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Abstrakt

MAPK/ERK je naprie¢ organizmami vysoko konzervovand signalna dréha, zabezpecujuca
procesy nevyhnutné pre zivot, akymi su proliferdcia, diferenciacia, apoptdza alebo migracia buniek.
Vsetky tieto procesy su vysledkom spracovania celej rady extraceluldrnych signalov prenaSanych
od receptorov cez kaskadu proteinkindz Raf, MEK a ERK pomocou naslednych fosforyldcii. Raf
fosforyluje MEK a MEK fosforyluje a aktivuje proteinkindzu ERK, ktora ndsledne fosforyluje
a tym reguluje Siroké spektrum substrdtov na réznych miestach v bunke. KedZe ostatné dve
proteinkindzy maji obmedzeny pocet substratov, prave ERK fosforylaciou stoviek popisanych
substratov v dany moment zasadne vplyva na konecnu odpoved’ bunky. Ovplyvnené substraty potom
ur¢uji vyslednu bunkovu odpoved’ na extracelularny signal. Celd signalna draha je v jednotlivych
krokoch prisne regulovana za pomoci interakénych partnerov a dalSich adaptorovych proteinov.
Nespravna regulacia drahy, ako aj mutacie jednotlivych proteinkinaz vedu k zavaznym patologickym

prejavom.

Na trovni proteinkindzy ERK sa vyskytuji dve izoformy, ERK1 a ERK?2, ktoré st z viac nez
80 % identické. Ich velkd sekventna aj funkcéna podobnost’ vyvoldva otazky o ich evolucnej
konzervovanosti a taktiez o tom, ¢i maju tieto izoformy rozdielne funkcie, alebo st funkcne
zamenitelné. Cielom prace je zhrnit' doterajSie poznatky tykajice sa rozdielov v Strukture a funkcii

izoforiem ERK1 a ERK2 v MAPK/ERK signalnej drahe.

Kruacové slova: signalna draha, proteinkinaza, fosforylacia, Raf, MEK, ERK1, ERK2, génova

expresia, bunkova proliferacia, bunkova migracia, invazivita



Abstract

The MAPK/ERK cascade is highly conserved signalling pathway regulating cellular processes
which are necessary for cell life, such as proliferation, differentiation, apoptosis or cell migration. All
these cellular responses are the result of the processing of extracellular signals through three-tier ERK
cascade consisting of protein kinases Raf, MEK and ERK. The signal is transmitted by sequential
phosphorylation where RAF phosphorylates MEK and MEK phosphorylates and activates ERK. Protein
kinase ERK then phosphorylates and regulates a wide range of substrates at different locations
in the cell. This affects the cellular response to the extracellular signal. Regulation of this pathway
on every level is very important and is modulated by interaction partners and adaptor proteins.
Deregulation of the pathway as well as mutations of individual protein kinases can lead to severe

pathological consequences.

At the level of ERK, there are two isoforms, ERK1 and ERK2, which are more than 80 %
identical at the amino acid level. Their high sequence similarity has triggered the interest of many
authors for more detailed examination of both isoforms in respect of their evolutionary conservation and
whether they are functionally redundant or whether they have specific functions. The aim of this work
is to summarize the knowledge about differences in the structure and function of ERK1 and ERK?2

isoforms in the MAPK/ERK signalling pathway.

Key words: signal transduction, protein kinase, phosphorylation, Raf, MEK, ERK1, ERK2, gene

expression, cell proliferation, cell migration, cell invasion
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1. Uvod

Komunikacia medzi bunkami navzajom, ako aj medzi bunkami a prostredim, je zaistovana
pomocou bunkovej signalizacie. Prijem, prenos a spracovanie signalu vedie ku konkrétnej bunkovej
odpovedi, pricom vysledkom spravnej reakcie na prenasany signal je zabezpecenie dolezitych procesov

v dany Cas a na danom mieste.

Jednou skupinou signalnych drah je rodina mitogénmi aktivovanych proteinkinaz (MAPK),
ktorych tloha spociva v spracovani extracelularnych signdlov stimulujucich bunku ku konkrétnej
bunkovej odpovedi. Signal je prijaty pomocou receptorov zachycujucich jednotlivé signalne molekuly
a prendSany prostrednictvom kaskddy intracelularne lokalizovanych proteinkindz. Najlepsie
prestudovanym ¢lenom tejto rodiny MAPK signalnych drah je draha MAPK/ERK. Rovnako ako
u ostatnych MAPK kaskad je aj u MAPK/ERK podstatou prenosu séria naslednych fosforylacii. Tieto
fosforylacie st zabezpecované troma proteinkinazami, Raf, MEK a ERK. ERK je proteinkinaza, ktora
sa lisi od zvysnych dvoch ¢lenov kaskady svojou schopnost'ou fosforylovat’ vel’ké mnozZstvo substratov,
napriklad transkripénych faktorov. Délezité vSak nie su iba samotné proteinkinazy, ale aj d’alsie faktory
podiel’ajuce sa na spravnej regulacii prenosu signalu a zabranujuce nekontrolovate'nym patologickym

procesom v bunke.

Vsetky tri proteinkinazy MAPK/ERK kaskady sa vyskytuju v minimalne dvoch izoformach.
Zatial' ¢o izoformy Raf vykazujii istt mieru odliSnosti, u izoforiem MEK a ERK je situécia
komplikovanejs$ia. ERK1 a ERK2 sa na urovni sekvencie aminokyselinového retazca zhodujt z viac
nez 80 %. Napriek tomu st obe izoformy v evolucii konzervované, ¢o viedlo viacerych autorov
k myslienke, Ze by mohli byt funkcéne Specializované aj napriek vysokej sekvenc¢nej zhode. Tato
bakalarska praca si kladie za ciel’ zhrnat’ su¢asné poznatky o Struktirnych a funkénych rozdieloch medzi

ERK1 a ERK?2 izoformami v MAPK/ERK signalnej drahe.



2. Signalizacia drahou MAPK/ERK
2.1 Zakladna charakteristika signalnej drahy MAPK/ERK

Signalna draha ERK (extracellular signal-regulated kinase) je sucastou rodiny evolucne
konzervovanych signalnych drah stihrnne oznacovanych ako MAPK (mitogen-activated protein kinase)
signalne drahy. MAPK/ERK draha je asociovana s mnozstvom bunkovych dejov, akymi st napriklad
proliferacia, diferenciacia, migracia buniek, adhézia, senescencia ¢i apoptoza (Sun ef al., 2015). MAPK
dréhy patria k najdoélezitejSim mechanizmom, pomocou ktorych bunka spracovava rozmanité
extracelularne signaly a na zéklade toho vyvolava urcita vnutrobunkovu odpoved’ (Saba-El-Leil et al.,
2016). K zachyteniu signalnych molektl sltzia receptory lokalizované na plazmatickej membrane
a v pripade intracelularnej signalizicie sa jedna o tyrozin kindzové receptory, cytokinové receptory,
receptory spriahnuté s G proteinmi alebo adhézne receptory (Eblen, 2018). Rozmanité signalne
molekuly sa viazu na tieto receptory, ktoré nasledne aktivuji MAPK drdhu, ¢oho vysledkom je

relevantna odpoved’ bunky na prenasany signal.

Rodina MAP kinaz je evolu¢ne konzervovana a vyskytuje sa u rastlin, hub aj zivocichov (Li et
al., 2011). KIicové komponenty MAPK kaskad predstavuju tri proteinkindzy — MAPKKK (MAPK
kinase kinase), MAPKK (MAPK kinase) a MAPK (MAP kinase) (Johnson & Lapadat, 2002). Principom
prenosu signalu cez MAPK drahy je séria naslednych fosforylacii jednotlivych komponent drahy
(Obr. 1). MAPKKK fosforyluje MAPKK a t4 aktivuje MAPK dvojitou fosforylaciou hydroxylovych
skupin na serin/treoninovych a tyrozinovych zvySkoch. Tento systém postupnych fosforylacii
a jednotlivé intermediaty drahy zabezpecujii moznost’ zosilnenia alebo potlacenia signalizacie, pricom
su vyuzivané rozlicné mechanizmy na rozpoznanie signalnych molekil aj z inych signalnych drah v
bunke. Dal$ou vyhodou tohto systému je moznost’ amplifikacie, pokial’ sii po sebe nasledujuce proteiny
vo viacSom zastupeni ako ich regulatory (Pearson et al., 2001). Aktivacia jednotlivych proteinkindz
kaskddy vedie k mnohym fyziologickym procesom, ale v istych pripadoch moze dochadzat aj

k signalizacii spoésobujucej patologicki odpoved'.

MAPK drahy nie st u vSetkych organizmov rovnaké. Bezstavovce maju menej MAP kinaz nez
stavovce a na zaklade fylogenetickej analyzy MAPK génov sa predpoklada, ze MAP kinazy stavovcov
vznikli z 3 prekurzorov a vd’aka génovym duplikaciam expandovali uz pocas skorej evoltcie stavovcov
(Li et al., 2011). Cicavce vyuzivaju 7 roznych MAPK drah, ktoré st kédované 14 génmi pre MAP
kinazy. Najlepsie preskimané su tri podrodiny signalnych drah, a to ERKs (proteinkinazy regulované
extracelularnym signdlom), JNKs (Jun amino-termindlne proteinkindzy) a p38/SAPK (stresom
aktivované proteinkinazy). Do podrodiny ERK patri 6 ¢lenov, a to ERK1/2, ERK3/4, ERKS, ERK7/8,
pricom ERK7/8 reprezentuje jednu proteinkinazu v potkanoch oznacovanti ako ERK7 a u I'udi pdvodne
ERKS. ERK1/2 a ERKS sa oznacuju ako typické MAP kindzy, zatial’ ¢o ERK3/4 a ERK7/8 ako atypické
(Cargnello & Roux, 2011).



V pripade ERK drahy zabezpeCuju prenos signalu proteinkinazy Raf (MAPKKK), MEK
(MAPKK) a ERK (MAPK) (Obr. 1). Rafa MEK sa vyskytuju v cytoplazme a fosforyluju len obmedzeny
pocet substratov — Raf fosforyluje hlavne MEK a MEK fosforyluje iba ERK. ERK, na rozdiel od tychto
dvoch proteinkinaz, fosforyluje vel’ké mnozstvo substratov vo vSetkych kompartmentoch bunky vratane
jadra. Vd’aka uzkej substratovej Specifickosti proteinkinaz Raf a MEK je prenos signalu v ramci kaskady
linearny. Na trovni ERK sa néasledne signal vetvi do mnohych smerov. Zaujimavé je, Ze kazdy stupen
kaskady obsahuje viacero izoforiem. V pripade Raf a MEK sa izoformy liSia vo funkcii ¢i
tkanivovo-Specifickej expresii, aj ked’ ich rozdielne funkcie st pomerne malo popisané (Busca et al.,

2016). To sa tyka aj izoforiem ERK1 a ERK?2, ktorym bude venovana osobitna kapitola.
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Obr. 1 — Rozlicné stimuly vedu k aktivacii viacerych MAP kindzovych drah a naslednymi fosforylaciami
Jjednotlivych clenov kaskad sa aktivuje velké mnozZstvo substratov. Mitogény, stresové faktory

a cytokiny aktivuju rozne MAPK drahy. Upravené, prevzaté z (Cargnello & Roux, 2011).

2.2 Mechanizmus prenosu signalu a aktivacia drahy MAPK/ERK

MAPK/ERK kaskada je aktivovana celou radou extracelularnych podnetov a signalnych
molekil, akymi st napriklad rozne rastové faktory, cytokiny a aktivatory receptorov spriahnutych
s G-proteinmi. Aktivacia drahy ERK pomocou EGF (epidermal growth factor) sluzi ako modelovy
priklad aktivacie drahy ERK extracelularnymi signalmi (Brown & Sacks, 2009).

EGF sa viaze na receptor typu RTKs (receptor tyrosine kinases), konkrétne EGF receptor
(EGFR) na cytoplazmatickej membrane (Obr. 2). Po naviazani ligandu na receptor dochadza
k dimerizacii poévodnych monomérov a je spustena tyrozinkinazova aktivita receptoru, nastava

trans-autofosforylacia na tyrozinovych zvyskoch intracelularnej domény receptoru. Na fosforylované



tyrozinové zvysky sa viazu proteiny s SH2 doménou. Prikladom takého proteinu je Grb2 (growth factor
receptor-bound protein 2), ktory sa viaze na Ras-GEF (guanine nucleotide exchange factor) Sos (son of
sevenless) v cytoplazme. To spdsobi presun Grb2/Sos komplexu na cytoplazmatickii membranu, kde je
aktivovany a spusta Cinnost’ malej GTPazy Ras tym, Ze uvol'ni GDP a umozni naviazanie GTP (Brown

& Sacks, 2009).

Do Ras rodiny malych GTP4z sa mimo iné radia H-Ras, K-Ras a N-Ras, ktoré st zodpovedné
za aktivaciu ERK kaskady ,,downstream® od RTKs. Védzba GTP na Ras indukuje konforma¢né zmeny
viazobnych domén, ¢o néasledne umoziuje naviazanie d’al§ich efektorovych proteinov. V pripade ERK
signalizdcie dochddza k vézbe proteinkinazy z rodiny Raf, ktord je rekrutovand na plazmaticki

membranu (Eblen, 2018).
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Obr. 2 — Prenos signdlu drahou MAPK/ERK aktivovanou posobenim rastovych faktorov (GF) na
receptor s tyrozinkindazovou aktivitou (RTK). Upravené, prevzaté z (Govender & Chetty, 2012).

Pre translokaciu Raf na membranu je nutna membranova lokalizacia Ras proteinov. Ras sa
v bunke nachadza v membranovych mikrodoménach bohatych na kaveolin, proteiny
s glykozylfosfatidylinozitolovou kotvou a molekuly signalnej transdukcie (Mineo et al., 1997). Ras
proteiny prechadzaju viacerymi post-translanymi modifikaciami, vd’aka ¢omu sa zvySuje ich
hydrofobny charakter a moznost’ vézby na cytoplazmatickii membranu. NajdoleZitejSou modifikaciou
je farnezylacia motivu CAAX (C je cystein, A su alifatické aminokyseliny a X predstavuje 'ubovolna
aminokyselinu) na C-konci Ras proteinov (Nan et al., 2015). Lipidovy zvySok na motive CAAX

zabezpecuje ukotvenie Ras GTPaz na plazmatickii membranu. Podstatnym krokom v interakcii Ras
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s Raf je dimerizacia Ras, pripadne tvorba nano-klastrov (Degirmenci et al., 2020). Hlavnou tlohou Ras
GTPaz je translokovat’ Raf na cytoplazmaticki membranu, avsak presny popis ich vzdjomnej interakcie

stale nie je zndmy.

Z rodiny proteinov Raf je najlepSie prestudovana proteinkinaza Rafl (C-Raf) (Mineo et al.,
1997). Dalsimi si A-Raf a B-Raf, vietky patria medzi serin/treoninové proteinkinazy a zabezpeduju
fosforylaciu proteinkindz MEK1 a MEK2 (Eblen, 2018). Aktivny Ras translokuje Raf na plazmaticki
membranu naviazanim na N-koncovu regulacni doménu Raf (Stokoe et al., 1994) a indukuje Raf
heterodimerizaciu (Weber ef al., 2001). Niektoré §tadie vSak ukazuju, Ze tieto dve proteinkindzy maja
medzi sebou komplexnejsiu regulaciu. Asociacia Raf s plazmatickou membranou je v aktivacii kI'a¢ova
a vyzaduje viacero aktivacnych procesov sprostredkovanych proteinkindzami, adaptorovymi proteinmi
a lipidovymi kofaktormi (Mineo et al., 1997). U C-Raf je pre kindzovu aktivitu nevyhnutna fosforylacia
Ser338 proteinkindzou PAK3 a Tyr341 proteinkindzami Src (Mason et al., 1999). Autoinhibicia aktivity
Raf regula¢nou doménou je prekonana prave fosforylaciou Tyr341 (Tran & Frost, 2003). Samotna
aktivacia Raf je na Ras nezavisla. Vo vac¢sine pripadov Ras nesluzi ako proteinova kotva, ktora by drzala
Raf ukotveny v membrane. Raf teda nie je po celu dobu svojej aktivity naviazany na plazmaticka

membranu, ale vyuZziva vézby s proteinmi cytoskeletu (Stokoe et al., 1994).

Akonahle je Raf aktivovany, nasleduje fosforyldcia proteinkindz MEK1 a MEK2, stihrnne
oznacovanych ako MEK1/2. MEK 1 a MEK?2 sa nachédzaju v cytoplazme vd’aka jadrovému exportnému
signalu (NES) na N-konci (Fukuda et al., 1996) a interakciam s d’al$imi proteinovymi kotvami (Zehorai
et al., 2010). Su substratom Raf a ich aktivicia nastdva po fosforylacii Ser218/Ser222 (MEK1),
respektive Ser222/Ser226 (MEK?2), lokalizovanych v aktivacnej slucke (sekvencie I'udskych proteinov)
(Zaballos et al., 2019). V pripade izoformy MEK 1 prispieva k aktivacii proteinkinazou Raf'i fosforylacia
Ser298, pretoze zvysuje asocidciu MEK-Raf (Eblen ef al., 2004). Obe MEK izoformy su kinazy
s dualnou Specifitou, Co znamena, ze fosforyluju tak serin/treoninové, ako aj tyrozinové zvysky. Pdsobia
ako aktivatory ERK, popripade ako cytoplazmatické kotvy, ktoré maju regula¢nt funkciu (Fukuda et al.
1997).

MEK aktivuje ERK fosforylaciou motivu Thr-Glu-Tyr (takzvany TEY motiv), fosforylovanymi
aminokyselinami st u potkaniecho ERK2 Thr183 a Tyr185 au ERK1 Thr203 a Tyr205 (Roskoski, 2012).
Rozpoznanie ERK proteinkinazou MEK je zavislé na takzvanych ,,docking (dokovacich) interakciach
prostrednictvom kratkeho motivu ned’aleko N-konca MEK (Fukuda ef al., 1997) (MAPK-docking site,
D doména), ktory obsahuje bazické a hydrofobne aminokyseliny (Xu ef al., 2001). V struktire MEK sa
vsak nachadzaju viaceré oblasti dolezité pre interakciu MEK-ERK, napriklad oblast’ bohat4 na prolin
(PRS), ktorej pritomnost’ pozitivne vplyva na aktivaciu ERK (Dang et al., 1998). U ERK2 su pre
interakciu dolezité dva kyslé zvysky (Asp316, Asp319) v blizkosti C-konca ERK2, tvoriace takzvanu
CD doménu. Medzi kyslymi zvySkami CD domény ERK2 a bazickymi zvySkami D domény MEK



dochadza k elektrostatickym interakciam (Tanoue et al., 2000). Dva hydrofébne zvysky (Tyr314,
Tyr315) leziace vedla kyslych aminokyselin CD domény taktiez napomahaju k vizbe MEK-ERK
prostrednictvom hydrofébnych interakcii s aminokyselinami D domény (Xu et al., 2001). Okrem
C-koncovych oblasti sa na asociacii s MEK podiel’a aj isek na N-konci ERK?2, a to aminokyseliny na
pozicii 19-25 (Eblen et al., 2001). Vdaka tymto vizbam modze byt regulovana aktivacia ERK,
lokalizacia a fosforylacia d’al§ich substratov v MAPK/ERK signalnej drahe.

2.2.1 Dal3ie sposoby aktivacie draihy MAPK/ERK
Okrem vyssie spominaného EGFR existuju aj iné moznosti aktivacie drahy ERK. Nasledujtci

text strucne popisuje niektoré z nich.

Inzulinova signalizacia sprostredkovana IGF funguje na podobnom principe ako signalizacia
prostrednictvom EGFR. Stimulacia IGF receptoru vedie k autofosforylacii a st rekrutované a aktivované
signalne proteiny s SH2 doménou. Na rozdiel od EGFR vsak autofosforylované IGF receptory
nerekrutuju priamo signalne proteiny Grb2 a Sos, ale fosforyluju adaptorové proteiny IRS a Shc, ktoré

prepajaju signalizaciu od IGF k MAPK/ERK drahe (Skolnik et al., 1993).

S Grb2 a Sos komplexom interaguju aj proteinkinazy FAK a PAK, ktoré maji vyznam
v integrinovej signalizacii a adhézii buniek, a tym sa podielaji na migracii buniek. FAK
sprostredkovand aktivaicia MAPK/ERK drahy pocas integrinmi indukovanej adhézie buniek
k fibronektinu spociva vo vytvoreni komplexu FAK-c-Src, fosforylacii FAK a vidzbe s SH2 doménou
proteinu Grb2. Grb2 d’alej interaguje so Sos a aktivuje sa Ras/MAPK signalna draha (Schlaepfer ef al.,
1994).

K aktivacii MAPK/ERK drahy prispievaju aj IL3 (receptor bez tyrozinkinazovej aktivity)
a SDF-1 (heterotrimericky protein). Takyto sposob aktivacie sa uplatituje v krvotvornych bunkach. IL3
a SDF-1 aktivuju GTPazy Ras a Rac. Pre aktivaciu Ras prostrednictvom IL3 je nevyhnutna GTPaza Rac
a adaptorovy protein Grb2, rovnako ako pri aktivacii drahy pomocou Sos. Malda GTPaza Ras
a proteinkindza Raf si silno aktivované prave prostrednictvom IL3, SDF-1 aktivuje GTPazu Rac
a indukuje fosforylaciu Rafl na Ser338. Tato fosforylacia je klicova pre spravnu aktivaciu Rafl
a zabezpeCuje ju proteinkindza PAK. SDF-1 vyrazne zosiliiuje aktivaciu Rafl, a taktiez zosiliiuje

fosforylaciu MEK indukovanu prostrednictvom IL3 (Arai et al., 2005).

Proteinkindza PAK je efektorovym proteinom dvoch GTPaz, Rac a Cdc42. Tieto GTPazy
interaguju s proteinkinazou Raf, ¢im sa podielajii na aktivacii ERK ,,downstream™ od Ras. PAK1
fosforyluje MEKI1 a tym napomaha interakcii MEK1-Rafl (Frost et al., 1997). Fosforylacia MEK1
prostrednictvom PAK vyzaduje bunkovu adhéziu a v adherentnych bunkach je proteinkinaza PAK

nevyhnutna pre asociaciu MEK1-ERK a aktivaciu ERK (Eblen ef al., 2002).



2.2.2 Inhibicia ERK signalizacie

Inaktivacia ¢i terminacia signalizacie drahy ERK je ddlezitym krokom pre fyziologicku funkciu
tejto drahy. Na terminacii signalizacie sa podiel’a niekol'’ko mechanizmov — internalizacia a inaktivacia
»upstream® aktivatorov (predovsetkym receptorov), inhibicia ,,upstream* vidzobnych komponent

spatnymi vdzbami a fosforylaciou pomocou aktivnej ERK proteinkindzy a defosforylacia pomocou

dudlne Specifickych MAPK fosfataz.

Internalizécia EGFR je proces, v ktorom sa za vyuZitia vackov a receptorom sprostredkovanej
endocytozy transportuje komplex receptor-ligand do lyzozému na degradaciu, pripadne dochadza
k recyklécii spat’ na bunkovy povrch. Degradacia alebo recyklacia receptoru zavisi na druhu ligandu.
Znizenie expresie klatrinu v HeLa bunkéch narusuje proces transportu EGFR do endozému. Negativna
regulacia tohto procesu vedie k inhibicii signalizacie (Henriksen ef al., 2013). V bunkach, ktoré maju
naruseny proces endocyt6zy EGFR, bolo pozorované potlacenie MAPK/ERK signalizacie (Vieira et al.,

1996).

Inaktivicia dréhy prostrednictvom negativnej spitnej vdzby zahfiia fosforylaciu Rafl na
viacerych miestach bohatych na prolin. ERK2 in vitro fosforyluje Rafl na piatich serinovych zvyskoch
(SP motivy), ¢o vedie k hyperfosforylacii, naruSeniu schopnosti Rafl interagovat' s Ras GTPazou
a zabraneniu translokacie na plazmaticki membranu. Hyperfosforylovana Raf1 vsak nie je degradovana,
ale recyklovana za pomoci d’alsich dvoch molekual (PP2A, Pinl) do stavu, v ktorom je znova schopna
aktivacie a interakcie s Ras (Dougherty et al., 2005). Inhibi¢na fosforylacia Sos sprostredkovana ERK
proteinkinazou je taktiez zodpovednd za inaktivaciu drahy, pretoze vedie k narusSeniu tvorby
komplexu Grb2/Sos. ERK fosforyluje Sos na troch serinovych zvyskoch na C-konci proteinu v oblasti
bohatej na prolin, kde sa nachadzaju vézobné miesta pre SH3 domény (Corbalan-Garcia et al., 1996).
Na inhibi¢nej fosforylacii sa okrem ERK podiel'a aj RSK2 proteinkinaza, ktora je sama substratom ERK
(Douville & Downward, 1997).

Dalsim sposobom je deaktivacia proteinkinazy ERK za pomoci dualne $pecifickych MAPK
fosfataz, ktoré defosforyluji fosfotreonin aj fosfotyrozin v aktivacnej slucke. Tieto dudlne Specifické
proteinfosfatazy (DUSP) maju v bunke rdéznu lokalizaciu, v jadre sa nachadzaji napriklad
MKP-1, MKP-2, DUSP-2 a DUSP-5. V cytoplazme st to MKP-3, MKP-4 a MKP-X. Niektoré¢ z nich
dokazu defosforylovat’ len ERK1/2, prikladom takejto proteinfosfatazy je MKP-3, iné defosforyluju
spolu s ERK aj JNK a P38 (Owens & Keyse, 2007). Specificka vizbu MKP-3 na ERK zabezpecuje
nekatalytickd N-koncova doména. Vézbou na substrat sa spusta katalytickd aktivita proteinfosfataz
(Camps et al., 1998). Okrem DUSP existuju aj d’alSie proteiny, ktoré regulujt MAPK/ERK signalizaciu.
Patria sem rozne adaptorové proteiny a kotviace proteiny, ktoré zabezpeCuju cytoplazmaticka
lokalizaciu ERK a zabranuji presunu ERK do jadra, popripade zabezpecuju interakcie s aktinovym

cytoskeletom (Olea-Flores et al., 2019).



2.3 Proteinové adaptory

Prenos signalu MAPK/ERK dréhou je regulovany mnoZstvom proteinov, ktoré sice nemaju
enzymaticku aktivitu, ale maju v regulacii velky vyznam. Patria sem 3 skupiny proteinov — takzvané
»scaffold* proteiny, proteinové kotvy a inhibitory. Jednotlivé moduldrne proteiny v§ak nemozno priamo
rozdelit’ do jednotlivych skupin, ¢asto moze jeden protein plnit’ viac funkcii zaroven. Regulécia
pomocou inhibitorov, ktorej prikladom je regulacia prostrednictvom DUSP, uz bola popisand
v predoslej kapitole. Preto sa tito Cast’ textu bude zameriavat’ na reguldciu pomocou ,scaffold*
proteinov, ktoré moézu fungovat’ ,,upstream® i ,,downstream* od ERK (Ramos, 2008) a vytvaraju

»leSenie pre ostatné proteiny podiel’ajuce sa na signalizacii.

»3caffold” proteiny (adaptorové proteiny) st dolezitou sucastou signalnych drah, pretoze
dokazu priblizit’ jednotlivé ¢leny drahy do takej blizkosti, aby mohli spolu interagovat’ a podporuju tak
fosforylaciu efektorovych molekil. Vplyvaju na dizku trvania signalu a intenzitu signalu (Dhanasekaran
et al., 2007). Okrem toho je pre funkciu celej drahy dolezita aj lokalizacia jednotlivych enzymovych
komplexov v bunke, ktora je takisto vysledkom ¢innosti ,,scaffold* proteinov (Ramos, 2008). Na zaklade
roznej lokalizacie komplexov je zabezpecena regulacia aktivacie jednotlivych Clenov drahy a zaroven

presnejsia regulacia fosforylacie substratov v jednotlivych kompartmentoch bunky.

Jednym z najvyznamnejsich adaptorovych proteinov regulujucich MAPK/ERK signalnu drahu
je KSR (kinase suppressor of Ras). Ide o protein interagujuci s Raf, MEK aj ERK, ktory obsahuje
kinazovi doménu, avsak jeho kinazova aktivita nie je preukazana (Morrison, 2001; Therrien et al.,
1995). U cicavcov sa vyskytuju 2 izoformy, KSR1 a KSR2. KSR1 sa podiel'a na aktivacii ERK na urovni
medzi Ras a Raf (Therrien et al., 1995). V bunkach, v ktorych prave neprebieha signalna transdukcia,
je KSR lokalizovany v cytoplazme a po aktivacii Ras sa translokuje na plazmaticki membranu
a napomaha aktivacii Rafl (Michaud et al., 1997). Nasledne je na membranu lokalizovany aj MEK
a KSR moduluje tvorbu multiproteinového komplexu zlozeného z Raf, MEK1/2, ERK1/2 a d’alSich
proteinov regulujucich aktivitu a lokalizaciu KSR. Su to napriklad y podjednotky G proteinov, 14-3-3
protein a chaperony (Morrison, 2001). To, akym spdsobom KSR ovplyviiuje prenos signalu od Ras
k ERK, zavisi aj na koncentracii KSR v bunke. Pokial’ je KSR exprimovany v optimalnej hladine,
pozitivne ovplyviiuje ERK aktivaciu. Pokial’ vSak presiahne urCiti mieru expresie, vysledkom je

inhibicia ERK signalizacie (Cacace et al., 1999).

Dal§im dobre prestudovanym ,,scaffold* proteinom je MP1 (MEK partner 1), ktory interaguje
s MEK1 a ERK1, ale in vivo neinteraguje s Raf, MEK2 ani ERK?2. Pokial’ je MP1 v bunke exprimovany,
podporuje interakciu MEK1-ERK1 a ich aktivaciu (Schaeffer et al., 1998). MP1 tvori komplex s vysoko
konzervovanym proteinom pl4 a tento komplex je nevyhnutny pre signaliziciu na neskorych
endozomoch (Wunderlich et al., 2001). P14 je tiez zodpovedny za lokalizaciu MP1 na neskory endozém

a reguluje ERK1/2 signalizaciu na endozémoch vyvolani EGF (Teis et al., 2002).



Vyznamnym interakénym partnerom MP1 pozitivne ovplyviiujiucim aktivaciu ERK je protein
z rodiny WD-40, MORGI1. Na rozdiel od pl4 sa neziCastiiuje na aktivacii ERK spustenej
prostrednictvom EGF, ale podporuje ERK aktivaciu spustent inymi signalnymi molekulami, napriklad
LPA. MORGTI interaguje okrem MP1 aj s C-Raf, B-Raf, MEK a ERK1/2 a podiela sa na formovani
multiproteinového komplexu. I v tomto pripade vSak treba dodat’, Ze pri prili§ vysokych koncentraciach

MORGI1 mbze byt aktivacia ERK inhibovana (Vomastek ef al., 2004).

Okrem vysSie spomenutych prikladov existuje mnozstvo d’alSich proteinovych adaptorov
— PEA-15, B-arrestin, IQGAP1, paxilin a d’alSie, ktoré vyrazne napomahaju k usmerneniu signalizacie

(Ramos, 2008).

2.4 Fyziologicka signalizacia

Ako bolo spomenuté vyssie, ERK1/2 ma velké mnozstvo ako cytosolickych, tak jadrovych
substratov. Prikladmi cytoplazmatickych substratov sut DAPK, TSC2, RSK alebo MNK, v jadre su to
potom transkrip¢né faktory Elk1, c-Fos, c-Myc, NF-AT, MEF2, STAT3 a iné (Cargnello & Roux, 2011).
Vzhl'adom k tejto skutocnosti je zrejmé, ze MAPK/ERK signalna draha pomocou aktivacie réznej sady
substratov vyvolava rozlicné fyziologické deje v bunkach. Prikladmi tychto dejov su proliferacia,
normalny embryonalny vyvoj, diferenciacia buniek, senescencia, apoptdza, migracia buniek, adhézia,
modulacia cytoskeletarnych struktur, regulacia bunkového cyklu, regulacia transkripcie ¢i remodelacia

chromatinu (Olea-Flores et al., 2019).

To, akym spdsobom bunka reaguje na signaly drahy zavisi na lokalizacii aktivovanej
proteinkinazy ERK v bunke a na aktivacii jednotlivych substratov (kapitola 3.2 Mechanizmus aktivacie

ERK).

2.4.1 ERK a proliferacia

Prikladom jednej z najlepSie prestudovanych funkcii signalnej drahy ERK je jej vplyv na
bunkovu proliferaciu a vplyv na vstup bunky do bunkového cyklu. Aktivacia a presun ERK1/2 do jadra
je pocas G1 fazy bunkového cyklu doélezitou podmienkou prechodu do S fazy cyklu. V jadre ERK
fosforyluje primarne transkripéné faktory. Jednymi z najddlezitej$ich substratov st transkripéné faktory
z rodiny Ternary complex factors (TCFs), napriklad Elkl. Po fosforylacii Elkl heterodimerizuje
s faktorom SRF, ovplyviiuje expresiu IEGs (immediate early genes), réznoroddi skupinu génov
zabezpecujucich vstup do bunkového cyklu. V ramci skorej odpovede su indukované transkripéné
faktory, ktoré st sucast'ou komplexu AP-1 (activating protein 1, kam patria c-Fos a c¢-Jun) alebo c-Myc
(Eblen, 2018). Tieto transkripéné faktory indukuju transkripciu génov zacastiujucich sa na regulacii

bunkového cyklu, napriklad cyklinov.



Aktivacia ERK moézZe byt kratkodoba alebo dlhodoba. To ovplyviiuje syntézu i stabilitu
proteinov délezitych v G1 faze. Pocas tejto fazy je predizena signalizdcia ERK vyznamnym faktorom
potla¢ujiicim proti-proliferacné gény. Rovnako tak fosforylacia niektorych proti-prolifera¢nych
proteinov (FOXO3a, Tobl) prostrednictvom ERK spdsobuje inhibiciu, pripadne degradaciu danych
proteinov (Eblen, 2018).

Predtym, ako ddjde k rozdeleniu bunky, je potrebné skontrolovat’, ¢i vobec bude bunka schopna
vykonat’ vsetky energeticky narocné procesy spojené so syntézami. ERK1/2 ovplyviluje regulatory
produkcie metabolitov potrebnych pre syntézy (Chambard et al., 2007), fosforyluje karbamoyl fosfat
syntetazu zodpovedni za katalyzu syntézy pyrimidinovych nukleotidov (Graves et al., 2000),
prostrednictvom fosforyldcie MSK1 a MSK2 reguluje remodelaciu chromatinu, vplyva na syntézu
ribozémov fosforylaciou transkripénych faktorov UBF a cez MNK1 a TOR tieZ na translaciu proteinov.
Co sa tyka samotnej G1 fazy bunkového cyklu a prechodu do S fazy, déleziti ulohu zohravaju cyklin
dependentné proteinkinazy a tvorba komplexu s cyklinom D. ERK1/2 podporuje ich expresiu a zarovei
sa zuCastiiuje na regulacii inhibitorov tychto proteinkinaz. ERK taktiez vyznamne reguluje proteiny
zodpovedné za zablokovanie bunkového cyklu pred zacatim S fazy. Aktivita ERK bola preukazana aj

pocas prechodu z G2 fazy do M fazy (Chambard et al., 2007).

2.4.2 ERK a migracia

Na migracii buniek sa podiela mnozstvo proteinov a proteinovych komplexov a dochadza
k prepajaniu viacerych signalnych drah. Je to komplexny dej, pri ktorom bunka vytvori veduci
a retrahujuci okraj, kde dochadza k tvorbe a rozpadu fokalnych adhézii a prestavbe aktinového
cytoskeletu, a tym k protruzii a retrakcii buniek a ich naslednej migracii. Aktivacia ERK drahy vedie
mimo iné ku zvySenej expresii, napriklad proteinov extracelularnej matrix, niektorych integrinov

a matrixovych metaloproteaz, ktoré pozitivne ovplyvituji bunkovi migraciu.

Jednou z vyznamnych molekil zabezpecujiicich migraciu je proteinkindza MLCK, ktora
fosforyluje MLC (myosin light-chain), ¢im je stimulovana aktivita myozinu II. Prave tato proteinkindza
je fosforylovana proteinkinazou ERK a touto cestou ERK indukuje bunkovi migraciu (Klemke et al.,
1997). Dolezita tlohu plnia aj nukleacné faktory WAVE tvoriace regulatny komplex WRC, ktory
interaguje s Arp2/3 a aktinom. ERK fosforyluje WAVE2 a Abil (sucast WRC koplexu), ¢im podporuje
polymerizaciu aktinu (Mendoza et al., 2011). Substratom ERK je tiez kortaktin, ktory interaguje
s nukleaénymi faktormi WASP a N-WASP, ako aj s Arp2/3, ¢o taktiez ovplyviiuje polymerizaciu
a nukleaciu aktinu (Martinez-Quiles et al., 2004). ERK d’alej fosforyluje paxilin a FAK, pricom je
regulovana interakcia tychto dvoch proteinov a adhézia buniek, a tym aj migracia (Hunger-Glaser et al.,

2003; Ishibe et al., 2004). Dalsie pre migraciu potrebné proteiny, ako napriklad kalpain 2, vinexin
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a Racl su substratmi ERK a mnohé d’alSie st fosforylované proteinkinazou RSK, ktora je taktiez

substratom ERK (Tanimura & Takeda, 2017).

ERK spolu s RSK priamou fosforylaciou mnohych molekul zodpovednych za bunkova migraciu
ovplyviiuju polymerizaciu aktinu, sietovanie F-aktinu, dynamiku fokalnej adhézie, aktivitu myozinu II,

aktivaciu a inhibiciu Rho GTPaz ¢i inaktivaciu Rac/Cdc42 GTPaz (Tanimura & Takeda, 2017).

Specialnym pripadom ovplyviiovania bunkovej migracie drdhou MAPK/ERK je
epitelidlno-mezenchymalna tranzicia (EMT). Pocas EMT polarizované nepohyblivé epitelidlne bunky
stracaju epitelové charakteristiky a transformujii sa na samostatné mezenchymalne bunky. Tie su
pohyblivé a schopné individualnej migracie. Tento proces zaistuju EMT-indukujuce transkripcné
faktory, ktorych expresia je modulovana prostrednictvom ERK a tym je podporena expresia génov

zvySujucich bunkovi migraciu (Tanimura & Takeda, 2017).

2.4.3 ERK a apoptoza

ERK1/2 proteinkinazy sa prevazne zi&astiiuju na procesoch, ktoré zabranuju apoptoze. Ci uz sa
jedna o kontrolu proliferacie a diferenciacie buniek, alebo regulaciou proteinov na urovni ich
transkripcie a posttranslacnych uprav v prospech anti-apoptotickych proteinov. MAPK/ERK signalna
draha sa vSak moze zucastinovat’ i opacnych, a teda pre-apoptotickych procesov (Yue & Lopez, 2020).
V pripade uzamknutia bunkového cyklu v G2 faze je za apoptdzu zodpovedna destabilizacia dolezitej
regulacnej fosfatazy CDC25B prostrednictvom MEK1 (Astuti ef al., 2009). U nervovych buniek, ktoré
st po mitdoze v GO kontrolnom uzle bunkového cyklu zablokované nastava apoptéza pri opiatovnom
vstupe do bunkového cyklu, ktory je vyvolany stresovymi faktormi. MEK/ERK draha p6sobi napriklad
na zvysenie hladiny cyklinu D1 a neur6n vstipi do S-fdzy bunkového cyklu, ¢o vedie k bunkovej smrti
(Modi et al., 2012). Dalsim prikladom je apoptéza spdsobena poskodenou DNA, kde ERK signalizacia

indukuje zvySenu regulaciu tumor supresorového proteinu p53 (Brown & Benchimol, 2006).

2.5 Patologicka signalizacia

Pokial’ dojde k mutaciam v génoch koédujucich jednotlivé Cleny drahy alebo regulatory tejto
drahy, moze dochadzat’ k vzniku ochoreni, akymi st rasopatie a mnoho typov rakoviny. Castou pri¢inou
vzniku nadorového tkaniva je mutacna aktivacia na irovni Ras, Raf, a MEK. Bodové mutacie v génoch
pre Ras protein, konkrétne K-Ras, spdsobujii rakovinu pankreasu (duktalny karcinom) v 95 % pripadov.
66 % melanomov a histiocytdza z Langerhansovych buniek je vysledkom muta¢nej aktivity na Grovni
B-Raf, v 50 % ostatnych pripadov histiocytozy sa vsak jedna o muta¢nt aktivaiciu MEK 1. Mutacie Ras

a Raf st castou pricinou viacerych druhov rakoviny a genetickych portach (Busca et al., 2016).
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Mutacna aktivacia na urovni Ras sa vyskytuje u K-Ras izoformy ¢astejsie neZ u N-Ras a H-Ras.
Jedna sa o bodové mutacie v kodone 12 génu pre K-Ras, zodpovedné za vznik adenokarcindbmov
pankreasu (Santarpia et al., 2012). Dal$imi astymi mutaciami s tie v kodénoch 13 a 61. Zamena
glycinu na pozicii 12 a 13 a glutaminu na pozicii 61 zabrafiuje schopnosti Ras hydrolyzovat’ GTP, ¢im
je ovplyvnena inaktivacia Ras (Simanshu et al., 2017). Problém nastava aj pri Castej disociacii GDP
z Ras, ku ktorej dochadza napriklad v pripade zameny Alal46 (Edkins ef al., 2006), kedy sa nadmerne

viaze GTP a aktivita Ras nie je regulovana ,,upstream* komponentami (Simanshu et al., 2017).

Mutacna aktivita Raf proteinkindzy sa prejavuje najmid u izoformy B-Raf, pretoze C-Raf
a A-Raf maju menS$iu bazalnu kindzova aktivitu. NajcastejSie sa muticie objavuju v glycin-bohate;j
slucke a aktivacnom segmente. Jednou z najvyznamnej$ich mutécii je substiticia valinu na pozicii 600
za glutamat v kindzovej doméne, ktorej vysledkom je znizena schopnost’ interakcie aktivacného
segmentu s glycin-bohatou slu¢kou, ¢o sposobuje nadmernt aktivaciu Raf (Emuss et al., 2005). Castym
nasledkom tejto mutacie je vznik melandmov a rakoviny Stitnej zl'azy (Santarpia et al., 2012). V pripade
rakoviny vajecnikov skupina Estep et al. identifikovala 4 mutacie v géne pre B-Raf v exénoch 4, 11, 12
a 15 génu B-RAF (Estep et al., 2007). Specifickd je mutadna aktivita B-Raf, spdsobujuca papilarnu
rakovinu §titnej Zl'azy, kedy nedochadza iba k mutaciam bodovym, ale aj k fazii N-koncovej regulacne;j
domény s AKAPY génom. Dojde tak k skrateniu regula¢nej domény a tym k zvySeniu bazalnej aktivity

B-Raf (Ciampi et al., 2005).

Na urovni MEK bola preukazana vyznamna tloha dvoch regulacnych zvyskov Ser218 a Ser222,
ktoré¢ po substitcii kyselinou glutdimovou alebo asparagovou in vitro spdsobuju zvySenu bazalnu
aktivitu MEK 1. DalSou mutéaciou, ktora in vitro zvysuje bazalnu aktivitu MEK je delécia aminokyselin
na N-konci proteinu na pozicidch 32-51, pri¢om tieto aminokyseliny st v nemutovanom stave
zodpovedné za stabilitu inaktivovaného MEK (Mansour et al., 1994). Substitucia kyseliny asparagove;j
na pozicii 67 za asparagin bola identifikovand u MEK1 v pripade rakoviny vaje¢nikov. Tato mutécia

ma vplyv na zvySenu kindzov aktivitu a tym zvySena mieru fosforylacie ERK (Estep et al., 2007).

Okrem vyssie spomenutych mutacii v génoch pre Ras, Raf a MEK existuju i d’al$ie, ktorych
vysledkom je abnormdalna aktivacia ERK proteinkinaz a vznik rakoviny rézneho typu. Liecba
nadorovych ochoreni je teda cielena prave na signalnu drahu ERK, a to inhibiciou jednotlivych ¢lenov
drahy, najmé ,,upstream“ od ERK proteinkinaz. V pripade B-Raf (muticia B-Raf¥6"F a B-Raf¥é"k)
a MEK sa vyuziva kombinovana liecba inhibitormi dabrafenib (B-Raf inhibitor) a trametinib
(MEK inhibitor), av§ak u pacientov vo vécsine pripadov dochadza k opitovnému zhorSeniu stavu.
Dalsim problémom st vznikajtice rezistencie na rozne typy inhibitorov, preto sa lie¢ba za¢ala orientovat’
na inhibiciu na trovni samotného ERK proteinu (Busca et al., 2016). V suvislosti s liecCbou MEK a B-Raf
inhibitormi sa objavili mutacie MEK2" a MEK 19", ktoré vedu k alosterickej zmene vo vizobnom

mieste pre ATP a k zvySenej kinazovej aktivite. Tieto mutacie do znacnej miery znizuju citlivost’ buniek
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na kombinovanu liecbu MEK a B-Raf inhibitormi v B-Raf¥®*°E melanémoch (Villanueva et al., 2013).
MEK1Y2!'D je d’alsia mutacia vznikajuca pocas lieby, ktora spdsobuje rezistenciu nadorovych buniek
k alosterickym MEK inhibitorom. Nadejnymi st v tomto pripade ATP-konkuren¢né MEK inhibitory,
ktoré by mohli byt ¢inné v liecbe nadorov, ktoré uz neodpovedaji na liecbu alosterickymi MEK

inhibitormi (Gao et al., 2019).

3. Rozdiely medzi izoformami Raf a MEK
3.1 Rozdiely A-Raf, B-Raf, C-Raf

Izoformy A-Raf, B-Raf a C-Raf su evolu¢ne konzervované proteinkinazy stavovcov a kazda
izoforma ma pre bunku funkény vyznam. Vsetky tri izoformy obsahuji konzervované oblasti CR1, CR2
a CR3, vratane motivov RBD (Ras-binding domain) a CRD (cysteine-rich domain). B-Raf je
pravdepodobne najpdvodnejsia z tychto troch izoforiem, pretoze ma najblizsie k Raf homologom, ktoré
sa vyskytuju u bezstavovcov. Taktiez pre B-Raf plati, Ze je najviac efektivny v aktivacii proteinkinaz
MEK1/2, pricom A-Raf je v tomto smere najmenej efektivny (Desideri ef al., 2015). Gény pre izoformy
lezia na rozdielnych chromozémoch a su exprimované v rdznych tkanivach v rozli¢nej miere
(Hagemann & Rapp, 1999). B-Rafje jedinou izoformou schopnou alostericky aktivovat’ ostatné signalne
proteiny, medzi ktoré patri aj C-Raf (Hu et al., 2013). B-Raf ovplyviiuje procesy spojené s vyvojom
placenty, vyvojom buniek v nervovej sustave a jeho mutacie sa objavuju vo viacerych pripadoch
rakoviny. C-Raf sa podiel'a na apoptdze, bunkovej migracii, formovani prepojeni medzi bunkami
a dalSich procesoch prostrednictvom inych drah nez MAPK/ERK. A-Raf sa rovnako ako C-Raf

zucCastnuje na procesoch apoptozy (Desideri et al., 2015).

3.2 Rozdiely MEK1 a MEK2
MEK1 a MEK?2 vykazuju viac nez 80 % zhodu v aminokyselinovej sekvencii. Velka zhoda sa

vyskytuje aj v ramci ich kindzovych domén, co znaci, ze MEK1 a MEK2 st obe v rovnakej miere
schopné fosforylovat’ ERK1/2 (Shaul & Seger, 2007). Tato podobnost’ je vyrazne nizSia na N-konci
proteinkinaz a v inzercii bohatej na prolin, ktoré st u MEK1 a MEK2 zhodné len zo 40 % (Ussar &
Voss, 2004). Obe izoformy su schopné autofosforylacie na serinovych a treoninovych zvyskoch, ale
MEK?2 autofosforylacia je efektivnejSia nez MEKI1 autofosforylacia. MEKI1 navySe obsahuje
autofosforylovatelny tyrozin, ktory sa u MEK2 nevyskytuje (Zheng & Guan, 1993). Dal§im rozdielom
medzi izoformami je schopnost MEK1 tvorit’ komplexy s C-Raf, ¢o u MEK?2 nebolo pozorované. Na
tvorbe tohto komplexu sa podielaji niektoré fosforylovateIné aminokyselinové zvysky v inzercii

bohatej na prolin, ktoré sa vyskytuju u MEKI, ale nie su pritomné na zodpovedajicich poziciach
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u MEK2 (Frost et al., 1996; Jelinek et al., 1994). Proteinkinazy MEK1 a MEK2 sa teda odliSuju

napriklad v spdsobe, akym su regulované.

4. Aktivacia ERK
4.1 Struktara ERK

Primarna $truktara ERK pozostava z 11 konzervovanych domén. Dolezitymi ¢astami terciarnej
Struktiry ERK1/2 proteinkindz st maly amino-terminalny lalok a velky karboxy-terminalny lalok

(Obr. 3) (Roskoski, 2012).

Amino-termindlny lalok obsahuje 5 retazcov antiparalelnych B-listov a konzervovany motiv
aC-helix. DalSou suc¢astou tohto laloku je konzervovany usek bohaty na glycin, takzvana P-slucka
(ATP-fosfat-vizobna slucka), ktora spaja prvy a druhy B-list. V jej blizkosti je lokalizovany Val56/39
(ERK1/2) ddlezity pre hydrofébnu vizbu s adeninom ATP. Treti B-list obsahuje motiv AXK (Ala-Xxx-
Lys) a lyziny Lys71/54, ktoré sprostredkovavaji vizbu aC-helixu s fosfatmi ATP. V okoli aC-helixu
sa nachadza konzervovana kyselina glutdmova, Glu88/71. Medzi Glu88/71 a tretim B-listom sa

nachadzaju sol'né mostiky vplyvajice na zmenu inaktivnej konformacie proteinkinazy na aktivnu

(Roskoski, 2012).

Velky karboxy-termindlny lalok je tvoreny prevazne a-helixami (oD - al), ale vyskytuju sa tam
aj 4 konzervované B-listy (B6 - B9) obsahujtce katalytické aminokyselinové zvysky, umiestnené medzi
oE a oF helixami. Katalytické jadro ERK1/2 je tvorené dvanastimi subdoménami obsahujicimi
sekvencie aminokyselin, z ktorych hlavnt ulohu v katalyze zohrava motiv lyzin/kyselina asparagova/
kyselina asparagova (Lys71/54, Asp166/149, Asp186/189 u Cloveka). Asp166/149 predstavuje sucast
motivu HRD a Asp186/189 je pocCiato¢nou aminokyselinou aktivacného segmentu a viaze idny horcika.
Aktivacny segment za¢ina motivom DFG (Asp-Phe-Gly) a kon¢i motivom APE (Ala-Pro-Glu). Strednt
Cast’ tvori aktivacna slucka (nazyvana aktivacny pysk u ERK1/2) obsahujuca fosforylovatelny tyrozin
a o dve aminokyseliny ,,upstream® od tyrozinu fosforylovateI'ny treonin. Stucastou aktiva¢ného pysku
je aj P+1 oblast’ $pecificky rozpoznavajica substrat (Roskoski, 2012). P+1 $pecificka oblast’ je dolezitou
suc¢astou MAP kindz a tvori ju osem aminokyselinovych zvySkov, konkrétne sa jedna o motiv
YVATRWYR (Tyr-Val-Ala-Thr-Arg-Trp-Tyr-Arg) (Canagarajah et al., 1997). V jeho blizkosti sa
nachadza hor¢ik-viazobna slucka, N-koniec aC-helixu a HRD (His-Arg-Asp) motiv (Roskoski, 2012).
V strukture ERK sa tiez nachadza MAP kinazova inzercia a C-koncové predizenie (L16) zakonéené

helixom aLL16 (Canagarajah et al., 1997).
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4.2 Mechanizmus aktivacie ERK

Proteinkinazy ERK1/2 su aktivované fosforylaciou tyrozinovych a treoninovych zvyskov
v aktivacnom pysku prostrednictvom proteinkindz MEK1/2, priCom aktivacia je sprevadzana velkymi
konformacnymi zmenami (Wortzel & Seger, 2011). Jedna sa teda o dualnu fosforylaciu a konkrétnymi
fosforylovanymi aminokyselinami s u 'udskych ERK2 Thr185 a Tyr187 a u ERK1 Thr202 a Tyr204,
takzvany Thr-Glu-Tyr (TEY) motiv (Roskoski, 2012). Takto aktivované ERK1/2 s schopné viazat
substrat a fosforylovat’ ho, pricom najcastejsie cielia na substraty, ktoré maju vo svojej Struktiire motiv
Pro-Xxx-Ser/Thr-Pro alebo minimalny motiv Ser/Thr-Pro, kde je dolezity prolin na pozicii P+1
(Canagarajah et al., 1997).

V neaktivnej forme ERK2 nie su katalytické zvysky v jednej rovine a P+1 Specificka oblast’ je
pravdepodobne blokovana, takze nemdze viazat’ substrat (Canagarajah ef al., 1997). V aktivnej forme
tvori fosforylovany Thr183 (ERK2 potkana) idénové védzby s N-koncovou doménou, interaguje
s argininmi v aC-helixe, katalytickej slucke a aktivacnom pysku. Okrem toho sa ucastni vodikovych
a ibnovych vizieb, ktoré prepdjaji aktivaény pysk s oC-helixom a C-koncovym predizenim L16, ¢im
priamo vplyva na vzajomnu orientaciu C-koncovej a N-koncovej domény proteinkindzy. Vzajomné
nato¢enie domén voCi sebe umoznuje formovanie katalytickych zvyskov v aktivnom mieste.
Fosforylovany Tyr185 meni natoCenie postranného retazca tak, Zze sa stdva stiCastou P+1 Specifickej
oblasti na povrchu proteinkinazy spolu s d’al$imi aminokyselinovymi zvyskami (Val186-Arg192, ERK2
potkana). P+1 oblast’ je odblokovana a tvori na povrchu proteinkinazy trochu hlbsiu priehlbinu nez je
tomu v nefosforylovanom stave. Tvoria sa interakcie s argininmi, ktoré v neaktivnom stave predstavuju
anionové viazobné miesto. Vyznamna je tiez tvorba 3/10 helixu v L16, ¢o vytvara tesnejSie prepojenie

oboch domén (Canagarajah ef al., 1997).
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Proces aktivacie zabezpecuje odpojenie od proteinov, ktoré kotvia ERK1/2 v cytoplazme
(Plotnikov et al., 2019). Nasledne sa indukuje tvorba diméru (Tomasovic et al., 2020), ktora bude
popisana v samostatnej podkapitole. Aktivovana proteinkinaza d’alej fosforyluje substraty

v jednotlivych kompartmentoch bunky.

4.2.1 DalSie fosforylacie

Fosforylacie mimo TEY (Thr-Glu-Tyr) motiv maju regula¢nu funkciu. U proteinkinazy ERK2
bola preukazana fosforylacia serinu, konkrétne Ser244 a Ser246 v KID (kinase insert domain) doméne
zabezpecujuca vizbu na importin7 a tym transport do jadra. Nemenej dblezity vplyv na lokalizaciu
ERK2 v ramci bunky ma autofosforylacia treoninu Thr188, ktory sa nachadza v aktivacnej slucke
(Wortzel & Seger, 2011). Tato autofosforylacia Thr188 nastava po tvorbe diméru ERK1/2 a zohrava
dolezit tlohu pri vzniku patologickych srde¢nych hypertrofii, ¢o bolo preukdzané na mysich
proteinkinazach ERK2 (u mySich ERK1 je ekvivalentny Thr208). MAPK/ERK draha vSak okrem
neziadticich remodelacii plni v srdci i doleziti ulohu v ochrane proti stresovymi faktormi spustanej
bunkovej smrti, preto nie je mozné tito drahu uplne blokovat. Fosforyldcia Thr188 ma okrem

spominanych ucinkov podstatny vplyv na signalizaciu ERK1/2 v jadre (Tomasovic et al., 2020).

4.2.2 Interakcia ERK so substratmi pomocou dokovacich domén a nezavisle na
dokovacich doménach

Pre tc¢innu fosforylaciu a aktivaciu substratov je potrebné vytvorit' komplex enzym-substrat.
Tvorba signaliza¢ného komplexu je Casto sprostredkovand pomocou takzvanych dokovacich domén
a dokovacich véazobnych interakcii. Tieto domény st pritomné v Struktire substratov proteinkinaz ERK
a slizia k tomu, aby mohol byt substrat G¢inne fosforylovany a bunka mohla efektivne reagovat’ na
extracelularne podnety (Barsyte-Lovejoy et al., 2002). V proteinkinazach ERK boli identifikované dve
dokovacie miesta: CD doména (common docking) a FRS (F-site recruitment site) doména (Lee et al.,
2004). Ulohou dokovacich domén je zvysit $pecifickost’ proteinkinaz a ich t&innost’ (Barsyte-Lovejoy

et al., 2002).

D domény (taktiez nazyvané DEJL, docking site for ERK and JNK, LXL), pritomné v mnohych
substratoch, proteinkinazach, proteinfosfatazach a ,,scaffold” proteinoch, sii evolu¢ne konzervované
domény obsahujuce skupinu bazickych zvyskov, ktoré su nasledované LXL (Leu-Xxx-Leu) motivom
a hydrofobnymi aminokyselinami. Nachadzaju sa v blizkosti fosforylacného miesta, a to ,,upstream*
alebo ,,downstream* od neho na N-konci proteinu (Barsyte-Lovejoy ef al., 2002; Raman et al., 2007).
Proteiny obsahujuce D domény, napriklad Elk-1 z rodiny ETS, vSak nie su fosforylované vylucne

proteinkinazami ERK, su taktiez substratmi d’alsej MAPK drahy — JNK (Jacobs ef al., 1999).
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CD domény (common docking) st sti¢astou ERK a interaguji s D doménami na substratoch
(Tanoue et al., 2000). CD domény, na rozdiel od D domén, obsahuji negativne nabité a teda kyslé
zvysky. Taktiez sa v nich vyskytuju hydrofobne aminokyseliny. Vézba so substratom je sprostredkovana
pomocou elektrostatickych interakcii s pozitivne nabitymi zvySkami D domény (Tanoue et al., 2000).
Su lokalizované na C-konci proteinu oproti aktivnemu miestu a obsahujit TT (Thr156, Thr157, ERK2
potkana) motiv, ktory zvysuje Specifickost’ ,,docking* interakcii s MAPKAPKSs (Tanoue ef al., 2001).

DEF domény (docking site for ERK, FXF), obsahujuce motiv FXFP (Phe-Xxx-Phe-Pro) su
taktiez konzervovanymi dokovacimi doménami, zohrdvaju doélezita ulohu v ramci MAPK/ERK
signalnej kaskady a st pre tuto kaskadu Specifické. ERK rozpoznava DEF aj D doménu, zatial' ¢o
napriklad JNK pre DEF védzobné miesto neobsahuje. Motiv FXFP sa vyskytuje v blizkosti
fosforylatného miesta smerom k C-koncu proteinu, to znamend nedaleko sekvencie
Pro-Xxx-Ser/Thr-Pro. Prikladom substratov obsahujucich FXFP (Phe-Xxx-Phe-Pro) je rodina proteinov
ETS, medzi ktoré patri u 'udi transkripcny faktor Elk-1 alebo SAP-1 a rodina proteinov KSR (Jacobs et
al., 1999).

FRS doména (F-site recruitment site) je stcastou proteinkinazy ERK a interaguje s DEF
doménami na substratoch. FRS doména obsahuje aminokyselinové zvysky Leul98, Tyr231, Leu232,
Leu235 a Tyr261(ERK2). FRS doména vytvara hydroféobnu oblast’ blizko aktivneho miesta ERK

a pomocou hydrofébnych interakcii viaze proteiny obsahujuce DEF doménu (Lee et al., 2004).

Domény D a DEF sa v8ak v niektorych substratoch ERK nevyskytuju. Prikladom takéhoto
proteinu je PEA-15, ktory reguluje aktivitu ERK2 a zabrafiuje translokacii ERK2 do jadra. Neobsahuje
FXFP motiv ani klasicki D doménu. Jeho vidzba s ERK?2 je sprostredkovana DED doménou a kratkym
C-koncovym segmentom. PEA-15 vyuziva k viazbe s ERK2 vizobné miesta pre D aj DEF motivy, av§ak
tieto vazby vedu k zmene konformacie aktivaéného pysku, ktory aj napriek dualnej fosforylacii zostava
v neaktivnej konformacii. V komplexe PEA-15-ERK2 DED doména obsadzuje D-vdzobné miesto
a C-koncovy segment obsadzuje DEF-vizobné miesto (Mace et al., 2013). Dalsim prikladom je
transkripény faktor Ets-1, ktory taktiez neobsahuje typické dokovacie domény, ale k viazbe s ERK
vyuziva dve atypické dokovacie domény, jednu na N-konci Ets-1 a jednu na C-konci, obsahujicom
takzvani PNT (pointed domain) doménu. Takto je zvySena efektivnost’ fosforylacie Ets-1 (Piserchio et
al., 2017). To naznacuje, ze interakcie s niektorymi proteinmi moézu byt na klasickych dokovacich
doménach nezavislé. Tento nazor bol potvrdeny proteomickou analyzou substratov ERK, pri ktorej sa
ukézalo, ze dokovacie domény sprostredkovavaju interakciu iba s obmedzenym poctom substratov
(Courcelles et al., 2013).
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4.3 Dimerizacia

O dimerizacii ERK1/2 proteinkindz a mechanizme, akym sa presuvaju do jadra, bolo
vypracovanych niekol’ko Studii. Niektoré potvrdili hypotézu, Ze tvorba dimérov je dolezitym
a kIi¢ovym krokom k aktivnemu transportu ERK do jadra (Khokhlatchev ef al., 1998), iné naopak

preukazali, Ze transport do jadra je na dimerizacii ERK nezavisly (Burack & Shaw, 2005).

Skupina Khokhlatchev et al. vo svojej praci (Khokhlatchev ef al., 1998) povazuje za kl'acovy
krok k translokécii proteinkinaz ERK1/2 fosforylaciu a naslednu disocidciu z MEK-ERK komplexu.
ERK1/2 potom podlichajii dimerizacii a putuji do jadra. Monoméry ERKI1/2 spolu interaguju
prostrednictvom dvoch domén. C-termindlne prediZenia oboch molekil (od Pro309 po Arg358),
takzvané L16, sa dostavaju do vzajomnej blizkosti a dochadza k vizbam medzi hydrofobnymi zvyskami
Leu333, Leu336, Leu341 a Leu344 (potkania ERK?2). Okrem Leu zvyskov sa na tvorbe diméru podiel’a
motiv PE/DHD (u potkanej ERK2 Pro174, Asp175, His176 a Asp177), kyselina glutdamova sa vyskytuje
u ERK1 izoformy (Busca et al., 2016; Khokhlatchev et al., 1998).

Aktivne miesta oboch ERK molektl st aj po dimerizacii pristupné pre naviazanie substratu
(Canagarajah et al., 1997). Vdaka tomu moze ERK fosforylovat’ dva substraty naraz, priCom niektoré
transkripéné faktory taktiez dimerizuji, a tak sa viazu na ERK dimér. Tvoria sa predovsetkym
homodiméry ERK, pretoze heterodimér ERK1-ERK?2 lahko disociuje. Z molekul tvoriacich dimér
nemusia byt fosforylované obe ERK proteinkinazy, pretoze fosforylovana forma ERK dokdze
interagovat’ s nefosforylovanou a vznika takzvany hemiaktivny dimér. Tvorba takychto hemiaktivnych
dimérov by vysvetlovala skuto¢nost’, Ze sa v jadre nachadzali aj ERK molekuly s mutaciou v mieste

fosforylacie (Khokhlatchev et al., 1998).

Khokhlatchev et al. d'alej vo svojej Studii naznacili, Ze pre translokaciu do jadra je fosforylaciou
vyvolana tvorba diméru nevyhnutnym krokom, ale kindzova aktivita enzymu podmienkou translokacie
nie je (Khokhlatchev ef al., 1998). Toto tvrdenie neskor spochybnilo viacero studii, napriklad Burack
a Shaw poukazali na to, Ze dimerizécia nie je k transportu ERK do jadra potrebna, avSak nevylucili
ulohu diméru pri vizbe s jadrovymi substratmi (Burack & Shaw, 2005). Skupina Adachi et al. popisala
aj d’alsi sposob translokéacie ERK do jadra, ktory je uskuto¢neny pasivnou difuziou cez jadrové pory vo
forme monomérov (Adachi et al., 1999). Zavery tychto dvoch §tadii podporila aj skupina Casar et al.,
ktora skimala, aka ulohu zohrava dimerizacia vo fosforylacii cytosolickych a jadrovych substratov.
Z tejto prace (Casar et al., 2008) vyplyva, ze sa ERK do jadra presiva najmi vo forme monoméru
a transkrip¢né faktory interaguju taktiez s monomérmi ERK, ¢o spochybnuje hypotézu o vézbe
dimérnych transkripénych faktorov na dimér ERK. Ten bol sice v jadre taktiez zaznamenany, ale jeho
uloha v jadre nebola v danej praci objasnend. Naopak bola preukazand uloha ERK dimérov pri

fosforylacii substratov v cytoplazme v spolupraci so ,,scaffold* proteinmi (Philipova & Whitaker, 2005).
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Tvorba dimérov ERK1 moézZe in vivo v zavislosti na poéte fosforylovanych ERK1 molekul
v ramci homodiméru ovplyviiovat’ kindzova aktivitu ERKI1. Bazalnu kindzova aktivitu udrzuje
hemiaktivny dimér (monofosfodimér), v pripade vyrazne zvysSenej kinazovej aktivity ERK1 je v bunke
vyssi podiel bisfosfodimérov, to znamena dimérov obsahujticich obe molekuly ERK 1 vo fosforylovanej

forme (Philipova & Whitaker, 2005).

4.4 Lokalizacia

4.4.1 Mechanizmus translokacie do jadra

Za podmienok, kedy bunka nie je stimulovand a MAPK/ERK kaskada nie je aktivovand, ERK1/2
su lokalizované primarne v cytoplazme bunky, comu napomahaju proteinové kotvy. Za proteinovi
kotvu sa da povazovat’ aj MEK, ktora obsahuje NES (nuclear export signal) a je primarne lokalizovana
v cytoplazme (Wainstein & Seger, 2016). Po aktivacii ERK nastidva presun do jadra, a to viacerymi
sposobmi. ERK pre transport do jadra nevyuziva NLS (nuclear location signal) a teda védzbu na
importin a a 3. M6Zze vsak byt realizovany vol'ne difuziou alebo pomocou tvorby dimérov (kapitola 4.3
Dimerizacia). Difizia je sprostredkovana interakciami s nukleoporinmi Nupl53 a Nup214

(Matsubayashi et al., 2001; Whitehurst et al., 2002).

Dalsim sposobom je transport do jadra fosforylaciou uz spominanych Ser244 a Ser246, ktoré
tvoria motiv Ser-Pro-Ser v KID a st sti¢astou jadrového transloka¢ného signalu (NTS), vd’aka comu je
umoznena interakcia s importinom?7 (Imp7) a prechod cez jadrovy por. Interakcia ERK s Imp7 je mozna
len pokial st seriny v NTS fosforylované. V stidii Plotnikov ef al. vyskumny tym preukazal vyznamni
ulohu CK2 (casein kinase 2) v regulacii translokacie ERK do jadra fosforylaciou oboch serinovych
zvyskov, pricom je ale dolezitym faktorom odpojenie ERK od proteinovych kotiev, ktoré¢ drzia
proteinkinazy za neaktivneho stavu v cytoplazme. Fosforylovany Ser246 umoziuje translokaciu do
jadra a fosforylovany Ser244 ju urychl'uje, ale nie je sam o sebe schopny ju sprostredkovat’. Ser244
moze byt fosforylovany nielen CK2 ale aj autofosforylovany aktivnou proteinkindzou ERK (Plotnikov
et al., 2019). Akonahle ERK vstipi do jadra, Imp7 je za pomoci malej GTPazy Ran oddeleny
z komplexu ERK-Imp7 za hydrolyzy GTP a putuje do cytoplazmy spolu s Ran-GDP (Maik-Rachline et
al., 2019).

4.4.2 Lokalizacia do d’alSich bunkovych kompartmentov

V nestimulovanej bunke sa ERK proteinkindzy vyskytuju v cytoplazme. Po stimulacii bunky
dochadza nielen k translokacii ERK do jadra (popisané vysSie), ale taktiez k translokacii do
mitochondrii, endozému, lyzozému alebo dochédza k interakciam s Golgiho aparatom a StruktGrami

cytoskeletu (Wainstein & Seger, 2016).
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Mechanizmus, akym sa ERK translokuje do mitochondrie nie je Uplne objasneny,
pravdepodobne v tomto procese zohrava tlohu asociacia s mitochondrialnymi proteinmi a proteinovymi
adaptormi. Proteinkinazy ERKI1/2 reguluji expresiu mitochondrialnych génov, mitofagiu
a mitochondrialne procesy spojené s apoptdzou a metabolizmom (Wainstein & Seger, 2016). ERK1/2
detekované v mitochondriach v mozgu potkana sa nachadzaji v medzimembranovom priestore a na
vonkajsej mitochondrialnej membrane, pricom sa podiel’aji na vyvojovych procesoch (Alonso et al.,
2004). ERK1/2 bolo tiez najdené v mitochondriach srdcovych buniek mysi (Baines ef al., 2002)
a niektorych nadorovych bunkovych liniach (Galli ef al., 2008).

ERK signalizdcia zohrava ulohu aj v regulacii dejov prebiehajucich v Golgiho aparate,
konkrétne indukuje fragmentaciu tejto organely pocas mitdézy. V tomto pripade sa vSak nejedna
o klasick¢ ERK1/2 proteinkinazy. V Golgiho aparate je lokalizovana izoforma ERK1, ktord vznika
alternativnym zostrihom a bola oznacena ako ERKl1c (Aebersold et al., 2004). Translokaciu pocas
mitoézy zabezpecuje CDK1, ktord fosforyluje ERKlc a nésledne sa tvori komplex s d’al§imi dvoma
proteinmi, vd’aka ¢omu sa ERK1c¢ dostava do Golgiho aparatu (Wortzel et al., 2015). Je vSak nutné
podotknut, Ze pocas interfazy sa ERK2 podiel'a na remodelacii Golgiho aparatu pocas bunkovej

polarizacie (Bisel et al., 2008).

Aktivované ERK1/2 proteinkinazy su lokalizované aj na miesta fokalnych adhézii, na ¢om sa
podiela rada d’alsich proteinov. Integrinmi sprostredkovand adhézia buniek k substratu, napriklad
k fibronektinu, vedie k aktivacii ERK signalizacie (Chen et al., 1994) a samotny presun ERK1/2 na
miesta novovznikajlcich fokalnych adhézii je na Ucasti integrinov zavisly. Okrem integrinov sa na
rekrutovani ERK k fokdlnym adhéziam podiela aj proteinkinaza Src, ktorej aktivacia takisto vedie
k ich formovaniu (Fincham et al., 2000). Sucastou tychto dejov su proteinové adaptory. Napriklad
RACKI1 je vyznamnym ,scaffold“ proteinom pri adhéziou aktivovanej ERK signalizécii
sprostredkovanej integrinmi a FAK proteinkinazou. Pri jeho uml¢ani bol pozorovany obmedzeny presun

proteinkinaz ERK do oblasti fokalnych adhézii (Vomastek et al., 2007).

5. Rozdiely medzi izoformami ERK1 a ERK?2

Prva §tudia popisujtca izoformy ERK v bunkach cicavcov je z roku 1991 (Boulton et al., 1991).
ERK1 a ERK2 su hojne rozsirené a vysoko konzervované naprie¢ stavovcami, i ked’ v niektorych
pripadoch sa exprimuje bud’ jedna, alebo druha izoforma. Z fylogenetickych analyz vyplyva, Ze obe
izoformy sa objavili uz pred 400 milionmi rokov a vznikli z jednej duplika¢nej udalosti. Pomocou
metddy Western blot bolo zistené, ze ERK1 sa nevyskytuje u vtakov a niektorych obojzivelnikov, ako
aj u drsnokoZcov. Rovnako tak sa u nich nevyskytuje ani gén FRK1, ¢o poukazuje na stratu tohto génu
v evoltcii. Opacna situacia bola pozorovana u plazov, kde niektoré druhy, napriklad hady, exprimuja

ERK1 v ovela vicsej miere nez ERK2 (Busca et al., 2015).
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Jednou z najdolezitejSich otazok, ktoré ostavaju nevyjasnené, je funkénd podobnost’ alebo
odlisnost’ ERK izoforiem. Pokial’ by v§ak obe izoformy boli funkéne zhodné, bola by na mieste otazka,

preco sa v evolucii obe tieto izoformy zachovali.

5.1 Rozdiely na sekvenénej arovni

Z hladiska evolucie boli porovnané rozdiely medzi ERK1 a ERK2 sekvenciami na urovni
nukleovych kyselin aj na arovni aminokyselin. DiZkou vetiev fylogenetického stromu z hladiska
sekvencie nukleovych kyselin sa izoformy prili§ neodliduji, ¢o sa vsak neda povedat o dizke vetiev
z hladiska aminokyselinovych retazcov, kde je vetva proteinu ERK1 vyrazne dlhsia nez je tomu
u ERK2. Tieto udaje naznacuju rozdiely v evolucnej rychlosti medzi proteinmi ERK1 a ERK2, pri¢om
samotné gény tychto proteinkindz maju evolu¢nu rychlost’ podobnil. ERK1 protein ma vacsiu evolu¢nu,
a teda aj mutacnu rychlost’ (v zmysle nesynonymickych mutacii), ktorda u ERK1 dosahuje hodnotu 0,083
a u ERK2 len 0,033. Pomer mutacnej rychlosti vyvolanej synonymickymi/nesynonymickymi
substiticiami je u ERK1 4,45-krat vy$si nez u ERK2, ¢o len pod¢iarkuje vel'mi nizku evolu¢nt rychlost’
ERK2 izoformy. Odchylky v aminokyselinovej sekvencii ERK1 sa nachadzajii mimo katalytické jadro
a vdzobné miesta substratov, z ¢oho by sa dalo usudzovat’, ze nemaju vplyv na funkciu proteinkinaz

(Busca et al., 2015).

Gén ERK] je u cicavcov priemerne 15-krat mensi nez gén ERK2 (Busca ef al., 2015). Na Grovni
aminokyselin izoformy cicavcov zdiel'aji priblizne 84 % (Obr. 4). Velkost l'udskych proteinkindz je
43,1 kDa (ERK1) a 41,4 kDa (ERK?2) (Roskoski, 2012). Rozdiel medzi vel’kostou ERK1 a ERK?2 tvori
prediZenie o 17 aminokyselin na N-konci proteinu a 2 aminokyseliny na C-konci u ERK1 (Busca et al.,
2016), ktora obsahuje 379 aminokyselinovych zvySkov, ERK2 je teda tvorena 360 aminokyselinovymi

zvySkami. Pocet aminokyselin v ret’azci proteinu sa u réznych organizmov moze lisit’ (Roskoski, 2012).

ERK1 inzercia Kindzova doména

Obr. 4 — Porovnanie Struktury ERKI a ERK2. Modra farba predstavuje oblasti identické pre obe

izoformy, cervena farba aminokyselinove zvysky liSiace sa medzi izoformami a oranzovad farba
predstavuje N-koncovii inzerciu ERK 1, ktord sa u ERK?2 nevyskytuje. Obrdzok vytvoril Mgr. Jan Rasl z

laboratéria bunkovej signalizacie Mikrobiologického tistavu AV CR, upravené.
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V sekvencii ERK1 sa nachadzaji aminokyseliny, ktoré by mohli byt pri¢inou funkénej
$pecifickosti izoforiem v suvislosti so striedavym prechodom medzi jadrom a cytoplazmou. Marchi
et al. preukazali, Zze sa jedna o N-koncovy usek aminokyselin na pozicii 8-39, ktory spdsobuje, Ze
striedavy prechod medzi jadrom a cytoplazmou je u ERK1 vyrazne pomal$i nez u ERK2. Ked’ bol tento
usek z ERK1 odstraneny, rychlost’ presunu ERK1 sa vyrovnala rychlosti ERK2. Pokial’ bol N-koncovy
usek z ERK 1 fizovany s ERK2, spomalil sa presun ERK2 na troveit ERK1 (Marchi et al., 2008). Ked'ze
velka cast’ signalizacie je smerovana k jadrovym substratom, je potrebny prisun fosforylovanych
proteinkinaz z cytoplazmy do jadra. Vyznam tohto N-koncového useku Specifického pre izoformu
ERK1 by na zaklade vysledkov tejto Stidie mohol spocivat’ v orientovani ERK1 izoformy prednostne
k cytoplazmatickym substratom, zatial’ co ERK2 aktivita je cielena k cytoplazmatickym aj k jadrovym

substratom (Marchi et al., 2008). Ziadna d’alia $tudia vak tito hypotézu nepodporila.

Dalsi sekvenény rozdiel medzi ERK izoformami suvisi s interakciou so substratmi, kde
v 23-aminokyselinovom useku je len jedind aminokyselina v izoformach odlisna. Ide o konzervativnu
substiticiu, u ERK? sa vyskytuje leucin (Leu 155) a u ERK1 izoleucin (Ile175) (Busca et al., 2015). Na
vazbach s interakénymi partnermi sa podielaju aj domény zabezpecujiuce dimerizaciu ERK. Motiv
PE/DHD sa vyskytuje u vsetkych cicavcov a substiticia kyseliny asparagovej (Asp) (ERK2) za
glutdmovu (Glu) (ERK1) by mohla byt zodpovedna za rozdiely vo vdzbach s interakénymi partnermi,
skomplikovana interakcia s vizobnymi partnermi. V tejto oblasti je v§ak potrebny d’alsi vyskum (Busca

etal.,2016).

5.2 Rozdiely v aktivacii

Obidve izoformy ERK su aktivované rovnakymi extracelularnymi podnetmi a pre aktivaciu oboch
ERK je kl'icova dudlna fosforylacia na motive TEY prostrednictvom proteikinazy MEK. Samotny
proces aktivacie je u izoforiem ERKI1 a ERK2 rovnaky a vysledkom su konforma¢né zmeny

v aktivatnom segmente (kapitola 4.2 Mechanizmus aktivacie ERK).

Okrem vysSie spominanych konformaénych zmien je vSak aktivicia sprevadzana zmenami
konformacnej mobility. Skupina Ring ef al. vo svojich experimentoch porovnala konformacné zmeny
v kI'i¢ovych oblastiach ERK1 izoformy metdédou vodik-deutériovej vymeny (Ring et al., 2011) so
zmenami pozorovanymi pomocou rovnakej metddy v Struktire ERK?2 izoformy (Lee ef al., 2005). Po
vodikovej vymene bol rozsah zmien medzi oboma nefosforylovanymi izoformami podobny, ale
v niektorych oblastiach boli pozorované odliSnosti. Konkrétne sa jednd o oblasti periférnych 1LO
a B2LO listov a B1 v N-terminalnom laloku, kde ERK1 vykazovala nizs§i rozsah vodikovej vymeny nez
ERK2. V oblasti C-terminalneho laloku bol vyssi rozsah vodikovej vymeny v okoli MAP kinazovej
inzercie u ERK1, ale v oblasti B7-f8 sluc¢ky, aL16 helixu a v okoli aktivaéného pysku bol rozsah opét’
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niz8i u ERK1 v porovnani s ERK2. Tieto vysledky poukazuji na nizsiu flexibilitu v ramci domén ERK 1
izoformy. Po aktivacii ERK1 dualnou fosforylaciou bola pozorovana znizena miera vodikovej vymeny
vo viacerych oblastiach C-terminalneho laloku, pricom niektoré z nich (aL16, aF-aG a P+1) vykazovali
znizenu mieru vodikovej vymeny aj u aktivovanej ERK?2 izoformy. Zaznamenané boli rozdiely medzi
izoformami v oblasti MAP kinazovej inzercie a slucky bohatej na glycin. U fosforylovanej ERK2
dochadza v tychto oblastiach k zvySenej miere vodikovej vymeny, Co nebolo pozorované
u fosforylovanej ERK1 izoformy. Ddlezité je aj to, Ze u aktivovanej ERK1 neboli zaznamenané ziadne
zmeny vo vodikovej vymene v oblasti kI'i€ovej pre pohyb dvoch lalokov voci sebe, ¢o nie je pripad
ERK2 izoformy. Této skuto¢nost’ poukazuje na rozdielnu reguléciu flexibility ERK1 a ERK2 izoforiem
po aktivacii, respektive ERK 1 na rozdiel od ERK2 nem4 aktivaciou regulovany pohyb domén voci sebe.
Vysledky tychto experimentov potvrdzuju rozdielnu konformac¢nii mobilitu ERK izoforiem po ich

aktivacii dualnou fosforylaciou (Ring et al., 2011).

Skupina Vantaggiato ef al. sa vo svojej stadii pokusila preukazat’ platnost’ modelu, ktory hovori,
ze v aktivovanych bunkach sa v MEK-ERK komplexe preferencne viaze izoforma ERK2, a Ze obe
izoformy si v bunke konkuruju pri vizbe s MEK. ERK1 a ERK2 tym padom rozli¢ne interaguju s ich
Hupstream® aktivatorom MEK, ¢o vedie k rozdielnej miere bunkovej odpovede na prenasany signal.
Experimenty boli vykonavané na mysich NIH 3T3 bunkach, kde bola hladina ERK1 a ERK2 uml¢ana
pomocou siRNA. Umlcanim jednej alebo druhej izoformy bolo zistené, Ze Groven interakcii ERK2
s MEK bola v nepritomnosti ERK1 o 70 % vysSia nez v kontrolnych bunkach. V bunkach so zoslabenou
expresiou ERK2 vSak nebola pozorovana takd velka zmena (20 %) v trovni interakcii ERK1-MEK

(Vantaggiato et al., 2006).

Podla Lefloch ef al. vsak nie je aktivacia ERK prostrednictvom MEK S$pecializovana podla
izoforiem ERK. Pokial’ dojde k poklesu mnoZstva niektorej z izoforiem ERK, MEK aktivuje dostupné
ERK proteinkinazy bez ohl'adu na izoformu. Pomer aktivovanych ERK izoforiem koreluje s pomerom
ich vzajomnej expresie. Obe izoformy kompetuju o vézbu s MEK rovnocenne. Zaroven bolo
pozorovang, ze v niektorych pripadoch dokdze ERK1 izoforma kompenzovat’ nedostatok ERK?2 pri jej

umlc¢ani a naopak (Lefloch et al., 2008).

5.3 Rozdiely vo fosforylacii substratu

Medzi substratmi ERK neboli doposial’ najdené také, ktoré by sa viazali $pecificky iba na jednu
alebo druhtl izoformu. VysSie spominana substiticia leucinu (ERK2) za izoleucin (ERK1) v tseku
interagujucom so substratmi pravdepodobne nema vplyv na rozdiely medzi izoformami ERK vo vizbe
substratu (Lefloch et al., 2008). Z 284 proteinov, ktoré boli identifikované skupinou von Kriegsheim
et al. ako interak¢ni partneri ERK, sa Ziadny neviazal Specificky iba na jednu z izoforiem ERK (von

Kriegsheim et al., 2009).
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V niektorych studiach vsak boli prezentované pripady preferenénej asociacie molekul s jednou
alebo druhou izoformou ERK. Jednou z tychto molekul je adaptorovy protein MP1, u ktorého bola
preukazana preferencna interakcia s ERK1 izoformou in vivo. V pritomnosti MP1 bola pozorovana
zvysena aktivacia ERK1, ale u ERK2 k posilneniu aktivacie nedoglo (Schaeffer et al., 1998). Dalsim
adaptorovym proteinom vykazujucim preferen¢n interakciu s ERK1 proteinkinazou je MORGT1, ktory
v optimalnych mnozstvach posiliiuje aktivaciu ERK1 (Vomastek et al., 2004). Opacna situacia bola
pozorovana v pripade proteinkinazy RSK1, ktora sa prednostne viaze s ERK2 izoformou. V tomto
pripade sa vSak jedna o vtac¢iu RSK1, pricom l'udska RSK1 nevykazovala prednostni viazbu s ERK2
(Roux et al., 2003).

5.4 Rozdiely v expresii ERK1 a ERK2

Uroveti expresie sa u izoforiem ERK li§i, pricom expresia ERK2 znagne prevysuje expresiu
ERK1 vo vécsine cicavcich tkaniv. Jednym z dovodov je vicsia sila proximalneho promotoru ERK2
(Busca et al., 2015). Okrem toho by k rozdielnej miere expresie tychto dvoch izoforiem mohlo
prispievat’ aj to, ze u mysi obsahuje erk/ RNA len kratku 3"-UTR oblast’ (632 parov baz), ale ERK2 ma
tuto oblast RNA dlhsiu (3777 parov baz) a moznost’ alternativnej polyadenylacie. Na celkovy dopad
miery expresie jednotlivych ERK izoforiem je potrebné nahliadat’ v kontexte celkovej aktivity ERK
v bunkach (Busca et al. 2016).

Nie vSetky tkaniva maja rovnaky pomer medzi expresiou ERK1 a ERK2. Pokusy s transgénnou
exprimaciou ERK1 na mysich modeloch preukazali, Ze pri vyradeni ERK2 je transgénna ERKI1
exprimovana vo zvysSenej miere az natol’ko, ze v niektorych tkanivach, napriklad srdca, prevysuje
expresiu ERK2 v §tandardnych bunkéach (wild type). Celkova urovenn ERK1/2 ostala ale v oboch
pripadoch priblizne rovnaka, ¢o poukazuje na vysoki plasticitu v ramci signalizacie pri kolisani hladin

expresie (Frémin et al., 2015).

Skupina Lefloch et al. skimala vplyv zniZenej expresie ERK izoforiem na proliferaciu a na
expresiu [EGs za pouzitia RNA interferencie. V experimentoch s inhibitormi MEK (U0126, PD184352)
na exponencialne rastiicich NIH 3T3 bunkach bola pozorovana znizena miera aktivacie ERK 1 aj ERK2.
Pomer oboch fosforylovanych izoforiem bol aj pri vysSich koncentraciach inhibitorov nakloneny
v prospech izoformy ERK2. So znizenou mierou aktivacie oboch ERK izoforiem sa znizovala aj
rychlost’ proliferacie NIH 3T3 buniek. Uml¢anim samotnej ERK1 izoformy vSak nedo$lo k ziadnej
zmene rychlosti proliferacie. Uplne odli§na situacia nastala pri zredukovani fosforylovanej ERK2
izoformy, kedy bola rychlost’ proliferacie vyrazne znizend. Pri umlcani oboch izoforiem zaroven sa
vysledny efekt na proliferaciu nelisil od efektu vyvolaného umlanim samotnej ERK2 izoformy.
Stcasné umlcanie oboch izoforiem ERK prinieslo aj dalSie zaujimavé vysledky v pomere

fosforylovanych izoforiem. Napriek tomu, Ze sa zniZila expresia oboch izoforiem, miera aktivacie ERK1
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a ERK2 nebola az tak vyrazne oslabena. Miera fosforylacie ERK1 izoformy bola porovnatelna
s kontrolnymi bunkami a miera fosforylacie ERK2 bola sice znizena oproti kontrole, ale ovela vyssia
nez pri umlCani samotnej ERK2. Z toho vyplyva, Ze miera fosforylacie ERK?2 je rozdielna v bunkach
s umlcanim ERK2 a v bunkach so sucasnym uml¢anim ERK1 a ERK2, a Ze miera aktivacie izoformy
ERK2 vo vysledku nema na rychlost proliferacie vplyv. Tento vysledok potvrdil aj experiment,
v ktorom napriek takmer rovnakej miere aktivovaného ERK2 bola rychlost’ proliferacie odlisna. Jednym
70 zaverov tejto prace je, ze in vitro sa obe ERK izoformy podiel’aju na celkovej sile signalu a podiel na
vyslednej signalizacii je imerny urovni expresie tychto izoforiem. Obe izoformy su pozitivnymi
regulatormi transkripcie IEGs a v tomto pripade ERK1 dokéaze funkéne zastupit ERK2 (Lefloch et al.,
2008).

5.5 Funk¢né rozdiely

Na zéklade rozdielnej miery expresie izoforiem ERK sa mnoho $tadii pokusilo objasnit’ ich
funkéné rozdiely. Vyuzivané pri tom boli metédy umlcania génovej expresie pomocou morfolino
metddy (modified antisense oligo-nucleotides), pomocou metddy zablokovania a znizenia expresie

s vyuzitim siRNA/shRNA (Busca et al., 2016).

Morfolino metéda bola pouzita pri vyskume vplyvu ERK1 a ERK?2 na embryonalny vyvoj
modelového organizmu Danio rerio. Krens et al. skamali, aké skupiny génov boli ovplyvnené pri
znizeni expresic ERK1 a ERK2 v bunkach pocas embryogenézy. Expresia niektorych génov bola
regulovana oboma izoformami, avsak ¢ast’ z nich mala pri zoslabenej expresii ERK1 zvySenu regulaciu
a pri zoslabenej expresii ERK2 zniZzent. Analyza ale potvrdila, Ze ERK1 a ERK2 maju vo vyvoji
Specifické ulohy, pretoze zoslabenie expresie jednej ¢i druhej izoformy pdsobi aj na expresiu
rozdielnych sad génov. V bunkach so znizenou expresiou ERK1 boli zasiahnuté gény podiel'ajiice sa na
dorzo-ventralnej diferenciacii a migracii embryonalnych buniek. Nizka expresia ERK?2 pdsobila na gény
pre formovanie a diferenciaciu mezodermu a endodermu (Krens et al, 2008a). V dalSej stadii
z rovnakého laboratodria boli prezentované vysledky podporujice rozdielnu ilohu ERK1 a ERK2 pocas
gastrulacnej bunkovej migracie v embryogenéze Danio rerio. Tieto vysledky preukazali, Ze poSkodenia
v embryach s nizkou expresiou ERK2 v procese gastrulacie boli vaznejSie nez pri zniZenej expresii
ERK1 a vykazovali vy$$iu mieru letality. Pozorované boli tiez zmeny v konvergentnej extenzii buniek,
kedy =znizena expresia ERKI narusila konvergenciu buniek a znizend expresia ERK2
anteridrne-posteriornu extenziu buniek. V bunkach so zoslabenou expresiou pomocou morfolino
metddy doslo v pripade oboch ERK izoforiem k zmene fenotypu embrya. Pri experimente s pouzitim
syntetickej ERK1 a ERK2 mRNA s cielom zmiernit dopad zoslabenej expresie izoforiem bolo
preukazané, ze ERK2 mRNA dokaze zvratit’ ucinok slabej expresie ERK1, ale ERK1 mRNA nedokaze
zvratit’ u€inok zoslabenej expresie ERK2 (Krens ef al., 2008b).
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Na zaklade pokusov so zablokovanou expresiou ERK1 a ERK2 bolo mozné porovnat’ vplyv
izoforiem na fenotyp mysi. Mysi so zablokovanou expresiou ERK1 boli schopné prezit' a plodit’
potomkov, avsak bol preukazany negativny vplyv na maturaciu tymocytov (Pages ef al., 1999). Neskor
vsak vysla $tudia, ktora tento vysledok nepotvrdila (Nekrasova et al., 2005). Deficit ERK1 vplyval
priaznivo na synapticki plasticitu v striate a formovanie dlhodobej paméte u mysi (Mazzucchelli ef al.,
2002). Zablokovanie ERK? viedlo k porucham vyvoja placenty a k umrtiu v skorej faze embryonalneho
vyvoja. Hlavnym dovodom takto skorych timrti je nedostatoCny prisun kyslika a Zivin k embryu
v dosledku chybného vyvoja krvného rieiska placenty. Embrya, ktoré boli zbavené ERK?2 izoformy,

ale zaroven mali funk¢énu placentu, boli Zivotaschopné (Hatano et al., 2003).

V pripade proliferacie mySich embryonalnych fibroblastov (MEF bunky) geneticky
ochudobnenych o ERK1 alebo ERK2 bolo pozorované, Ze nepritomnost’ ERK1 nesposobila zvySent
expresiu ERK2. Po vyradeni ERK1 doslo k miernej redukcii proliferacie MEF buniek, ¢o naznacuje, Ze
ERK1 pozitivne reguluje proliferaciu (Voisin et al., 2010). To je v kontraste so stidiou skupiny
Vantaggiato et al., ktorej vysledky preukazali, ze ERK 1 negativne reguluje proliferaciu a zabrauje rastu
bunkovych kolénii v pritomnosti onkogénneho Ras. Nepritomnost’ ERK1 viedla k zvysenej proliferacii
a bol pozorovany narast bunkovych kolonii v pritomnosti onkogénneho Ras (Vantaggiato et al., 2006).
Tato s$tidia nebola podporena ani v pripade vyskumu skupiny Frémin et al., ktory preukazal, ze mysi
s vysokou mierou expresic ERK1 si schopné zit' a reprodukovat’ sa aj v pripade, Ze u nich nie je
exprimovana ERK?2 (Frémin ef al., 2015). Oslabenie expresie jednej ¢i druhej ERK izoformy za vyuzitia
RNAI viedlo k zaveru, Ze obe izoformy redukujt rychlost’ proliferacie fibroblastov a vykazuji funkéna
redundanciu. Kombinované vyradenie oboch ERK izoforiem sposobilo zablokovanie bunkového cyklu

(Voisin et al., 2010).

Skupina Frémin et al. sa zaoberala problematikou rozdielnych funkcii ERK1 a ERK2 v ramci
embryonalneho vyvoja mysi, pricom bol kladeny déraz na prispevok jednotlivych izoforiem k celkovej
miere aktivacie ERK v bunkdch. V embryach s deficitom ERK2 boli pozorované pocetné morfologické
defekty v oblastiach, v ktorych je za normalnych podmienok vysoka miera aktivity ERK1/2. ERK2
zaistuje prevaznu Cast celkovej aktivity ERK1/2 v placente a deficit tejto izoformy negativne
ovplyviuje celkovi mieru aktivity ERK1/2. Génova davka ERK /2 je vyrazne znizena stratou len jedne;j
alely erk2 a sposobuje poruchy vo vyvoji placenty, pricom sti¢asné narusenie alely erk! tieto problémy
eSte zvyraziiuje. Pri pozorovani morfologickych zmien na embryach sa zistilo, Ze embrya obsahujice
len jednu alelu erk! a ani jednu alelu erk2 nedokoncili svoj vyvoj, zatial' co embrya obsahujice jednu
alelu erk2 a ziadnu alelu erkl sa sice narodili, no do par hodin po narodeni zomreli. Tato $tadia d’alej
preukazala, Ze transgénne zvySena expresia ERK1 je schopna funkéne zastupit ERK2 v mysich
embryach, ktoré neobsahovali ani jednu alelu erk2. Morfologické defekty neboli pod vplyvom
transgénne exprimovanej ERK1 zaznamenané a embrya spolu s placentou mali obnovenu celkovu

aktivitu ERK1/2 (Frémin et al., 2015).
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Frémin a jeho spolupracovnici podali presved¢ivé dokazy funkénej redundancie izoforiem
ERK1 a ERK2 a zvyraznili dolezitost’ celkovej ERK1/2 aktivity v embryonalnom vyvoji. Je vSak
potrebné vziat' do uvahy, Ze hladina ERK1 v tychto experimentoch bola mnohonésobne vysSia, nez

hladina ERK2 v §tandardnom type mysi (wild type) (Frémin et al., 2015).

V oblasti patologii vyvolanych nespravnou regulaciou drahy MAPK/ERK sa taktiez skimala
funkcia izoforiem ERK1 a ERK2. Shin et al. preukézali, Ze pri epitelialno-mezenchymalnej tranzicii
(EMT) je nutnou podmienkou interakcia ERK2 izoformy s proteinmi obsahujicimi DEF motiv. ERK2
indukuje a Specificky reguluje EMT ,,downstream* od Ras-V12 v niektorych epitelidlnych bunkach,
zatial ¢o ERK1 nemd na EMT vplyv. V procese EMT buniek bola podla tejto Studie preukazana
rozdielna tiloha ERK izoforiem (Shin et al., 2010). Dalsie zaujimavé vysledky priniesol vyskum skupiny
von Thun et al. v oblasti invazivity nadorovych bunkovych linii, za ktorti je v prevaznej miere
zodpovedna ERK2 izoforma. V MDA-MB-231 nadorovych bunkach bola za vyuzitia siRNA prechodne
zoslabovana expresia ERK1 a ERK2 izoformy, ¢im sa zistilo, Ze znizena expresia ERK2 vyrazne
spomal’uje invazivnu migraciu, ale znizena expresia ERK1 ju vyznamne neovplyvnuje. Rozdiely
v zasiahnuti inavazivity oslabenim jednej alebo druhej izoformy mohli byt zapri¢inené rozdielnou
mierov expresic ERK1 a ERK2 v MDA-MB-231 bunkach, kedze miera expresic ERK2 v tychto
bunkach je vysSia nez miera expresic ERK1. Tato moznost’ vSak bola zamietnuta, pretoze expresia
rekombinovanej ERK1 nedokazala zvratit ucinok zoslabenej expresiec ERK2 na invazivitu, ale
ektopicka expresia ERK2 obnovila invazivnu migraciu buniek. Rozdielna tloha oboch ERK izoforiem
sa prejavila aj na urovni expresie génov podielajucich sa na invazivite. Niektoré z tychto génov
vykazovali zvy$enu mieru expresie pocas uml¢ania ERK2. Obnovenie expresie ERK?2 upravilo expresiu
tychto génov na pévodnu hladinu, ¢o znova nebolo mozné dosiahnut’ pomocou ERK1 izoformy (von

Thun et al., 2012).
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6. Zaver

Tato bakaldrska praca popisuje jednu z najddlezitejSich drah zabezpecujucich signdlnu
transdukciu v bunkdch, MAPK/ERK dréhu. Pre zaistenie procesov nevyhnutnych pre zZivot buniek je
prijem a nasledné spracovanie extracelularnych signalov cez tato drahu kIic¢ové. Draha MAPK/ERK je
jednou z najviac Studovanych MAPK drdh a poruchy regulacie vyustuju v Siroké spektrum
patologickych prejavov. Preto je ddlezité skamat’ tato signalnu dréhu nielen ako celok, ale na urovni
jednotlivych ¢lenov kaskady a ich interakénych partnerov. Hlbsie porozumenie funkciam tychto ¢lenov

umoziuje vyvoj prostriedkov k liecbe patologii, akymi s napriklad rézne druhy rakovin.

ERK1 a ERK2 proteinkindzy st efektorovymi proteinkinazami MAPK/ERK kaskady
a fosforyluju obrovské mnozstvo substratov, ¢oho vysledkom je bunkova odpoved na prenaSany signal.
V tejto praci boli popisané zakladné mechanizmy aktivacie ERK1/2 proteinkinaz, ako aj ich
subcelularna lokalizacia a mechanizmus interakcie so substratmi. Dalej je prica zamerana na popis
rozdielov medzi izoformami ERK1 a ERK2, ktoré su si Struktirne vel'mi podobné. Mnoho autorov sa
poktsalo na zédklade skimania génovej expresie a genetickych analyz preukazat ich funkcnu
$pecifickost. Vi&§ina z nich viak dosla k zaveru, e sa tieto dve izoformy funkéne dopliiaju a prispievaju
tak k celkovej miere aktivacie ERK, ktora je podstatou spravnej funkcie buniek a tkaniv. Napriek tomu
vSak funkcia ERK izoforiem zostava vSeobecne nepochopend. Délezita ulohu zohrava celkova miera
expresie ERK1 a ERK2 v r6znych typoch buniek a tkaniv. Tam, kde jedna izoforma vyrazne prevysuje
expresiu druhej izoformy, je po vyradeni alebo oslabeni expresie prevazujucej izoformy vysledny dopad
na fenotyp vaznejsi. Preto je nutné pri experimentoch hladiny expresie oboch izoforiem vyrovnat
a nasledne skimat’ ich dopad na fenotyp. Pomer aktivovanych izoforiem ERK je do znacnej miery
ovplyvneny uroviiou ich expresie. Stidie v prospech funkénej redundancie dokézali na zaklade
obnovenia expresie oslabenych ERK1 alebo ERK2 preukazat’, ze sa mézu v konkrétnych pripadoch
navzajom zastupovat’. V prospech funkénej Specifickosti naopak hovoria studie, ktoré zasadili ilohu
ERK izoforiem do kontextu zlozitych dejov, napriklad embryonalneho vyvoja ¢i invazivity nadorovych

buniek. Aj v tomto pripade je vSak potrebné zohl'adnit’ celkovli mieru aktivacie ERK a typ buniek.

Tato praca suhrnne popisuje vysledky stadii, ktoré sa snazili preukazat ako funk¢nu
redundanciu, tak aj Specifickost’ izoforiem ERK1 a ERK2. Stale vSak v tejto oblasti ostdva mnoho

nejasnosti, pre ktorych vysvetlenie je potrebny d’al$i vyskum.
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