimdlni motif FXF. Na zdkladé hydrofobnich interakci mezi DBP-
doménou (M199, L200, L237) a DEF-doménou (FXFP) dojde k vazb& substratu
s proteinkinazou ERK1/2 a jeho nasledné fosforylaci (Jacobs et al., 1999; Lee et al.,
2004; Sheridan et al., 2008). Pro interakci pomoci DBP-domény je nutné, aby byla
proteinkindza ERK fosforylovana ve své aktivacni smycce, kterd se nachazi v jeji
blizkosti. Pokud neni aktiva¢ni smycka fosforylovana, konforma¢né blokuje DEF-
vazebné misto a vytvaii s nim intramolekularni interakce (Lee ef al., 2004).

Zatimco DBP-doména se nachazi vyhradné v proteinkindzach ERK, CD-doména
je kromé ERK navic soucasti MAP-kinaz p38 a JNK. Z tohoto diivodu mohou MAP-
kinazy sdilet n€které substraty. CD-doména proteinkindzy ERK se skldda ze dvou casti.
Prvni ¢ast CD-domény je tvofena hydrofobnim Zlabkem, ktery se nachazi mezi aD a oE
helixy a dvéma B-listy 7 a B8. V blizkosti hydrofobniho Zlabku se nachazi druha ¢ast
CD-domény, tvofena negativné nabitymi aminokyselinami Asp318 a Asp321. V piipad¢
jinych MAP-kindz mohou byt jeden nebo oba aspartdity nahrazeny kyselinou
glutamovou. Substratovd D-doména je tvofena polarnimi bazickymi a hydrofobnimi (Q)
zbytky. Substraty s D-doménou zpravidla obsahuji aminokyselinovou sekvenci (R/K);.
2-X2.6-0-X-0, kde hydrofébni zbytky jsou tvofeny leucinem (tzv. LXL motiv), popf.
izoleucinem nebo valinem. K interakci mezi proteinkindzovou CD-doménou a
substratovou D-doménou dochazi na zaklad¢ polarnich (Asp318, Asp321 s Arg/Lys) a
nepolarnich interakci (hydrofébni Zldbek s ©-X-@ motivem). Vazba pomoci CD-
domény k substratu je nezavisla na aktivité proteinkinazy ERK (Lee ef al., 2004; Smith
et al., 1999; Tanoue ef al., 2000; Zhang et al., 2003; Zhou et al., 2006).

Substraty mohou vyuzivat k interakci s proteinkindzou ERK DBP-doménu
(napt. c-Fos), D-doménu (napt. RSK), nebo mohou mit na svém povrchu obé domény
(napt. Elk-1). Zanesenim bodové mutace do DBP- nebo D-domény vede k zabranéni
interakce s pfisluSnymi substraty. Bodova mutace v DBP-doméné brani interakci
se proteiny jako je c-Fos, ale ma minimalni vliv na asociaci se substraty, jakou je
proteinkindza RSK. Naopak mutace v CD-doméné narusi vazbu k proteinkinaze RSK,

ale neovliviiuje c-Fos. Mutace v obou doménach zabrani interakci a nasledné fosforylaci

24



s obéma typy interak¢nich partnerd. Ne¢které proteiny jsou piimymi substraty
proteinkindzy ERK1/2 (napf. Stathmin), ale k vazbé nevyuzivaji DEF- ani D-doménu.
Nicméné piitomnost interakénich domén neni vzdy vyzadovadna. Bylo ukazano, ze
mutace DBP- 1 CD-domény nenarusi vazbu ani fosforylaci stathminu (Burkhard et al.,
2011).

CD-doména, na rozdil od DBP-domény, funguje také jako dokovaci misto pro
proteinkinazu MEK a proteinfosfatazy, které se podileji na aktivité proteinkindzy ERK.
Bodova mutace narusi vazbu s proteinfosfatazami, ale interakce s proteinkinazou MEK
je narusena pouze Castené. Je to déno tim, ze proteinkindiza MEK ma dalsi vazebné
misto v oblasti aG-helixu proteinkinazy ERK. Z tohoto diivodu milize byt takto
mutovana proteinkinaza stale aktivovana (Dimitri et al., 2005; Robinson et al., 2002;

Tanoue et al., 2000).

Katalytické
centrum

Obr. 6: Zjednodusené schéma prostorového usporadani proteinkinizy ERK. Na
schématu je uvedeno umisténi interakénich domén (CD-doména, DBP-doména),
kindzového inzertu (KID) a aktiva¢ni smycky proteinkinazy ERK. Pro lep$i orientaci je
vyobrazen aC-helix. Na schématu je dale zobrazeno umisténi katalytického centra
proteinkindzy ERK, které se nachazi mezi N- a C- lalokem. Schéma vzniklo
zjednodusenim modelu ziskaného na strankach http://swissmodel.expasy.org, na
zakladé proteinové sekvence lidské proteinkinazy ERK?2.

2.2.5.2. Regulace proteinkinazy ERK

Hlavnim regulaénim mechanismem proteinkindzy ERK je fosforylace v jeji
aktivatni smycce, kde proteinkinaza MEK rozeznava a fosforyluje threoninovy a

tyrosinovy zbytek v ramci tzv. TEY motivu v pozici 185-187. Pro plnou aktivaci musi
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dojit k fosforylaci Thr185 i Tyr187 (Ferrell a Bhatt, 1997). Proteinkinaza ERK je
pravdépodobné schopna také autofosforylace ve své aktivacni smycéce (Zhou a Zhang,
2002). Defosforylace Thr185 a Tyr 187 se ucastni napt. proteinfosfataizy PP2A, CD45
nebo proteinfosfatdzy z rodiny DUSP (Dual-specificity phosphatase) (Caunt a Keyse,
2013; Zhou et al., 2002).

Proteinkindza ERK po své aktivaci dimerizuje a preferen¢né tvoii homodimery
(Khokhlatchev et al., 1998). Nicméné recentni prace ukazuji, Ze tvorba dimerti nemusi
byt nutnd pro vsSechny funkce proteinkindzy ERK. Zatimco dimerizaéné defektni
proteinkindza ERK vykazuje defekt ve fosforylaci testovanych cytoplasmatickych
substratl, fosforylace nékterych jaderné lokalizovanych proteini nebyla naruSena a v

ptipad¢ transkripéniho faktoru Elk-1 byla dokonce zvySena (Casar et al., 2008).

2.2.5.3. Lokalizace proteinkinazy ERK v burice

Bunky tkanovych linii maji v nepfitomnosti séra proteinkindzu ERK preferen¢né
v cytoplasmé. Po piidani séra dochéazi ke stimulaci signéalni kaskady ERK a nésledné je
vétSina proteinkindzy ERK translokovana do jadra (Chen et al., 1992). 1 kdyz zména
lokalizace proteinkindzy ERK mezi jddrem a cytoplasmou byla tématem fady publikaci,
dodnes neni zndm pfesny mechanizmus transportu pies jadernou membranu.

Proteinkindza ERK nemd klasicky jaderny lokaliza¢ni signal ani jaderny
exportni signal ve své primarni proteinové sekvenci. Diky své velikosti (44/42 kDa pro
ERK1/2) spliiyje proteinkinaza ERK podminky pro volny pohyb jadernymi pory a byl u
ni pozorovan difuzni pohyb mezi jadrem a cytoplasmou nezavisle na fosforylaci
v aktivaéni smycce. Nicmén¢ translokace proteinkindzy ERK je v bunikach zpravidla
podminéna jeji aktivaci. V neaktivnim stavu tvoii proteinkindza ERK komplex
s proteinkindzou MEK nebo jinymi cytoplasmatickymi proteiny a je udrzovana
v cytosolu. Po aktivaci proteinkindzy ERK dochazi k rozpadu téchto komplexi, ale také
k fosforylaci Ser246 proteinkindizou ERK a Ser248 Casein kinazou 2 (CK2)
v kindzovém insertu. Fosforylace obou zbytki je nutna pro vazbu na jaderné kanaly a
naslednou translokaci do jadra. V ptipadé mutaci L232A, Y261A/N, L198/232A, které¢
jsou stejné jako KID soucasti DBP-domény, nebo v piipadé¢ mutace CD-domény nebyly
pozorovany defekty v jaderné lokalizaci po stimulaci signélni kaskady ERK (Adachi et
al., 1999; Chuderland et al., 2008; Dimitri et al., 2005; Plotnikov et al., 2011;
Yazicioglu et al., 2007).
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Dimerizace proteinkindzy ERK po jeji aktivaci pravdépodobné neni podminkou
jaderného transportu. Ukazuje se, ze dimerizané defektni proteinkindzy ERK1 i ERK2
jsou schopny vstoupit do jadra po stimulaci signalni kaskddy ERK (Adachi et al., 1999;
Burack a Shaw, 2005; Lidke et al., 2010). Nicméné existuji také prace, které popisuji

zavislost mezi dimerizaci a jadernou lokalizaci (Khokhlatchev et al., 1998).

2.2.5.4. Cile proteinkinazy ERK

Aktivovand proteinkindza ERK rozeznava prolin bohaté oblasti v typickém
uspotadani Pro-Xxx-Ser/Thr-Pro, kde fosforyluje serinovy nebo threoninovy zbytek.
Prvni prolinovy zbytek nemusi byt striktné vyzadovan a jako minimalni fosforyla¢ni
motiv se uvadi sekvence Xxx-Ser/Thr-Pro. Substratl proteinkindzy ERK, které
nespliuji tuto podminku, je minimum. Napi. protedza Calpain2 je fosforylovdna na
Ser50 v kontextu Pro-Ser-Phe (Glading ef al., 2004; Gonzalez ef al., 1991). Dnes zname
okolo 200 substrati (Yoon a Seger, 2006), kdy fosforylaci jednoho nebo vice Ser/Thr
zbytkli dochédzi ke zméné substratové aktivity, lokalizace ¢i stability. Mezi substraty
fosforylované proteinkindzou ERK patii také proteinkinazy MEK a Raf a jejich
regulaéni proteiny. Tyto fosforylace jsou zpravidla soucésti negativni zpétnovazebné
regulace ukoncujici odpovéd’ na ptislusné stimuly.

V klasickém pojeti zprostiedkovava signalni kaskdda ERK spojnici mezi
extracelularnim prosttedim a jadernymi proteiny, kde reguluje genovou expresi a
remodelaci chromatinu. Hlavni skupinu jaderné¢ lokalizovanych substrati tvofi
transkripcni faktory, zejména ty, které se ucCastni regulace tzv. gent Casné odpovédi
(immediate early genes; IEG). K jejich aktivaci dochazi béhem nékolika minut po
stimulaci. Mezi nejlépe prostudované patii Elk-1, c-Fos, Fra-1, c-Jun ¢i c-Myec.
Proteinkinaza ERK fosforylaci svych jadernych substratl podporuje diferenciaci bunék,
vstup do bunécného cyklu, ale také apoptozu (Karin ef al., 1997; Marais et al., 1993;
Whitmarsh a Davis, 1996). Lokalizace proteinkindzy ERK a asociace s dal§imi proteiny
véetné tzv. ,,scaffold proteinti, adaptori, regulacnich proteinti a efektorovych substarii
proteinkindzy ERK urcuji délku a intenzitu signalu, a tim vznikd vysledna bunécna
odpoveéd'.

Vedle jadernych substrath fosforyluje proteinkindza ERK také tadu
cytoplasmatickych proteini, mezi které patii fosfolipdzy, cAMP fosfodiesterazy,

MAPK-interagujici kinazy (MNK; MAPK-interacting kinase), cytoskeletalni proteiny,
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komponenty regula¢ni masinérie bunécného cytoskeletu ¢i proteiny fokalnich adhezi
(Cargnello a Roux, 2011; Rubinfeld a Seger, 2005). Dulezitym cytoplasmatickym
substratem je Ser/Thr proteinkinaza p90"** (dale jako RSK). Dnes zname okolo 50
cytoplazmatickych a jadernych substratl proteinkinazy RSK, které jsou fosforylovany
v aminokyselinovém motivu Arg/Lys-Xxx-Arg-Xxx-Xxx-Ser/Thr nebo Arg-Arg-Xxx-
Ser/Thr (Leighton et al., 1995; Romeo et al., 2012). Stejn¢ jako proteinkinaza ERK je
proteinkindza RSK dtlezitou efektorovou proteinkindzou, kterd prostfednictvim
fosforylace konkrétnich substratt fidi specifickou bunéénou odpovéd’. Pritomnost dvou
efektorovych proteinkinaz vramci jedné signalni drahy nebyla dlouho zcela
srozumitelnd. Az nedavné studie ukazuji, Ze béhem stimulace signalni kaskady ERK
spolu obé efektorové proteinkindzy koordinované tidi vznik specifické bunécné
odpovédi (Caslavsky et al., 2013; Murphy et al., 2002). Souhra mezi proteinkinazou
ERK a RSK tak poskytuje dalsi stupeni regulace v ramci signdlni kaskady ERK.

Jednim z podstatnych dé&ji, na kterych se podili signalni kaskdda ERK, je
bunécna migrace, zaloZena z principu na remodelaci aktinového cytoskeletu. Popsané
mechanismy vstupu proteinkindzy ERK do pfestavby aktinového cytoskeletu spocivaji
zejména v regulaci malych Rho GTP4z a jejich signalnich drah nebo tvorbé vazebnych

mist pro aktin-remodelacni proteiny.

2.3. Model migrace samostatnych bunék

Pohyb samostatnych bunék, ktery je zaloZen na kombinaci taznych a tlaénych
sil, miizeme pozorovat u fady mezenchymalnich bungk, jako napft. u sav€ich fibroblastt.
Pro tento typ migrace je zcela nezbytna piesnd a efektivni remodelace aktinového
cytoskeletu, ktery poskytuje mechanickou energii pro pohyb. Sily, které jsou
generovany aktinovym cytoskeletem, mohou byt pfeménény pro pohyb po podkladu,
pouze pokud je k nému bunika piipojena. K tomu slouzi soubor fokalnich adhezi, popf.
dalsich struktur, ktery propoji podklad s aktinovym cytoskeletem a jeho nasledna
remodelace umoznuje pohyb buiiky vpted (Le Clainche a Carlier, 2008). Bunka za¢ina
migrovat zpravidla v reakci na vnéjs$i podnéty (napfi. ristové faktory), podle kterych se
bunka polarizuje a ziskava typicky konicky tvar s odliSitelnym vedoucim a zadnim
koncem (Obr. 7). Vedouci konec ma nékolik morfologicky odlisnych ¢asti. V centralni
¢asti vedouciho konce se nachdzi lamellipodium tvofené hustou aktinovou siti pod

plasmatickou membranou. Z lamellipodia vybihaji filopodia — tenké svazky
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nevétveného aktinu, formujici drobné a velmi dynamické protruze (Le Clainche a

Carlier, 2008).
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Obr. 7: Schéma aktinového cytoskeletu a adherentnich struktur u polarizovaného
migrujiciho fibroblastu. Ve vedoucim konci jsou vyznaceny dvé zakladni oblasti:
filopodium tvofené nevétvenymi tenkymi aktinovymi svazky a lamellipodium tvoiené
aktinovou siti. V pfedni c¢asti lamellipodia vznikd nascentni adheze, ktera miize
maturovat do struktury fokalni adheze. Do fokalnich adhezi jsou zakotvena stresova
vlakna. Pro zadni ¢ést je typicka pfitomnost dlouhych stresovych vldken a v této ¢asti
nedochézi k polymerizaci aktinu. Schéma bylo pfevzato a upraveno z tohoto zdroje: Le
Clainche a Carlier, 2008.

Buné¢nd migrace je aktin dependentni proces a polymerace aktinu ve vedoucim
konci je naprosto nezbytnd pro bunéény pohyb. Polymeraci vétsiho mnozstvi
aktinovych vladken a jejich vétvenim vznikd pod plazmatickou membranou membranova
protruze (Obr. 8). Aby k tomu doslo, je nejprve nutné vytvofit. nukleacni centrum, které
vznikad vazbou Arp2/3 komplexu (Actin related protein) na jiz existujici aktinové
vlakno. Komplex Arp2/3 je aktivovan proteiny WASP/WAVE (Wiskott-Aldrich
syndrome proteins/WASP family Verprolin homologous protein) a indukuje polymeraci
vétveného aktinu pod plazmatickou membranou, kterou tla¢i ptfed sebou. Po urcité dobée

miZe byt polymerace ukoncena proteiny stabilizujicimi konec aktinového vldkna, tzv.
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,capping® proteiny, nebo degradovano pomoci cofilinu zpét na monomerni aktin

(Pollard a Cooper, 2009; Watanabe, 2010).
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Obr. 8: Znazornéni obratu aktinového cytoskeletu ve vedoucim konci migrujiciho
fibroblastu. Po aktivaci malych Rho-GTP4z dochazi k aktivaci Arp2/3 komplexu a
k vytvoteni nukleacniho centra. Arp2/3 komplex indukuje polymeraci vétveného
aktinového vladkna z monomerniho ATP-aktinu. Po hydrolyze ATP muze byt aktinové
vldkno degradovano a aktinové monomery recyklovany. Schéma bylo pfevzato a
upraveno z tohoto zdroje: http://www.dayel.com.

V pfedni ¢asti bunécné protruze dochazi ke vzniku kontaktu mezi buiikou a
extracelularnim substratem pomoci nascentnich adhezi. Vznik nascentnich adhezi je
iniciovan shluknutim o a B integrinf, které se vazi k extracelularnimu substratu.
Nasledné tyto adheze spojuji aktin s integriny pomoci dalSich proteind, jako je napf.
vinculin, talin, tensin nebo paxillin. Tyto nascentni adheze jsou v pribéhu migrace bud’
degradovany, nebo jsou obohacovany o dalsi proteiny a maturuji do podoby fokélnich
adhezi. Fokalni adheze jsou v porovndni s nascentnimi adhezemi rozsahlé struktury, do
kterych jsou ukotvena stresova vlakna (Nagano et al., 2012).

Fokélni adheze v ptfedni ¢asti bunky slouzi predev§im jako opérné body
aktinového cytoskeletu pfi vzniku protruze, ale podileji se také na pfitazeni zadniho
konce builky stresovymi vlakny. Stresova vlakna vznikaji z paralelen¢ orientovanych
10-20 aktinovych vladken pospojovanych a-actininem a myosinem (Tojkander et al.,
2012). Dulezitou vlastnosti stresovych vldken je schopnost generovat kontraktilni sily.

Po fosforylaci myosinu proteinkinazou MLCK dochdzi ke kontrakci stresovych vldken
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a ke generovani tazné sily, kterd pfitdhne zadni konec bunky (Burton et al., 1999;
Totsukawa et al., 2004).

Bunécna migrace se ve vysledku sklada z n¢kolika po sob¢ se opakujicich krokd.
Nejprve dochazi ke vzniku membranové protruze ve vedoucim konci, na jejiz Spicce
vznika kontakt se substratem, a k zakotveni aktinového cytoskeletu. Nasledn¢ dochazi
k zesileni kontaktu, stabilizaci aktinovych svazkli a k navazani molekul generujicich
silu (myosinu apod.). Poté dochdzi ke kontrakci aktinovych svazki, degradaci fokalnich
adhezi v zadni Casti buiiky a posunu vpied (Friedl, 2004; Lauffenburger a Horwitz,
1996).

2.4. Rho GTPazy a jejich efektorové proteiny

Rho GTPazy patii mezi hlavni regulatory aktinového cytoskeletu béhem vSech
biologickych procest véetné bunééné migrace. Dnes patii mezi nejlépe prostudované tfi
GTPazy RhoA, Racl a Cdc42 (Bustelo et al., 2007). Jejich aktivaci dochazi k regulaci
jejich efektorovych proteini (Obr. 9) a k tvorbé funkén€ a strukturné odlisSnych
aktinovych struktur.

GTPazy Racl a Cdc42 maji nekteré spole€né nebo evoluéné piibuzné efektorové
proteiny. Aktivaci WASP/WAVE dochézi k aktivaci a tvorbé Arp2/3 komplexu a
nasledné polymeraci aktinového cytoskeletu. Stabilita aktinovych struktur je regulovana
proteinkindzou PAK, ktera aktivuje proteinkindzu LIMK a ta nasledn¢ brani
depolymeraci aktinu fosforylaci cofilinu (Bishop a Hall, 2000). Racl GTPaza je
spojovana zejména s tvorbou lamellipodia, Cdc42 GTPaza s tvorbou filopodii (Hall,
1998).

Mezi dilezité piimé efektorové proteiny RhoA GTPézy patii forminy rodiny
DRF (Diaphanous-related formin — mDial-3), které po své aktivaci polymeruji aktin do
dlouhych nevétvenych vlaken. Dal$im vyznamnym efektorem RhoA GTPazy je
proteinkindza ROCK, ktera aktivuje proteinkinazu LIMK a myosin fosfatazu. Aktivaci
proteinkinazy LIMK dochézi ke zvySeni stability aktinovych vldken a aktivaci myosin
fosfataz ke zvyseni akto-myosinové kontraktility (Amano et al., 2001; Maekawa et al.,
1999). RhoA GTPéza a jeji signalni draha se podili zejména na regulaci stresovych
vlaken (Hall, 1998).

Rho GTPazy se podileji na vystavb¢é dalSich aktinovych struktur, které jsou
typické pro epitelidlni buniky. Tyto struktury jsou kritické pro formovani a udrzeni
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epitelidlni polarity, mezibunénych spoji a tvaru buncék. Tim se stdva aktinovy

cytoskelet zcela nepostradatelny pro funkci a morfologii epitelidlnich bunék.

RhoA Rac1 Cdc42

v N

Dia ROCK PAK WAVE PAK WASP

N N v v

o LIMK MLCK LIMK Arp2/3 LIMK Arp2/3

fosfat. J- J. J-

Cofilin Cofilin Cofilin

Obr. 9: Znazornéni hierarchie v Rho-GTPazovych drahach. Rho GTPaza indukuje
polymeraci aktinového cytoskeletu aktivaci proteinu Dia. Racl a Cdc42 vyuzivaji k
iniciaci polymeace aktinu komplex Arp2/3, ktery je aktivovan proteiny WASP/WAVE.
Rho GTPazy v komplexu s GTP inhibuji skrze své efektorové proteiny protein cofilin,
ktery se t€astni depolymerace aktinovych vldken.

2.5. Aktinovy cytoskelet v epitelialnich butikach

Epitelidlni tkan je tvofena polarizovanymi bunikami se strukturné a funkéné
odliSenou apikalni a bazo-lateralni stranou. Svou bazalni membranou jsou ukotveny k
substratu, naopak jejich apikalni strana je vystavena vné&jSimu prostfedi. Navic jsou
builkky vzdjemné propojeny souborem mezibunéénych spoji. Mezi dllezité
mezibunécné struktury, které se podili na soudrznosti sousednich bunck, patii
adherentni spoje, té¢sné spoje a dezmozomy. Stejné jako migrujici buniky fibroblastl
(popf. také dalSich mezenchymadlnich bunék), tak také epitelidlni buiikky maji stresova
vlakna i dendriticky polymerujici aktin, které jsou nutné pro morfologii a funkci epitelu.
Aktin v epitelidlnich buiikdch tvoii dalsi struktury, které jsou kritické pro formovani a
udrzeni epitelialni polarity, mezibunéénych spoji a tvaru bunck.

Aktin hraje dtlezitou ulohu pii tvorbé adherentnich spoji, které jsou
lokalizovany podél laterdlni membrany epitelidlnich bunék. Nedilnou soucasti
adherentnich spojii je transmembranovy protein E-cadherin (epitelidlni cadherin), kde
extracelularni domény cadherinovych molekul homotypicky interaguji za vzniku

mezibunéénych spoji. Intracelularni doména poskytuje mnozstvi vazebnych domén pro

32



regulacni nebo strukturni proteiny podilejicich se na stabilité mezibunécného kontaktu.
Jednim z dulezitych stabilizacnich prvkli mezibunéénych spojii je jejich asociace
s kortikdlnim aktinem. Tato struktura je soucasti tzv. lateralniho aktinu, kdy terminem
,laterdlni aktin“ je souhrnné oznacovéana aktinova struktura po celé laterdlni membrané
epitelidlni buniky. Lateralni aktin je k adherentnim molekuldm E-cadherinu vdzana ptes
komplex o/ cateninu. Propojeni mezibunéénych kontaktl s laterdlnim aktinem udrzuje
integritu epitelu a podili se na stabilizaci epitelidlni polarity (Gooding et al., 2004;
Halbleib a Nelson, 2006).

Druhou zcela esencidlni strukturou pro funkci epitelu jsou tésné spoje, které se
nachazeji apikalné od adherentnich spoju. Strukturni proteiny ZO-1 (Zona occludens
protein 1), claudiny nebo occludin vytvareji mezi buiitkami spojeni, diky kterému je
vrstva epitelidlnich bunék schopna v organismu oddélit vnéjsi a vnitini prostiedi.
Zaroven jsou tésné spoje spolecné s lateralnim aktinem dileZité pro ustanoveni a
udrZeni apiko-bazalni polarity (Anderson a Van Itallie, 2009; Shin et al., 2006).

Dalsi strukturou mezibunéénych spoji jsou dezmozomy. Jednd se o bodové
propojeni epitelidlnich bun¢k za pomoci cadherinli. Do téchto spojii jsou za pomoci
desmoplakinii zakotvena intermedialni filamenta. Tim dezmozomy napomahaji odolavat
mechanickym sildm plsobicim na epitelidlni buniky (Garrod a Chidgey, 2008).

Pii subkonfluentni kultivaci vytvareji buniky epitelu oddélené kruhové kolonie.
Za téchto podminek kultivace jsou okrajové buniky v kolonii ohrani¢eny dominantni
strukturou silného aktinového svazku oznaCovaného jako periferni (supracelularni)
aktin. Jedna se o kontraktilni strukturu, ktera obepina celou kolonii a je pravdépodobné
zakotvena ve fokalnich adhezich (Reffay et al., 2014; Ridley et al., 1995). Tato
supracelularni aktinova struktura se podili na kolektivni migraci epitelialnich bunék pii
vypliiovani mezer v epitelu, napf. pfi hojeni ran. Tento proces, v anglicky psané
literatufe nazyvany ,,purse string closure®, je regulovan GTP4zou Rho a jejim efektorem
ROCK a vyzaduje akto-myosinovou kotraktilitu. Pfi tomto zpisobu migrace bunky
nevyuzivaji aktinové polymerace a tvorbu protruzi k migraci, ale bunéény pohyb je
pasivni a zajiStuji ho kontraktilni sily generované akto-myosinovymi supraceluldrnimi
svazky (Anon et al., 2012; Bement et al., 1993; Nobes a Hall, 1995). Velmi recentni
publikace ukazuje i na dalsi funkci periferniho aktinu. Bylo ukézano, ze periferni aktin
koordinuje jednotny pohyb epitelu pii migraci do uméle vytvofené mezery v epitelu.

Lokalni pferuSeni periferniho aktinu laserovou ablaci zplsobi vycestovani takto
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uvolnéné bunky do mezery a predbéhnuti epitelu (Reffay et al., 2014). Nicméné
mechanizmus regulace periferniho (supracelularniho) aktinu neni zcela znam.

Migrace epitelidlnich bun€k je vyrazné omezena pfitomnosti mezibunécnych
spoji, které za normalnich podminek znemoznuji individudlni migraci mimo vrstvu
epitelu. Buniky tak vyuZivaji k nucenému piesunu kolektivni migraci, pii které jsou
mezibunécné kontakty zachovany, a celd skupina bunék vykazuje stejny smér migrace.
Buniky epitelu také vyuzivaji fizenou konverzi na builkky morfologicky a funkéné
pfipominajici mezenchymalni buniky. V takovém ptipad¢ dochazi u bunck epitelu ke
ztraté apiko-bazalni polarity, rozpadu mezibunéénych spojii a uvolnéni samostatnych
bunék schopnych individualni migrace. Ackoliv ucast signalni kaskddy ERK byla
popsana v kolektivni i individudlni migraci, zda se, Ze je preferentné spojena s
odstranénim mezibunéénych kontakt a podporou samostatné migrace (Lamouille et al.,

2014; Matsubayashi et al., 2004; Schramek et al., 2003).

2.5.1. Kolektivni migrace epitelialnich bunék

Kolektivni migrace je epitelidlnimi bunikami vyuzivana v fad¢ fyziologickych a
patologickych dé&ji, jako je morfogeneze, regenerace poskozenych tkani nebo také
metastatickych procesti (Friedl et al., 2004). Kolektivné migrujici epitelidlni bunky
vyuzivaji dva zakladni mechanismy migrace. Prvni moZnosti je, Ze se na migraci
aktivné podili vétSina, nebo velké mnozstvi bunék, kdy vSechny vykazuji stejny smér
pohybu. Druhou moznosti je, Ze smér migrace urCuje jedna bunka, ktera aktivné
migruje, a ostatni buiiky tuto vedouci buriku nasleduji. Oba zpusoby kolektivni migrace
- aktivni migrace vSech bun€k, nebo ustanoveni vedouci buiikky, mohou byt bunikami
vyuzivéany ve stejnych fyziologickych, popft. patofyziologickych procesech.

V ptipadé¢ 2D uspofadani experimentu, kdy byl epitel zdmérné poskozen
vytvofenim ryhy v bunééném epitelu, bylo pozorovdno, Ze buniky v bezprostiedni
blizkosti poskozeni vytvofily souvislé lamellipodium smérem do vzniklé mezery.
Nicméné bunky, které nebyly piimo na okraji ryhy, vykazovaly stejnym smérem
orientované lamellipodium, které vytvofily pod sousedni buiikou (Farooqui a Fenteany,
2005). Tyto vysledky naznacuji, ze béhem kolektivni migrace nejsou buiiky epitelu
pouze pasivné tazeny buiikami na okraji, ale Ze cely epitel se aktivné podili na migraci.

Nicméné pfesny mechanismus neni znam.
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V pfipadé¢ kolektivni migrace epitelidlnich buné€k, iniciované ustanovenim
vedouci bunky (leader cell; tip cell), je zfejmé, ze vedouci bunky vykazuji odlisSnou
regulaci Rho-GTPé4z. Vedouci buitky mohou mit vys$si aktivitu Racl GTPazy v pfedni
Casti vedouci builky a/nebo sniZzenou aktivitu drahy Rho-ROCK. Vedouci bunky
vykazuji vys$i dynamiku aktinového cytoskeletu a organizace aktinu je podobna
migrujicim mezenchymalnim buiikdm (Lebreton a Casanova, 2014; Omelchenko ef al.,

2003).

2.5.2. Individudlni migrace epitelidlnich bunék

Fenotyp epitelidlnich bunck je relativné plasticky, ztohoto divodu mohou
podstoupit sérii  krokti, které vedou k ziskani autonomie v procesu epitelidlné
mezenchymalni transice (EMT; epithelial-mesenchymal transition). Béhem EMT buiky
ztraci apiko-bazalni polaritu, mezibunécné spoje, dochazi ke zméndm v genové expresi
a dochazi i ke zméndm v jejich cytoskeletu, které vedou ke zménadm bunécného tvaru.
Ziskdnim individuality a aktivaci promigracnich genli se zvySuje migracni potencial
bun¢k, které vyuzivaji mechanismus pohybu pozorovany u fibroblasti. Stejné jako
kolektivni migrace, hraje i individudlni migrace epitelidlnich bun&k dulezitou tlohu v
fad¢ fyziologickych 1 patofyziologickych procest, jako jsou bunééné pfesuny v raném
embryonalnim vyvoji, pfesuny bun¢k epitelu do mist s poskozenou tkéni nebo proces
uvolnovani transformovanych bunék z oblasti primdrnich nadord (Christiansen a
Rajasekaran, 2006).

V nékterych ptipadech muze byt pribéh ziskani individuality epitelidlnich bun&k
popisovan jako EMT-podobny (EMT-like) proces. EMT jako takova je casto
popisovana jako soubor zmén, pfi kterém buiiky zcela pfijdou o své epitelidlni znaky
vyvolané transkripnimi faktory asociovanymi s EMT: SNAIL, SLUG, ZEB nebo
TWIST (Sanchez-Tillo ef al., 2012). V EMT-podobném procesu mize dojit pouze k
potlaceni funkce né€kterého z epitelidlnich znakt. Napf. jednou z vlastnosti EMT je
kompletni (popf. témet tplnd) ztrata exprese E-cadherinu, zatimco v EMT-podobném
procesu muze dojit pouze k jeho internalizaci z plasmatické membrany do

cytosolického prostoru, ¢imz ztrati svou funkci (Caslavsky et al., 2013).
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2.6. Signalni kaskada ERK ridi migraci individualnich bunék regulaci
Rho-GTPaz a jejich drah

Ukazuje se, ze signalni kaskdda ERK je schopna vstoupit do regulace
aktinového cytoskeletu v klicovych krocich bunééné migrace. Zasahuje do vzniku
bunééné protruze v lamellipodiu, pfestavby stresovych vlaken a regulace fokalnich
adhezi.

Ve vedoucim konci se ukazuje, Ze proteinkindza ERK reguluje polymeraci
dentritického aktinu a podporuje vznik bunééné protruze. ERK fosforyluje a aktivuje
proteiny WAVE a Abil, kli¢ové proteiny podilejici se na polymeraci a vétveni aktinu
na vedoucim konci. Fosforylace téchto proteint pravdépodobné podporuje konformaéni
zmény WAVE komplexu vyvolané Racl GTPdzou a nasledné vede k vazbé Arp2/3
komplexu (Mendoza et al., 2011). Formovani lamellipodia mtze byt dale podpoieno
interakci proteinkindzy ERK a proteinu CdGAP, ktery je nasledné fosforylovan a
inhibovan. Protein CdGAP patfi mezi negativni regulator GTPazy Racl a plsobi proti
formovani vedouciho konce véetné lamellipodia a membranovych protruzi (Kurokawa
et al., 2004; Lamarche-Vane a Hall, 1998; Tcherkezian et al., 2005).

S rozpadem fokélnich adhezi souvisi i pfestavba stresovych vlaken, které jsou
aktivné remodelovany b&hem bunécné migrace. Stresova vldkna jsou stabilizovana
zakotvenim ve fokalnich adhezich a rozpad fokélnich adhezi mé tedy za nasledek i
rozpad stresovych vldken. Nicméné rozpad stresovych vladken miize byt podminén také
pfimo, a to inhibici proteinkindzy ROCK a snizenim akto-myosinové kontraktility.
Ukazuje se, Ze konstitutivni aktivace signalni kaskady ERK vede k redukci mnozstvi
nebo 1 ke kompletni ztraté stresovych vlaken (Pawlak a Helfman, 2002a, b). Jsou zndmé
dva mechanismy, kterymi proteinkindza ERK vstupuje do Rho-GTPazové drahy a
zptisobuje disrupci stresovych vldken. Bud’ miize dojit ke snizeni exprese proteinkindzy
ROCK (Pawlak a Helfman, 2002b), nebo miize byt zabranéno interakci mezi
proteinkindzou ROCK a jejimi substraty (Sahai et al., 2001). Piekvapivé je, ze
inaktivace genu kodujicitho B-Raf vede také ke sniZeni poctu stresovych vldken skrze
drahu Rho/ROCK (Pritchard et al., 2004). Tento vysledek naznacuje, Ze signalni
kaskdda ERK miiZze mit na stresova vlakna dvoji efekt.
je regulace dynamiky fokalnich adhezi. Signdlni kaskdda ERK zasahuje do regulace
fokalnich adhezi ve dvou protichiidnych krocich — indukuje rozpad fokalnich adhezi a

paradoxné také dokéaze fokalni adheze stabilizovat. V piipadé¢ maturace a stabilizace
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adhezi je zndm mechanizmus tohoto dé&je. Prvni faze vzniku fokalnich kontaktli jsou
pod kontrolou GTP4z Racl a Cdc42, ale RhoA GTP4za je zde inhibovana. Avsak pro
maturaci fokalnich adhezi a tvorbu kontraktilnich stresovych vlaken je zcela esenciélni,
aby byla RhoA GTPaza aktivovana (Rottner et al., 1999). Integriny aktivovana
proteinkindza ERK fosforyluje protein p190-RhoGAP na jeho C-termindlni ¢asti. Tato
fosforylace inhibuje protein pl190-RhoGAP a umoziuje aktivitu RhoA GTPazy a
maturaci fokélnich struktur (Pullikuth a Catling, 2010). Opacny dé¢j, rozpad fokalnich
adhezi, je esencialni pro bunécnou migraci. Sledovani dynamiky fokalnich adhezi v
realném cCase ukazalo, Ze jejich rozpad je kontrolovan proteinkindzami ERK a MLCK.
Jelikoz proteinkinaza ERK fosforyluje proteinkindzu MLCK, ptedpoklada se, Ze
aktivace proteinkindzy MLCK vede nasledn¢ k rozpadu fokéalnich adhezi na piedni ¢asti
buniky (Webb et al., 2004). K rozpadu fokalnich adhezi je nutné, aby aktivni ERK byla
pritomna v adhezivnich placich (Vomastek et al., 2007). Molekularni mechanizmus,
kterym ERK reguluje rozpad adhezi, neni znam.

V regulaci bunécné migrace muze signdlni kaskdda ERK také vyuzivat cilenou
degradaci proteind. Bylo uk4zéano, Ze proteinkindza ERK je schopna asociovat a ptimo
fosforylovat protedzu calpain2 v pozici Ser50 a indukovat tak jeji aktivaci (Glading et
al., 2004). Aktivni protedza calpain rozpoznava a degraduje nékteré komponenty
fokalnich adhezi, coz vede k odstranéni nepotiebnych kontakti mezi bunkou a
podkladem. Do soucasné doby byla popséna piima asociace a proteolytickd degradace
nékolika proteinil fokalnich adhezi, mezi které patii napf. talin nebo proteinkindza FAK
(Carragher et al., 2003; Franco a Huttenlocher, 2005). Kromé rozpadu fokalnich adhezi
by se proteaza calpain mohla podilet na remodelaci aktinového cytoskeletu béhem
migrace proteolytickym Stépenim GTPazy RhoA ¢i dulezitého regulaéniho proteinu
GTPazy Racl, proteinu Tiaml1 (Kulkarni et al., 2002; Woodcock et al., 2009). Timto
zplisobem protedza calpain mize podporovat obrat fokalnich adhezi a reorganizovat
aktinovy cytoskelet béhem bunééného pohybu.

Signalni kaskada ERK se tedy podili na optimalizaci migrace bun¢k. Butika ji
miZze vyuzivat, a také ji vyuzivd, b&hem migrace pro remodelaci aktinového
cytoskeletu. Regulaci malych Rho GTPé4z a jejich drah podporuje mnohé kroky v
bunénéné migraci od regulace fokalnich adhezi az po vystavbu riznych aktinovych
struktur. V ptipad¢ epitelidlnich bun¢k vSak musi dojit k dal$im aditivnim procestim,

nez za¢nou samostatné migrovat. Jedna se hlavné o ztratu epitelialni polarity a rozpad
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epitelu na jednotlivé buiikky. Tyto procesy jsou Uzce spojeny s reorganizaci lateralniho i

periferniho aktinu.

2.7. Signalni kaskada ERK fridi reorganizaci aktinového cytoskeletu
béhem rozpadu epitelu na jednotlivé bunky

Mezibunééné kontakty epitelidlnich bun€k jsou za standardnich podminek
stabilizovany asociaci s lateralnim aktinovym cytoskeletem na laterdlni membrané. Jeho
funkce spociva nejen ve spravné organizaci adherentnich spojii, ale zaroven se ukazuje,
ze ma podil na udrZeni integrity jednovrstevného epitelu (Caslavsky et al., 2013;
Vasioukhin et al., 2000). Aktivace signalni drdhy ERK ristovymi faktory nebo
aktivovanymi protoonkogeny Src, Ras nebo Raf vedou k vyznamnym morfologickym
zménam, které jsou doprovazeny ztratou epitelidlni polarity, rozpadem mezibunéénych
kontakti a zahajenim individualni bunééné migrace. Tyto morfologické zmény jsou
zaroven doprovéazeny vyznamnou reorganizaci kortikalniho, lateralniho a periferniho
aktinu. Inhibice signalni kaskady ERK béhem plisobeni téchto faktorti efektivné zabrani
remodelaci aktinového cytoskeletu a wudrzi organizaci mezibunécnych spojl
epitelidlnich bun&k. To naznacuje, Ze signalni kaskdda ERK je klicovou signalni drahou
Ucastnici se prestavby aktinového cytoskeletu béhem konverze epitelidlnich bunék na
bunky samostatné migrujici (Guarino, 2010; Lamouille ef al., 2014; Lu et al., 2004).

Nicméné je stale malo znamé, jakym zptisobem se signalni kaskdda ERK ucastni
remodelace aktinového cytoskeletu, ktery je soucasti mezibunéénych spoji. AvSak zda
se, ze stejné jako v pfipad€ migrace, bude i u regulace laterdlniho aktinu hrat hlavni
podil regulace skrze Rho GTPazové drahy.

Studium Rho GTPaz ukazalo, Ze aktivita GTPazy Racl je esencialni pro tvorbu
a vystavbu lateralniho aktinového cytoskeletu. Ztrata jeji aktivity vede k morfologickym
zménam epitelidlnich bunék, k rozpadu epitelidlni tkané a k zeslabeni lateralniho aktinu
(Kuroda et al., 1997; Takaishi et al., 1997). Ukazuje se, Ze signalni kaskdda ERK
inhibuje GTPazu Racl. Toto je podminéno ztrdtou exprese proteinu Tiaml (GEF
protein pro Racl), dochdzi ke ztraté¢ aktivity Racl GTPéazy a naopak je posilnéna
aktivita GTPazy Rho. Tato deregulace GTP4z vede ke kompletni ztraté epitelidlnich
vlastnosti a k rozpadu epitelu (Zondag et al., 2000). Paradoxn¢ v jiném bunééném
modelu se ukézalo, Ze inhibice GTPazy Rho také vede k rozpadu epitelu (Sahai a

Marshall, 2002).
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Stejn¢ jako v pfipadé regulace bunéné migrace se ukazuje, Ze proteolyticka
degradace muze hrat roli v regulaci laterdlniho aktinu a doplnit vySe zminéné
mechanismy. Inhibice protedzy calpain pfi soucasné aktivaci signdlni kaskddy ERK
ucinn¢ zablokovala reorganizaci laterdlniho aktinového cytoskeletu béhem ztraty
epitelidlni polarity (Caslavsky et al., 2013). Tyto vysledky naznacuji, Ze by signalni
kaskada ERK mohla vyuzivat definované proteolyzy malych Rho GTPaz nebo jejich
regula¢nich proteind. Jako mozny cil protedzy calpain byl charakterizovan GEF protein
Tiaml GTPazy Racl. Jeho proteolyticka degradace a nésledny pokles aktivity Racl
GTPazy vede k reorganizaci aktinového cytoskeletu v oblasti mezibunéénych spojl
(Woodcock et al., 2009). Bylo také ukazano, Ze proteaza Calpain-1 $tépi malou GTPazu
RhoA (Kulkarni ef al., 2002), coz ptedstavuje dal$i mozny mechanismus v regulaci
epitelidlniho aktinového cytoskeletu.

Reorganizace laterdlniho aktinu vyvoland rastovym faktorem HGF/SF je
zaroven doprovazena prestavbou aktinového cytoskeletu na periferii u subkonfluentné
narostlych kolonii epitelidlnich bunék. Ukazuje se, ze tato struktura je pod regulaci
Racl a Cdc42 GTPaz prestavéna do podoby vedouciho konce a za soucasné prestavby
lateralniho aktinového cytskeletu dochazi k zisku autonomie (Ridley ef al., 1995; Royal
et al., 2000). Ukazuje se, Ze aktin na periferii je, stejn¢ jako kortikalni aktin, kontraktilni
strukturou (Reffay er al., 2014). Bohuzel periferni aktin nepatii mezi studované

aktinové struktury a dnes o ném mame pouze velice mélo informaci.

3. Shrnuti, cile prace

Doposud ziskané informace ukazuji, Ze zména aktinového cytoskeletu je nutna
pro zménu epitelidlni integrity vedouci k zisku buné¢né autonomie a k podpoie bunééné
migrace. K tomuto déji je nutna aktivita signalni kaskady ERK (Caslavsky et al., 2013).
Nicméné dnes neni znamo, zda signalni kaskada ERK reguluje periferni aktin, a pokud
tomu tak je, neni jasné, kterd izoforma proteinkindzy ERK se procesu ucastni. Proto
jsme si pro tento projekt stanovili nasledujici cile:

1. Stanovit, zdali je periferni aktin regulovan signdlni drahou ERK. Rozhodli jsme
se sledovat zmény v perifernim aktinu spojené¢ s morfologickymi zménami

buné¢k a dokézat, Ze jsou vyvolany signdlni kaskddou ERK.
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2. Stanovit, zdali je periferni aktin regulovan proteinkindzou ERK1 nebo ERK2. V
experimentech jsme vyuzili koncept studie (Shin ef al., 2010), ktera ukazuje, Ze
ektopickd exprese proteinkindzy ERK1 nebo ERK2 vyvola v bunkach rizné
morfologické zmény. Timto pfistupem jsme zjiStovali, kterd izoforma
proteinkindzy ERK reguluje periferni aktin a které interakéni motivy k tomuto
procesu vyuziva.

3. Stanovit, zdali ERK vyuzivd DBP- ¢i DEF-doménu k reorganizaci aktinovych
struktur. Stejn¢ jako v bodé¢ 2 jsme vyuzili koncept ektopické exprese
proteinkindzy ERK a jejich forem mutovanych v jednotlivych vazebnych
doménach.

Jako model jsme si zvolili MDCK (Madin-Darby canine kidney) buiiky,
immortalizované bunky psiho ledvinného jednovrstevného epitelu. Tato bunécna linie je
vyuzivana pro studium aktinového cytoskeletu v epitelidlnich bunikach, v laboratofi je
dlouhodobé zavedena a navic ndm umoznuje efektivni stabilni zavedeni a naslednou
expresi zvolenych gent. Pfi sub-konfluentni kultivaci vykazuje stresovd vldkna,

lateralni a periferni aktin (Obr. 10).
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- Periferalni aktin
— Stresova vlakna
- Lateralni aktin

Obr. 10: Aktinovy cytoskelet v koloniich MDCK bunék. [A] Aktinovy cytoskelet v
MDCK buiikach po 48 hodinéch kultivace na sklenéném podkladu. Aktinovy cytoskelet
byl barven pomoci faloidinu konjugovanym s rhodaminem (na snimcich bile/Cerven¢),
jé&dra byla vizualizovana pomoci DAPI (modfe). [B] Schéma aktinového cytoskeletu v
MDCK buiikach, na schématu jsou vyznaceny aktinové struktury popisované v této
praci.
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4. Material a metody

4.1. Material

4.1.1. Pouzité bunécné linie a kultury

Pro ucely této diplomové prace byly pouzity MDCK bunky (Madin-Darby

canine kidney). Byly pouzity geneticky nemodifikované MDCK bunky a linie MDCK

bunck, které mély ve svém genomu stabiln¢ vlozené geny/konstrukty. Seznam

pouzitych linii MDCK bungk je v tabulce niZe. Jejich piiprava je uvedena v kapitole

4.3. Ptiprava stabilnich linii.

Linie MDCK | VloZena DNA e
« Popis linie
bunék sekvence
Parentalni . Nemodifikovana linie MDCK bun¢k (Tissue
MDCK culture core facility, University of Virginia)
Linie MDCK bunék se zanesenym FRT-
pFRT MDCK FRTnIfsligmb' rekombina¢nim mistem bez dal$iho genu
(Caslavsky et al. 2013)
ARaf1-ER Linie MDCK bunék s kondiciondlné aktivnim
MD C'K ARaf-1:ER konstruktem odvozenym od lidské proteinkinazy
Raf-1 (Céslavsky et al. 2013)
RFP-actin REP-actin Linie MDCK bunék s fluorescenéné znacenym
MDCK -ac aktinem; bunky vykazuji riznou expresi
wt ERK1 Linie MDCK s krysim genem pro proteinkindzu
MDCK FLAG-ERKI ERK1, na N-terminu FLAG
wt ERK2 RK? Linie MDCK s krysim genem pro proteinkinazu
MDCK FLAG-E ERK2, na N-terminu FLAG
DDNN ERK2 | FLAG-DDNN- Linie MDCK s krysim genem pro protemkl‘nazu
ERK2, mutace v CD-domén¢, na N-terminu
MDCK ERK2
FLAG
1232 ERK2 FLAG-L232- Linie MDCK s krysim genem pro protelnklpazu
ERK2, mutace v DBP-doméné, na N-terminu
MDCK ERK2
FLAG
HL-ERK?2 Linie MDCK s krysim genem pro proteinkindzu
MDCK HL-ERK2-ERK?2 ERK2, dimeriza¢né defektni, na N-terminu

FLAG
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Pokracovani tabulky

Linie MDCK | VloZena DNA Popis linie
bunék sekvence
Linie MDCK s lidskym genem pro proteazu
wt-Capn2 FLAG-wtCapn2 calpain2, na N-terminu FLAG (pfip. J.
MDCK “ ,
Caslavskym)
Linie MDCK s lidskym genem pro protedzu
S50E-Capn2 FLAG- calpain2, mutovana v pozici Ser50 pro mimikaci
MDCK S50ECapn2 fosforylace, na N-terminu FLAG (pfip. J.
Céslavskym)

Bunéénd linie pFRT MDCK vykazuje Zeocinovou rezistenci, odvozené linie maji
Hygromycinovou rezistenci

4.1.2. Seznam plasmidi

Jméno plasmidu

Popis

DDNN ERK2 s o, . .
pcDNA3/3.1 Myssi proteinkindza ERK2 s mutaci v CD-doméné
DDNN ERK2 pcDNAS Myssi proteinkindza ERK2 s mu:caci v CD-doméné, FLAG N-

termindlné

HL ERK2 pcDNA3/3.1

Krysi dimerizacné defektni proteinkindza ERK?2

HL ERK2 pcDNAS5

Krysi dimeriza¢né defektni proteinkindza ERK2; FLAG N-
terminalné

L232 ERK2 pcDNAS5

Myssi proteinkindza ERK2 s mutaci v DBP-doméné

MEK SD pIRES2-EGFP

Konstitutivné aktivni lidské proteinkinaza MEK1 (proteinkinaza
neni fizovana s EGFP)

RACK1 pcDNAS

,Scaffold” protein RACK1, FLAG N-terminalné

RFP-actin pcDNAS

Aktin N-terminaln¢ fuzovany s RFP

wt ERK1 pcDNAS

Krysi proteinkinaza ERK 1, N-terminaln¢ FLAG

wt ERK2 pcDNAS

Krysi proteinkindza ERK2, N-termindlné¢ FLAG

Néazev plasmidu se sklada z pojmenovani genu/genového konstruktu a z typu plasmidu.
Oznaceni pcDNA3/3.1 odpovida plasmidu pcDNA3 nebo pcDNA3.1, neni zndm jeho
ptesny typ. Oznaceni pcDNAS odpovida plasmidu pcDNAS/FRT

4.1.3. Seznam deoxy-oligonukleotidu
Jméno Sekvence Vyrobce
Pr,};‘?,er CCAATGGCGGCCGCGGCGGCGGCGGGCCCG | Metabion
Primer .
o AAAACTCGAGTTAAGATCTGTATCCTGGC | Metabion
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4.1.4. Seznam restrikénich enzymi

Restrikeni Vyrobce Redéni
enzym
New England )
Apal Biolabs 120
New England )
Mfel Biolabs 1:20
New England )
Notl-HF Biolabs 1:20
New England )
Stul Biolabs 1:20
New England )
Xhol Biolabs 1:20
4.1.5. Seznam primarnich protilatek
Protilatka Vyrobce Pivod Red" Red’ (IF)
Y (WB)
. BD Transduction y )
Cofilin Laboratories Mys 1:1 000 -
. BD Transduction . )
E-cadherin Laboratories Mys - 1:100
ERK1 Santa Cruz Kralik 1:1 000 ---
ERK1/2 Cell Signalling Mys 1:1 000 -
poskytnul J.M.Weber (clone y . .
ERK2 B3BY) Mys 1:5 000
FAK Upstate Biotechnology Mys 1:1 000 -
FLAG (M2) Sigma Mys 1:1 000 -
Paxillin Upstate Biotechnology Mys -—- 1:100
P-Cofilin (S3) Cell Signalling Kralik 1:1 000 ---
P-ERK1/2 (TEY poskytnul L.M.Weber | Kralik | 1:1 000
motiv)
P-RSK (S221) RD Systems Kralik 1:1 000 -
BD Transduction . )
____________ SR | Laboratories | MY | TTOO [
FLAG M2 Affinity Sigma My3 - -
gel
Phalloidin-rhodamine Invitrogen --- 1:50

FLAG M2 Affinity gel byl pouzivan pro imunoprecipitaci

WB = western blot, IF

= imunofluorescence
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4.1.6. Seznam sekundarnich protilatek

Protilatka Vyrobce | Pivod | Redéni
Sek. protilatka protlH n}?}]{SSI protilatce konj. s Sigma Koza | 1:10 000
Sek. protilatka proti }lﬁr)aﬁlcl protilatce konj. s Sigma Koza | 1:5000
Sek. protilatka proti myssi protilatce; IR DYE . )
630RD Li-cor Koza | 1:10 000
Sek. protilatka proti krali¢i protilatce; IR DYE . )
R00CW Li-cor Koza | 1:10 000
Sek. protilatka proti myssi protilatkce; Alexa Tnvitrogen| Koza 1:200
fluor 488

4.1.7. Seznam pouzitych inhibitort

Jméno Funkce Vyrobce Pouzivana
koncentrace
CI11040 MEK1/2 inhibitor Selleckchem 2 uM
4.1.8 Ostatni material
Jméno Popis Vyrobce Redéni
. Aktivace ARaf-1:ER .
4-hydroxytamoxifen konstruktu Sigma IuM
HGF/SF Ristovy faktor Sigma 100
ng/ml

4.2. Metody
4.2.1. Kultivace MDCK bunék
MDCK burky byly kultivovany pti 37°C v DMEM médiu (Dulbecco's Modified

Eagle Medium; Sigma), s 10% FBS (fetal bovine serum; Gibco), v atmosféie obsahujici
5% CO,. Bunky byly pasdzovany jednou za 2-3 dny tak, aby neptesdhly konfluenci
80%. Bunky byly nejprve oplachnuty v PBS (137mM NaCl, 2,7mM KCI, 10mM
Na,HPO4, 1,8mM KH,PO4,pH=7.3) a nasledné po dobu cca 7 minut trypsinizovany
(popt. do doby jejich uvolnéni od podkladu v zavislosti na linii MDCK bunék; 0,05%
trypsin v PBS). Nasledné byly buiiky nafedény na finalni koncentraci piiblizné 40000
bunék/ml.

Stabilni linie MDCK bunék (viz kap. 4.3. Pfiprava stabilnich linii) nesly

hygromycinovou rezistenci a byly udrzovany v médiu s hygromycinem (Invitrogen) o
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finalni koncentraci 200 pg/ml. Minimalné 7 dni pted vysetim bunck pro experimentalni
ucely byly stabilni linie MDCK bun¢k kultivovany v médiu bez antibiotika.
Antibiotikum ménilo morfologii MDCK bunék nezavisle na vlozeném genu/konstruktu.
Po sedmi dnech bez pfitomnosti antibiotika ziskaly builky zpét svou morfologii

typickou pro danou stabilni linii.

4.2.2. Transfekce MDCK bunék

Pro pfipravu stabilnich linii byla pro transfekci bunék pouZzita transfekéni
reagencie Lipofectamine2000 (Invitrogen), pro transientni transfekce bun€k pak
transfekéni reagencie PolyFect (Qiagen). Pfi transfekci byl ptesné dodrzen postup
vyrobee (Polyfect - protokol pro COS-7, NIH/3T3, CHO bunky). Pokud neni zminéno
jinak, byly buiiky transfekovany nejdiive 36 hodin od vyseti, kdy dosdhly konfluence
pfiblizné¢ 25%. Po 6-12ti hodindch od transfekce bylo medium s transfekéni smési

vymeénéno za Cerstvé medium.

4.2.3. Stimulace/inhibice signalnich drah v MDCK buiikach

Ptislusné reagencie byly k bunééné kultufe ptidany vzdy s novym médiem (ve
kterém byly reagencie rozpustény). V piipadé soucasného pouziti 4HT (popi. HGF/SF)
a inhibitort byly bunky nejprve kultivovany pouze s inhibitorem po dobu 30 min. a
nasledné bylo k buitkdm pfiddno medium obsahujici jak inhibitor, tak i 4HT (resp.
HGF/SF). Uvadéné cCasové intervaly (pokud neni zminéno jinak) jsou uvadény od

okamziku ptidani 4HT (HGF/SF), popf. s pfisluSnymi aditivnimi reagenciemi.

4.2.4. Priprava vzorki pro SDS-PAGE, SDS PAGE elektroforéza

MDCK buiiky byly 2x oplachnuty vychlazenym (4°C) roztokem PBS a nasledné
lyzovany v RIPA-pufru (50mM Tris-HCl o pH 7,4, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1%
deoxycholat, 0,1% SDS, ImM EDTA, pH=7.3). Pro lyzi bunék o konfluenci 50% na
Petriho misce o0 @ 6 cm bylo pouzito 200 pl pfedchlazeného RIPA pufru. Po 20
minutach inkubace na ledu byl lyzat centrifugovan a odebran supernatant (pfiblizné
75% celkového objemu). U lyzatu (supernatantu) byla zmétfena koncentrace oproti
standardim BSA v RIPA pufru (BCA protein assay kit, Pierce; postup podle ndvodu
vyrobce). Nasledné byl lyzat smichan s Laemmliho vzorkovym pufrem (50mM Tris-

HCI pH 6,8, 2% SDS, 10% glycerol, 1% B-merkatpoethanol, 12,5mM EDTA, 0,02%
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bromfenolovd modf) v poméru 4:1 (supernatant:Laemmli pufr) a po dobu 10 minut
povaren pii 100°C.

V ptipad¢ imunoprecipitace byly buiiky kultivovany na Petriho miskach o © 10
cm do konfluence max. 60% (min. 48 hodin kultivace od vyseti) a po oplachnuti v PBS
byly buiiky lyzovany ve FLAG-pufru (50mM Tris-HCIL, 150mM NaCl, 1% Triton X-
100, 10% glycerol, 0,5mM EDTA, 0,5mM EGTA o pH 7,3). Nasledn¢ byl lyzat
centrifugovén, a odebrany supernatant byl po dobu 1,5 hod inkubovén s Anti-FLAG
protilatkou navazanou na agar6ézovych kulickach (Anti-Flag M2 affinity gel; Sigma) pfi
4°C. Poté byly nenavazané proteiny odstranény od Anti-FLAG agar6zovych kuli¢ek
nékolikandsobnym oplachem ve FLAG-pufru a centrifugaci. Nasledné byl k navdzanym
proteinim na protilatce ptidan FLAG-pufr, Laemmliho vzorkovy pufr (v poméru 4:1) a

ptipraveny lyzat byl povaten pti 100°C po dobu 10 minut.

4.2.5. SDS-PAGE elektroforéza

Protieny z jednotlivych lyzati byly rozdéleny podle velikosti na 10% nebo 12%
akrylamidovém gelu (sloZeni separacniho a zaostfovaciho gelu je uvedeno nize)
v elektroforetickém pufru (25mM Tris-Hel, 192mM glycin, 0,1% SDS) pfi konstantnim

napéti maximalné 10 V/em®. Viechny reagencie byly od firmy Sigma.

Separacni gel (pro 14 ml)

Roztok 10% -\ 12%
gel gel
29% Akrylamid, 1%bisakrylamid | 4.6 ml | 5.7 ml
1.5M Tris pH 8.8 35ml | 3.5ml
10% SDS 140 pl | 140 pl
10% APS 140 pl | 140 pl
TEMED 14ul | 14
H,O 57ml | 4.6 ml

Zaostrovaci gel (pro 4 ml)

Roztok 4% gel
29% Akrylamid, 1%bisakrylamid 530 ul
0.5M Tris pH 6.8 I ml
10% SDS 40 ul
10% APS 40 ul
TEMED 5ul
H,O 2.36 ml

SDS = Sodium dodecyl sulfate; APS = Ammonium persulfate; TEMED = N,N,N',N'-
Tetramethylethylenediamine
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4.2.6. Western blot, imunodetekce

Proteiny rozdélené dle molekulové hmotnosti v akrylamidovém gelu byly
pfeneseny na nitrocelulézovou membranu (Sigma; velikost poru 0,45 pm) v
transferovém pufru (48mM Tris-HCI, 39mM Glycin, 0,0375% SDS, 20% methanol, vse
Sigma) po dobu 1 hodiny pfi konstatnim proudu 360 mA. Pro kontrolu pfenosu proteinu
byly membrany barveny v roztoku 0,2% Ponceau S v 0,1% kyselin€ octové a nasledné
odbarveny v destilované vodé. Membrany byly blokovany po dobu 1 hodiny v
blokovacim roztoku (5% BSA v PBS, 0,05% Tween-20, 0,01% NaN3) nebo v 5%
roztoku odtu¢néné¢ho suseného mléka (Nestlé; 5% mléko v PBS, 0,05% Tween-20,
0,01% NaNj3). Nitrocelulozovd membrana s navdzanymi proteiny byla pies noc
inkubovana s primérni protilatkou (rozpusténa v blokovacim roztoku) pii 4°C. Nasledné
byla membrana po dobu 1 hodiny inkubovéna se sekundarni protilatkou konjugovanou s
kfenovou peroxiddzou, nebo se sekundarni protildtkou konjugovanou s fluoroforem.
Poté byla prebytecnd sekundarni protilatka odstranéna promyvanim v PBS s 0,05%
Tweenem-20 (3x10 min). Detekce byla provedena po 4-minutové inkubaci s
chemiluminiscen¢nim substratem (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate,
Pierce) na autoradiografické filmy. Filmy byly vyvolany na pfistroji Agfa Curix 60.
Signal z fluorescenéné znacenych sekundarnich protilatek byl sniman na pfistroji
Odyssey (LiCor Biosciences).

Pro opakovanou imunodetekci proteind na membrané byly navazané protilatky
odstranény inkubaci s vroucim ,,stripping pufrem (62,5mM Tris-HCl o pH 6,8, 2%
SDS, 100mM B-merkaptoethanol) po dobu 15 minut. Po dikladném promyti byly
membrany zablokovany v blokovacim roztoku nebo v odtu¢néném mléce a inkubovany

s novou protilatkou.

4.2.7. Fluorescencni mikroskopie

Pro piipravu fluorescenénich preparatli byly bunky kultivovdny na krycich
skli¢kach pokrytych vrstvou fibronectinu (Millipore; sklicka byla inkubovéna po dobu
16 hodin pii 4°C v 1 pg/ml roztoku fibronectinu v PBS). Buiiky byly 2x oplachnuty
roztokem PBS, fixovany 30 minut 2% paraformaldehydem v PBS, permeabilizovany 5
minut 0,5% Tritonem-X100 v PBS a nasledné¢ 2x5 minut oplachnuty v PBS. Sklicka
s bunkkami byla 1 hodinu blokovéana v 20% kozim séru (PAA) v PBS a poté inkubovana

1 hodinu s primérni protildtkou (rozpusténa v 5% kozim séru v PBS). Pfebyte¢na
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protilatka byla odstranéna 3x10 minutovym oplachem v PBS. Nasledné¢ byla sklicka
s bunkami 1 hodinu inkubovéna v sekundarni protilatce soucasné s faloidinem
konjugovanym s rhodaminem (Life Technologies), rozpusténych v 5% kozim séru
v PBS a nasledné oplachnuty v PBS (3x 10 min). Po oplachnuti v destilované vod¢ byla
kryci sklicka s buikami poloZzena na podlozni sklicko s montovacim médiem
(Vectashield s DAPI; Vector Laboratories).

Snimky byly pofizeny na konfokdlnim mikroskopu (konfokélni mikroskop
Olympus Fluoview fv1000 s digitdlni kamerou Hamamatsu EM-CCD), nebo na epi-

fluorescenénim mikroskopu (Olympus microskop X81 s kamerou Olympus FV2T).

4.2.8. Mikroskopie v realném case
4.2.8.1. Mikroskopie v realném case za pouziti fazového kontrastu

Bunikky byly kultivovany na plastikovém podkladu, ktery byl pokryt
fibronectinem (material i postup je shodny s upravou povrchu krycich sklicek ur¢enych
pro fluorescen¢ni mikroskopii, kap. 4.2.7). Snimky byly pofizeny na invertovaném
mikroskopu Olympus Cell-R pii 37°C. Medium s buiikami pievrstveno mineralnim

olejem (Sigma), aby nedochazelo k vysychani média.

4.2.8.2. Mikroskopie v realném case za pouziti konfokalni mikroskopie

Bunky stabiln€ exprimujici RFP-actin (viz. kap. 4.3. Pfiprava stabilnich linii)
byly kultivovany na miskach se sklenénym dnem, ktery byl pokryt fibronectinem (1
pg/ml v PBS; inkubace ptes noc pii 4°C ). Pfed natiCenim byly buiky kultivovany
minimalné¢ 36 hodin za standardnich podminek a pfed mikroskopickym sledovanim
bylo médium s buiikami pfevrstveno mineralnim olejem. Snimky zivych bunék byly
potizeny pii 37°C konfokalnim mikroskopem (Olympus Fluoview fv1000 s digitalni
kamerou Hamamatsu EM-CCD) v jedné fokélni roving, zabirajici oblast pfilehlou ke

krycimu sklicku.

4.2.9. Kvantifikace bunéénych parametri, statisticka analyza

Ke kvantifikaci buné¢éné plochy a rychlosti migrace byly pouzity snimky ziskané

pomoci casosbérné mikroskopie mikroskopem Olympus Cell-R (pfi pouziti objektivu
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10x0,3 UPLFLN). Kvantifikace byla provedena programem ImagelJ (verze 2006.02.01),
popi. s vyuzitim zasuvného modulu MTrack] (verze 1.5.0). Buiky, které byly
kvantifikovany, se svymi vlastnostmi vyraznym zpusobem neodliSovaly od obecného
trendu v kultute (nebyly kvantifikovany buiiky s vét§im poctem jader, buiikky vykazujici
morfologické defekty apod.) za podminek stanovenych u jednotlivych obrazkii ve
vysledkové kapitole. Pfi rozdéleni buniky byla ndhodné vybrana jedna z dcefinych
bunék (pokud spliiovala pozadované podminky), kterd byla dale sledovana (napft. pfi
méfeni trajektorie v Casovém intervalu).

Ke statistickému vyhodnoceni byl pouzit program Prism GraphPad5. Grafické
vyneseni vysledkii obsahuje také porovnani mezi jednotlivymi méfenymi skupinami,
které vychazi z neparového t-testu, kde ,,** odpovidéa p<0,05 (P-hodnota/P-value), ,,***
odpovida p<0,01, ,***“ odpovidd p<0,001 a ,ns“ oznacuje statisticky nevyznamny

rozdil.

4.2.10. Prace s DNA
4.2.10.1. Polymerazova retézova reakce (PCR), restrikce a ligace DNA

K amplifikaci DNA byl pouzit pfistroj Minicycler MJ Research, bylo vzdy
provedeno max. 35 amplifikacnich cykli (program nize). Polymerdzové reakce
probihaly vzdy v objemu 50 pl (2x0,3mM DNA primer, Pfu pufr s MgSO, [Fermentas],
20uM dNTP [deoxynukleotidtrifosfat; Fermentas], 0,8-1,2 pg/ul templatové DNA, 0,5
ul Pfu DNA polymerazy [pro 50 pl reakéni smési; Fermentas]).

PCR program
C. kroku Teplota Cas
1. krok 95°C 1.5 min
95°C 0.5 min
2. krok (35 cykla) 60°C 1 min
72°C 1 min (pro 1 kbp DNA)
3. krok 72°C 10 min
4. krok 4°C (konec PCR)

Restrikce DNA probihala minimalné 2 hodiny podle doporuceni vyrobce
restrikaz (New England Biolabs). Pti pouziti dvou restrikdz soucasné byly restrikéni
podminky optimalizovany na zakladé stranek vyrobce:

http://66.155.211.155/nebecomm/DoubleDigestCalculator.asp. K ligaci DNA byla
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pouzita ligdza T4 (Thermo scientific) a probihala podle navodu vyrobce vzdy pies noc

(cca 16 hodin) pfi pokojové teplote.

4.2.10.2. Agarozova elektroforéza, extrakce DNA z agardézového gelu

Vodny roztok DNA byl smichan s nanaSecim pufrem (Thermoscientific) a
k rozdéleni DNA dle jeji velikosti byl pouzit 0,5-2% agardzovy gel (viz tabulka niZe;
slozeni gelu: praskova agardza [Lonza] v Tris-acetatovém pufru [TAE; 40mM Tris,
20mM kys. octovd, 1mM EDTA], 0,05 pg/ml Ethidium bromid). Elektroforéza
probihala v TAE pufru pfi konstantnim napéti 80V.

Konc. agaru v TAE p. Velikost DNA
0,5% 1000 - 30 000 bp
0,7% 800 - 12 000bp
1,0% 500 - 10 000bp
1,2% 400 - 7 000bp
1,5% 200 - 3 000bp
2,0% 50 - 2 000bp

Extrakce DNA z gelu byla provedena pouzitim ,,QIAquick Gel Extraction Kit*
(Qiagen) dle navodu vyrobce (procedura pro stolni centrifugu). Ve findlnim kroku

izolace byla DNA eluovéna destilovanou vodou.

4.2.10.3. Pouzité bakterie, izolace DNA

Plasmidova DNA byla vkladana do kompetentnich bun¢k E. coli (kmen DHS5a)
metodou tepelného Soku. Kultivace bakterii DHS5a a nasledna izolace plasmidové DNA
byla provedena dle protokolu ,,QIAprep Miniprep Kit,, nebo ,,QIAprep Midiprep Kit*
(protokol pro pouziti centrifugy) od firmy Qiagen. Ve findlnim kroku izolace byla DNA

eluovana destilovanou vodou.

4.3. Priprava stabilnich linii (Stabilni vloZeni DNA sekvence do MDCK
bunék)

MDCK buiiky, pouzité v této praci, do kterych byl stabilné vlozen gen naseho

zajmu (dale pouZzivan termin ,,Stabilni linie*), byly vytvotfeny Flp-In systémem firmy
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Invitrogen. Pfi ptipravé stabilnich linii bylo postupovano podle protokolu vyrobce,
avSak v nékterych bodech doslo ke zménam. Stabilni vloZeni genu do bungk Ize rozdélit
do dvou krokd. V prvnim kroku byla zavedena rekombinacni sekvence FRT (Flp
recombination target) do genomu MDCK bunék (déle oznacovany jako pFRT MDCK).
V druhém kroku je sekvence FRT vyuzita pro vloZeni naseho genu.

Schéma ptipravy stabilnich linii je uvedeno na Obr. 11. V prvnim kroku dochézi
k ndhodné integraci plasmidu pFRT/lacZeo do genomu bunék. Tento plasmid obsahuje
gen se zeocinovou resistenci, kterd je za inicianim kodonem pteruSena FRT-
rekombinacni sekvenci. Pfitomnost FRT-rekombinacni sekvence nemd vliv na
vlastnosti exprimovaného proteinu. Plasmid je pfed transfekci linearizovan v kostie
plasmidu z toho divodu, aby nedoslo béhem integrace k naruseni SV40 promotorové
nebo FTR/Zeocinové sekvence. Po selekci vznika bunééna linie, kterda umoziuje snadné
a definované vkladani gend. V druhém kroku jsou burky s integrovanym FRT mistem
ko-transfekovany plasmidem s pozadovanym genem (v plasmidu pcDNAS/FRT) a
plasmidem kodujici Flp rekombinazu (pOG44). Rekombinéza Flp zprostiedkuje vlozeni
plasmidu pcDNAS/FRT do sekvence plasmidu pFRT/lacZeo integrovaného v genomu.
Gen pro hygromycinovou resistenci kodovany na plasmidu pcDNAS/FRT neobsahuje
rekombinaci, ziskdvaji hygromycinovou reistenci za soufasné ztraty Zeocinové
resistence. Plasmid pOG44 nenese sekvence, které by umoziovaly dlouhodobé udrzeni
v bunikach a dochézi k jeho vyfedéni.

Vychozim bodem pro piipravu stabilnich linii byly pFRT MDCK buiiky, které
byly ptipraveny J. Caslavskym podle protokolu vyrobce (jejich piiprava zde neni
popisovana). Integrace sekvence FRT (plasmidu pFrt/lacZeo) do genomu neovlivnila
vlastnosti MDCK bunék, svymi parametry byly shodné s parentalnimi buttkami MDCK.

Neni znamé misto integrace ani pocet kopii sekvence FRT v genomu MDCK bun¢k.
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Obr. 11: Priprava stabilnich linii metodou Flp-in. Plasmid pFRT/lacZeo byl
linearizovan a nasledné vlozen do genomu hostitelskych bunék. Do pcDNAS/FRT
plasmidu je vlozen gen naSeho zdjmu (GOI) a je ko-transfekovén s plasmidem pOG44
do bunék s integrovanym FRT mistem. Nésledné¢ dochdzi k rekombinaci plasmidu
pcDNAS/FRT s GOI do genomu hostitelskych bunék na zdkladé FRT rekombina¢niho
mista. Plasmid pOG44 je béhem kultivace bun¢k vytedén. Pti ptipraveé tohoto schématu
byly pouZity obrazky z manuélu vyrobce (Invitrogen).
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4.3.1. Plasmidy pouZzité pro pripravu stabilnich linii

Pro ptipravu stabilnich linii pomoci FRT recombinace je potieba mit geny v
plasmidu s FRT rekombinaéni sekvenci, napf. pcDNAS/FRT. Detailni zndzornéni
zavedenych mutaci v proteinkindzach ERK1/2 je uvedeno na Obr. 12. Seznam
plasmidu, které byly zaneseny do bunék pro ucely této prace, je uveden v tabulce nize
(nejsou zminény plasmidy, které byly pouzity pro piipravu stabilnich linii J.
Céslavskym). Piiprava plasmidii se sekvenci pro proteinkinazu ERK, které nebyly

vlozeny do plasmidu pcDNAS/FRT, je uvedena v nasledujicich dvou kapitolach.

Zavedenf znacky FLAG na N-konec proteinkindz ERK1 a ERK2

ERK1/2
M A A A A A A G P E M
+1 ATGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGGCCCGGAGATG +33

ERK1/2 + FLAG
M DY KDDDUDIKZPAAAAAAGUPEM
+1 ATGGACTACAAGGACGACGATGACAAGCCAGCGGCCGCGGCGGCGGCGGGCCCGGAGATG +60

L232A ERK2

ERK2
G K HY L D QL N
+682 GGAAAGCATTACCTTGACCAGCTGAAT +708

FLAG-L232A ERK2
G K HY A DO QLN
+709 GGAAAACATTACGCTGACCAACTGAAT +735

DDNN ERK2

ERK2
Y YD P S D E P
+940 TATTATGACCCAAGTGATGAGCCC +963

FLAG-DDNN ERK2
Y YN P S N E P
+967 TATTATAACCCAAGTAATGAGCCC +990

HL ERK2

ERK2
P D H D H
+520 CCAGACCATGATCAT +534

FLAG-HL ERK2
P D E D H
+547 CCAGACGAAGATCAT +561

ERK2
M E L DDULUPKEKL K E L I F
+991 ATGGAGCTGGACGACTTACCTAAGGAGAAGCTCAAAGAACTCATTTIT +1038

FLAG-HL ERK2
M E ADDAZPIKTETZKAIKTEATITF
+1018 ATGGAGGCGGACGACGCACCTAAGGAGAAGGCCAAAGAAGCCATTTTT +1065

Obr. 12: Zmény v nukleotidové a proteinové sekvenci pro proteinkinazy ERK1 a
ERK?2. Pro kazdou zménu je v horni ¢asti uvedena nemutovana sekvence, v dolni ¢asti
mutovana sekvence. Cislovani nukleotidové sekvence odpovida divokému typu
proteinkindzy ERK nebo proteinkindzy ERK se znackou FLAG.
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Plasmidy stabilné vkladané do MDCK
bunék

RFP-Actin pcDNAS/FRT
wt ERK1 pcDNAS/FRT
wt ERK2 pcDNAS/FRT

DDNN ERK2 pcDNAS/FRT
L232 ERK2 pcDNAS5/FRT
HL ERK2 pcDNAS/FRT

4.3.1.1. Priprava plasmidu DDNN ERK2 pcDNAS5/FRT

Gen proteinkindzzy DDNN ERK2 byl amplifikovan z pcDNA3/3.1 plasmidu
(Obr 13A, 13D, 13E). Pouzitim restriktdz Stul a Xhol byl amplifikovany tsek $tépen a
byl izolovan 3’-koncovy fragment DNA s poZadovanymi mutacemi (Obr 13A).
Z akceptorového plasmidu pcDNAS/FRT s genem nemutované proteinkinazy ERK2 se
znatkou FLAG byla pouzitim restriktaz Stul a Xhol odstranéna 3 ’-koncova sekvence
proteinkinazy ERK2 spolu s SP6 promotorem (Obr. 13B, 13E) a nahrazena 3'-
koncovou sekvenci proteinkindzy DDNN ERK2. Ptipraveny plasmid byl restrikéné
testovan (Obr. 13C) a varianta 1 byla po sekvenacni kontrole pouZzita pro ptipravu

stabilnich linii.

4.3.1.2. Priprava plasmidu HL. ERK2 pcDNAS/FRT

Z akceptorového plasmidu RACK1 pcDNAS/FRT byla odstranéna sekvence
genu RACKI1 restriktizami Notl a Xhol (Obr. 14A). Nukleotidova sekvence
dimeriza¢né defektni proteikinazy ERK2 (dadle HL ERK?2) byla amplifikovana metodou
PCR a vznikly produkt byl Stépen restriktdzami Notl a Xhol (Obr. 14B, 14D, 14E).
Restrikéné upravend sekvence pro HL ERK2 byla vloZena do plasmidu pcDNAS/FRT.
Ptipraveny plasmid HL ERK2 pcDNAS/FRT byl restrikéné testovan (Obr. 14C). Po

sekvenacni kontrole byla pro piipravu stabilnich linii pouzita varianta 2.
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Primer 1: CCAATGGCGGCCGCGGCGGCGGCGGGCCCG

Primer 2: AAAACTCGAGTTAAGATCTGTATCCTGGC

Obr. 13:Priprava plasmidu pcDNAS/FRT se sekvenci DDNN ERK2. [A] Nestépeny
a Stépeny PCR produkt vznikly amplifikaci genu pro DDNN ERK2 v pcDNA3/3.1. Pro
restrikci byly pouzity restrikéni enzymy Stul a Xhol. [B] Restrikce akceptorového
vektoru pcDNAS/FTR, ktery obsahuje sekvenci pro nemutovanou formu proteinkinazy
ERK2. Byly pouzity restrikéni enzymy Stul a Xhol. [C] Restrikéni ovéfeni
ptipravené¢ho plasmidu DDNN ERK?2 pcDNAS/FRT. K ovéteni byly pouZity restrikéni
enzymy Stul a Xhol. V tfetim sloupci je restrikéni ovéfeni plasmidu, ktery vznikl
odstranénim 649 bp (viz Obr. 13B) a naslednou ligaci. [D] Pouzité oligonukleotidy pro
amplifikaci genu DDNN ERK2 zpcDNA3/3.1 plasmidu. [E] Schématické mapy
vytvofeného/pouzitych plasmidi. Nahote DDNN ERK2 pcDNA3/3.1, uprostfed
wtERK?2 pcDNAS/FRT, dole DDNN ERK2 pcDNAS/FRT. Pokud jsou pfitomny, jsou
uvedena restrikéni mista Stul, Xhol. Mapy byly vytvofeny pomoci programu Snapgene
(verze 1.4.1).
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Primer2:  AAA ACT CGA GIT AAG ATC TGT ACT CTIG GC

Obr. 14: Priprava plasmidu pcDNAS/FRT s nukleotidovou sekvenci HL. ERK2.
[A] Odstranéni sekvence genu RACKI1 (996 bp) z plasmidu pcDNAS/FRT restriktazami
PCR produkt vznikly amplifikaci genu pro HL ERK2 zplasmidu HL ERK2
pcDNA3/3.1 [C] Restrikéni ovéteni 3 variant plasmidu HL ERK2 pcDNAS/FRT; pro
restrikéni ovéfeni byly pouZity restrikéni enzymy Mfel a Stul. [D] Sekvence
oligonukleotidl pouzitych pro amplifikaci genu HL ERK2 v pcDNA3/3.1 plasmidu. [D]
Schématické mapy vysledného/pouzitych plasmidi. Nahote RACKI1 pcDNAS/FRT,
uprostied HL ERK2 pcDNA3/3.1, dole HL ERK2 pcDNAS5/FRT. Pokud jsou pfitomny,
jsou uvedena restrikéni mista Notl, Mfel, Stul, Xhol. Mapy byly vytvofeny pomoci
programu Snapgene (verze 1.4.1).
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4.3.2. Postup zaneseni genii/konstruktiic do pFRT MDCK bunék

Buniky pFRT MDCK byly vysety o koncentraci cca 80 000 buné¢k/ml na misku o
priméru 2 cm. Po 24 hodinach dosahly buiiky konfluence pfiblizné 25% a byly ko-
transfekovany pcDNAS/FRT plasmidem se zaklonovanym genem/konstruktem a
pOG44 plasmidem nesouci Flp rekombinazu v poméru 1:4 (pcDNAS/FRT:pOG44). Po
24 hodinach od transfekce byly buiiky trypsinizovany a pfeneseny na misku o priméru
10 cm do média obsahujici hygromycin o finalni koncentraci 200 pg/ml. Kazdé 2 dny
bylo médium s hygromycinem B vyménéno. V okamziku, kdy kolonie na misce citaly
50-100 bunék, byly jednotlivé kolonie za pomoci silikonovych insertii trypsinizaci
izolovany. Izolace kolonii (klontl) nebyla provedena u MDCK bunék, do kterych byl
stabiln€¢ vloZen plasmid s RFP-actinem, proto buiiky této linie vykazuji riznou expresi
konstruktu RFP-actin.

Klony MDCK bunék s vlozenou proteinkindizou ERK1 nebo ERK2 byly
testovany na expresi proteinl z vlozenych plasmidt (Obr. 15). Pro praci byly vybrany
klony s podobnou hladinou exprese vloZenych genii proteinkindz ERK1 a ERK2
(oznaceny na Obr. 15, porovnani exprese mezi liniemi na Obr. 16). Abychom otestovali
stabilitu exprese zanesenych gent, testovali jsme linii MDCK bunék s ektopickou
expresi proteinkindzy ERK2, ktera byla po dobu 25 dnl kultivovana bez pfitomnosti
hygromycynu B. V jednotlivych ¢asovych intervalech byly vytvofeny lyzaty, které byly
nasledné testovany metodou western blot (Obr. 17). Béhem 25 dnli nedoslo ke zméndm

exprese exogenni varianty proteinkinazy ERK2.
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Obr. 15: Detekce hladiny exprese kloni MDCK bunék. Porovnani exprese
exogennich variant proteinkindzy ERK1 nebo ERK2 u jednotlivych klont. Pro detekci
byly pouzity protilatky proti znacce FLAG a proti proteinkindze ERK1 nebo ERK2.
Vzorky z jednotlivych klonli byly pfipraveny po 48 hodindch kultivace pii standardnich
podminkach v pfitomnosti Hygromycinu B (200 pg/ml). Tuénym pismem jsou
vyznaceny klony MDCK bunék, ktery byly nadale pouZivany pro experimenty. Pojem
,parental MDCK* oznacuje parentdlni liniit MDCK bunék (nebyl u ni proveden zadny
aditivni geneticky zésah). Tento termin bude vyuzivan i pti popisu dalSich obrazkd.
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Obr. 16: Porovnani hladiny exprese exogenni proteinkinazy ERK mezi liniemi
MDCK bunék. Byly pouzity stejné lyzaty, které byly pouzity pro detekci exprese na
Obr. 15 (oznaceny tu¢nym popiskem). Pro detekci exprese vlozeného genu byla pouzita
protilatka proti znacce FLAG. Pro porovnani nanasky byla pouzita protilatka proti
proteinkindze RSK.

wt ERK2 MDCK

Obr. 17: Zména exprese exogenni proteinkiniazy ERK2 v ¢ase v linii wt ERK2
MDCK. Vzorek s oznacenim t=0 odpovida pocatecnimu stavu. Nasledné byla linie
kultivovéna nepftetrzit¢ po dobu 25 dni v médiu bez hygromycinu B. Kazdé 2-3 dny
byla linie pasazovana. Pro detekci exogenni proteinkindzy ERK2 byla pouzita protilatka
proti znacce FLAG, pro porovndni nanaSky byla pouZita protilatka proti proteinkindze
FAK. Oznaéni p. MDCK oznacuje parentalni linit MDCK bun¢k.
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5. Vysledky:
5.1. Popis periferniho aktinu v MDCK burikach

Periferni aktin neni na rozdil od laterdlniho aktinu ¢i stresovych vldken dobie
popsanou strukturou. Z tohoto diivodu jsme se jej rozhodli v MDCK burtikach funkéné a

morfologicky charakterizovat.

5.1.1. Periferni aktin asociuje s fokalnimi adhezemi

Abychom vizualizovali aktinové struktury v MDCK bunkach, byly buiky po
dobu 48 hodin kultivovany na krycim sklicku pokrytym fibronectinem. Za téchto
podminek vytvaii buniky tubularni epitel s vyvinutymi apikalnimi a baso-lateralnimi
stranami (Caslavsky et al., 2013). Takto polarizované buniky byly nésledn€ obarveny na
aktin, E-cadherin a paxillin (pouZzivan jako marker fokalnich adhezi) a analyzovany
pomoci konfokéalni mikroskopie. Soustfedili jsme se na analyzu bazélni ¢asti bunék,
ktera obsahuje perifernihi aktin (Ridley et al., 1995).

Periferni aktin kolokalizuje s velkym mnoZzstvim fokalnich adhezi (Obr. 18A),
ke kterym je pravdépodobné vazan. Na periferii kolonii se preferen¢né¢ nenachéazi E-
cadherin. E-cadherin je vMDCK bunkach lokalizovan zejména v oblastech
mezibunéénych spojii a na bazalni stran¢ ve formé granuli (Obr. 18B). Na periferii
kolonii neni pfitomen ani -catenin (Caslavsky et al., 2013).

Na XZ projekei kolonii MDCK bunégk je vidét, Ze periferni aktin je organizovan
do silného aktinového svazku na bazédlni strané epitelu. Lateralni aktin je
pravdépodobné aktinova sit, kterd se rozprostird po celé ploSe laterdlni membrany (Obr.

18C).
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A

Aktin - ¢ervené
Paxillin Paxillin - zelené
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Aktin - ¢ervené

Aktin E-cadherin E-cadherin - zelené
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Obr. 18: Periferni a lateralni aktin vytvareji rozdilné struktury a kolokalizuji s
rozdilnymi proteiny. MDCK bunky byly kultivovany po dobu 48 hodin na krycich
sklickach, nésledné zafixovany a nabarveny. Aktin byl vizualizovan pomoci faloidinu
konjugovanym s rhodaminem, jadra pomoci DAPI. Déle byl detekovan E-cadherin [A]
a paxillin [B] pomoci specifickych protilatek. [C] XY a XZ projekce kolonie MDCK
bun¢k. Vyplnéné oranzové Sipky ukazuji periferni aktin, nevyplnéné oranzové Sipky
lateralni aktin. Grafické méfitko odpovidé 25 pm.
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5.1.2. Buriky na periferii kolonie maji stejnou plochu i rychlost, jako burky
v centralni ¢asti kolonie

Jednou z moznych funkénich vlastnosti periferniho aktinu mohlo byt, Ze diky
asociaci s velikym mnozstvim fokalnich adhezi méni tvar ¢i rychlost migrace bun€k na
okraji kolonie. Takto mohlo dojit k rozdéleni na dvé rozdilné frakce. Abychom zjistili,
jaky mé vyznam periferni aktin na chovani a morfologii buné€k, rozhodli jsme se kolonie
MDCK bunék sledovat v redlném case. Zjistili jsme, Ze buiiky nemaji nijak omezen
pohyb v ramci kolonie. Mohou zcela volné putovat z periferie kolonie do jejiho stfedu a
naopak z jejiho stfedu na okraj.

Dale jsme porovnali plochu bunék, které se nachazeji po dobu osmi hodin bud’
na periferii kolonie, nebo v jejim centru. I kdyZ jsme v obou téchto parametrech
nameéfili statisticky vyznamné rozdily, neptikladali jsme jim vy$§i vahu (Obr. 19).
Z toho usuzujeme, Ze pozice vramci kolonie, struktura periferniho aktinu a velké

mnozstvi fokéalnich adhezi nema vliv na bunénou migraci a plochu bunék.
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Obr. 19: Kvantifikace bunécné plochy a bunécné rychlosti MDCK bunék. MDCK
buniky byly po dobu 48 hodin kultivovany na plastikovém podkladu, néasledné byly
buiikky po dobu 8 hodin nataceny (6 snimkl za hodinu) a z pofizenych videi byla
provedena kvantifikace. Byly méfeny bunky, které byly po celou dobu na okraji nebo
uvnitf buiiky. [A] Vyneseni plochy bungk (um?). [B] Vyneseni primémé rychlosti,
které¢ buiikky dosahly v casovém intervalu 8 hodin (um/hod). Na obou grafech je
zobrazen primér se smérodatnou odchylkou. Pro kazdou frakci bylo kvantifikovano
minimalné 25 bunék. (,,** =p<0,05; ,,***“ = p<0,01)
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5.1.3. Shrnuti kapitoly

Kolonie MDCK bunék jsou ohranieny perifernim aktinem, ktery je tvofen
silnym aktinovym svazkem a kolokalizuje s fokdlnimi adhezemi. Buiiky s perifernim
aktinem nemaji vyrazn¢ zménénou bunécnou plochu a rychlost v porovnani s buikami

uvnitt kolonie.

5.2. Regulace periferniho aktinu signalni kaskadou ERK
v artificialnim systému ARaf-1:ER MDCK bunék

Pro sledovani zmén v perifernim aktinu jsme vyuzivali zejména MDCK buiiky,
které exprimovaly kondicionalné aktivni formu proteinkindzy Raf. MDCK bunky
stabilné¢ exprimovaly konstrukt ARaf-1:ER, ktery je aktivovdn pomoci 4-
hydroxytamoxyfenu (4HT) a ndasledné¢ dochdzi k aktivaci signalni kaskady ERK.
Systém zalozeny na konstruktu ARaf-1:ER, ktery se sklada z kindzové domény lidské
proteinkindzy Raf-1 fizované s estrogenovym receptorem (ER; Obr. 20A), je robustni,
snadno se s nim manipuluje a navic 4HT ma vysokou stabilitu (Doehn et al., 2009;

Samuels et al., 1993).

5.2.1. Zikladni popis linie ARaf-1:ER MDCK bunék

Pfidani 4HT do média k MDCK buikam stabilné¢ exprimujici fizni protein
ARaf-1:ER zpisobi dlouhodobou aktivaci signalni kaskady ERK. Aktivita byla
stanovena porovnanim hladiny fosforylace efektorové proteinkinazy ERK v €ase (Obr.
20B). Vliv 4HT na stimulaci signalni drahy ERK a vlastni aktivitu proteinkinazy ERK
miZe byt blokovan pouzitim specifického inhibitoru CI1040 proteinkinazy MEK (Obr.
20B). Pouzivané koncentrace 4HT neméni aktivitu proteinkindzy ERK v parentalni linii
MDCK bunék (Obr. 21A). To ukazuje na specificky G€inek 4HT v experimentalnim
modelu ARaf-1:ER MDCK. Pouzivané koncentrace 4HT v parentdlni linii také

nevyvolavaji zmény v aktinovém cytoskeletu (Obr. 21B).
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Obr. 20: Schéma proteinového konstruktu ARaf-1:ER, aktivita signalni kaskady
ERK v ARaf-1:ER MDCK buiikach. [A] Schéma lidské proteinkinazy Raf-1 a od ni
odvozené¢ho konstruktu ARaf-1:ER. Na schématu je vyznacena kindzovd doména
proteinkindzy Raf-1, kterd byla nasledné fuzovéana s estrogenovym receptorem. [B]
Aktivita proteinkinazy ERK v ARaf-1:ER MDCK bunkach po stimulaci 4HT (vrchni
panel) nebo po stimulaci 4HT za soucasného pouziti inhibitoru CI1040 (dolni panel).
Lyzaty byly ziskany z ARaf-1:ER MDCK bunék, které byly kultivovany minimalné po
dobu 36 hodin. Poté byl k buitkkdm do média ptidan 1 uM 4HT s nebo bez 2 uM CI11040
a sklizeny v casovych intervalech 1 — 48 hodin. Aktivita proteinkinazy ERK byla
stanovena protilatkou rozeznavajici fosforylovany TEY motiv proteinkindzy ERK (P-
ERK). Identickd nanaska proteinu byla potvrzena pomoci protilatky rozeznavajici
proteinkinazu ERK?2.
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Obr. 21: Aktivita signalni kaskady ERK a aktinovy cytoskelet v parentalni linii
MDCK bunék v pritomnosti 4HT. MDCK buiiky byly po dobu 48 hodin kultivovany
na plastikovém podkladu (pro pfipravu lyzatl) nebo na krycich sklickach (pro
imunofluorescenci). Nasledné byl k bunikam pfidan 1 uM 4HT po dobu 16 hodin, poté
byly buiikky zlyzovany a metodou western blot analyzovdny nebo zafixovany a
nabarveny. [A] Porovnani aktivity proteinkinazy ERK2. 4HT neaktivuje proteinkindzu
ERK?2 v parentalni linii MDCK bunék. [B] Barveni na aktinovy cytoskelet (faloidin
konjugovany s rhodaminem) a jadra (DAPI). 4HT neméni aktinovy cytoskelet
v parentalni linii MDCK bun¢k. Grafické métitko odpovida 25 pm.
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5.2.2. ARaf-1:ER MDCK buiiky méni svou morfologii po stimulaci signalni
kaskady ERK

Aktivace signalni kaskddy ERK vede krozpadu epitelidlni architektury a
nasledné k individudlni migraci bunék (Caslavsky et al., 2013). Z tohoto diivodu jsme
pfedpokladali, Ze tento proces bude doprovazen remodelaci periferniho aktinu.
Abychom zjistili, jaky vliv mé aktivace signdlni kaskddy ERK na periferni aktin,
sledovali jsme nejprve morfologické zmény ARaf-1:ER MDCK bunék stimulované¢ 4HT
pomoci mikroskopie v redlném case po dobu dvanacti hodin. Aktivace signalni kaskady
ERK nejdiive vede k naristu bunééné plochy (Obr. 22, 23), ktery je doprovazen ztratou
epitelidlni polarity (Caslavsky et al., 2013). Také jsme pozorovali zvySujici se pocet
membranovych protruzi na periferii kolonie. Pti pietrvavajici aktivité signalni kaskady
ERK dochdzi k vyraznému naruSeni mezibunécnych kontaktti a k poruseni integrity
kolonii (Obr. 22). Avsak z neznamych divodl nedoslo k uplnému rozpadu bunécnych
kolonii, coZ je jinak jev béZné pozorovany.

Abychom vyhodnotili zmény v morfologii ARaf-1:ER MDCK bun¢k po
stimulaci 4HT, méfili jsme zménu bunécné plochy a bunécné rychlosti v ¢ase. Zvyseni
bunécné plochy koreluje se ztratou epitelidlni polarity a zména bunécné rychlosti se
ztratou mezibunéénych spoji a s rozpadem epitelu. Tyto parametry proto nepiimo
popisuji morfologické zmény epitelidlnich bun¢k v pribehu aktivace signdlni kaskady
ERK (Caslavsky et al., 2013). Po Sesté hodin¢ od stimulace bun¢k 4HT jsme pozorovali
vyrazny narist bunécné plochy (Obr. 23A), kterd koresponduje se ztratou epitelidlni
polarity bun¢k. Aktivace signalni kaskddy ERK vedla také k naristu bunééné rychlosti
(Obr. 23B, C), nicméné jsme nepozorovali obdobny zlomovy narist rychlosti

jednotlivych bunék (Obr. 23B).
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Obr. 22: Casovy pribéh morfologickych zmén v ARaf-1:ER MDCK buiikich po
stimulaci 4HT. Bunky byly kultivovany po dobu 48 hodin na plastikovém podkladu.
Poté byly stimulovany 1 pM 4HT a nataceny po dobu 12 hodin (6 snimkil za hodinu).

Grafické méfitko odpovida 200 pm.
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Obr. 23: Kvantifikace bunééné plochy a rychlosti ARaf-1:ER MDCK bunék po
stimulaci 4HT. [A] Zména bunécné plochy v Case. [B] Zména drahy v case. Bunécna
rychlost je v tomto piipadé prezentovana jako celkova drdha, kterou buiiky urazily za
dany casovy interval. [C] Primérna rychlost dosazena v ¢asovém intervalu 48 hodin.
Bylo zméfeno minimélné 50 bunck pro kontrolni nebo stimulované butiky. Na grafech
je zobrazen priimér se smérodatnou odchylkou (na grafu [B] neni z dGivodu piehlednosti
smérodatnd odchylka uvedena). Kvantifikace byla provedena z videi, jejichZ metodika
je popsana u Obr. 22. (,,***“ =~ p<0,001)

5.2.3. Reorganizace periferniho aktinu ARaf-1:ERpfFi stimulaci signalni
kaskady ERK

Dale jsme zjiStovali, zda jsou morfologické zmény kolonii ARaf-1:ER MDCK
bun¢k po aktivaci signdlni kaskddy ERK doprovazeny reorganizaci aktinového
cytokeletu na periferii kolonii. Pozorovali jsme, Ze aktivace signalni kaskady ERK vede
k vyznamné ptestavbé periferniho aktinu (Obr. 24). V prvnich fazich dochazi k naruSeni

a oslabeni periferniho aktinu. Lze také pozorovat fadu slabsich, paralelné sefazenych,
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aktinovych vldken na okraji kolonie. Po dlouhodobé stimulaci signalni kaskddy ERK
miZe byt struktura periferniho aktinu nahrazena lamellipodiem. Buiiky s lamellipodiem
jsou polarizované a svym vedoucim koncem smétuji ven z kolonie.

Periferni aktin je u nestimulovanych bunék pravdépodobné kotven do fokalnich
adhezi, které jsou organizovany paralelné¢ s okrajem bunc¢k. Naopak po stimulaci
signalni kaskddy ERK a po reorganizaci periferniho aktinu jsou fokalni adheze
usporaddany centripetdlné. Také se zdd, Ze mnozstvi fokalnich adhezi u bunék na
periferii po aktivaci signalni kaskddy ERK pokleslo, nicméné kvantifikace nebyla
provedena (Obr. 24).

Z dtvodu vizualizace bun€k a bunéénych struktur pomoci imunofluorescencni
mikroskopie nebyly builkky péstovany na plastikovém, ale na sklenéném podkladu.
Rozdilna matrice, na které¢ byly MDCK buiiky kultivovany, zptisobila ¢asovou prodlevu
ve zméné morfologie MDCK bunék pii stimulaci signdlni kaskady ERK. Doslo ke v§em
vySe popsanym zméndm, ale s n€kolikahodinovym zpozdénim. Z tohoto divodu byly
buiiky kultivované na sklenéném podkladu fixovany po delsi stimulaci signélni kaskady

ERK.
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Obr. 24: Zmény v aktinovém cytoskeletu ARaf-1:ER MDCK bunék béhem
stimulace 4HT. ARaf-1:ER MDCK buniky byly kultivovany 48 hodin na krycich
sklickéach, nasledné 12 nebo 24 hodin stimulovany 1 uM 4HT a zafixovany. U bunck
byl detekovan aktinovy cytoskelet (faloidin konjugovany s rhodaminem), fokalni
adheze (protilatka proti paxillinu) a jadra (DAPI). Grafické méfitko odpovida 25 um.

5.2.4. Inhibice signéalni kaskady ERK zabrani prestavbé periferniho aktinu v
ARaf-1:ER MDCK buiikach.

Proteinkindza Raf je schopna kromé signdlni kaskady ERK aktivovat také jiné
dréhy, které se mohou podilet na ptrestavbé aktinového cytoskeletu (Broustas et al.,
2002; Ding et al., 2004; Tan et al., 2001). Proto jsme MDCK buiiky stimulovali 4HT a
soucasn¢ inhibovali proteinkindzu MEK jejim specifickym inhibitorem CI1040. Za
téchto podminek nebyl periferni aktin naruSen ¢i nahrazen dynamickymi protruzivnimi

aktinovymi strukturami, naopak v nékterych ptipadech byl silnéj$i nez u kontrolnich
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bunék (Obr. 25). To potvrzuje dileZitou roli proteinkinazy ERK v regulaci periferniho

aktinu.

Kontrola _ AHT __ 4HT + C11040

Aktin

-cervené

DAPI - modfe

Aktin

Obr. 25: Zmény periferniho aktinu pfi inhibici signdlni kaskddy ERK v ARaf-
1:ER MDCK buiikach. Bunky byly po dobu 48 hodin kultivovany na krycich
sklickach. Nasledné byly po dobu 16 hodin stimulovany 1 uM 4HT s nebo bez
pfitomnosti 2 uM CI1040 inhibitoru, zafixovdny a nabarveny na aktinovy cytoskelet
(faloidin konjugovany s rhodaminem) a jadra (DAPI). Grafické métitko odpovida 25
pm.

5.2.5. Shrnuti kapitoly

Béhem stimulace signalni kaskady ERK pomoci 4HT dochazi k morfologickym
zméndm bunék v koloniit MDCK bun¢k, které stabiln¢ exprimuji ARaf-1:ER. Ty jsou
doprovazeny naruSenim a reorganizaci perifernich aktinovych svazkii a zformovanim
dynamické protruzivni struktury. Inhibice signdlni kaskddy ERK u stimulovanych

buné¢k zabrani pfestavbé periferniho aktinu.

5.3. Zmény periferniho aktinu v parentalni linii MDCK bunék

V dal$im kroku jsme se rozhodli zopakovat dil¢i experimenty také v parentalni
liniit MDCK bunék. Chtéli jsme si byt jisti, Ze se nejednd o efekt artificidlniho systému
zalozeného na ARaf-1:ER konstruktu, a ze je mozné dosidhnout stejnych zmén
v aktinovém cytoskeletu i za pfirozenych podminek. Pro dlouhodobou stimulaci
signalni kaskady ERK jsme pouZili ristovy faktor HGF/SF.
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5.3.1. Stimulace MDCK bunék ristovym faktorem HGF/SF remodeluje
periferni aktin

Stejné jako v ptipadé stimulace MDCK bun¢k s ARaf-1:ER konstruktem jsme u
parentélni linie po stimulaci rastovym faktorem HGF/SF pozorovali zmény v aktinovém
cytoskeletu na periferii kolonii. Tato struktura se postupné rozpad4 na mensi Casti a je
oslabena. V tadé ptipadl periferni aktin témét chybi nebo je nahrazen lamellipodiem.
Také dochazi k reorganizaci fokalnich adhezi z paralelniho uspotfaddani na centripetalni.
Zda se, ze fokalni adheze u bunék na periferii kolonii jsou lokalizovany zejména

v lamellipodiu nebo v ostatnich bunéénych protruzich (Obr. 26).

Aktin - éervené
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Obr. 26: Zmény v aktinovém cytoskeletu v parentalni linii MDCK bunék po
stimulaci ristovym faktorem HGF/SF. MDCK burnky byly kultivovany 48 hodin na
krycich sklickdch, nasledné¢ 12 nebo 24 hodin stimulovany 100 ng/ul HGF/SF a
zafixovany. U bunék byl detekovan aktinovy cytoskelet (faloidin konjugovany s
rhodaminem), fokalni adheze (protilatka proti paxillinu) a jadra (DAPI). Grafické
méftitko odpovida 25 um.
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5.3.2. Inhibice proteinkinazy MEK zabrani remodelaci periferniho aktinu
v parentalni linii MDCK bunék

Jako diikaz, ze signdlni kaskdda ERK je nezbytnd pro remodelaci periferniho
aktinu pfi stimulaci ristovym faktorem HGF/SF, jsme se rozhodli soucasné stimulovat
MDCK bunky rustovym faktorem HGF/SF a inhibovat kindzu MEK inhibitorem
CI1040. I vtomto piipadé inhibice efektorové proteinkindzy zamezila piestavbé
periferniho aktinu a bunky si udrzeli aktinové struktury srovnatelné s kontrolnimi
bunikami (Obr. 27)

_ ntrola HGF/SF

S

HGF/SF + CI1040

Aktin - éervené
DAPI - modfe

Obr. 27: Zmény v perifernim aktinu u parentilni linie MDCK bunék pf¥i inhibici
proteinkinazy MEK. Bunky byly po dobu 48 hodin kultivovany na krycich sklickach.
Nésledné byly po dobu 16 hodin stimulovany 100 ng/ul HGF/SF s nebo bez 2 uM
CI1040, zafixovany a nabarveny na aktinovy cytoskelet (faloidin konjugovany s
rhodaminem) a jadra (DAPI). Grafické métitko odpovida 25 pm.

5.3.3. Konstitutivné aktivni proteinkiniza MEK méni organizaci aktinového
cytoskeletu v MDCK burikach

Proteinkindzy ERK1 a ERK2 jsou jedninym zndmym substratem proteinkinazy
MEK (Roberts a Der, 2007). Abychom jednoznaéné prokazali, Ze aktivace proteinkindz
ERK je nejen nutnd, ale i dostatecna pro pozorované morfologické zmény, vnesli jsme
do MDCK bunék konstitutivné aktivni formu proteinkindzy MEK1 (MEK SD; mutantni
lidska proteinkindza MEK1). Po transientni transfekci MDCK bun¢k konstitutivné

aktivni proteinkinazou MEKI1 jsme pozorovali zmény v aktinovém cytoskeletu
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srovnatelné s pfedchozimi vysledky, dosazené pomoci 4HT nebo ristovym faktorem
HGF/SF. Bunky ztratily epitelidlni polaritu a staly se samostatnymi. Periferni aktin byl
oslaben a bunky na okraji kolonie vytvéfely lamellipodium a ostatni membranové

protruze (Obr. 28).

Aktin - ¢ervené
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Obr. 28: Zmény v aktinovém cytoskeletu MDCK bunék po transientni transfekci
konstitutivné aktivni proteinkinizou MEK. MDCK buiky byly po dobu 36 hodin
kultivovany na krycich sklickach, nasledné¢ byly transfekovany plasmidem kdédujicim
konstitutivné aktivni protinkindzu MEK a fluorescen¢ni protein EGFP (MEK SD
v pIRES plasmidu) a po 36 hodinach zafixovany. Builkky byly poté nabarveny na
aktinovy cytoskelet (faloidin konjugovany s rhodaminem) a jadra (DAPI). Buiky
exprimujici MEK SD byly identifikovany pomoci exprese EGFP. Grafické méfitko
odpovida 100 pm.

5.3.4. Shrnuti kapitoly

Stimulace MDCK bun¢k rastovym faktorem HGF/SF vyvolava u bunék oslabeni
a rozpad aktinového cytoskeletu na okraji kolonii a také v téchto oblastech dochazi ke
vzniku lamellipodia. Témto zméndm zabrani inhibice signalni kaskddy ERK. Stimulace
parentalni linie MDCK bunék pomoci rastového faktoru HGF/SF ma na periferni aktin
shodny efekt, jako stimulace linie ARaf-1:ER MDCK pomoci 4HT nebo exprese
konstitutivné aktivni proteinkinazy MEK. Souhrné tyto vysledky ukazuji, ze aktivace
signalni kaskddy ERK je nejen nutn4, ale i dostate¢na k remodelaci periferniho aktinu a

rozpadu epitelidlni struktury MDCK bunék.
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5.4. Periferni aktin se sklada z rady mensSich vlaken

Dale jsme sledovali zmény v perifernim aktinu v ¢ase v zdvislosti na aktivité
signalni kaskady ERK. Do bun¢k jsme stabilné vlozili konstrukt, ktery koduje aktin
fuzovany s cervenym fluorescencnim proteinem (RFP-actin MDCK; viz kap. 4.3.
Ptiprava stabilnich linii). Toto je jedind vytvofena stabilni linie pouzitd v této praci, ze
které pti ptiprave nebyl izolovan klon, proto buiiky vykazuji rozdilnou expresi.

Zivé MDCK buiiky stabilné exprimujici RFP-actin jsme sledovali pomoci
konfokalni mikroskopie a nasledné analyzovali zmény v reorganizaci periferniho aktinu.
Zjistili jsme, Ze periferni aktin a stresova vldkna jsou v nestimulovanych buiikdch malo
dynamické struktury a v ¢ase se reorganizuji pouze pii piemistovani bunky v ramci
kolonie. Naopak dynamika nové formovanych protruzi mezi sousednimi buiikami uvnitf
kolonie je znacna a je konzistentni s na§im pozorovanim, ze buiky v ramci kolonie
migruji (Obr. 29A). Pokud ale bunky stimulujeme rastovym faktorem HGF/SF, dochazi
k dynamickym zménam ve struktufe periferniho aktinu. Ten se rozpadé na fadu slabsich
aktinovych vlaken, kterd se ale mohou formovat zpét do struktury silného periferniho
aktinového svazku (Obr. 29B). Rozpad nebo uvoliiovani vldken z periferniho aktinu
byly v omezené mife pozorovany také u nestimulovanych bunék. Tento proces je ale
méné¢ dynamicky. Pouzity postup je pro buinky narocny a zmény v aktinovém
cytoskeletu bylo mozné sledovat pouze po dobu jedné hodiny. Nicméné ziskana data
naznacuji, Ze lamellipodium ¢i ostatni protruze by mohly vznikat pfestavbou periferniho

aktinu.
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Obr. 29 [A]; Legenda k tomuto obrazku je na nasledujici stran¢.
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RFP-actin MDCK bunky; stimulace HGF/SF
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Obr. 29: Casovy pribéh zmén v aktinovém cytoskeletu v MDCK buiikich po
stimulaci ristovym faktorem HGF/SF. MDCK bunky exprimujici fluorescencné
znaeny aktin byly kultivovany po dobu minimaln€ 36 hodin na sklenéném podkladu.
Poté byly buniky bez ptitomnosti rastového faktoru HGF/SF [A] nebo s HGF/SF [B] po
dobu 1 hodiny natd€eny na konfokalnim mikroskopu (30 snimki za hodinu). Zachycené
zmény v aktinovém cytoskeletu v pfitomnosti 100 ng/ul HGF/SF se odehraly mezi 4.-5.
hodinou od zacéatku stimulace. Pfi nataceni byla snimana pouze tenka fokalni rovina
tésn¢ u podlozniho skli¢ka. Prvni (t=0 min) a posledni (t=60 min) snimek v hodinovém
intervalu je doplnén o fazové fotografie kolonie. Barevné (Cervené, zelen¢ a modre) jsou
zvyraznény zmény v aktinovém cytoskeletu béhem jedné hodiny (3 Casové intervaly).
Oranzovymi Sipkami jsou zvyraznéna vldkna, kterymi je periferni aktin pravdépodobné
tvofen.
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5.5. Vliv efektorovych proteinkinaz ERK1 a ERK2 na morfologii
MDCK bunék a prestavbu periferniho aktinu

Proteinkindzy ERK1 a ERK2 jsou ko-exprimovany ve vétSin€ tkani, na dany
podnét jsou obé izoformy paralelné aktivovany a maji fadu spole¢nych substrati
(Lefloch et al., 2009; Yoon a Seger, 2006). Rada studii nerozliSuje mezi izoformami
proteinkindzy ERK, a pokud mezi nimi rozliSuje, povazuje je za ekvivalentni (Yoon a
Seger, 2006). Ale v ptipadé bunééné migrace se ukazuje, Ze proteinkinaza ERK2 je
esencidlni, a naopak proteikindza ERK1 zcela postradatelna (von Thun ef al., 2012).
Dale bylo pozorovano, Ze ektopickd exprese proteinkinazy ERK2 vyrazné¢ méni
morfologii epitelidlnich buné€k, zatimco ektopicka exprese proteinkindzy ERK1 znatelné
zmény v morfologii nevyvola (Shin ef al., 2010). Proto jsme se rozhodli zjistit, zda i na
pfestavbu periferniho aktinu je potiebnd proteinkindza ERK2, nebo zda jsou obé¢
izoformy vtomto ohledu ekvivalentni. Z tohoto divodu, sohledem na potifebnou
uniformitu bun€¢k a s ohledem na nésledujici postup (pouzity v kapitole 5.6.), jsme
vytvofili linie MDCK bunék, do kterych byly stabilné vloZeny geny pro proteinkindzu
ERK1 nebo ERK2 obsahujici FLAG-epitop na N-konci (na schématech jsou tyto linie
oznacovany jako wt ERK1 MDCK a wt ERK2 MDCK; viz kap. 4.3 Piiprava stabilnich

linif).

5.5.1. Biochemicky popis linii MDCK bunék s ektopickou expresi
proteinkinazy ERK1 a ERK2

Pritomnost sekvence FLAG na N-konci u vloZenych proteinkindz méni
pohyblivost v akrylamidovém gelu, coz ndm umoznilo rozlisit endogenni a exogenni
formy proteinkindzy ERK (Obr. 30A). Byly vybrany takové klony, kde je podobna
exprese exogennich variant proteinkindz ERK1 a ERK2. Exprese endogennich forem
proteinkindz ERK1 a ERK2 nebyly ektopickou expresi proteinkindzy ERK ovlivnény
(Obr. 30B; viz kap. 4.3. Priprava stabilnich linii).
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Glycin  C-helix Kat.  Aktivaéni
bohata smy¢ka smyc¢ka [l Shodné aseky mezi ERK1 a ERK2
smy¢ka (kat. asp.) B Rozdilné tiseky mezi ERK1 a ERK2
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ERK1/2 [ ] 2k
RoK  [(mm—— —]

Obr. 30: Exprese exogennich forem proteinkinaiz ERK1 a ERK2 v MDCK
buiikach. [A] Schéma vlozenych genii proteinkindz ERK1 a ERK2 do MDCK buné¢k.
Na schématu jsou vyznaceny zdkladni funkéni domény proteinkindzy ERK a barevné
jsou odliseny rozdily mezi proteinkinazou ERK1 a ERK2. Znacka FLAG na N-konci
neni v méfitku se schematickym znazornénim proteinkinazy ERK1/2. [B] Porovnani
exprese proteinkindz ERK1 a ERK2 v MDCK buiikdch u pouzivanych klont. Pro
porovnani nandsky byla pouZzita detekce proti proteinkindze RSK. Oznaleni ,,p.
MDCK* indikuje parentalni linii MDCK bun¢k.

MDCK buiiky s ektopickou expresi proteinkinazy ERK1 nebo ERK2, které
rostly za stejnych podminek (tedy ve stejném slozeni média, teploty a mnozstvi CO,
v atmosfére) piiblizné¢ ve stejné konfluenci a které nebyly ni¢im stimulovany,
vykazovaly odliSnou aktivitu signalni kaskddy ERK (Obr. 31). Analyza bunécnych
lyzath ukazala, ze aktivita endogennich proteinkindz ERK1 a ERK2 nebyla ektopickou
expresi vyznamné ovlivnéna. Nicméné ektopicky trimovana forma proteinkinazy ERK2
byla aktivovana mnohem vice nez ERK1 (Obr. 31). Také jsme pozorovali odliSnou
aktivitu proteinkindz RSK v pfipravenych stabilnich liniich (Obr. 31). Ektopicka
exprese proteinkinazy ERKI1 snizila aktivaci proteinkindzy RSK, naopak vysoka

exprese proteinkinazy ERK2 aktivitu proteinkinazy indukovala.
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Obr. 31: Porovnani aktivity proteinkiniz ERK1, ERK2 a RSK v MDCK buiikach.
Lyzaty byly pfipraveny z bunck, které byly kultivovany po dobu 48 hodin na
plastikovém povrchu. Byla provedena detekce na proteinkindzy ERK1/2, P-ERK (TEY
motiv), RSK a P-RSK (Ser221).

5.5.2. Morfologie MDCK bunék ektopicky exprimujici proteinkinazu ERK1
a ERK2

Ektopicka exprese proteinkinaz ERK1 a ERK2 vedla k morfologickym zménadm
MDCK bunék (Obr. 32). MDCK buiiky s ektopickou expresi proteinkinazy ERK2 jsou
stale schopny formovat kolonie, av§ak mezibunécné spoje bunék v kolonii jsou velmi
naruSeny. V nékterych piipadech dochazelo k uplné ztrat¢ kontaktu mezi buiitkami. Bylo
mozné pozorovat bunky, které opustily kolonii a po nékolika desitkdch minut se k ni
opét ptipojily. Buniky zaujimaly vétsi plochu v porovnani s parentalni linii a buiiky na
okraji kolonie mély vétSinou vyrazné protruze (Obr. 32).

Vyse popsané zmény vyvolané ektopickou expresi proteinkindzy ERK2 bylo
mozné pozorovat u vice nez 90% bunck. V piipad¢ ektopické exprese proteinkinizy
ERK1 jsme pozorovali dva odli$né fenotypy pfiblizné ve stejném poméru (Obr. 32).
Prvni subpopulace bunék (oznacovana jako wt ERK1 MDCK [1]) byla porovnatelna
s parentalni linii. Buiiky tvofily zaoblené kolonie, mély mezi sebou silné mezibunécné
spoje a okrajové buniky nemély Zadné, nebo velice drobné protruze. Morfologie druhé
subpopulace bunék (oznacovana jako wt ERK1 MDCK [2]) byla vice podobna
morfologii bun€k s ektopickou expresi proteinkindzy ERK2. Buiky vykazovaly

¢astecnou ztratu epitelidlni polarity a formovani protruzi na okraji kolonie.
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Obr. 32: Morfologické zmény MDCK bunék vyvolané ektopickou expresi
proteinkinaz ERK1 a ERK2. Snimky kolonii parentalni linie MDCK bun¢k a bunék s
ektopickou expresi proteinkindzy ERK1 a ERK2 byly pofizeny po 48 hodinach
kultivace za stejnych podminek. Na snimcich jsou zobrazeny obé pozorované
subpopulace MDCK bun¢k s ektopickou expresi proteinkindzy ERK 1. Grafické métitko
odpovida 200 pm.

5.5.3. MDCK buiiky s ektopickou expresi proteinkinazy ERK2 zaujimaji
vy$$i plochu a jsou rychlejsi nez buiiky s ektopickou expresi proteinkinazy
ERK1

Pro porovnani zmén ve vlastnostech bunék, které vyvola ektopickd exprese
proteinkindz ERK1 a ERK2, jsme se rozhodli zméfit bunéénou plochu a bunécnou
rychlost. V pfipadé bunck s ektopickou expresi proteinkindzy ERKI1 byly
kvantifikovany ob¢ subpopulace bunék a naméfené hodnoty byly nasledné
zprumérovany. Protoze bunky na periferii kolonii mohou mit protruze, které mohou
vyrazné zvysit bunéénou plochu, byl pfi kvantifikaci ve vSech liniich dodrZen stejny

pomér perifernich bun¢k a bunék uvniti kolonie.
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Ob¢ stabilni linie mély méfené parametry vysSi a statisticky vyznamné
v porovnani s parentdlni linii MDCK bunék (Obr. 33). AvSak ektopicka exprese
proteinkindzy ERK2 vyvolala také vyraznéj$i zmény v morfologii, nez proteinkindza

ERKI.
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Obr. 33: Kvantifikace zmény bunécéné plochy a rychlosti v MDCK buiikiach
vyvolanych ektopickou expresi proteinkindz ERK1 a ERK2. Linie MDCK buné&k
byly kultivovany po dobu 48 hodin na plastikovém podkladu a nasledné po dobu 8
hodin natd€eny (6 snimki za hodinu). Z potizenych videi byla provedena kvantifikace.
[A] Kvantifikace bunécné plochy. [B] Kvantifikace bunécné rychlosti. Na obou grafech
je vynesen prumeér se smerodatnou odchylkou. Namétené hodnoty pro kazdou linii byly
ziskany z minimalné 50 bunék. (,,***“ = p<0,001)

5.5.4. Proteinkinaza ERK2 reorganizuje periferni aktinovy cytoskelet
v MDCK burikach

Pozorované¢ zmény MDCK buné¢k s ektopickou expresi proteinkindzy ERKI
nebo ERK2 se projevily také na organizaci periferniho aktinového cytoskeletu (Obr.
34). Vysoka exprese proteinkinazy ERK?2 zptisobila oslabeni nebo rozpad periferniho
aktinu na tfadu slabsich aktinovych vlaken. V mistech, kde byl periferni aktin oslaben,
byly velice ¢asto formovany protruze. V nékterych piipadech struktura periferniho
aktinu chybéla a byla nahrazena lamellipodiem. Ektopicka exprese proteinkindzy ERK2
také vyrazné redukovala mnozstvi fokalnich adhezi. Periferni bunky méli fokalni
adheze formovany pfedevs§im v bunécnych protruzich a v lamellipodiu.

Vysoka exprese proteinkinazy ERK1 nevyvolala v porovnani s proteinkindzou
ERK?2 vyrazné zmény v perifernim aktinu (Obr. 34). Ten ziistal zpravidla srovnatelny

s parentalni linii a nedoSlo u né k vyraznéj§im prestavbam. U buné€k, které svou
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morfologii byly bliz§i projeviim proteinkinazy ERK2, byl periferni aktin slabsi, ale stale
uceleny. U obou subpopulaci byl periferni aktin lemovan velkym mnozstvim fokélnich

adhezi.

Aktin - éervené
Aktin Paxillin Paxillin - zelené
DAPI - modre

parental MDCK

wt ERK2 MDCK

wt ERK1 MDCK [1]

JNEERRT MDCR L2

Obr. 34: Zmény v aktinovém cytoskeletu MDCK bunék pri ektopické expresi
proteinkiniz ERK1 a ERK2. Linie MDCK bungk byly po dobu 48 hodin kultivovany
na sklenéném podkladu, nasledné zafixovany a nabarveny na aktinovy cytoskelet
(faloidin konjugovany s rhodaminem), fokalni adheze (protilatka proti paxillinu) a jadra
(DAPI). U linie s ektopickou expresi proteinkinazou ERKI1 je zobrazen aktinovy
cytoskelet a fokalni adheze obou subpopulaci. Grafické métitko odpovida 25 pm.
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5.5.5. Linie MDCK bunék s ektopickou expresi proteinkiniazy ERK2 reaguje
na rustovy faktor HGF/SF intenzivnéji

Jelikoz ektopickd exprese proteinkindizy ERK1 nebo ERK2 nevede ke
kompletnimu rozpadu kolonii, rozhodli jsme se pfipravené stabilni linie stimulovat
rastovym faktorem HGF/SF a sledovat zmény v morfologii bun¢k a bunéénych kolonii.
Ristovy faktor HGF/SF nemél na bunky s ektopickou expresi proteinkinazy ERK1 vliv
a zpravidla nedoslo k desintegraci mezibunécnych spoji a zisku autonomie. Vyjimkou
byly bunky, které byly svou morfologii bliz§i bunkam s ektopickou expresi
proteinkinazy ERK2, kdy v pozdéjsich Casovych intervalech bylo mozné pozorovat
bunky, které se morfologicky podobaly buiikdm mezenchymélnim. Naopak MDCK
bunky s ektopickou expresi proteinkinazy ERK2 vyrazné reagovaly na piitomnost
rastového faktoru HGF/SF a velice brzy po stimulaci doslo k zisku autonomie a zméné
morfologie na buniky podobné buitkdm mezenchymu (Obr. 35).

Piekvapivé je, ze ani vjednom piipadé nedoSlo k vyraznéjSim zméndm
v bunécné plose (Obr. 36A). Tato naméfend data naznacuji, Ze proteinkindza ERK1
brani ztrat¢ epitelidlni polarity. Naopak, pouhé zvySeni exprese proteinkindzy ERK2
vyvola ztratu epitelidlni polarity. Dale jsme pozorovali rychlost stimulovanych a
nestimulovanych MDCK bunék s ektopickou expresi proteinkindzy ERK1 a ERK2. Po
stimulaci rGstovym faktorem HGF/SF doSlo k okamZitému a prudkému nartstu
migrace, kterd se pii grafickém vyneseni hodnot projevuje zlomem kiivky (Obr. 36B).
Naopak buiky s ektopickou expresi proteinkindzy ERK1 vykazovaly po stimulaci
ristovym faktorem HGF/SF maly narist migrace (Obr. 36B, C) a nedoslo ke zlomu
ktivky po grafickém vyneseni hodnot (Obr. 36B).
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[ Stimulace HGF/SF |
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wt ERK2 MDCK

wt ERK1 MDCK [2] wt ERKT MDCK [1]

Obr. 35: Zmény v morfologii MDCK bunék s ektopickou expresi proteinkinaz
ERK1 a ERK2 po stimulaci rastovym faktorem HGF/SF. MDCK burnky ektopicky
exprimujici proteinkindzu ERK1 nebo ERK2 byly po dobu 48 hodin kultivovany na
plastikovém podkladu, nasledné stimulovany 100 ng/ul HGF/SF po dobu 12 hodin.
Grafické méfitko odpovidd 200 pm.
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Obr. 36: Kvantifikace bunécné plochy a rychlosti migrace MDCK bunék s
ektopickou expresi proteinkinaz ERK1 a ERK2 po stimulaci riistovym faktorem
HGF/SF. Kvantifikace byla ziskdna z videi potizenych za podminek popsanych u Obr.
35. [A] Priimérnd rychlost dosazena v ¢asovém intervalu 12 hodin. [B] Zména dréhy v
Case. [C] Zména bunécné plochy v ¢ase. Na grafech je vynesen primér se smérodatnou
odchylkou (u grafu [B] neni z divodu piehlednosti smérodatnd odchylka uvedena).
Hodnoty byly ziskdny kvantifikaci minimalné¢ 50 bunék pro kazdé meéteni (= 100
buitkdm pro kazdou linii). Pro porovnani byly vSechny grafy doplnény o hodnoty pro
linii ARaf-1:ER, které byly uvedeny na Obr. 23 (Hodnoty pro linii ARaf-1:ER MDCK
byly ziskdny za stejnych podminek, jako hodnoty pro linie s ektopickou expresi
proteinkindzy ERK1 a ERK2; vyjimkou je pouziti 4HT misto ristového faktoru
HGEF/SF).

5.5.6. Shrnuti kapitoly
Zjistili jsme, Ze ektopicka exprese proteinkindzy ERK2 je dostate¢nd k tomu,
aby indukovala vyrazné zmény v perifernim aktinu, bunécnou morfologii a migraci.

Dale proteinkindza ERK2 je MDCK buitkkami vyuZzivdna pro rozpad kolonii MDCK
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bunék. Naproti tomu u bunék s vysokou expresi proteinkinazy ERK1 byl periferni aktin
stale zformovan a bunky byly spiSe podobné parentalni linii. Zajimavym zjisténim je, Ze
ektopickd exprese proteinkinazy ERK1 blokuje ndrlst migrace a rozpad bunécnych
kolonii po stimulaci rdstovym faktorem HGF/SF. Protoze -ektopicka exprese
proteinkindzy ERK2 méla na zmény v MDCK bunkach vyraznéjsi efekt, v dalSich

experimentech jsme vyuZivali pouze proteinkinazu ERK2 a jeji mutované formy.

5.6. Role vazebnych domén proteinkinazy ERK2 pri prestavbé
periferniho aktinu v MDCK buiikach

V této praci jsme ukazali, Ze signalni kaskdda ERK a zvlasté pak proteinkindza
ERK2 je schopna indukovat pfestavbu periferniho aktinu v buiikdch. Abychom
objasnili, jakym zptisobem dochazi k pfenosu signdlu z proteinkinyzy ERK na cilové
efektorové proteiny, vyuzili jsme proteinkindz ERK2 mutovanych v doménach
zodpovédnych za vazbu substratli. Proteinkinaza ERK ma dvé domény, kterymi vaze
rozdilné aminokyselinové motivy na svych substratech. Jsou jimi CD-doména a DBP-
doména, kterymi se vaze na substritovou D-doménu, respektive DEF-doménu.
Zavedenim bodovych mutaci ve vazebnych mistech proteinkindzy ERK lze efektivné
zabranit interakci s pfisluSnymi substraty a nenarusit kindzovou aktivitu nebo interakci
pomoci druhého motivu (Burkhard ef al., 2011). Byly vytvofeny dvé linie MDCK
bun¢k, do kterych byly stabilné zaneseny geny proteinkinazy ERK2 s mutaci v DBP-
doméné¢ (L232 ERK2 MDCK) nebo CD-doméné¢ (DDNN ERK2 MDCK; viz kap. 4.3.
Ptiprava stabilnich linif).

Chtéli jsme také zjistit, zda dimerizace proteinkindzy ERK2 je nutnd pro
prestavbu periferniho aktinu. Zda se, ze dimerizace je nutna pro fosforylaci
cytoplasmatickych substrati, ale neni nutna pro fosforylaci jadernych substrati (Casar
et al., 2008). Tvorbou stabilni linie, ktera nese dimerizaéné defektni variantu
proteinkinazy ERK2 (HL-ERK2 MDCK; viz kap. 4.3. Ptiprava stabilnich linii) jsme

chtéli vice zptesnit regulaci periferniho aktinu.

5.6.1. Biochemicka charakteristika stabilnich linii MDCK bunék s vloZenymi
geny proteinkinazy ERK2

Do MDCK bunék byly stabiln¢ vlozeny geny odvozené od proteinkindzy ERK2

se znackou FLAG na N-konci a bodovymi mutacemi v interak¢énich nebo dimeriza¢nich
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motivech (Obr. 37A). Z pfipravenych klonl pro jednotlivé stabilni linie byly vybrany
takové, které maji podobnou expresi vlozenych genii (Obr. 37B).

VSechny exogenni varianty proteinkinazy ERK2 jsou v MDCK bunikach pii
standardni kultivaci bez nutnosti stimulace aktivovany (Obr. 38). Protoze proteinkinaza
DDNN ERK2 putuje na akryl-amidovém gelu ve stejné oblasti jako endogenni
proteinkindiza ERK2 a neni tedy moZzné stanovit jeji aktivitu piimo v celkovych
bunéénych lyzatech, byly jednotlivé formy exogenni proteinkindzy ERK2
imunoprecipitovany (Obr. 39). Abychom zabranili pfipadné izolaci dimeru endogenni
proteinkindzy ERK2 s DDNN ERK2, byl lyzat pfed imunoprecipitaci sonikovan.
Z vysledki jsme zjistili (Obr. 38, 39), Ze v nejvétsi mife je aktivovana proteinkinaza
DDNN ERK2, néasleduje nemutovand varianta proteinkindzy ERK2, nasledné
proteinkinaza [.232 ERK2 a nejméné je aktivni HL ERK2. Sledovali jsme také aktivitu
proteinkindzy ERK1 (Obr. 38, 39). Ta je aktivni ve vSech liniich s vyjimkou linie
s expresi proteinkindizy DDNN ERK2, kde nebyla za standardni kultivace a bez

stimulace aktivni proteinkindza ERK1 detekovana.
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Obr. 37: Exprese exogennich forem proteinkiniz ERK2 v MDCK buiikach. [A]
Schéma vlozenych genii proteinkindzy a ERK2 do MDCK buné¢k. Na schématu jsou
vyznaceny zakladni domény proteinkindzy ERK a mista bodovych mutaci. Znacka
FLAG na N-konci neni v méfitku se schematickym znazornénim proteinkindzy ERK?2.
[B] Porovnani exprese exogennich variant proteinkindzy ERK2 v MDCK bunikach u
pouzivanych klont. Pro porovndni nanaSky byla pouzita detekce proti proteinkindze
RSK. Proteinkiniza DDNN ERK2 putuje na SDS PAGE stejné¢ jako endogenni
proteinkindza ERK?2.
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Obr. 38: Porovnani aktivity mutantnich variant proteinkinizy ERK2 v MDCK
bunkach. Lyzaty byly pfipraveny z MDCK bun¢k po 48 hodinové kultivaci na
plastikovém podkladu. Byla provedena detekce na proteinkindzu ERK2 a P-ERK (TEY
motiv). Pro porovnani nanasky byla pouzita detekce proti proteinkindze FAK.
Proteinkinaza DDNN ERK2 putuje na SDS PAGE stejné jako endogenni proteinkinaza
ERK2.
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Obr. 39: Imunoprecipitace exogennich variant proteinkinazy ERK2 z MDCK
bunék. Linie MDCK bunék byly kultivovany po dobu 48 hodin na plastikovém
podkladu a nasledné zlyzovany. Bunécéna suspenze byla sonikovana a nasledné z ni byly
imunoprecipitovany exogenni varianty proteinkindzy ERK2 pomoci protilatky proti
znace FLAG. Precipitované proteinkindzy ERK2 byly detekovany protilatkou
rozpoznavajici proteinkinazy ERK1/ERK2. Tato protilatka, na rozdil od protilatky proti
proteinkindize ERK2 (viz Obr. 38), nerozeznavd proteinkinizu HL ERK2,
pravdépodobné kvili zavedené mutaci. Déle byla detekovdana fosforylovana
proteinkindza ERK (TEY motiv).
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5.6.2. Ektopicka exprese proteinkinaizy ERK2 s mutaci v DBP-doméné
nevyvola morfologické zmény v MDCK buiikach

Porovnéni jednotlivych bunécnych linii ukazalo, Ze pouze u linie exprimujici
proteinkindizu DDNN ERK?2 byla morfologie porovnatelna s linii s ektopickou expresi
nemutované proteinkindzy ERK2 (Obr. 40). Buiiky exprimujici proteinkindzzu DDNN
ERK2 mély narusené mezibunécné spoje, ale tyto bunky byly stale schopny formovat
kolonie. Bylo moZzné pozorovat kolaps mezibunééného kontaktu a naruSeni kolonie.
Stejn¢ jako u ektopické exprese proteinkindzy ERK?2, zaujimaly builky s expresi
proteinkindizy DDNN ERK2 vétsi bunécnou plochu a okrajové bunky mély zpravidla
vyrazné protruze.

Exprese proteinkinazy 1232 ERK2 vyraznym zptisobem nezménila bunécnou
morfologii a buiiky byly srovnatelné s parentalnim fenotypem (Obr. 40). Tato linie
tvofila ucelené zaoblené kolonie a nepozorovali jsme jejich vyrazné naruSeni. U bunék
na okraji kolonii bylo moZné pozorovat drobné protruze. Jelikoz je proteinkinaza 1232
ERK2 exprimovana ve stejné mife jako nemutovand zanesena proteinkindza ERK2, tyto
vysledky naznacuji, Ze vazba DBP-domény s DEF-doménou je nutnd k vyvoldni
sledovanych morfologickych zmén.

Exprese proteinkindzzy HL ERK2 nevyvolala v MDCK buiikdch Zadné
morfologické zmény v porovnani s parentalni linii (Obr. 40). Buiky tvofily zaoblené

kolonie a na periferii kolonii ve vétSin€ ptipadi nebyly protruze.
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Obr. 40: Morfologie MDCK bunék s expresi mutantnich variant proteinkinazy
ERK2. Snimky jednotlivych linii MDCK bunék byly pofizeny po 48 hodinich
kultivace na plastikovém podkladu. Grafické métitko odpovida 200 um.

5.6.3. Vliv mutantnich variant proteinkinaizy ERK2 na bunécnou plochu a
rychlost migrace MDCK bunék

Abychom porovnali dopad mutaci v proteinkindze ERK2 na fenotyp MDCK
bun¢k, méfili jsme jejich buné€nou plochu a rychlost migrace. Exprese proteinkindz
L232 ERK2, HL ERK2 vyvolala v buiitkdch 30-60% narist buné¢né plochy v porovnani

s parentdlni linii. Zmény v ploSe jsou statisticky vyznamné, avSak linie s expresi
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nemutované proteinkindzy nebo proteinkindizy DDNN ERK2 mély narist témét
Ctyfndsobny. Rozdily v rychlosti migrace byly mezi liniemi méné vyrazné (Obr. 41).

Pfi porovnani namétfenych hodnot zplisobené vysokou expresi nemutované
proteinkinazy ERK2 a jeji defektni varianty DDNN ERK2 jsme nezaznamenali zddné
statisticky vyznamné rozdily (Obr. 41).
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Obr. 41: Kvantifikace bunécné plochy a rychlosti linii MDCK bunék s expresi
defektnich variant proteinkinazy ERK2. Linie MDCK bun¢k byly kultivovany na
plastikovém podkladu po dobu 48 hodin a nasledné 8 hodin natdceny (6 snimki/hod.).
Z potizenych videi byla provedena kvantifikace. [A] Kvantifikace bunééné plochy. [B]
Primérna rychlost z casového tseku 8 hodin. Hodnoty byly ziskdny kvantifikaci
minimalné 50 bun€k pro kazdou linii. Na grafech je zobrazen primér se smérodatnou
odchylkou. (,,ns“ = bez statistické¢ vyznamnosti)

5.6.4. Mutace v DBP-doméné zabrani v prestavbé periferniho aktinu
v MDCK burikach

Celkova aktivita proteinkindzy ERK2 byla v pfipravenych stabilnich liniich
(kromé¢ linie wt ERK1 MDCK) vyssi nez v parentalni. K piestavbé periferniho aktinu
doslo pouze ve dvou ptipadech — u ektopické exprese proteinkindzy ERK2 a u linie
s expresi proteinkinazy DDNN ERK2 (Obr. 42). Builkky na okraji téchto linii mély
periferni aktin vyrazn€ oslaben, nebo byl aktinovy cytoskelet organizovan do podoby
lamellipodia. Spolu s ptestavbou, popf. vyraznym oslabenim struktury periferniho
aktinu, doSlo také k reorganizaci fokalnich adhezi. Pfi expresi defektnich proteinkinaz
L232 ERK2 a HL ERK2 nedoSlo ke zméndm aktinového cytoskeletu ani fokalnich

adhezi u perifernich bunék (Obr. 42). To naznacuje, Zze pro zménu morfologie bunék
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doprovazené zménami v aktinovém cytoskeletu je nezbytnd DBP-doména proteinkindzy

ERK.

Aktin - ¢ervené
Paxillin - zelené
DAPI - mof’e

Aktin

parental MDCK

L232 ERK2 MDCK DDNN ERK2 MDCK wt ERK2 MDCK

HL ERK2 MDCK

Obr. 42: Zmény v aktinovém cytoskeletu MDCK bunék s expresi defektnich
variant proteinkinazy ERK2. Linie MDCK bunégk byly kultivovany po dobu 48 hodin
na krycich sklickach a néasledné zafixovany. Buiniky byly nabarveny na aktinovy
cytoskelet (faloidin konjugovany s rhodaminem), fokalni adheze (protilatka proti
paxillinu) a jadra (DAPI). Grafické méfitko odpovida 25 pm.
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5.6.5. Ektopicky exprimované mutantni varianty proteinkinazy ERK2
neblokuji morfologické zmény MDCK bunék vyvolané ristovym faktorem
HGF/SF

Po stimulaci rtistovym faktorem HGF/SF dochazi k paralelni aktivaci endogenni
1 exogenni proteinkinazy ERK2 (Obr. 43). Nicméné stimulované linie MDCK buné&k
nesouci proteinkindzu L232 ERK2 nebo HL ERK2 maji organizaci aktinového
cytoskeletu podobnou jako stimulovana parentalni linie. Vysledné zmény v aktinovém
cytoskeletu a také ve fokalnich adhezich byly dany nardstem aktivity endogenni
proteinkindzy ERK2 (Obr. 44).

Morfologické zmény bunck s expresi proteinkindzy DDNN ERK2 byly totozné
s linif s ektopickou expresi nemutované proteinkindzy ERK?2. Buniky obou linii se brzy

po stimulaci stdvaly zcela samostatnymi a nebyly schopny utvaret kolonie (Obr. 44).

DDNN  L232 HL
wt  wtERK2 ERK2  ERK2 ERK2
MDCK MDCK MDCK MDCK MDCK

HGEISE = & = & = b 2 & = &
«—endogen. ERK1

P-ERK bR

E RK2 _ :::;f:rl‘:;;'LKNz e

Obr. 43: Aktivita proteinkinaizy ERK2 v MDCK buiikach stabilné exprimujici
nemutovanou a mutantni varianty proteinkinizy ERK2 po stimulaci ristovym
faktorem HGF/SF. Linie MDCK bun¢k byly kultivovany po dobu 48 hodin, nasledné
po dobu 1 hodiny stimulovany rtistovym fatorem HGF/SF a zlyzovany. Byla provedena
detekce na proteinkindzu ERK2 a P-ERK (TEY motiv). Pro porovnani nanasky byla
pouzita detekce proteinkinazy FAK. Proteinkinaza DDNN ERK?2 putuje na SDS PAGE
stejné jako endogenni proteinkindza ERK2.
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Aktin - ¢ervené
Paxillin - zelené
DAPI - modre

parental MDCK

L232 ERK2 MDCK DDNN ERK2 MDCK wt ERK2 MDCK

HL ERK2 MDCK

Obr. 44: Zména aktinového cytoskeletu v MDCK buiikach s expresi nemutované a
mutovanych variant proteinkinazy ERK2 po stimulaci rastovym faktorem
HGF/SF. Linie MDCK bunék byly po dobu 48 hodin kultivovéany na krycich sklickach,
nasledné po dobu 16 hodin stimulovany ristovym faktorem HGF/SF a zafixovany.
Bunky byly nabarveny na aktinovy cytoskelet (faloidin konjugovany s rhodaminem),
fokalni adheze (protilatka proti paxillinu) a jadra (DAPI). Grafické métitko odpovida 25
pum.
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5.6.6. Shrnuti kapitoly

Exprese proteinkindz 1.232 ERK2 a HL ERK2 nevyvolala v buitkkdch vyrazné
morfologické zmény a buiiky byly porovnatelné s parentalni linii. V builkdch nedoslo
k prestavbé periferniho aktinu. Dopad exprese proteinkindzy DDNN ERK2 byl stejny
jako ektopickad exprese nemutované proteinkinazy ERK2. Doslo k vyrazné piestavbé
aktinového cytoskeletu na periferii kolonii, doprovazené zmeénami ve fokalnich
adhezich. Tyto vysledky ukazuji, ze funkéni DBP-doména a interakce proteinkindzy
ERK2 s DEF-doménou zatim neznamého substratu je nutnd k remodelaci periferniho

aktinu a ztraté epitelialni polarity.

5.7. Identifikace mozZnych efektorovych proteint signalni kaskady
ERK pro prestavbu periferniho aktinu MDCK bunék

Predchozi studie, jejichz tématem byl periferni aktin v epitelidlnich bunkéch,
byly zaméfeny zejména na jeho regulaci Rho GTPazami (Ridley et al., 1995; Royal et
al., 2000). Z tohoto divodu jsme se pokusili propojit naSe vysledky mezi perifernim

aktinem a signalni kaskddou ERK s Rho GTPazami.

5.7.1. Aktivita signalni kaskady ERK koreluje s aktivitou cofilinu v MDCK
buiikach

Abychom si ovéfili, Ze signalni kaskada ERK reguluje Rho GTP4azy v MDCK
bunkach, sledovali jsme fosforylaci proteinu cofilin, jehoz fosforylace je indukovana
malymi GTP4zami RhoA, Racl a Cdc42 a jejich efektorovou proteinkinazou LIMK.
Fosforylace cofilinu na Ser3 inhibuje aktivitu cofilinu, ktery se nasledn¢ nemtize vazat
na aktinova vldkna a depolymerovat je (Bernstein a Bamburg, 2010). Béhem stimulace
signalni kaskady ERK za pomoci 4HT v linii ARaf-1:ER MDCK jsme pozorovali narist
v aktivité cofilinu. Tento vysledek ukazuje, Ze signdlni kaskada ERK pravdépodobné

behem zmén v epitelu reguluje aktivitu Rho-GTP4z (Obr. 45).
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Obr. 45: Aktivita cofilinu po aktivaci signalni kaskady ERK pomoci 4HT v ARaf-
1:ER MDCK buiikach. Linie ARaf-1:ER MDCK bun¢k byla po dobu 48 hodin
kultivovana, nasledné po dobu 0,5-16 hodin stimulovana 1uM 4HT a poté zlyzovana.
Byla provedena detekce na cofilin (Cfl), P-Cfl (Ser3), ERK a P-ERK (TEY motiv).
Fosforylace cofilinu v pozici Ser3 je inhibi¢ni.

5.7.2. Proteaza calpain2 miiZe hrat roli prostfednika mezi proteinkinazou
ERK a Rho GTPiazami v MDCK buiikach

V ptedchozich vysledcich dosazenych v na$i laboratofi se podafilo zjistit, ze
rozruseni laterdlniho aktinu vyzaduje aktivaci calpainovych proteaz (Caslavsky et al.,
2013). Protedza calpain2 je fosforylovana proteinkindzou ERK na serinovém zbytku v
pozici 50 (Glading et al., 2004) a ptedstavuje mozného prostfednika mezi drdhou ERK
a Rho GTPazami. Analyzovali jsme bunécné linie stabiln€ exprimujici calpain2 a jeho
mutantni formu. Tyto linie byly piipraveny J. Caslavskym, ktery stabilné zanesl geny
pro nemutovanou protedzu calpain2 a pro protedzu calpain2 s mutaci mimikujici
fosforylaci v pozici Ser50 do MDCK bunék (linie Capn2 MDCK a S50E Capn2
MDCK). Ektopicka exprese proteazy calpain2 nevyvolala v MDCK buiikdch zmény v
aktinovém cytoskeletu a jeho organizace je srovnatelna s parentalni linii. Naopak linie
MDCK bunék s expresi proteazy SS0E calapin2 vedla k vyraznym morfologickym
zménam a piestavbé periferniho aktinového cytoskeletu (Obr. 46). Doslo ke ztraté
silného aktinového svazku a je nahrazen fadou slabSich, paraleln¢ vedle sebe
sefazenych, aktinovych vldken. Bylo mozné pozorovat také bunééné protruze.
Organizace periferniho aktinu je srovnatelnd s MDCK buniikami, které nesou bud’
divoky typ ERK2, nebo mutovanou proteinkindzu DDNN ERK?2. To naznacuje, Ze CD-

doména proteinkinazy ERK2 neni nutna pro fosforylaci calpain2 v pozici Ser50.
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parental MDCK Capn2 MDCK S50E Capn2 MDCK

Aktin - éervené
DAPI - modfe

Obr. 46: Zmény v aktinovém cytoskeletu MDCK bunék ektopickou expresi
proteazy calpain2 nebo SS0E calpain2. Linie MDCK bun¢k byly kultivovany po dobu
36 hodin na krycich sklickdch a nésledné zafixovany. Bunky byly nabarveny na
aktinovy cytoskelet (faloidin konjugovany s rhodaminem) a jadra (DAPI). Grafické
métitko odpovida 50 pum (pouzité zvétSeni se 1isi od ostatnich konfokalnich snimki).
Tyto vysledky byly ziskany J. Caslavskym.

5.7.3. Shrnuti kapitoly

Po aktivaci signalni kaskddy ERK dochazi k defosforylaci cofilinu a k navySeni
jeho aktivity, coz indikuje, ze aktivace drdhy ERK vede k potla¢eni aktivity Rho
GTPaz. Ektopicka exprese protedzy calpain2 nevyvolala zmény v perifernim aktinu,
nicméné¢ mutace v protedze calpain2 v pozici Ser50, kterd mimikuje fosforylaci
proteinkindzou ERK (S50E), vyvolala remodelaci periferniho aktinu. Tyto vysledky
naznacuji, ze proteinkindza ERK2 vyuzivé calpain2 ke snizeni aktivity Rho GTPaz, coz

ma za nasledek rozruseni periferniho aktinu.

6. Diskuze

V této praci jsme ukazali, Ze prestavba periferniho aktinu je fizena signdlni
kaskddou ERK. Jeho reorganizace se zda byt jednim z dilezitych krokl pii rozpadu
epitelu na jednotlivé bunky a pro prechod epitelidlnich bunék k individualni migraci.
K pfestavbé periferniho aktinu je preferenéné vyuzivana proteinkindza ERK2, ktera
vyuzivd svou DBP-doménu a interaguje s DEF-doménou efektorovych proteini.
Identifikovali jsme protedzu calpain2 jako potencidlni substrat proteinkinazy ERK,

ktery reguluje piestavbu periferalniho aktinu.
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6.1. Proteinkiniaza ERK zpusobuje morfologické zmény epitelidlnich
bunék a rozpad periferniho aktinu

V prvnim kroku tohoto projektu jsme se zaméfili na zmény v perifernim
aktinovém cytoskeletu v zavislosti na aktivité¢ signalni kaskddy ERK. Je nutné
podotknout, Ze signalni kaskddu ERK neni mozné vzdy chépat jako linedrni drahu pro
pfenos signalu. Mezi hlavni substrat proteinkinazy Raf patii proteinkindza MEK,
nicméné proteinkindza Raf mize mit dalsi efektorové proteiny, které se ucastni regulace
a vlastnosti aktinového cytoskeletu. Napt. proteinkindza Raf je schopna fosforylaci
aktivovat adenylat cykldzu, nebo fosforylaci inhibovat myosin fosfatazu (MYPT)
(Broustas et al., 2002; Ding et al., 2004). V piipadé adenylat cyklazy je efekt nepiimy,
kdy dochézi k aktivaci proteinkindzy PKA, kterd nasledné fosforyluje a aktivuje
proteinkindzu LIMK (Nadella ef al., 2009; Pidoux a Tasken, 2010). Prekvapivé je, ze
proteinkindza Raf nemusi regulovat jiné proteiny pouze jejich fosforylaci. Tento zptisob
byl popsan u regulace proteinkindzy ROCK. Regula¢ni ¢ast proteinkinazy Raf se miize
véazat na proteinkindzu ROCK a dochézi k transinhibici proteinkindzy ROCK (Niault et
al., 2009).

Abychom prokazali roli proteinkinazy ERK v ptestavbé periferniho aktinového
cytoskeletu v MDCK burtikach, aktivovali jsme signdlni drahu ERK pomoci ristového
faktoru HGF/SF nebo podminénou aktivaci ektopicky exprimovaného fizniho proteinu
ARaf-1:ER. Zatimco samotnd aktivace signadlni kaskddy ERK vedla k reorganizaci
aktinového cytoskeletu na periferii kolonie, pouziti specifického MEK inhibitoru
CI1040 v kombinaci se stimula¢nimi faktory reorganizaci periferniho aktinu zabranilo.
Jako komplementarni pokus k farmakologické inhibici proteinkindzy MEK jsme zvolili
ektopickou expresi konstitutivné aktivni proteinkindzy MEK, ktera vedla opét k
vyznamné prestavbé aktinu na periferii. Vzhledem k tomu, Ze proteinkindza MEK
rozpoznavd a fosforyluje pouze proteinkindzu ERK (Roberts a Der, 2007), tyto
vysledky potvrzuji, Ze pfestavba periferniho aktinu je fizena vyhradné touto efektorovou
proteinkinazou.

Nase vysledky ukazujici na centralni tllohu signalni kaskady ERK v pfestavbé
periferalniho aktinu jsou v souladu s ptedchozimi studiemi a dopliuji je o molekularni
mechanismus. Ridley et al. ve své studii ukédzali, ze po stimulaci MDCK buné&k
rastovym faktorem HGF/SF dochédzi nejprve k narGstu bunééné plochy a nasledné
k rozpadu kolonii epitelidlnich bunék. Popsali, Zze nartist bunécné plochy je doprovazen

pfestavbou periferniho aktinového cytoskeletu do podoby lamellipodia za vyuziti
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GTPazy Ras a Racl (Ridley et al., 1995). Tento koncept neni v rozporu s naSimi
poznatky o klicové uloze signdlni drahy ERK pii reorganizaci periferniho aktinu.
Ristovy faktor HGF/SF nebo GTPaza Ras totiz patii mezi aktivatory signalni drahy
ERK (Gao a Vande Woude, 2005), a ta mize regulovat malou GTPazu Racl
(Tcherkezian et al., 2005; Woodcock et al., 2009).

Pozdé¢ji na vySe zminénou studii Ridley ef. al. navazala dalSi publikace. Ta
ukazuje, Ze lamellipodium je formovano na periferii kolonii za pomoci PI-3K kinazy,
kterd nasledné reguluje Racl GTPazu. Pouziti specifického inhibitoru kinazy PI-3K
vedlo k zabranéni tvorby lamellipodia (Royal ef al., 2000). Signalni kaskdda ERK,
stejné jako signdlni drdha PI-3K kinazy, je regulovana GTPazou Ras (Pylayeva-Gupta
et al., 2011). V kontextu snaSimi vysledky to muze ukazovat na dva paralelni
mechanismy, které mohou vyvolat stejnou odpovéd’ nebo se mohou vzajemné
dopliiovat. Jinym moznym vysvétlenim je, Ze kinaza PI-3K aktivuje, nebo se podili na
aktivaci signalni kaskddy ERK béhem stimulace ristovym faktorem HGF/SF (Sipeki et
al., 1999). To by naznacovalo, ze signalni kaskdda ERK je efektorovym nastrojem PI-
3K kinazové¢ drahy pro remodelaci periferniho aktinu.

NaSe vysledky dale ukazuji, ze pfestavba periferniho aktinu do podoby
lamellipodia je nezavisla na proteinkindze RSK. Imunofluorescen¢ni snimky ukazuji, Ze
exprese proteinkinazy DDNN ERK2 indukuje rozpad periferniho aktinu a nezabrani
remodelaci periferniho aktinu. Mutace v CD-doméné brani interakci a aktivaci
proteinkindzy RSK (Burkhard ef al., 2011) a naSe vysledky ukazuji, Ze k remodelaci
periferniho aktinu dochéazi béhem ztraty apikobazalni polarity, tedy béhem prvni faze
EMT, kde se proteinkinaza RSK nepodili na morfologickych zménach MDCK buné&k
(Caslavsky et al., 2013). Tyto vysledky souhrné naznacuji, Ze proteinkinaza ERK hraje

centralni ulohu pfi remodelaci periferalniho aktinu.

6.2. Proteinkinaza ERK2 a nikoliv ERK1 reguluje rozpad periferniho
aktinu

Abychom objasnili vliv jednotlivych izoforem proteinkinazy ERK1 a ERK2 na
regulaci periferniho aktinového cytoskeletu, zménili jsme jejich expresni pomér
ektopickou expresi jedné ¢i druhé izoformy. Je zndmo, Ze na piisluSny podnét dochazi
k aktivaci obou izoforem proteinkinazy ERK soucasné (Lefloch et al., 2009). Zaroven

proteinkindzy ERK1 a ERK2 jsou aktivovany na zékladé¢ jejich expresniho profilu a
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nedochdzi k preferencni aktivaci pouze jedné z izoforem (Lefloch et al., 2008). Na
zakladé téchto publikaci a naSich vysledki mlZeme fici, Ze proteinkindza ERK2
reguluje remodelaci periferniho aktinového cytoskeletu a tvorbu lamellipodia.
Kompletni pfestavba aktinového cytoskeletu vcetné pirestavby periferniho aktinu je v
souladu s predchozimi publikacemi, které ukazuji, ze proteinkinaza ERK2 indukuje
morfologické zmény a podporuje bunéénou migraci (Shin et al., 2010; von Thun ef al.,
2012). Navic ektopicka exprese proteinkindzy ERK?2 a nikoliv ERK1 vede ke konverzi
nékterych epitelilanich bun¢k na individualné migrujici mezenchymalni bunky (Shin et
al., 2010). Nicménég je tfeba zminit, Ze ektopicky exprimovanéd proteinkindza ERK1
neni aktivovdna do stejné urovn€ jako proteinkindza ERK2. Planujeme dalsi
experimenty, které by potvrdily tlohu proteinkindzy ERK1 a ERK2 v morfologickych
zménach MDCK bunc¢k. Tyto experimenty budou zahrnovat snizeni exprese
jednotlivych izoforem pomoci RNA interference a také expresi proteinkindz ERK1 a
ERK2 z inducibilnich promotord, coz by umoznilo lépe kontrolovat expresi téchto
proteinkindz.

Zajimavé vysledky jsme ziskali po stimulaci MDCK bunék s ektopickou expresi
proteinkindzy ERK1 nebo ERK2 rtstovym faktorem HGF/SF. Pozorovali jsme
dominantné negativni vliv proteinkindzy ERK1 na ztratu epitelidlni polarity a rozpad
epitelu, ktery jsme nepfimo kvantifikovali zméfenim bunécné plochy a bunééné
rychlosti. Vysledky nas$i laboratofe ukazuji, Ze zmény v téchto parametrech koreluji
s vySe popsanymi morfologickymi zménami epitelidlnich bun€k béhem aktivace
signalni kaskddy ERK (Caslavsky et al., 2013). Proteinkindza ERK1 zfejm¢ brani ztraté
epitelidlni polarity, ztrat€ mezibunéénych kontaktl, rozpadu bunéénych kolonii a
ptestavbé periferniho aktinu. Ackoliv jsme nesledovali zmény v aktinovém cytoskeletu
po stimulaci rastovym faktorem HGF/SF, miZeme ptedpokladat, Ze periferni aktin
nebude v linii s ektopickou expresi proteinkindzy ERK1 remodelovan. VySe uvedené
vysledky naznacuji, Ze proteinkindza ERK1 ma negativni vliv na pfestabu periferniho
aktinu, popf. dalSich aktinovych struktur.

Bylo popsano, ze MDCK butiky, které¢ exprimuji konstitutivné aktivni formu
proteinkinazy MEK1, ztraceji nebo maji vyrazné€ snizenou expresi proteinkinazy ERK1
a MEK2. Re-exprese proteinkindz ERK1 a MEK2 korelovala se ztratou exprese
konstitutivn¢ aktivni proteinkindzy MEKI1 a s névratem epitelidlnich znakl (Schramek
et al., 2003). To také podporuje hypotézu, Ze proteinkindza ERK2 musela provést

zasadni zmény v aktinovém cytoskeletu béhem procesu EMT a proteinkinaza ERK1
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figuruje v MDCK bunikach jako negativni regulator pfechodu epitelidlnich bun¢k na
mezenchymalni fenotyp.

Piekvapivé je, Ze proteinkindza ERK1 nemusi mit negativni efekt pouze na
zménu aktinového cytoskeletu a podporu autonomni migrace epitelidlnich bunék. Pfi
ektopické expresi proteinkindzy ERK1 se ukazuje, Ze mySi NIH3T3 fibroblasty maji
naruSenou proliferaci a zabrani onkogennimu potencidlu mutované GTPazy Ras.
Naopak tomu je v pfipadé ektopické exprese proteinkindzy ERK?2, kterd onkogennimu
potencidlu GTPazy Ras nezabrani (Ventaggiato et al, 2006). To naznacuje, Ze
dominantné negativni efekt proteinkinazy ERK1 na signalizaci nemusi byt striktni

pouze v jednom bunééném procesu.

6.3 Pro prestavbu periferniho aktinu je esencialni DBP-doména
proteinkinazy ERK?2

Jelikoz ektopicka exprese ERK2 je dostatec¢na k indukci morfologickych zmén,
otestovali jsme vliv jednotlivych domén tucastnicich se interakce se substraty
proteinkinazy ERK2. Mutace v DBP-doméné proteinkindzy ERK2 efektivné zabranila
morfologickym zméndm epitelidlnich bun¢k. To naznacuje, Ze substraty proteinkinazy
ERK2, regulujici morfologické zmény v epitelu, musi mit pfitomny DEF-motiv, pomoci
kterého s proteinkindzou ERK2 interaguji. Nase vysledky ukazuji, Ze tato doména je
nutnd pro prestavbu periferniho aktinového cytoskeletu a ztratu epitelidlni polarity.
Naopak mutace v CD-doméné reorganizaci periferniho aktinu ani ztraté epitelidlni
polarity nezabranila. NaSe pozorovani jsou v souladu s jiz diive publikovanou studii,
kde funkéné stejnd mutace v DBP-doméné (Y261A) zabranila ztraté epitelidlnich znakt
a zabranila procesu EMT, naopak mutace v CD-doméné (pfi pouziti mutace D319N)
vstupu bun€k do procesu EMT nezabrénila (Shin etz al., 2010). DEF-doména je soucésti
fady transkripcnich faktort. Jednim z nich, ktery by se podilel na regulaci periferniho
aktinu, by mohl byt transkrip¢ni faktor Fra-1. Exprese proteinu Fra-1 a jeho stabilizace
je Uzce zavisld na aktivité signalni kaskady ERK (Murphy et al., 2004). Ektopicka
exprese proteinkindzy ERK2 zvySuje mnozstvi Fra-1 v buiikach, které nasledné vede k
rozpadu epitelialnich buné¢k (Shin et al, 2010). Jednim z moznych mechanizmil
ucastnicich se remodelace periferniho aktinu mtze byt jeho vyuziti v regulaci Rho-
GTPaz, presnéji ke snizeni aktivity RhoA a navysSeni aktivity Racl, podpofe tvorby a
extenze lamellipodia a podpofe migrace (Vial et al., 2003). I kdyZ transkripéni faktor
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Fral a signélni kaskada ERK tvofi jednu signalni drdhu (Chen et al., 2009), signalni
kaskada ERK bude pravdépodobné vyuzivat také dalsi zpisoby signalizace.

Predpokladali jsme, Ze pouhd zména exprese gentl, jako je Fra-1, nemiize zcela
pokryt nami pozorované zmeény v bunééné morfologii a v perifernim aktinu. Ke
zméndm v aktinovém cytoskeletu dochédzi velice brzy po stimulaci signdlni kaskady
ERK, vdobé, kdy zména expresniho profilu buiiky nemé pravdépodobné na tyto
udalosti vliv. Proto jsme hledali alternativni cytoplazmatické substraty proteinkinazy
ERK s DEF motivem.

Jednim z téchto substrati mlze byt protedza calpain2, ktera je fosforylovana
proteinkindzou ERK v pozici Ser50 (Glading ef al., 2004) a obsahuje ve své sekvenci
vcetné komponent fokalnich adhezi (Franco a Huttenlocher, 2005), jejichz rozpad, popf.
zména jejich organizace, mize také nasledné zpusobit piestavbu periferniho aktinu.
Aktivita protedzy calpain neni vS§ak omezena pouze na degradaci komponent fokalnich
adhezi, ale ukazuje se, ze aktivita protedzy calpain hraje dulezitou roli v regulaci
lateralniho aktinu a rozpadu epitelu (Caslavsky et al., 2013). V souladu s timto
predpokladem doplitujici vysledky J. Caslavského ukazuji, Ze exprese mutované formy
calpain2, kterd obsahuje mutaci S50E a mimikuje fosforylaci Ser50, naznacuje, Ze
proteaza calpain2 je proteinkindzou ERK vyuZivan k remodelaci periferniho aktinu.
Zaroven k mozné interakci mezi protedzou calpain2 a proteinkindzou ERK by mohlo
dochazet za pomoci DEF-DBP interakce. Jelikoz je calpain schopen degradovat
aktivator Racl GTPazy Tiam1 (Woodcock et al., 2009) a v ptipad¢ protedzy Calpainl
byla popsdna také proteolytickd degradace RhoA GTPazy (Kulkarni et al., 2002),
pfedpokladdme, Zze k ERK reguluje periferani aktin inhibice GTPaz Rac nebo Rho.

S50 FXF
| I

Obr. 47: Schematické znazornéni proteazy calpain2. Na schématu je zndzornéno
fosforylaéni misto proteinkinazy ERK Ser50. Misto oznacené jako FXF obsahuje 2
prekryvajici se FXF motivy, protedza calpain2 v tomto misté nese aminokyselinovou
sekvenci GIFHFQFWQ. Dale jsou na shématu znazornény zakladni funkcni casti
protedzy calpain2: protedzovd doména, ,,C2-like” doména a , EF-hand*“ doména. Pii
piipravé tohoto schématu byl pouzit nasledujici zdroj: (Suzuki et al., 2004).
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Je tfeba také zminit, Ze proteinkindza ERK miZe zaroven negativné regulovat
protein CdGAP, coz mé za nasledek aktivaci GTPazy Racl a podporu polymerace
aktinu. Piekvapivé je, Ze fosforylace proteinu CdGAP byla popsana v ptipadé
proteinkinazy ERK1 (Tcherkezian et al, 2005). Nicméné fosforylaéni mista mezi
proteinkindzou ERK1 a ERK2 se neliSi a lze pfedpokladat, Ze této fosforylace bude
schopna také proteinkinaza ERK2.

Tyto vysledky souhrné ukazuji, zZe DBP-doména proteinkinazy ERK2 je dilezita
pro regulaci periferniho aktinu. Ukazuje se, Zze za pomoci DBP-domény muze
proteinkindza ERK2 interagovat se specifickymi substraty obsahujicimi FXF motiv a
regulovat tak jejich funkci. Domnivame se, Ze tyto substraty by mély mit spojitost s
regulaci Rho-GTP4z. Toto usuzujeme z faktu, ze hladina aktivniho cofilinu, ktery je
regulovdan GTPézami Rac, Rho a Cdc42, ihned po stimulaci signdlni kaskddy ERK
nartsta. Tyto substraty ERK2 mohou regulovat Rho GTPazy a ptestavbu periferniho
aktinu v lamellipodium jak na urovni traksrip¢ni (Fral), tak i na urovni piimé
fosforylace substratii (Calpain, CdAGAP). Model, ktery shrnuje vyse uvedené modely

regulace Rho GTP4z a periferalniho aktinu, je uveden na Obr. 48.

ERK2
'Ir Calpain2
Tiam1 CdGAP
Fokalni ;
adheze Rho GTPazy Fral

Y Y

Periferni aktin

Obr. 48: Model regulace periferniho aktinu signalni kaskadou ERK. Proteinkinaza
ERK2 miZe inhibovat regula¢ni proteiny Rho GTPaz, a to piimo jejich fosforylaci,
nebo nepiimo jejich degradaci pomoci protedzy calpain2. Proteinkindza ERK2 aktivaci
proteazy calpain2 degraduje proteiny Ucastnicich se struktury fokalnich adhezi, coz také
muze zpusobit piestavbu periferniho aktinu. Eventudlné¢ mize regulovat degradaci Rho
GTPaz. Proteinkinaza ERK2 po své ativaci méni expresni profil epitelidlni burky.
Schematicky model shrnuje potencidlni mechanismus regulace periferniho aktinu
proteinkindzou ERK, ktery je diskutovan v kapitole 6.
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6.4 Role dimerizace proteinkinazy ERK v prestavbé periferniho aktinu
neni jasna

Bohuzel z naSich vysledki nejsme schopni urcit, zda je k procesu piestavby
periferniho aktinu nutna dimerizace proteinkindzy ERK. Hlavnim problémem pfi
interpretaci vysledkl s dimeriza¢ni mutantou se jevi to, Ze nejsme schopni jednozna¢né
urcit, zda je proteinkindza HL ERK2 aktivni, tedy zda je fosforylovana v jejim TEY
motivu v aktivacni smycce. Pétice mutaci zavedenych v proteinkindze HL ERK2 miiZe
branit interakci s proteinkindzou MEK (Wolf et al., 2001), coz vede ke snizeni
fosforylace TEY motivu. Bohuzel se ndm nepodafilo vytvofit stabilni linii s alternativni
dimeriza¢né defektni variantou proteinkindzy ERK2, kterd ma deletovany tsek Prol74-
Aspl77 (popisovana jako A4-ERK2). Nicméné usek Prol174-Aspl77 je také soucasti
aktivatni smycky a neni jasné, zda by nenarusil fosforylaci TEY motivu. DalSim
vysvétlenim muize byt nedokonald vazba protilatky rozpoznavajici fosforylovany TEY
motiv proteinkindzy ERK. Vazbu protilatky miize blokovat zavedena mutace H176E,
kterd mize zménit epitop rozpoznavany protilatkou (Kaoud et al., 2011; Philipova a
Whitaker, 2005). Z tohoto divodu si nemizeme byt jisti aktivitou proteinkinazy HL
ERK2 a nemlzeme popiit nebo vyvratit roli dimerizace proteinkindzy ERK2

v remodelaci periferniho aktinu.

6.5. Vyznam a role periferniho aktinu

Nase vysledky byly zaméfeny zejména na regulaéni mechanizmus, kterym
signalni kaskdda ERK reguluje periferalni aktin. Nataceni Zivych bunck stabilné
exprimujicich RFP-actin ndm také poskytlo dileZitou informaci o perifernim aktinu,
kterd dopliiuje imunofluorescenéni znaceni aktinového cytoskeletu na fixovanych
preparatech. Ukdzalo se, ze periferni aktin je sloZzen z fady paralelné¢ posklddanych
aktinovych vlaken, ktera jsou pravdépodobné zakotvena v mnoha fokéalnich adhezich na
okraji kolonie. Domnivame se, Ze jeho piestavbou miiZze vznikat lamellipodium nebo
ostatni membranové protruze. To je zvlasté patrné na sekvencnich snimcich Zivych
bunék, které stabilné exprimuji RFP-actin a které byly stimulovany ristovym faktorem
HGEF/SF.

NedofeSenou otazkou ziistava, jakou funkci ma periferni aktin. Periferni aktin je
kontraktilni akto-myosinovéa struktura. Po laserovém ptefiznuti periferniho aktinu

dochazi ke kontrakci zbyvajicich casti (Reffay ef al., 2014). To ukazuje na dalsi
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podobnost s laterdlnim aktinem. Kontraktilni sily generované lateralnim aktinem jsou
nutné pro udrZzeni morfologickych a funk¢nich vlastnosti epitelu (Wu a Yap, 2013).
Zaroven se zda, ze kontraktilni sily lateralniho aktinu, zakotveného v mezibunéénych
spojich, plisobi proti tenzi stresovych vldken a podili se na udrzeni kuboidniho tvaru
epitelidlnich bunék (Millan et al., 2010; Prasain a Stevens, 2009). Periferni aktin neni
zakotven v mezibunéénych spojich, ale ve fokélnich adhezich. Ptredpokladame, Ze
periferdlni aktin, zakotveny do fokalnich adhezi na okraji bunécné kolonie, funkéné
nahrazuje mezibunééné spoje a umoznuje vzdorovat tlaku stresovych vlaken a tlaku
lateralniho aktinu. Tyto vlastnosti periferniho aktinu zajiStuji, Ze se builka na okraji
kolonie nasledné nehrouti smérem k centru kolonie. N&které vysledky dosazené v nasi
laboratofi tuto hypotézu potvrzuji. Césteéné proti tomuto tvrzeni miiZe jit vySe zminéna
publikace Reffay ef al., kdy pteruseni svazku periferniho aktinu nevedlo ke kontrakci a
zhrouceni buiiky smérem do centra kolonie. Naopak pteruSeni periferniho aktinu vedlo
k formovani vedouciho konce buiiky a ke stimulaci bunééné migrace (Reffay et al.,
2014). Pravdépodobnym vysvétlenim téchto odlisSnych vysledkih mutze byt to, ze
experiementy  byly provedeny za odliSné hustoty bunék. Zatimco v naSich
experimentech pracujeme za podminek individalnich kolonii ¢itajicich fadové stovky
bun¢k, experimenty zminéné v praci Reffay er al. byly provedeny v konfluentni
epitelidlni vrstvé s umél€¢ vytvofenou mezerou. Bunéfna kolonie ve srovnani
s rozsahlejsi epitelidlni vrstvou miize vykazovat odlisné rozloZeni sil, a tim padem i
odli$né€ reagovat na odstranéni periferalniho aktinu.

Na zéklad¢ naSich vysledkli a dostupné literatury se domnivadme, Ze periferni
aktin svou funkci nahrazuje laterdlni aktin. Podili se na tvaru buiiky, kompenzaci sil
pusobicich v buiice nebo na buiiku, a také jako struktura, jejiz remodelaci nasledné
vznikd lamellipodium. Obdoba periferniho aktinu se podili na migraci eptelialnich
bunék, kdy dochdzi k zaceleni mezer v epitelu. V tomto procesu hraje perifedlni aktin a
jim generovand kontraktilita nezastupitelnou ulohu pfi migraci epitelidlnich bunék
(Anon et al., 2012; Bement et al., 1993; Nobes a Hall, 1995). Zda je nami pozorovany
periferalni aktin funkéné a strukturné identicky s periferalnim aktinem migrujicich

bunék, zlstava nejasné.
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7. Zavér

e Aktivace signalni kaskddy ERK vede k morfologickym zménam MDCK buné¢k,
které jsou doprovazeny remodelaci periferniho aktinu

e Ektopicka exprese proteinkindzy ERK2 vyvold v porovnani s ektopickou expresi
proteinkindzy ERK1 vyraznéjsi morfologické zmény MDCK buné&k

e K remodelaci periferniho aktinu je pravdépodobné preferenéné vyuZzivana
proteinkindza ERK2

e Pro regulaci periferniho aktinového cytoskeletu vyuziva proteinkindza ERK
svou DBP-doménu; mutace v CD-doméné nezabrani prestavbé periferniho
aktinu pfi ektopické expresi proteinkinazy ERK

e Zména struktury periferniho aktinu je doprovazena zménami fokalnich adhezi

e Periferni aktin nebrani buiikam v pohybu v rdmci kolonie, ale jeho remodelace
je nutna pro zisk individualniho fenotypu MDCK buné¢k a samostatné migrace
bunék

e Aktivace signalni drahy ERK vede ke zvySeni aktivity cofilinu
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