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Abstrakt

Cytoskelet je buné¢na struktura tvorena z proteinovych vldken mikrofilament,
stfednich filament a mikrotubult. Tato vldkna jsou vysoce dynamickd a méni své
uspofadani a vlastnosti podle aktudlnich potfeb buiiky. Systém cytoskeletdlnich
polymert je regulovan pomoci fady interagujicich proteint, mezi které patii i GIT
proteiny. GIT proteiny se vyznacuji velkym poc¢tem interakénich domén a vytvareji
oligomery, které slouZi jako ,leseni” pro vazbu asociovanych proteint. Napomahaji
tak specifické subcelularni lokalizaci fady proteint a jejich komplexa. GIT proteiny
obsahuji katalytickou ARF-GAP doménu, ktera reguluje funkce ARF GTP&az. S GIT
proteiny interaguji proteiny PIX. Ty slouzi jako GEF faktory pro Rho GTPazy
a reguluji tak signdlni drahy ovliviiujici cytoskelet. Proteiny GIT a PIX spolu pomoci
svych ,coiled-coil” domén interaguji a vytvéareji komplexy oznacované jako
,GIT-PIX signdlni kazeta”. Ta reguluje zejména mikrofilamenta pfi ustanovovani
buné¢né polarity, tvorbé membranovych vybézka a pfi pohybu a adhezi bunék.
Vysledky publikované v poslednich letech naznacuji, ze by GIT-PIX signalni kazeta

mohla hrat roli také pfi regulaci mikrotubult.
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Abstract

The cytoskeleton is a cellular structure comprised of three types of protein filaments
called microfilaments, intermediate filaments and microtubules respectively. These
filaments are highly dynamic and can change their organisation and properties
according to the current needs of a cell. This system of cytoskeletal polymers is
regulated by a plethora of interacting proteins, among which belong the GIT
proteins. GIT proteins contain a great amount of interaction domains, and they form
oligomers which function as a scaffold for the binding of associated proteins. In this
way they facilitate specific subcellular localisation of many proteins and their
complexes. GIT proteins contain a catalytic ARF-GAP domain that regulates the
function of ARF GTPases.

GIT proteins interact with PIX proteins. These proteins function as GEFs for Rho
GTPases and thus regulate signal transduction influencing the cytoskeleton. GIT and
PIX interact with each other by the means of their coiled-coil domains and form
complexes called “GIT-PIX signalling cassettes”. The cassettes regulates mostly
microfilaments during the establishment of cell polarity, formation of membrane
protrusions, and in cell motility and adhesion. Results of experiments published in
the last few years suggest that the GIT-PIX signalling cassette could play a role also

in the regulation of microtubules.
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Zkratky

ADP
APC
ARF
ATP
Cdc42
CLIP-170
DAG
Dbl
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Spa
SHD
TCoB
+T1IPs

adenosin-5’-diphosphate

Adenomatous polyposis coli

ADP ribosylation factor
adenosin-5'-triphosphate

Cell division control protein 42 homolog
Cytoplasmic linker protein 170
diacylglycerol

Diffuse b-cell lymphoma
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End binding 1 protein

Extracellular signal-regulated kinase

Focal adhesion kinase

formyl-Met-Leu-Phe

GTPase activating protein

y-tubulin complex protein
guanosin-5-diphosphate

guanin nucleotide exchange factor
G-Protein-coupled receptor kinase-interactor
G-protein-coupled receptor kinase
guanosin-5’-triphosphate

inositol bisphosphate

inositol triphosphate

inositol pentakisphosphate

IQ motif containing GTPase activating protein
N-koncova sekvence paxillinu s motivem LDXLLXXL
Microtubule associated proteins

MAP Erk kinase 1

Microtubule organizing center

p21-activated kinase

p21-activated kinase interacting exchange factor
phospholipase Cy

Protein tyrosine phosphatase {

Spindle pole antigen

Spa2-homology domain

Tubulin cofactor B

+ end tracking proteins
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1. Uvod

Cytoskelet je dynamicka struktura tvofena z vlaknitych proteinovych polymerd. Je
tvofen ze tfi hlavnich typh vldken - mikrofilament, stfednich filament
a mikrotubuld. Jak mikrotubuly, tak mikrofilamenta jsou polarni struktury, jejichz
konce se 1isi rychlosti pfidavani jejich strukturnich komponent; aktinu nebo tubulinu.
Tato vlakna vzajemné interaguji prostfednictvim asociovanych proteint. Cytoskelet
je vysoce dynamicka struktura, kterd rychle reaguje na vnéjsi a vnitfni podnéty svym
uspofdddnim a interakcemi s dal$imi bunéénymi komponentami. Tim meéni své
vlastnosti podle aktuédlnich potieb bunky. Umoziuje tak butice vykonévat celou fadu
nezbytnych funkci. Reorganizace cytoskeletu je regulovdna pomoci velkého
mnoZzstvi asociovanych proteinti. Mezi né patii i proteiny GIT a PIX. Které tvoii tzv.
signalni kazetu regulujici signalni drahy, které ovlivniuji cytoskelet. Vliv této signalni
kazety byl nejdfive popsan pifi regulaci mikrofilament. Vysledky publikované
v poslednich letech vSak naznacuji, Ze by tato signdlni kazeta mohla ovliviiovat
i dynamiku a organizaci mikrotubuld.

V této bakaléarské praci jsou shrnuty soucasné poznatky o struktute a funkci GIT-PIX

signalni kazety a jeji roli pti regulaci mikrofilament a mikrotubuld.



2. Cytoskelet

Cytoskelet je systém dynamickych proteinovych polymert, které zastavaji
v eukaryotni burice mnoho funkci. Jsou nezbytné pro segregaci chromozémi,
vnitrobunéény transport, nebo pro rozmisténi organel. Ddle se Gcastni na pohybu
buniky, adhezi, zajistuje mechanickou odolnost, uré¢uje bunéény tvar a podili se na

ustanoveni buné¢né polarity.

Cytoskelet je tvoren tfemi druhy vzajemné interagujicich vlaken - mikrofilamenty,
stfednimi filamenty a mikrotubuly. Tato vldkna maji odlisné sloZeni, vnéjsi primér,

vlastnosti i funkce.
2.1 Stavba a funkce mikrofilament

Mikrofilamenta, téz nazyvana aktinova filamenta, se nalézaji ve vSech eukaryotnich
burnikach. Jsou nezbytna pro pohyb bunék, pohyb organel, udrzovani tvaru burky
a pfi déleni bunék. Jsou tvorena z monomerti globularniho proteinu aktinu, ktery
polymeraci tvofi stodeny fetézec o vnéjsim priméru 7 nm. Samotnd vldkna jsou
vétsinou nestabilni a snadno podléhaji depolymeraci. U mikrofilament rozeznavame
(+) a (-) konec. Na (+) konci probihd polymerace rychleji, nez na (-) konci. Aktin
tvofi cca 1 aZ 5 % hmotnosti proteintt buriky, vétsi koncentrace je ve svalovych
bunikdch. Zhruba polovina aktinu je v monomerni formé, druha polovina je
polymerovéana ve vldknech. Monomerni aktin vaze ATP. Kratce po navazani k jiné
molekule aktinu, dojde k hydrolyze ATP (adenosin-5'-phosphate) na ADP (adenosin-
5’-phosphate), coZ sniZuje pevnost vazby mezi jednotlivymi aktiny. Navdzany ADP
kvtli jeho orientaci uvnitf vldkna jiz nelze vymeénit znovu za ATP. Koncentrace
monomerniho aktinu v burice je velmi vysokd, mnohem vyssi, nez je in vitro potieba
pro polymeraci. Proto je polymerace regulovdna navazanim dalSich proteint na
aktinové monomery i na celd vldkna. Tyto proteiny pak reguluji dynamiku
polymerace a depolymerace aktinu a podle potieb buriky. Na mikrofilamenta se véaze
také mnoho dalSich protein. Tyto proteiny pak umoziuji vzijemné
propojeni aktinovych vldken a vytvofeni rozmanitych sitovitych struktur, které

vykonavaji mnoho funkci.



A. Nukleace aktinoveho vlakna
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Obr. 1. Nukleace aktinového vlakna (upraveno dle Pollard, 2008)

V pohybujicich se butikach tvori aktinova vldkna rozvétvené sité v lamellipodiich,
sirokych plochych vybézcich v predni ¢asti buriky. U mnoha bunék tvori aktin
paralelni svazky tzv. stresova vlakna. Vladkna jsou tvofeny =z mikrofilament,
myosinu II a dal$ich proteinti a jsou ukotveny v plazmatické membrané v mistech
fokélnich adhezi. U délicich se bunék tvoii aktinovd vlakna kontraktilni prstenec,
ktery napomaha rozdéleni bunék. Aktinova vldkna také ovliviiuji tvar buriky

a utvafeni povrchovych struktur, jako jsou podosomy a invadopodia (Draber et al,

2012).

Buriky maji na svém povrchu mnoho druht receptord, které vreakci na vnéjsi
signaly spoustéji signalni kaskady, které vedou k preorganizovani aktinového
cytoskeletu a ke zménam jeho funkci. Efektory téchto signalnich drah jsou GTPazy
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rozdélené do tfi skupin - Rho GTPazy, Rac GTPazy a Cdc42 (Cell division control
protein 42 homolog) GTPazy.

GTPazy jsou proteiny schopné vazat GTP (guanosin-5'-triphosphate) a ménit svou
funkci v zavislosti na jeho navazani. Jsou regulovany pomoci GAP (GTPase
activating protein) proteind, které katalyzuji hydrolyzu GTP na GDP
(guanosin-5’-diphosphate) a pomoci GEF (Guanin nucleotide exchange factor)
proteint, které vyménuji GDP za GTP. Rho GTPazy aktivuji formovani stresovych
vlaken a fokalnich adhezi. Rac GTPazy aktivuji formovani lamelipodii a vybézkd
cytoplazmatické membrény. Cdc42 GTPazy spousti formovani filopodii. VSechny

tyto GTP&zy jsou aktivni ve formé s navazanym GTP.

Cyklus aktivace GTPaz

GEF
GTP — ——+ GDP

™,
&
Neaktivni | Gpp Aktivni
Pi -.M Méni,e@k@rﬂ
signalni drahy

GAP

(c) 2004, Jenifer Coburn, Ph.D.

Obr. 2. Cyklus aktivace GTPaz
(Pfevzato z http:/ /ocw.tufts.edu/Content/2/CourseHome/191262 /191287 )

2.2 Stavba a funkce stfednich filament

Stfedni filamenta tvofi pevna vldkna o priméru 10 nm. Svym slozenim patii

k nejvariabilnéjsim slozkdm cytoskeletu. Jejich hlavni funkci je pfevazné ochrana

buniky pfed mechanickym stresem. Jsou tvofena z vlaknitych proteint, jejichz télo je
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tvoreno a-helixem s globuldrnimi doménami na C a N koncich. Oblast s a-helixem je
konzervativni, oproti tomu sloZeni koncovych domén je velmi variabilni. V mistech
a-helixta se sklddaji proteiny paralelné k sobé a vytvari dimer. Dimery se pak spojuji
antiparalelné a vytvari tetramer. Z téchto tetramert se pak vytvareji vldkna stfednich
filament, kterd mohou byt vzdjemné propojend. Na rozdil od aktinovych vldken
a mikrotubul@t jsou stfedni filamenta nepolarni a neslouzi jako drahy pro

molekularni motory.

Rozeznavame 6 tfid stfednich filament podle jejich aminokyselinového slozeni. Do
prvni tfidy patii kyselé keratiny vyskytujici se pfevazné v epitelech. Do druhé tiidy
patii bazické keratiny, také prevazné v epitelech. Treti tfidu tvofi vimentin
vyskytujici se v mezenchymalnich burnkéch, periferin v perifernich nervovych
burikdch, desmin ve svalovych butikach a GFAP (Glial fibrillary acidic protein),
vyskytujici se v gliovych bunkéch. Do ¢étvrté tfidy patfi neurofilamenta, kterd jsou
v nervovych burikdch a nestin v kmenovych burikach. Patou tfidu tvori nuklearni
laminy, které formuji jadernou laminu. Do Sesté skupiny patfi proteiny z o¢ni ¢ocky

- filesin a phakinin.

2.3 Stavba a funkce mikrotubula

Mikrotubuly jsou duté cytoskeletadlni struktury svnéjSim pramérem 25 nm.
Jsou tvofeny heterodimery a-tubulinu a pB-tubulinu. Tubuliny jsou evolué¢né velmi
konzervované a jsou kédovany vice geny. V lidskych burikach existuje osm izotypl
a-tubulinu a sedm p-tubulinu. Polymeraci tubulinovych heterodimerti, vznikaji
protofilamenta. Mikrotubuldrni vlakno se obvykle sklad4 z 13 protofilament. Jelikoz
jsou ap-tubulinové dimery spojovany v fadé za sebou; a-tubulin jednoho dimeru se
vaze na P-tubulin druhého dimeru (head-to-tail), jsou pak protofilamenta a tim i cely
mikrotubul poldrni. a-Tubulin je na tzv. (-)konci a p-tubulin na (+) konci
mikrotubulu. Na (+) konci dochézi k rychlejsi polymeraci nez na (-) konci, na kterém
prevlada depolymerace. Tato polarita je velmi dilezitd a umoziiuje mikrotubultm

vykonavat mnoho funkci. Mikrotubuly urcuji buné¢nou polaritu, reguluji smér
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transportu vacka a organel, oddéluji chromosomy pii bunééném déleni a Gcastni se
translokace signdlti v burice. Vlastnosti jednotlivych mikrotubulti jsou ovliviiovany
inkorporaci riznych tubulinovych izotypt a jejich post-transla¢nich modifikaci. Mezi

nejcastéjsi post-transla¢ni modifikace patfi acetylace, detyrosinace, polyglutamylace

a polyglycylace.

Mikrotubuly jsou v burice vétSinou ukotvené svym (-) koncem v organiza¢nim
centru mikrotubuld MTOC (microtubule organizing center), kde se nachazi
i komplexy y-tubulinovych proteinti. Tyto komplexy vytvareji prstencovy zaklad pro
vznik nového mikrotubulu, na ktery se pak véaze ap-tubulinovy dimer svou
a-podjednotkou. Nukleace mikrotubultt mtize probihat nejen z centrozomu, ale také
z polh mitotického vieténka a u bunék sftasinkami v bazalnich téliscich.
y-Tubulinové komplexy jsou tvofeny y-tubulinem dalS$imi proteiny nazyvanymi
GCP (y-tubulin complex protein). Maly y-tubulinovy komplex (yTuSC; y-tubulin
small complex) je tvofen z dvou molekul y-tubulinu a jedné molekuly GCP2 a GCP3.
Velky y-tubulinovy komplex (yTuRC; y-tubulin ring complex) je tvofen z malych
komplext a proteini GCP4, GCP5 a GCP6.

Zhruba polovina ap-tubulinovych dimera je v burce volnych, druha polovina je
polymerovéana do vlaken. Volné dimery maji navazany GTP na p-podjednotce, ktery
se kratce po navazani k vldknu hydrolyzuje na GDP, tim se oslabi jeho vazba
k ostatnim dimertim. V p¥ipadé polymerace jsou dimery k vlaknu pfidavéany rychleji,
nez dochazi k hydrolyze jejich GTP. Na (+) konci mikrotubulu se tak utvari oblast
snavazanym GTP (tzv. ,GTP cepicka”), ktera stabilizuje mikrotubulové vldkno
a zabranuje jeho depolymeraci. Pokud je nedostatek ap-tubulinovych dimerti a GTP
na pridanych dimerech hydrolyzuje rychleji, nez se pfidavaji nové dimery, dojde ke
ztraté této stabilizujici ¢epicky, na Spicce prevladne GDP a dochazi k depolymeraci
mikrotubulu (Obr 1). Ta mize vést k iplné depolymeraci mikrotubulu, ale miZe se
také po chvili zastavit a nasledné dojde k polymeraci. Tato vlastnost mikrotubult se
nazyva ,dynamickd nestabilita mikrotubulG” a umoziuji butice rychlou pfestavbu
mikrotubul v odpovédi na vnéjsi a vnitfni signaly. (Desai & Mitchison, 1997)

Dynamicka nestabilita mikrotubuli je regulovdana pomoci proteint vazicich se na
12



mikrotubuly. Nejvétsi skupinu tvofi strukturni MAPs (Microtubule associated
proteins), které se vaZou podél mikrotubulovych vldken. Skupina proteinti, vazicich
se na (+) konec mikrotubult se nazyva +TIP proteiny. Ty se podileji jak na regulaci
dynamiky mikrotubulti, tak také zprostfedkovavaji kontakt (+) konce s kinetochory,
nebo s plazmatickou membranou. Mezi typické +TIP proteiny patfi: EB1 (end
binding 1) protein, ktery stabilizuje mikrotubuly. CLIP-170 (cytoplasmic linker
protein 170), ktery prepina ze stavu depolymerace na polymeraci. APC
(adenomatous polyposis coli), ktery stabilizuje mikrotubuly a chrani je pied

depolymeraci.

Obr. 3. Struktura mikrotubulu a jeho dynamicka nestabilita.

(upraveno dle Akhmanova & Steinmetz, 2008)
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3. Komponenty GIT-PIX signalni kazety

Jednou skupinou proteind, které ovliviiuji tvorbu mikrofilamentovych struktur jsou
proteiny GIT-PIX signalni kazety. V posledni dobé se ukazuje, Ze by tyto proteiny

mohly regulovat i stavbu mikrotubuld.
3.1 GIT proteiny

GIT (G-Protein-Coupled Receptor Kinase-Interactor, nazyvany také ARF GTPase-
activating protein GIT, ARF GAP GIT, Cool-Associated and Tyrosine Phosphorylated
Protein, GRK-Interacting-Protein, p95 paxillin kinase linker, p95PKL a Paxillin
interacting protein) rodina proteinti sestdivd z orthologl GIT1 a GIT2. Oba
pfedstavuji vysoce konzervované proteiny a jsou exprimovany ve vSech burikéch
savcl a ptakh. Lidsky GIT1 a GIT2 jsou z 65% sekvencné identické a maji 85 %
podobnost. Odlisnosti mezi nimi se nachézeji prevazné ve stfedni ¢asti proteinu,
mimo dilezité vazebné domény. GIT1 lidskych bunék je tvofen 761 aminokyselinami
a ma molekulovou hmotnost 84,3 kDa. U GIT2 ulidskych bunék je to 759
aminokyselin s molekulovou hmotnosti 84,5 kDa (viz databaze Uniprot -

www.uniprot.org). GIT1 existuje u bunék jen vjedné varianté, zatimco GIT2 ma

mnoho variant, alternativné sestfizenych podle druhu tkané. Existuje nejméné
10 sestfihovych variant a teoreticky az 32 odlisnych transkript (Premont et al, 2000).
Zkracena isoforma (GIT2-short) je tvofena zaclenénim alternativniho exonu
obsahujiciho stop kodén a ma neprekladanou 3 oblast (Ohara et al, 1997). Tato
zkracena verze GIT2-short se nachdzi pouze v burikdch imunitniho systému
(Premont et al, 2000). GIT1 a GIT2 mohou tvofit homo a heterodimery

prostiednictvim jejich a-helikalnich coiled-coil domén (Paris et al, 2003).
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GIT1/Cat-1/APP-1

ARF-GAP @@@ SHD cc PBS

Oblast leucinového zipu

GIT2-long/Cat-2/APP-2/p95PKL
ARF-GAP @@1}@ SHD cc PBS

GIT2-short/KIAA0148

ARF-GAP @@@} SHD

Obr. 4. Isoformy GIT a zndzornéni rozloZeni jejich domén.
Domény: ARF-GAP (ADP ribosylation factor - GTPase activating protein),
Ank (Ankyrinové repetice), SHD (Spa2-homology domain), CC (coiled-coil
doména), PBS (Paxilin binding site) (Hoefen & Berk, 2006)

Diky své schopnosti vytvafet homo- a heterodimery a diky svym vazebnym
doménam, slouzi GIT proteiny casto jako ,leSeni”, které umoznuje funkci ostatnich
proteint. Mezi hlavni funkce GIT proteinti patfi regulace dynamiky cytoskeletu pii
pohybu bunék pomoci inhibice Racl. Umoziiuje také ustanovit bunécnou polaritu
smérovanim aktivniho Rac do sméru riastu. V neuronech aktivuje GIT pomoci své
ARF-GAP (ADP ribosylation factor - GTPase activating protein) domény protein
ARF6, nezbytny pro rist axonti (Albertinazzi et al, 2003). Cytoskeletalni funkce GIT

proteint jsou podrobnéji probrany v kapitolach 4 a 5.

Dal$i funkci GIT proteini je internalizace receptorti. GIT proteiny ovliviiuji
internalizaci receptort endocytézou zprostiedkovanou clathrinem. Pfi nadprodukci
GIT1 a GIT2 (dlouha varianta) protein doslo k pferuSeni bézné internalizace
receptori s navazanymi agonisty, coz vedlo k inhibici opétovné senzitizace témito
agonisty. Tyto pokusy nemély vliv na receptory, které jsou internalizovany bez
clathrinu (Claing et al, 2000). Deaktivace ARF-GAP domény GIT proteinu prerusila
ucinky jeho zvysené exprese (Premont et al, 1998). Internalizace se ti¢astni také ARF6

(ADP ribosylation factor 6). Pfi pokusech s ARF6 mutanty s trvale navazanym GDP,
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pfipadné GTP, probéhla inhibice internalizace receptori a jejich desenzitizace
podobnym zptisobem, jako pti pokusech s overexprimovanymi GIT1 a GIT2 (dlouha
varianta) (Claing et al, 2001). Pfesny mechanismus, kterym ARF-GAP doména GIT
proteinii reguluje internalizaci receptord, zatim neni znam. Pravdépodobné
v ném vsak bude hrat roli interakce GIT s kinazami GRK (G-protein-coupled receptor

kinase), které umozni ptiblizeni GIT proteinti k membrané.

GIT1 se vaze na patogenni mutantni protein huntingtin a tak se pravdépodobné
podili na pozménéném transportu vesikuldi, coz zpusobuje rozvoj Huntingtonovy
choroby. Hromadéni mutantniho huntingtinu nartistd v odpovédi na expresi
mutantni verze GIT1, ktery postradda ARF-GAP aktivitu. V neuronech pacientt
s Huntingtonovou chorobou byly identifikovany varianty GIT1 s niz$i molekulovou

hmotnosti, nez u normélniho GIT1, coz by mohlo byt zptisobeno chybéjici ARF-GAP
doménou (Goehler et al, 2004).

Funkce proteinti GIT jsou casto ovliviiovany fosforylaci. Hlavni kindzy fosforylujici
GIT jsou tyrosin kindzy Src a FAK (Focal adhesion kinase) (Haendeler et al, 2003; Yin
et al, 2004). FAK kindza je schopna autofosforylace na tyrosinu 397, coz vede
k navazani Src kindzy na toto misto. Navazana Src kindza poté fosforyluje GIT1.
Timto mechanismem reguluje FAK kinadza ptsobeni Src kindz na GIT1 (Bagrodia et
al, 1999). Vliv fosforylaci je odlisny u GIT1 a GIT2. Zatimco u GIT2 je nutna
fosforylace pro lokalizaci do fokalnich komplexti, u GIT1 tato fosforylace potteba
neni (Brown et al, 2005). Jedina zndma fosfatdza pro defosforylaci GIT proteint je

PTPC (Protein tyrosine phosphatase () (Kawachi et al, 2001).

Protein GIT obsahuje mnoho vazebnych domén, pomoci nichz interaguje sfadou

dal8ich proteint. Mezi tyto domény patfi:

ARF-GAP doména

ARFs (ADP ribosylation factors) jsou proteiny patfici do skupiny GTP-vazicich
proteint. Reguluji pfenos vackt a interaguji s jejich obalovymi proteiny. Jejich
aktivita je fizena pomoci ARF-GAP proteinti, které obsahuji ,zinc-finger-like” motiv,

ktery je nutny pro jejich aktivaci. GIT proteiny maji ARF-GAP doménu, ktera
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aktivuje ARF1, ARF2, ARF3, ARF5 a ARFe6.

Aktivita ARF-GAP domény GIT proteint je stimulovdna pomoci IP; (inositol
triphosphate). 1P, (inositol bisphosphate), IPs (inositol pentakisphosphate)
a DAG (diacylglycerol) na jeji funkci vliv nemaji (Vitale et al, 2000). Diky své
ARF-GAP doméné je GIT1 lokalizovan u bunééné membrany a v reakci na signal
reguluje pfenos vackli v burice. Pokusy s GIT1 proteinem s odstranénou ARF-GAP
doménou, nebo s mutacemi zabranujicimi jeji sprdvné funkci vedly kutvareni
velkych recyklujicich endosomti, které nebyly pozorovany v nemutovanych burikéch
(Matafora et al, 2001). Z vysledkti pokustt vyplyvd, Ze funkce ARF-GAP domény
u GIT je nutnd pro spravné fungovani membranového transportu a lokalizaci GIT na

periferii buriky.

Ankyrinové repetice

GIT mé 3 ankyrinové (Ank) repetice jejichz hlavni funkci je zprostfedkovéavat vazbu
mezi proteiny. Oblast okolo prvni ankyrinové repetice je sekvenéné podobna
vinculinu v mistech, kde se vaze paxillin. Afinita GIT proteinti k paxillinu vsak byla
prokazana pouze u kratké verze GIT2 (GIT2-short) (Turner et al, 1999). Pokusy
s mutacemi asmalymi fragmenty prokazaly, Ze prvni ankyrinova repetice je

zodpovédna za vazbu GIT k endosomu (Di Cesare et al, 2000; Paris et al, 2002).

Spa2-homologni doména

SHD (Spa2-homology domain) je tandemova repetice, ktera se vyskytuje pouze
u GIT1 a GIT2 proteintt a u proteint Spa2 (Spindle pole antigen 2) a Sphl (Spa2
homolog 1) které se nachdazeji u kvasinek. Spa2 a Sphl jsou nutné pro ustanoveni
polarity, smér rtstu a pro morfologické zmény béhem zrani kvasinek (Arkowitz &
Lowe, 1997). U GIT1 a GIT2 slouzi tyto domény k interakcim s dal$imi proteiny,
které casto utvéreji velké proteinové komplexy (viz Obr.5). Na SHD se vaze protein
PIX (p21-activated kinase interacting exchange factor), kterému je vénovana kapitola
3.2 a kindza MEK1 (MAP Erk kinase 1) (Yin et al, 2004). MEK1 je kindza ktera
fosforyluje ERK1 (Extracellular signal-regulated kinase 1) a ERK2 (Extracellular
signal-regulated kinase 2). GIT1 je pro tuto funkci MEK1 kindzy nutny, protoze

utvari leSeni, které napomahd spravné prostorové konformaci MEK1 kindzy
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a ERK1/2 (Yin et al, 2004). Byla také prokazana kolokalizace GIT a ERK1/2 v mistech
fokalnich adhezi (Yin et al, 2005). tato funkce GIT1 a MEK1 je evolu¢né

konzervovana. Na SHD doménu Spa2 proteinti kvasinek se vazou kvasinkové

orthology MEKT1 (Sheu et al, 1998).

Na SHD se také vaze PLCy (phospholipase Cy). Ta katalyzuje hydrolyzu PIP>
(phosphatidylinositol 4,5 diphosphate) na IPs (inositol 1,4,5 triphosphate) a DAG
(diacylglycerol). Na rozdil od ostatnich isoforem PLC se stejnou funkci, je PLCy
aktivovana fosforylaci na tyrosinu. V odpovédi na rozli¢cné podnéty jsou GIT1
a PLCy fosforylovany Src kindzou. Vazba PLCy na GIT1 vsak fosforylaci neni
ovlivnéna. SniZzeni exprese GIT1 vedlo k inhibici fosforylace PLCy a k inhibici

uvolnéni Ca?*. (Haendeler et al, 2003).

,Coiled-coil” doména

GIT1 a GIT2-long obsahuji 3 coiled-coil struktury. Prvni se nachazi v SHD, druha
v PBS (Paxilin binding site) doméné (Zhao et al, 2000) a tfeti, kterd lezi mezi nimi,
neni soucasti Zddné znamé funkéni domény. Diky témto coiled-coil doméndm mitize
GIT1 a GIT2 vytvaret homo- a heterodimery(Paris et al, 2003; Schlenker & Rittinger,
2009).

Vazebnd doména pro paxillin

Paxillin je adaptorovy protein nachéazejici se ve fokalnich adhezich. Paxillin se svoji
LD4 (N-koncové sekvence s motivem LDXLLXXL) doménou vaze na GIT1 a dlouhou
verzi GIT2 v oblasti C-koncové PBS (Paxillin binding site) domény (Zhao et al, 2000).
Do oblasti PBS se také vazi proteiny Hic-5 a leupaxin, které téz obsahuji LD motiv.
Interakce GIT s paxillinem je nezbytna pro lokalizaci GIT do fokalnich komplexti. To
bylo prokdzano pti pokusech s deletovanou LD4 doménou u paxillinu nebo PBS
u GIT proteinti. Pfi pokusech pouze se samostatnym kratkym C-koncem GIT byl
tento konec mnohem vice vazan do fokélnich komplext, nez v ptipadé celého GIT
proteinu (Brown et al, 2002). To naznacuje, ze v ptipadé celého GIT bude vazba na
PBS nejspiSe regulovana jinou ¢asti GIT, pfipadné jeho vazebnymi partnery. Tuto
teorii podporuji vysledky, pfi kterych, u mutantniho GIT neschopného interagovat
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s PIX, nedochdzelo k transportu GIT-PIX do oblasti fokdlnich komplexa (Brown et al,
2002).

PBS

ARF-GAP
ARF-GAP PBS
1 SN e
\\ I Lamellipodia  Filopodia . Paxilin_]
D |:H:|TKR E ' Integrins

Obr. 5. Schematické zobrazeni dimeru GIT1 a jeho interakénich partnert pfi
endocytéze GPCR receptort (A), aktivaci PLCy a spusténi vapnikové

signalizace (B), pfi aktivaci MEK1 kinazy (C), regulaci cytoskeletu (D), a pfi tvorbé
fokalnich komplexti (E).

(Hoefen & Berk, 2006)

Zkratky pouzité v obrazku:

Ag (agonista), Angll (Angiotensin II), ARF (ADP ribosilation factor), Cdc42 (Cell
division control protein 42 homolog), ERK (Extracellular signal-regulated kinase),
FAK (Focal adhesion kinase), G (G-protein), GPCR (G-protein coupled receptor),
GRK (G-protein coupled receptor kinase), MEK1 (MAP Erk kinase 1), P
(Phosphate), PAK (p21-activated kinase), PIX (p21-activated kinase interacting
exchange factor), PLCy (Phospholipase Cy), TKR (tyrosin kinase receptor),
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Na GIT proteiny se také vazi GRKs (G-protein-coupled receptor kinases). GIT
interaguje s GRK pfimo, ale misto interakce neni zndmo. GRKs vazi a fosforyluji
GPCRs (G-protein-coupled receptors) snavdzanymi agonisty, coz vede kjejich
internalizaci endocytézou zprosttedkovanou clathrinovymi vacky (Premont et al,
2000). Protoze pienos GRKs k plazmatické membrané piedstavuje ¢asnou odpoved’
na vazbu agonisti na GPCRs, muZe tato interakce zptsobovat navedeni GIT
k plazmatické membrané. GRK2-dependentni vazba GIT k membrané byla

prokazana in vitro (Premont et al, 1998).
3.2 PIX

PIX, celym nazvem PAK-interacting exchange factor, téz nazyvan Cool (Cloned-out
of library), pfipadné Rho guanine nucleotide exchange factor, je protein, ktery byl
poprvé izolovéan jako pfimy interakéni partner PAK (p21-activated kinase) (Bagrodia
et al, 1998; Manser et al, 1998). Také byl identifikovan pii hledani proteint s SH3
doménou (Oh et al, 1997). Dvé hlavni formy tohoto proteinu jsou aPIX a PPIX. Ty se
vzajemné lisi jak expresi v tkdnich, tak i svymi funkcemi. aPIX je tvofen 776
aminokyselinami a ma molekulovou hmotnost 87,5 kDa. Velikost BPIX je tvofen 803
aminokyselinami a m& molekulovou hmotnost 90,0 kDa (www.uniprot.org). aPIX je
exprimovan pievazné v burnkédch krvetvorby a ve svalech (Manser et al, 1998),
zatimco BPIX je exprimovan ve vsSech tkanich a ma mnoho sestfihovych variant,

obzvlasté v mozku (Koh et al, 2001; Manser et al, 1998).

DH doména

Oba proteiny, aPIX i BPIX, obsahuji DH (Dbl [Diffuse b-cell lymphoma] homology)
doménu, ktera je, spolu s PH (Pleckstrin homology) doménou, nutna pro spravnou
GEF (Guanine nucleotide exchange factor) funkci téchto protein. Pomoci této
domény katalyzuji u specifickych GTP4z vyménu GDP (Guanosine-5'-diphosphate)
za GTP (Guanosine-5'-triphosphate). Rodina PIX proteini mé GEF specifitu pro
GTPazy Rho, Rac a Cdc42.

PH doména

PH (Pleckstrin homology) doména se naléza u aPIX i BPIX proteinti. Tato doména
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vaze phosphatidylinositoly a také interaguje sy podjednotkami trimernich

G-proteinti a s protein kindzou C (Yao et al, 1994).

SH3 doména

Vsechny PIX proteiny maji také N-koncovou SH3 (Src homology 3) doménu, ktera se
vaze s vysokou afinitou na tseky obsahujici PXXXPR motiv na PAK1 (Bagrodia et al,
1998; Manser et al, 1998), c-Cbl ubiquitin ligaze (Flanders et al, 2003) a na Racl (ten
Klooster et al, 2006).

GIT vazebni doména

Vétsina sestfihovych variant ma také GIT-vazebnou doménu (GBD, GIT binding
domain), diky které vytvari komplexy s GIT proteiny (Bagrodia et al, 1999; Di Cesare
et al, 2000; Turner et al, 1999; Zhao et al, 2000).

Prolin rich region

Dale obsahuji na prolin bohaty region, ktery vaze POPX1 a POPX2 fosfatazy, které
inaktivuji PAK (Koh et al, 2002).

i

Oba PIX proteiny také véazi Calpain 4, coz je regula¢ni podjednotka protedz
p-Calpain a m-Calpain, zavislych na vapniku. Ktéto vazbé je potfeba jak SH3
doména, tak také PH a DH domény (Rosenberger et al, 2005).

I kdyZz maji aPIX a PPIX mnoho spoleénych domén a motivi, 1ze u nich nalézt
i rozdily. Na rozdil od aPIX proteinu nema PPIX N-koncovou calponin-homologni
doménu (CH domain), kterd je nutna pro interakci s proteinem fokalnich adhezi
B-parvinem (nékdy téZ nazyvanym affixin) (Bagrodia et al, 1998; Manser et al, 1998).
Pouze PPIX obsahuje také na C-konci motiv, pro vazbu proteinti obsahujicich PDZ
doménu (PDZ je zkratka tvofend prvnimi pismeny tii protein u kterych byla tato
doména poprvé objevena; Post synaptic density protein, Drosophila disc large tumor
suppressor a Zonula occludens-1 protein.) (Audebert et al, 2004; Park et al, 2003).
PPIX také obsahuje T1 inzert, pfiléhajici k PH doméné (Pleckstrin homology
domain), ktery inhibuje GEF aktivitu (Feng et al, 2002). P¥i pokusech in vitro byla

GEF aktivita velice slabd, ale v zivych burikdch se ukazalo, Ze fosforylace BPIX
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proteinu Src kindzou na tyrosinu 442 vypne inhibi¢ni funkci T1 inzertu a PPIX ma
poté GEF aktivitu specifickou pro Cdc42 (Cell division control protein 42) (Feng et al,
2006).

U aPIX je jeho GEF aktivita také regulovana jeho dimerizaci. Dimerizace probiha
v mistech coiled-coil motivu (Kim et al, 2001; Koh et al, 2001). Monomer aPIX ma
GEF aktivitu pro Cdc42 a Rac, zatimco dimer aPIX mé& GEF aktivitu pouze pro Rac.
Po aktivaci GPCRs se navdzou podjednotky G-proteinu B a y na PAK a ten se poté
vaze na SH3 doménu aPIX dimeru. Dojde k disociaci na monomery, coz vede
k spusténi GEF aktivity, specificky cilené na Cdc42. Cdc42 po navazani GTP ziskava
schopnost se vazat k DH (Dbl homology) doméné  aPIX dimeru a zplsobi
konformacni zmény, které vedou k GEF aktivité tohoto dimeru specificky na Rac.
Tento mechanismus vede ke koordinované aktivaci Cdc42 a Rac. (Baird et al, 2005;

Feng et al, 2004).

aPlX L CH N SH3 S REE

pPIX [__SH3 R

Obr. 6. Distribuce domén u proteintit aPIX a BPIX.

(upraveno dle Frank & Hansen, 2008)

Zkratky pouzité v obrazku:

CC (Coiled-coil region), CH (Calponin homology domain), DH (Dbl homology
domain), GBD (GIT binding domain), PH (Plekstrin homology domain), PR (Proline
rich region), SH3 (Src homology 3 domain), ZB (motiv vazici PDZ doménu)

3.3 GIT-PIX signalni kazeta
GIT proteiny se vazi pfimou vazbou svou SHD doménou na GBD doménu PIX
proteint. Tyto domény jsou u obou proteinGi umisténé blizko jejich , coiled-coil”

oblasti, které umoznuji jejich homopolymerizaci. GIT a PIX proteiny se vyskytuji
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v burikdch ve velkych komplexech slozenych zhruba z deseti az dvaceti proteinti
ohmotnosti 1 az 2 MDa (Premont et al, 2004). Krystalografické strukturalni
a hydrodynamické studie ukézaly, Ze GIT a PIX proteiny tvoii in vitro velmi stabilni
heteropentamer, tvofeny homotrimerem PBPIX proteint a homodimerem GIT1
proteint. V tomto heteropentameru se GBD domény dvou BPIX proteint vazaly na
SHD domény obou GIT1 proteinti, zatimco GBD doména na tfetim PPIX ztstala pro
GIT1 nedostupnd, pravdépodobné diky sterickému branéni zbylych dvou PPIX
proteint (Schlenker & Rittinger, 2009).

GIT-PIX komplexy se v butice nalézaji u bunééného povrchu, ve fokdlnich
komplexech, v cytoplazmatickych komplexech a také v centrozomu (Loo et al, 2004;
Zhao et al, 2005). Vzdjemna interakce GIT a PIX proteind je nutnd pro spravnou
lokalizaci. Mutované GIT a PIX proteiny, neschopné tvorby GIT-PIX komplext a také
mutované PIX proteiny, neschopné homodimerizace, byly pozorovany volné

rozptylené v cytoplazmeé (Loo et al, 2004).

P

GIT-PIX komplex vytvari leSeni, které propojuje signalni drahy Arf a Rho rodin
GTPaz. Na GIT-PIX se vaze také mnoho dalsich proteinti, které mohou ovliviiovat
jak funkce, tak i lokalizaci tohoto komplexu. Hlavni funkce GIT-PIX komplexu jsou
regulace bunécné polarity, pohyb bunky, tvorba fokdlnich komplexi a tvorba

asynapsi (Manabe et al, 2002; Saneyoshi et al, 2008, Zhao et al, 2000).

4. Uloha GIT-PIX signalni kazety v regulaci mikrofilament

Funkce mikrofilament jsou regulovany pfevazné pomoci signalnich drah
obsahujicich Rho, Rac a Cdc42 GTPazy.

Rho, Rac i Cdc42 GTPazy maji schopnost aktivovat protien mDia, ktery podporuje
rust nerozvétvenych mikrofilament. Oproti tomu proteiny WASP (Wiskott-Aldrich
syndrome protein), které aktivuji Cdc42 GTPazy a proteiny WAVE (WASP-family
verprolin homologous protein), které mohou byt aktivovany Rac GTPazami,
interaguji s komplexem Arp2/3 a stimuluji rGst rozvétvenych mikrofilamentarnich

struktur. Pakl, ktery je efektorem GTPaz Rac a Cdc42, po aktivaci fosforyluje LIMK
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(LIM-motif containing kinase), kterd inhibuje cofilin a vede k spusténi prestavby
mikrofilamentovych struktur. Rho GTPazy ovliviiuji protein ROCK (Rho-associated
coiled-coil kinase), ktery ptisobi na MLC (myosin II light chain) a MLCP (myosin
light chain phosphatase), ty ovliviiuji interakce aktinu s myosiny a spousti kontrakce

mikrotubuld.
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Obr. 7. Schématické zndzornéni vlivu Rho, RAC a Cdc42 GTPaz na mikrofilamenta.

(dle Draber et al, 2012)

4.1 Regulace bunécné polarity

Vytvoreni polarity bunék je proces, pii kterém burtika ovliviiuje usporadani proteint
a organel v odpovédi na vnéjsi podnéty. Bunécénd polarita je nutna pro mnoho
procesti, jako jsou migrace bunék, diferenciace a zmény buné¢ného tvaru. Vrstvy
polarizovanych bunék v tkanich zajistuji smérovany transport latek, sekreci
a mechanickou odolnost.

GIT-PIX komplex se podili na téchto déjich ovliviiovanim nékolika mechanism.
Jednim znich je regulace pohybu bunky vreakci na signdly od a4-integrint.
a4-integriny, jako jediné z integrinti, vazi paxillin pfimou vazbou. Slouzi také jako
substrat pro PKA (Protein kinase A) a zdroven ji mohou ukotvovat u membrany.
Stimulované a4-integriny, jsou nejprve fosforylovany na serinu 988 v jejich
cytoplazmatické casti. Tato fosforylace zabrani navéazani paxillinu a nésledna

aktivace Arf6 vede kaktivaci Rac a spusténi prestavby aktinového cytoskeletu
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a tvorby lamellipodii. V zadni ¢asti buniky nedochézi k fosforylaci a4 integrinii
a vaze se na né paxillin, ktery svou LD4 doménou vaze PBS doménu GIT1 a dochazi
k navazani GIT-PIX komplexu. GIT1 pomoci své ARF-GAP domény inaktivuje Arf6
a zabranuje tak aktivaci Rac a jeho ovlivnéni aktinového cytoskeletu (Nishiya et al,

2005). Role BPIX v tomto procesu neni zatim plné objasnéna.

Obr. 8 Ur¢ovani sméru pohybu buriky pomoci inhibice tvorby membranovych

vybézka. (Frank & Hansen, 2008)

Dal$i proces, na kterém se GIT-PIX komplex podili, je opravovani poskozenych
vrstev bunék, kde reguluje tvorbu membranovych vybézkd smérem k poskozenému
mistu. Nejprve dojde k navazdni Cdc42 na PAK a nésledné navazani PAK na SH3
doménu PBPIX. GIT-PIX-PAK komplex je poté smérovan k mistu poskozeni, kde
Cdc42 reguluje orientaci nové tvofenych lamelipodii (Nobes & Hall, 1999). DtleZitost
BPIX pro tvorbu orientovanych lamelipodii byla prokazdna pii experimentech
s overexprimovanym [PIX, kdy dochéazelo k tvorbé membranovych vybézki

rovnomérné po celém povrchu burky. Oproti tomu u bunék se snizenou hladinou
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BPIX dochazelo ke snizeni poctu membranovych vybézka v misté poskozeni vrstvy
bunék (Cau & Hall, 2005; Osmani et al, 2006).

Dal$i moznosti, jak se GIT-PIX dostane k membrané u poskozeného mista, je pomoci
pfimé vazby PPIX k proteinu Scribble. Protein Scribble je ukotven v membrané
pomoci svych LRRs (Leucin rich repeats) a svou PDZ doménou se vaze na PDZ
vazebnou doménu na BPIX (Zeitler et al, 2004). PPIX navazany na Scribble pak
aktivuje Cdc42 a ta spusti tvorbu membranovych vybézka (Osmani et al, 2006). Role

GIT proteinti v tomto mechanismu neni zatim objasnéna.
4.2 Regulace chemotaxe

Chemotaxe je proces, pii kterém dochazi k pohybu buiiky ve sméru gradientu
chemoatraktanti. Tento pohyb je uskutectiovdn pomoci membranovych vybézkd
v pfedni ¢asti buriky a zaroven zménami v adhezi k povrchu. V téchto déjich hraje
klicovou roli prestavba aktinovych vldken. GIT-PIX komplex je dulezity pii
chemotaxi u neutrofilnich granulocyti. Po navazadni chemoatraktantu Cba
(Podjednotka A z Complement component 5) na serpentinovy receptor dojde
k aktivaci G-proteinu a uvolni se jeho Py podjednotky, které se navazi na PAK (Xu et
al, 2003). PAK se poté vaze na dimer aPIX, ktery se nasledné rozpadne na monomery
aPIX a aktivuje Cdc42 a nasledné i Rac. To vede k prestavbé aktinového cytoskeletu
a k pohybu buriky ve sméru signalu (Xu et al, 2003). GIT2 v tomto komplexu inhibuje
pomoci své ARF-GAP domény aktivitu Arfl. Role GIT-PIX byla také potvrzena pii
reakci na chemoatraktant fMLP (formyl-Met-Leu-Phe) u krysich bazofila.
Chemoatraktant fMLP se vaZe na receptor HA-tagged (Haemagglutinin-tagged
receptor). Pfesny mechanismus funkce GIT-PIX v tomto procesu neni znam, avsak
snizeni mnozstvi GIT1 v burikdch vedlo k potlac¢eni reakce na fMLP chemoatraktant.
Potlaceni GIT1 a zaroven GIT2 vsak nemélo Zadny vliv na reakci na fMLP (Gavina et
al, 2009). Také dodani exogenniho GIT2 do bunék vedlo kinhibici pohybu
a rozrstani bunék (Frank et al, 2006). Tyto vysledky naznacuji, Ze GIT1 a GIT2 maji

odlisné funkce pfi chemotaxi a GIT2 nejspise sloZi jako inhibitor pohybu bunék.
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Obr. 9 Role GIT-PIX v regulaci pohybu buriky ve sméru gradientu chemoatraktantu.
(Frank & Hansen, 2008)

4.3 Regulace tvorby fokalnich kontaktti

Fokdlni komplexy jsou uskupeni proteint a fosfoinositidt na vnitini vrstvé
plazmatické membrany, které zajistuji propojeni mezi integriny navazanymi na
extracelularni matrix a cytoskeletem. Fokalni komplexy tak zajistuji ukotveni buriky
k podkladu a kontakt sjejim okolim. Dtlezitou roli zde hraji proteiny asociované
s aktinem; paxillin, zyxin, vinculin a a-actinin. Také tvofi leSeni pro signalni kaskady
reagujici na podnéty z okolnich bunék. U rozristajicich se a pohybujicich se bunék se
tvori fokdlni komplexy na periferii a ve sméru rastu buiiky. Pozdéji se fokalni
komplexy zvétsuji, stahuji do mist kontaktu s podkladem a tvori velké stabilni
komplexy, nazyvané fokdlni adheze, které zajistuji ukotveni buiiky v okolnim

prostiedi. Pfi dalsim pohybu se pak komplexy ve fokalnich adhezich rozpadaji
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a proteiny téchto komplexti jsou pfesouvany do mist ve sméru pohybu, kde tvoii

nové fokalni komplexy (Webb et al, 2003).

GIT-PIX komplex se zapojuje do fokalnich komplextt pomoci vazby PBS domény na
GIT proteinu na LD4 motiv na Paxillinu (Turner et al, 1999). Tato vazba je pozitivné
regulovana pomoci fosforylaci uvnitf LD4 motivu na Paxillin proteinu a pomoci
kinaz Src a FAK. Inhibice FAK kinazy tak vede k zabranéni navazani GIT-PIX
komplexu = do  oblasti  fokalnich  adhezi (Brown et al,  2005).
Dalsi troven regulace GIT-PIX komplexu je ovliviiovani GEF funkce PPIX proteinu.
Ta je blokovédna pfitomnosti T1 inzertu a je aktivovana az po fosforylaci PPIX
proteinu Src kindzou na tyrosinu 442 (Feng et al, 2006). Aktivovany BPIX ma poté
GEF aktivitu specifickou k GTPaze Cdc42, ktera spousti signdlni kaskadu ovliviiujici

dynamiku aktinovych vldken.

5. Uloha GIT-PIX signalni kazety v regulaci mikrotubult

Ptimy vliv GIT-PIX komplexu na regulaci mikrotubuli zatim nebyl prokazan, avsak
nékteré vysledky naznacuji, ze by komponenty GIT-PIX komplexu mohly ovliviiovat

organizaci mikrotubult.

Jednim z prvnich nalezi, naznacujicich, Ze by GIT-PIX komplex mohl mit vliv na
organizaci mikrotubul®i, byla identifikace komplexu GIT-PIX-PAK v centrozomu.
GIT-PIX komplex se k centrozomu véze pomoci ARF-GAP domény na GIT proteinu.
GIT protein je vdzan na centrozom trvale, béhem vsech fazi bunécného cyklu.
Navazany GIT1 pak slouZzi jako leSeni pro PPIX. Na PPIX se poté vaze PAK1
a dochdzi kjeho aktivaci. Aktivace PAK1 probihd zatim nezndmym zplsobem
nezavislym na Rho GTPazach. Pfedpoklada se, Ze dochazi k autofosforylaci PAKI.
Pro aktivaci je vSak nezbytna pfitomnost centrozomu. Aktivovany PAK1 se nésledné
odpoji od GIT-PIX komplexu, véZe se na centrozomdlni kindzu Aurora A
a fosforyluje ji na serinu 342 a treoninu 288. Tyto dvé fosforyla¢ni mista jsou klicova

pro aktivaci Aurora A pti mitéze. Centrozomalni kindza Aurora A reguluje duplikaci
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centrozomu béhem pozdni S-fadze bunécného cyklu. Pfi inhibici PAK1 kindzové
funkce, nebo pfi snizeni mnoZzstvi PPIX v bunice, dochazelo k pozastaveni zrani
centrozomu (Zhao et al, 2005). Potenciondlni tloha GIT-PIX komplexu pfi regulaci
organizace mikrotubuli vyplyva i z jeho asociace s y-tubulinem, ktera byla neddvno
nalezena v Laboratoii biologie cytoskeletu Ustavu molekularni biologie Akademie
véd Ceské republiky (Cernohorska et al, 2012).

Dal$i mozny mechanismus ovliviiovani mikrotubuld pomoci GIT-PIX komplexu
nastifiuje objev TCoB (tubulin cofactor B), ktery je substratem pro PAK1. TCoB se
vaze na af-tubulinovy dimer mikrotubult. Na cerstvé polymerizovanych
mikrotubulech a v centrozomu fosforyluje PAK1 TCoB na serinu 65 a serinu 128
in vitro a také in vivo. U bunék s TCoB, mutovanym v mistech serinu 65 a serinu 128,
byl pozorovan omezeny riist mikrotubult. Taktéz byl pozorovan pii sniZeném
mnozstvi PAK1 v burice (Vadlamudi et al, 2005). Ztéchto vysledkti vyplyva
nezbytnost fosforylace TCoB pomoci PAK1 pro spravny rast mikrotubula.

Hypotézu o vlivu GIT-PIX komplexu na regulaci mikrotubuli podporuje také objev
signalnich drah, v kterych Rho GTPazy Rac a Cdc42 aktivuji PAK1. Ten fosforyluje
protein stathmin na serinu 16 (Daub et al, 2001). Stathmin je protein, ktery se vaze na
volné cytosolické dimery ap-tubulinu, vytvafi snimi trimer a zabranuje jim
v polymerizaci. Tim snizuje mnozstvi dostupnych ap-tubulinovych dimert
v cytoplazmé a omezuje polymeraci mikrotubult (Jourdain et al, 1997). Poté co
aktivovany PAK1 nafosforyluje stathmin na serinu 16, ztraci stathmin schopnost
vazby k ap-tubulinovym dimertim a dochazi k uvolnéni téchto dimerti a zrychleni
polymerace mikrotubuld. Zvysenim mnoZzstvi dostupnych tubulinovych dimerd pro
polymeraci, mtize dochdzet kregulaci dynamiky mikrotubulti nezavisle na
proteinech lokalizovanych na (+) konci mikrotubuld.

Aktivované Racl a Cdc42 také ovliviiuji aktivitu proteinu IQGAP (IQ motif
containing GTPase activating protein), ktery asociuje s proteinem CLIP170, jenZ je na
(+) konci mikrotubult (Fukata et al, 2002). IQGAP vyvazuje calmodulin a Racl.
Zvednuti hladiny Ca?* v buiice vede k uvolnéni calmodulinu z IQGAP. IQGAP se

nasledné vaze na AKAP220 (A-kinase anchoring protein 220). To vede k asociaci
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IQGAP s faktory ovliviiujicimi dynamiku mikrotubul@ (Logue et al, 2011).

GIT-PIX komplex miuze vSak také regulovat dynamiku mikrotubulti s pomoci
proteint asociovanych sjejich (+) konci. Jednim z efektortt RhoA je protein mDia,
ktery se vaze na (+) konec mikrotubul@i a podporuje jejich stabilitu a rast. Protein
mDia slouZzi také jako leSeni pro proteiny (+) konce EB1 a APC (Adenomatous
polyposis coli) (Wen et al, 2004). Protein EB1 také piimo interaguje s GEF
proteinem RhoGEF2, ktery vyuzivad EB1 pro svij transport do submembranovych
komplexti pomoci mikrotubuld (Rogers et al, 2004).

GEF proteiny mohou byt vdzané i podél mikrotubuld. Jednim z nich je GEF protein
GEF-H1, ktery je po vazbé na mikrotubuly neaktivni. P¥i depolymeraci mikrotubulu
se pak uvolni a ma GEF aktivitu k Rho A GTPazam (Chang et al, 2008). Takto mtize
burika spoustét signdlni drahy, reagujici na rozpad mikrotubult. Tento mechanismus
vazani GEF podél mikrotubuld by mohl byt uplatnén i pro regulaci BPIX. Tomu
napovidd nedavno zjisténa vazba sestfihové varianty BPIX na tubulin (Lee et al,
2011).

Zajimavy je také nedavny objev vazby PPIX na Calmodulin vézici Ca?* (Singh et al,
2012). To by mohlo naznacovat tlohu PPIX pfi vnitrobunééné signalizaci pomoci
Ca?*. Bylo popsano, ze CaMK (Ca?*-calmodulin-dependent protein kinase) ovliviiuje
organizaci mikrotubula fosforylaci proteinti vazanych s mikrotubuly (Adamikova et

al, 2004).
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6. Zavér

I pfes pomérné dlouhou dobu, od objevu funkce GIT-PIX komplexu jako
,signdlni kazety”, pro celou fadu signdlnich drah, pfesnd struktura GIT-PIX
komplexu je doposud nezndma. Vysledky in vitro pokust, které nasvédcovaly, ze
GIT-PIX komplex mtze byt tvofen ztrimeru PIX a zdimeru GIT1 se zatim
nepodaftilo potvrdit in vivo. Popsani pfesné struktury GIT-PIX komplext bude nutné
pro pochopeni mechanisma jejich ptsobeni v bunce. Doposud publikované prace
jasné dokazuji, Ze se GIT-PIX signalni kazeta ti¢astni regulace aktinového cytoskeletu
pfes GEF aktivitu PIX proteinu na GTPazy Cdc42 a Rac. Podstanou roli v téchto
procesech hraje efektor Rho GTPaz, kinaza PAK. Otevienou otazkou zlistava, jaké
jsou molekularni mechanismy, kterymi tato signdlni kazeta ovliviiuje organizaci
mikrotubult. Nalez lokalizace GIT-PIX komplexu v centrozomu by mohl naznacovat
regulaci na (-) konci mikrotubuld. Této hypotéze také nasvédcuji zatim
nepublikované vysledky znasi laboratorfe, kde jsme prokazali vazbu y-tubulinu
s jednotlivymi proteiny signalni kazety i PAK kindzy. Probihajici studie by mély ur¢it
klicové domény pro vazbu y-tubulinu v tomto komplexu. Nelze vyloucit, Ze by se
GIT-PIX signalni kazeta mohla uplatnit i pfi regulaci dynamiky mikrotubul na jejich
(+) koncich, prostrednictvim GEF aktivity PIX proteinu na Rho GTPazy. Pokud se
potvrdi vliv komplexu GIT-PIX na organizaci a regulaci mikrotubuldi, bude nalezen
dalsi z regula¢nich mechanismi, které ovliviiuji jak mikrofilamenta, tak mikrotubuly.
V poslednich letech, zejména srozvojem kvantifikace dynamickych zmén téchto
dvou cytoskeletalnich systémi v Zivych burikdch a RNAi technik, dochazi k velkému
narustu poznatkt, které ukazuji, Ze tyto dva systémy spolu interaguji a mohou mit
i spole¢né regulaéni proteiny.

Zavérem je mozné fici, ze v blizké budoucnosti 1ze o¢ekdvat prudky rozvoj
poznatkil o integraéni uloze GIT-PIX signalni kazety pifi prenosu signalt

v diferencovanych burikach a o jeji roli pti regulaci cytoskeletu.
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