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Souhrn

Mitogenem aktivované proteinové kinazy (MAPK) jsaperrodinou evoliné konzervovanych kinaz eukaryotickych
burek podilejicich se na udrzovani kidgné homeostazy. lonizujici7ehi stabilitu vnigniho prostedi naruSuje a tim
vede kfasov, davko¥ a burécné specifické kompenzatorni aktivaci MAPK. MAPK nédiséesehravaiji kritickou alohu
v modulaci buscného programu genové exprese, jejimz paabtictvim reguluje takidezité biologické e, jakymi
jsou proliferace, diferenciace;/@ziti burk ¢i naopak apoptéza. Tato prace pojednava o jednatfivskupinach MAPK,
jejich vztahu k ionizujicimu #éni a mechanizmu, jakym mohou MAPK zasahovat d@puogenové transkripce.

Kli ¢ovéa slova:MAPK; lonizujici z&eni; Transkripce.

Mitogen Activated Protein Kinases (MAPK), lonisingRadiation and Transcription Regulation

Summary

Mitogen activated protein kinases (MAPK) are a stgmily of evolutionary-conserved eukaryotic kirmgaplicated
in maintaining of cellular homeostasis. lonisingdiation impairs homeostasis and leads to time, dasé cellular
specific compensatory MAPK activation. MAPK playgitical role in modulation of gene expressionttbantrols im-
portant cellular processes, such as proliferatidifferentiation, cell survival, or apoptosis. Thi®rk discusses particular
MAPK groups, their relation to ionising radiatiomd the mechanism which MAPK use to regulate presestgene
transcription.

Key words: MAPK; lonising radiation; Transcription.

lonizujici z&eni vede ke generalizovanému a rozma- proto v reakci na ozéni aktivuji mnohdetné kompen-
nittmu poskozeni bék a tkani na molekularni Grovni z&ni signalni drahy, které hraji kritickou Ulohii pegu-
(DNA, proteiny, lipidy). Pokud hodnotime poSkozeni laci apoptdzy/peziti, proliferace, diferenciace a nasledné

proteini a lipidd, jsou jejich zminy po ozéeni pouze repopulace poskozenych tkani. Mnohoéehto signal-
minoritni, nebd vétSina experimerit hodnoticich pokles nich cest pdit do superrodiny tzv. mitogenem aktivova-
aktivity enzynt (30, 31)¢i poSkozeni lipid peroxidaci nych proteinovych kinaz (MAPK).

(12, 37, 47) zaznamenava signifikantniéeaz po oza-

feni davkami 50 Gy a vySSimi a pokud existuje neposk MAPK a jejich kaskady

zena matrice DNA, podle které mohou byt poSkozené

proteiny a lipidy nahrazeny, je naprava rychla.dik; O biologickém vyznamu MAPK vypovida jejich
véjSim tekem ionizujiciho z&eni je vSak molekula DNA. piisluSnost ke skupénevoluiné stabilnich CMGC kinaz

Oz&eni savich burgk subletalni davkou 1 Gy indukuje  spol&né s cyklin dependentnimi kindzami (CDK), CDK
1000-2000 poskozenych bazi, 800—1600 poSkozenych de podobnymi kinazami (CLK) a kindzami glykogen symptaz
oxyrib6z, 500-1000 jednoduchych zlon200-300 alka- (GSK) (56). Jednotlivélenové MAPK vykazuji vice nez

licky labilnich mist,20-40 dvojitych zlomi (double- 40% podobnost aminokyselin a vice neZz 60% podobnost
strand breaks, DSB) ~30 DNA-DNA kovalentnich vazeb v oblasti kindzové domény (23). MAPK jsou gasti
a ~150 DNA-proteinovych kovalentnich vazeb (8).24ej téi rodin: extracelularnim signalem regulovanych kina

vazrgjsSim poskozenim jsou dvojité zlomy, které mohou (ERK), c-Jun N-terminalnich kindz (JNK) a p38 MAPK
vyUstit ve ztratu neborpskupeni genetického materialu  (p38). MAPK mohou byt aktivovany Sirokym spektrem
s nasledkem bwiné smrti nebo vifipad, Ze buiky pre- stimuli, vSeobec# vSak ERK preferamé aktivuji nis-
Ziji s poSkozenou DNA, v rozvoji karcinogenezenBy tové faktory a forbolové estery, zatimco JNK a [B88
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nazy spisSe reguluje stres, j& v podokd UV ¢i ionizu-
jiciho z&eni, osmotického stresu nebo prozhwych
cytokina (25).

Ackoli jednotlivé MAPK maiji jedinéné vlastnosti,
nekteré charakteristiky maji spéteé. MAPK byvaji sou-
¢asti modulu 3 (i vicelennych signélnich kaskad — spo-
le¢né s MAPK kinazami (MAPKK) a MAPKK kinaza-
mi (MAPKKK). MAPKKK jsou serinové/threoninové ki-
nazy, které aktivované fosforyluji MAPKK. MAPKK
nasleds reguluji funkci MAPK dudlni fosforylaci na
threoninovém a tyrosinovém reziduu v oblasti aktha
klicky. Ve chvili, kdy je MAPK aktivovana, fosforyluje
cilové substraty na serinovych nebo threoninovyi-r
duich néasledovanych prolinem. Substratova speifici
MAPK je urtena interakci specifickych mofivna po-
vrchu MAPK s povrchovymi vazebnymi motivy jejich
substral a pitomnosti proteify, které mohou {sobit
jako leSeni pemosujici jednotlivé signalni drahy (134).
Funkce MAPK je tedy zpro&tdkovana fosforylaci Siro-
kého portfolia substrat— cytoplazmatickych protein
(cytoskeletalnich protein fosfolipaz a dalSich kinaz) a
transkrignich faktofi, které pizpisobuji transkripni
fenotyp gitomné stimulaci.

Skupina ERK

Ackoli skupinu ERK tvéi soubor 7 izoforem —
ERK1/2/3/4/5/7/8, budou v tétthsti textu popsany jen
ERK1/2/5, neb6 doposud nebyl prokazan vztah ionizu-
jiciho z&eni se zbyvajicimi kinazami (ERK3/4/7/8). Jen
pro doplréni; kindza ERKS6 je protein o velikostiipliz-
né 40 kDa vykazujici sice 41% podobnost s ERK1, 39%
podobnost s ERK2 a 33% podobnost s ERK3, ale jeho
Urove identity se satimi p38 MAPK dosahuje 60 %
(78). To vedlo k poz#jSimu gejmenovani ERK6 na p38
a jejimu zéazeni do skupiny p38 (15, 79, 92).

ERK1 a ERK2

ERK1 a ERK2 jsou proteiny o velikosti 43 a 41 kDa,
jejichz tyrosinova a threoninova rezidua jsou vastil
aktivasni klicky oddlena glutaméatem v charakteristicky
Thr-Glu-Tyr motiv (17, 104). Pokud srovname jejsek-
vence, nalezneme vysokou (&#&m90%) podobnost (17).
| pies tento vysoky stugieidentity jsou jejich fyziolo-
gické Ulohy zasti nezastupitelné. Pages a spol. (101) uzi-
tim homologni rekombinace kmenovych Blawytvoili
mutantni mySi s defektnimi alelami ERK1 (ERK1 -/-).
Tyto mySi byly Zivotaschopné, plodné a bez odchylek
velikosti ve srovnani s normalni mysi populaci. e
ERK1 byla u &chto zvfat plrt kompenzovana ERK2.
Naopak ERK2 -/- mutanti umirali ve stadiasné em-
bryogeneze 6.—7. den po oplozeni. Tyto vysledkyaaz
¢uji, ze ERK2 ve srovnani s ERK1 vykonava specific-
kou ulohu z¢&éasti pravdpodobré souvisejici s nizkou
expresi ERK1 v &kterych tkanich (101, 108).

ERK1/2 jsou aktivovany parem MAPKK — MEK1 a
MEK2 (2, 50, 121). MEK1 a MEK2 jsou vysoce homo-
logni proteinové kinazy, u kterych doposud nebyien
zeny jiné relevantni substraty nez ERK1/2 (50).Idd«
vém stavu tvti komplex s ERK1/2, ktery udrzuje vysSi
koncentraci ERK1/2 v cytoplazmatickém kompartmentu.
Aktivaci MEK1/2 a fosforylaci ERK1/2 se tento kom-
plex rozpada a ERK1/2 jsou pasivinaktivné transpor-
tovany do jadra buik (2).

Aktivace MEK1/2 je zprosedkovana &kolika druhy
nadazenych kinaz — kinazami rodiny Raf, kindzou c-Mos
a Tpl2 (88, 115, 119). Kinazy rodiny Raf (Raf-1R&f,
B-Raf) aktivuje interakce s G-proteiny povrchovénme
brany rodiny Ras. B-Raf aktivujgima interakce s G-pro-
teiny Ras, zatimco A-Raf a Raf-1 vyzaduji dodate!
fosforylaci tyrosinovych rezidui prdsdnictvim mem-
branow vazanych kindz — c-Src, proteinové kindzy B a
C (88, 105). Proteinova kinaza c-Mos se vyskytige v
vysokych koncentracich v oocytech obratliovkde re-
guluje progresi bufgného cyklu z G2 do M faze vipr
b&hu meidzy. Pokud je vSak ektopicky exprimovana-v so
matickych buikach, néize indukovat jejich nadorovou
transformaci nekontrolovatelnou progeresiduB1 fazi
bungéného cyklu (119). Posledni zmifrou MEK1/2
kindzou je Tpl2. Tpl2 se podili na fosforylaci MERI
lipopolysacharidem (LPS) stimulovanych makrdf@fyl5).

Ackoli mohou ERKZ1/2 aktivovat stresové stimuly
jakou jsou LPS (115§i ionizujici z&eni (25) nebo UV
(124), preferetné se na jejich aktivaci podiliistové
faktory jakymi jsou EGF a inzulin (57)jgjich Gloha je
zejména spjata s progresi buék bunéénym cyklem,
diferenciaci a anti-apoptotickym pisobenim Deregu-
lace ERK1/2 signalni kaskady pratasto vede k nado-
rové transformaci buk (22, 45, 51, 91).

ERKS

ERKS5 je proteinem o velikosti 98 kDa. Jeho velikost
je vice nez dvojnasobna ve srovnani s ERK1/2, proto
byl také dive pojmenovéan jako ,velkd MAPK1 (big
MAPK1, BMK1)" (75). S ERK1/2 je patrnd 50% sek-
vergni podobnost v katalytické N-terminaldsti a pi-
tomnost aktivéniho Thr-Glu-Tyr motivu. Velka C-termi-
nalni ¢ast naopakifspiva k navySeni jeho velikosti a jeji
fosforylace negativireguluje kinazovou aktivitu protei-
nu (75, 154). Pro plnou aktivaci ERKS je proto ngnh
jak fosforylace Thr-Glu-Tyr motivu v oblasti aktib@
klicky, tak defosforylace C-termindlsasti pravdpodob-
né prostednictvim proteinové fosfatazy 1 a/nebo protei-
nové fosfatazy 2A, coz nazhige &inna inhibice fosfo-
rylace ERKS5 inhibitory fosfatdz — okadickou kyselin
a calyculinem A (38, 154).

Aktiva¢ni fosforylace Thr-Glu-Tyr motivu v oblasti
aktivasni klicky je zprostedkovdna MAPKK — MEKS5
(155), jez je sama substratem MAPKKK — MEKK2 a
MEKK3. MEKK2 a MEKKS3 zprostedkovavaji penos
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signalu z povrchovych membran (46, 97, 130).

Na rozdil od ERK1/2 je pro ERK5 charakteristicka
pouze slabéa aktivace vlivem mitotickych fakioNejvy-
razreji k fosforylaci ERKS5 vede oxidai stres, jak bylo
prokazano expozici hladké svaloviny cév peroxidu vo
diku (1). Fyziologicky vyznam ERKS5 tie byt demon-
strovan genetickou ablaci genu ERK5 (ERK -/-), &ter
podobr jako geneticka ablace MEKS5 -/-, MEKK3 -/- a
MEF2C -/- (MEF2C je transkrimi faktor regulovany
ERKS5 kinazou) vede k umrti embrya @vibdu defektiv-
niho vyvinu cév, abnormalniho vyvinu a zrani sr(Re
113, 127, 140, 148).

Skupina JNK

Skupinu JNK, kédovanouemi geny, tvé vzhledem
k jejich alternativnimu seishu mRNA soubor dvanacti
raznych izoforem o molekulové hmotnosti 46-54 kDa
(70). Jejich 3 zakladni formy — JNK1, JNK2 a JNK3
vykazuji v oblasti katalytické domény vysokou (85%)
identiénost a 40-45% podobnost s kindzami ERK1/2
(71). V porovnani s ERK1/2 je vSak charakteristioky
znakem této skupinyfftomnost prolinu mezi threoninem
a tyrosinem (Thr-Pro-Tyr) v oblasti aktitra klicky a
prefereni aktivace stresem — UV, ionizujicimigaim,
cytotoxickymi latkami, peroxidem vodiku a prozén
vymi cytokiny (69, 70, 71).

Na fosforylaci Thr-Pro-Tyr rezidua aktidnai klicky
kinaz se podili 2 MAPKK — MEK4 a MEK7n vitro
bylo prokazéno, ze MEK4tpdnosts fosforyluje tyrosi-
nové reziduum, zatimco MEK?7 prefetest fosforyluje
threoninové reziduum aktivai klicky. Zda se tedy, ze
obs kinazy na aktivaci JINK spolupracuji (73, 82). MEK4
jsou substraty n@dzenych MAPKKK — MEKK1-4, MLKS3,
ASK1, TAK1, ¢ TIp2 (47). TIp2 kindza tak fize byt spo-
le¢nym jmenovatelem aktivace JNK, ERK i p38 (viz dale)

Fyziologicky vyznam JNK1/2 sgitva vregulaci bu-

Schéma 1: MAPK signalni drahy

nééné proliferace a apoptdzy zejména v gibéhu vyvinu

a aktivace imunitniho systému. Pro JNK1 -/- my&iha-
rakteristické ovlivini imunitniho systému naru$enim od-
powdi Th2 lymfocyfti, zatimco JNK2 -/- mySi maji pos-
kozenou diferenciaci lymfoc§tsmérem k Thl subsetu.
Eliminace obou JNK1 i JNK2 vydsti v umrti jedince
v pribéhu gastrulace Kili poruSe uzagru neuronalni tru-
bice a pitomnosti defekt mozku. Ritomnost pouze jedi-
né funkni JNK2 alely (JNK1 -/- INK2 +/-) vede ke
Ziti a porodu jedint s retinalnimi kolombomy zidvodu
poruchy uzégru oini S€rbiny (67, 117, 144).

Skupina p38 MAPK

P38 MAPK je skupinou 4 kinaz — p38p383, p38,
p38 — o molekulovych hmotnostech 38 kDa sdilejicich
60—-75% homologii sekvence aminokyselin (25, 69, 89)
S ostatnimiécleny MAPK rodiny tato skupina vykazuje
pouze 20-41% podobnost. Vyjimkou je ERK2, kde je po
dobnost térér 50% (89). P38 se od ERK a JNK odliSuje
pritomnosti dlouhé aktivai klicky s Thr-Gly-Tyr akti-
vanim motivem (141, 145).

Na fosforylaci tohoto motivu se podileji MAPKK —
MEK3, MEK4 a MEK6. MEK3 a MEKS6 jsou vysoce
specifické pro p38, nelimezasahuji do ERK a JNK sig-
nalnich drah. MEK4 je vSak spéleu kindzou p38 a
JNK (69, 116). Fosforylaci MAPKK zpragtdkovavaji
MAPKKK — MEKK1-4, MLK2/3, DLK, ASK1 a Tlp2
(69, 116).

P38 MAPK jsou in vivo aktivovany ¥adou streso-
vych faktori, napf. ionizujicim zé&‘enim, UV, osmotic-
kym stresem. Ve ¥tSiné pfipada jsou tyto kinazy akti-
vovany spoléné s JNK (z divodu spolénych MAPKK a
MAPKKK) s vyjimkou ischémie a reperfuze, netisché-
mie vede k aktivaci p38, zatimco reperfize aktiviK
(16, 70). Inzulin atstové faktory vedou k aktivaci p38
nepravidelg (70).

oxidacni ristové reperfuze UV, IZ, osmoticky stres,
stres faktory cytotoxickeé latky, H,0,
Raf, Mos, Tlp2 MEKK1—4 MLK3, MEKK1 -4, MLK2,3,
ASK1, TAK1, TIp2 DLK, ASKT1, TIp2

\/\/
CORCD
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Fyziologicky vyznam p38 MAPK sgtva v regulaci
proliferace, diferenciace, apoptdzy a regulacesstré re-
akce. Pokud bychom dfiit ilustrovat vyznam jednotli-
vych izoforem, zda se byt nejvyznajsi p38. Inaktiva-
ce obou alel p38(p38& -/-) je letélni, protoze Usti v po-
ruchy placentarni organogeneze a produkce eryttbpoe
nu, které vedou k sekundarni redukci mnozstvi kardi
myocyfi a malformacim cév v oblasti hlavy (3, 95, 132).
MySi mutanti postradajici pB8y, nebod a stej tak
mutanti postradajici p38polene s p38& prezivaji, jsou
plodni a nevykazuji zadné patologické & od nor-
malniho vyvoje, coz naztiaje, Ze role &chto izoforem
je postradatelna (11, 68, 118).

Aktivace MAPK kaskad ionizujicim zarenim

ERK1/2, ERK5, JNK i p38 MAPK podléhaji davko-
vé a ¢asoe zavislé fosforylaci vlivem ionizujiciho za-
feni. Zda se, Ze zdrojem aktivace MAPK potenéjsou
poSkozena vlakna DNA a biologické membrany.

Aktivace MAPK poSkozenim DNA

Mechanizmy, které konvertuji poSkozeni DNA (ze-
jména pitomnost dvojitych zlori) do nitrobugénych
signali, jez reguluji fosforylaci MAPK, jsou z velkgésti
neznamé. Usedni roli Zejme sehravajilenové fosfati-
dylinositol-3-kindzové rodiny — ATM a DNA-PK, jeji
dysfunkéni stavy vedou k poruSe aktivace ERK, IJNK i
p38 MAPK po oz#eni (65, 76, 103, 123, 133, 139).

ATM kinaza

ATM kinaza je produktem genu mutovaného u one-
mocreni ataxia-telangiectasia (AT). Tato kinaza,ited
v klidovém stadiu dimer, je po o&ni ionizujicim za-
fenim rychle aktivovana mechanizmem zahrnujicim-auto
fosforylaci na serinu 1981 a disociaci do mononterni
stadia (7). Tato kindza je zapojena idaly bur¢nych
deji spojenych s reparaci radémého poSkozeni nebo
indukci apoptézy — biky s AT fenotypem (ATM -/-) jsou
hypersenzitivni k ionizujicimu #éni, vykazuji poruchy
reparace DNA, chromozomalni nestabilitu, nejsowpeh
ny f&dré zastavit buény cyklus v G1, G2 kontrolnich
bodech a vykazuji radiorezistentni DNA syntézulkv
abnormalni funkci kontrolniho bodu S faze Btmého
cyklu (53).

ATM kinaza neni imym senzorem poSkozeni DNA.
V mist DSB se vytv# tzv. IRIF (ionizujicim z&enim
indukované foci), pro které je charakteristicka higc
fosforylace histonu H2AX a akumulace profteijako
jsou napiklad 53BP1, Mdcl, Mrell, Rad50, Nbsl a
ATM (14). ATM kinaza je do mista DSB vazana pro-
strednictvim Mrel1l-Nbs1-Rad50 komplexu (MRN kom-
plexu) (137). Nbsl slozka MRN komplexuibe funkng

interagovat jak s ATM kinazou (34, 137, 152), tak-p
teinem Mdcl (85)ktery piimo rozpoznava fosforylova-
ny histon HA2X (129). O vyznamu této slozité intera
swdei i fakt, Ze suprese Mdcl vede k Gtlumu aktivace
ATM a k poklesu fosforylace substhététo kindzy (94)

a neaktivni Nbs1 a Mrell u hiknpacientt s Nijmegeno-
vym (Nbsl -/-), respektive, A-TLD syndromem (Mrel-)
zpisobuji nadrrnou cytoplazmatickou retenci a nedos-
tatetnou aktivaci ATM po oz&ni (136). Posloupnost
téchto vztali vSak komplikuje nalez furtkiho vyznamu
ATM kinazy pro vlastni fosforylaci histonu H2AX. iSt

a spol. (19) objevili vyznamny pokles fosforyladstbnu
H2AX u ATM -/- mySich embryonalnich fibrobldst
zatimco ektopicka exprese fumtho ATM genu udchto
burgk fyziologickou uUroveé fosforylace histonu H2AX
obnovuje. Je tedyigjmé, Ze bude nezbytny dalSi vyz-
kum v této oblasti, aby bylo moznéepré urit posloup-
nost interakci vedoucich k aktivaci ATM kinazy.

ATM kinaza konstitutive vaze c-Abl kinazu, jez je
jejim substratem a fugkim propojenim s MAPK (viz
dale). Fosforylace c-Abl na serinu 465 ATM kinazou
vede k jeji aktivaci (10, 122). Vyznam fufik interakce
ATM a c-Abl kinaz je podporovan nedostateu vaz-
bou c-Abl s ATM a neadekvatni aktivaci c-Abl po gam
oz&eni u bukk s AT fenotypem a naopak korekci akti-
vace c-Abl po obnovenim exprese aktivni ATM kinazy
u ATM -/- burek (10).

DNA-dependentni proteinova kinaza

Konstitutivni interakce ATM kinazy s c-Abl je srov-
natelré charakteristickd pro DNA-dependentni proteino-
vou kinazu (DNA-PK) (54). DNA-PK se sklada z 470D
velké katalytické serinové/threoninové kinazy (DRKes)

a dvou proteift Ku70 a Ku80. Na rozdil od ATM kina-
zy DNA-PK vaze dvojity zlom DNA fimo prosted-
nictvim Ku70/Ku80 heterodimeru, ktery jednotlivénko
ce posSkozené DNA stabilizuje aigravuje k ligaci (35).
Vyznam tohoto heterodimeru spiea také v rekrutaci
DNA-PKcs do dvojitého zlomu DNA a aktivaci kinazo-
vé ¢innosti DNA-PKcs (35, 54). &oli vSak heterodi-
mer Ku70/Ku80 a DNA-PKcs vytwéji funkeni celek,
cilené naruSeni gérkodujicich Ku70/80 a DNA-PKcs
se projevuje fenotyp@vodliSre. VSechny i proteiny se
podileji na opra¥ zlomi indukovanych ionizujicim z&-
fenim¢éi V(D)J rekombinaci, aiedevsim reparaci NHEJ
(nonhomologenous N-joining), kterd se na reparaci s
¢ich burgk podili z 80 %. Nicmé&nhKu -/- mySi jsou ve
srovnani s DNA-PKcs defektnimi jedinci malé a jejic
buiiky vykazuji naruSeni proliferace &egptasné starnuti
(35).

Expozice buik ionizujicimu z&eni vede k ndistu
asociace DNA-PKcs a Ku70/Ku80 heterodimeru, coZ je
doprovazeno i vyssi tvorbou c-Abl-DNA-PK kompiex
(61). Buiky s deficitnim genem DNA-PK maji aktivaci
c-Abl ¢aste&né naruSenou (54, 61).
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C-Abl a MAPK

C-Abl kindza zprosedkovavéa funéni propojeni sen-
zori DNA s MAPK. Raitano a spol. (111) prokazali, ze
leukemicky fuzni protein Ber-Abl vyvolava u fibrast
a hematopoetickych btk aktivaci JINK a Renshaw a
spol. (114) objevili aktivaci INK1 virovym v-Abl.énto
nalez je také podgen faktem, ze proliferujici hiky
s funkéné neaktivnimi alelami genu c-Abl (c-Abl -/-)
maji naruSenou aktivaci JNK (59, 60). Pojitkem mezi
c-Abl kindzou a JNK je prawgodobr piima interakce
c-Abl s MAPKKK MEKK1 (58), jez je sogasti INK
signalni kaskady (viz vyse). Jina studie vSak pzalka
Ze c-abl -/- GO fibroblasty k aktivaci JNK c-abhkizu
nepotebuji (83). Kharbanda a spol. (62) tuto diskrepanci
vyswtluji rozdilnym prolifer&nim statutem studovanych
burgk a navrhuji, Ze JNK je po o&Ehni aktivovano jak
c-Abl dependentnim Zgobem, tak i jinym mechanis-
mem nezavislym na aktivitc-Abl kinazy.

MEKK1 je vSak také MAPKKK p38 MAPK signalni
drahy (viz vySe). To vysiluje vyznam c-Abl pro fosfo-
rylaci p38 — u myeloidnich leukemickych kikrlinie U-
-973 je disrupce obou gérc-Abl (-/-) doprovazena na-
ruSenim fosforylace p38 (102). Shédnaktivaci JNK je
i p38 fosforylovana jak c-Abl dependentnim, tak na
c-Abl nezavislym mechanizmem (102). Na rozdil oti-ak
vace JNK vSak nenittezity proliferani statut biiky,
ale to, jaka noxa poSkozeni DNA vyvolava. Noxy uedo
ci k aktivaci p38 zavislé naripomnosti funkni kinazy
c-Abl jsou nap. UV-z&eni, metylmetanosulfonat (102)
a ionizujici z&eni (u busk lidského nemalobutného
karcinomu plic byla pozorovana aktivace p38 porezé
v zavislosti na c-Abl prostdnictvim proteinové kinazy
C delta — PK®) (52). U linie bugk derivovanych z lid-
skych embryondlnich rendlnich kortikélnich Bin
(HEK293)¢i buns¢né linie HeLa pochéazejicich z karci-
nomu ¢ipku ctlohy, byl nalezen mechanizmus aktivace
p38 prostednictvim TAO-kinazy, tedy mechanizmem
nezavislym na fitomnosti c-Abl (112). Tato kinaza na-
vic mize interagovat s ATM kindzou (u ATM -/- btln
je aktivace TAO-kinazy a p38 MAPK naruSena), coz
predstavuje funéni napojeni na senzor poSkozeni DNA
(112).

Vztah c-Abl kinazy k regulaci ERK nebyl doposud
presré popsan. Stuart a spol. (128) prokazali, ze aktivac
c-Abl vede k néistu exprese EGR1 proteinu, cohza
byt naruSeno pro&dnictvim selektivniho inhibitoru
MEK1/2 (PD95089). Vyznam c-Abl také sfiea v re-
gulaci funkce ERKS5 (20). V tomtoffpads c-Abl kinaza
nevede k fosforylaci ERK5, ale tento protein siabje
vidi degradaci a tim navySuje jeho mnozstvi.dstcel-
kového mnozstvi ERK5S a jeho vt aktivita ispiva-
ji nap¥. k nadorové transformaci békninfikovanych viry
vybavenymi v-Abl genem a k podfgopreziti leukemic-
kych burgk s Ber-Abl onkogenem (20).

Signaly buréénych membran

Zdrojem signédl modulujicich aktivitu MAPK jsou
¢asto povrchové buiné membrany, konkrétrrecepto-
ry rastovych faktoé, jeZ jsou proteinovymi s@astmi
membran. Hkladem receptdi;, které podléhaji aktiva
ni fosforylaci po oz&eni ionizujicim z&enim, jsou recep-
tory pro fibroblastovy istovy faktor (FGFR) a epider-
malni fistovy faktor (EGFR) (39, 40). Jak FGFR, tak
EGFR jsou progednictvim adaptérovych protéimapo-
jeny na G-proteiny rodiny Ras, jejichz aktivaci ukgi
funkci ERK1/2 signalni drahy (131). Doposud byly na
lezeny dva mechanizmy fosforylacelito receptar, jez
bychom mohli oznét za gfimou a nefimou aktivaci.

Na mechanizmuifmé aktivace ERK1/2 se podili ge-
neze volnych radikélionizujicim zd&enim (74). Jakym
zpasobem vSak volné radikdly iniciuji aktivaci ERK1/2
je doposud nejasné. Byly vSak navrzeny dva mozié zp
soby. Prvnim zfisobem je mozny vliv volnych radikal
na cysteinova rezidua receptoru. Jejich modifikagi
mohl byt napodoben efekt interakce ligandu s resept
rem povrchové membrany s naslednou aktivaci reeepto
ru ristového faktoru a s nim MAPKKK signélni drahy
ERKZ1/2 (49). Druhy navrzeny #pob zastupuje pokles
mnozZstvi redukovaného glutathionu (GSH) a jeho vliv
na funkci GSH senzitivnich fosfataz vazanych v phor
vé membra& GSH senzitivni fosfatdzy jsou nezbytné
k defosforylaci a tim k ukateni signalizaceisluSného
receptoru iistového faktoru. Pokles GSH protoize
tyto fosfatazy inaktivovat &innost receptoru prodluzo-
vat (63, 77). Tuto mySlenku podporuje i pozorovasi,
fosforylaci EGFR pedchazi intracelularni akumulace
volnych radikah a pokles mnoZstvi GSH (93).

Mechanizmus nejmé aktivace vychazi z autokrinni
a parakrinni produkceaistovych faktod jako jsou FGF,
IGF, TGF¢i PDGF pozorované po azi tkai ionizuji-
cim z&enim (32, 135). Tyto faktory mohou byt presyn
tetizovany a uloZeny v povrchové membhré&nde novo
syntetizovany. Presyntetizovanym faktorem jeffidad
TGF-o. lonizujici zd&eni S&pi proformu TGFe zakotve-
nou v cytoplazmatické membrgncoz vede k uvokni
TGF-u, aktivaci EGFR a sekundarni aktivaci ERK a INK
signalnich drah (26, 43). Uvalvani TGFe z povrchoveé
membrany je navic davk®vzavislé, nebd zvySovani
davky z 2 na 10 Gy zesiluje aktivaci EGFR, ERK &JN
(26, 43). De novo syntetizacéstovych fakto# byla pro-
kdzana nalezem zvySené tvorby mRikgly ristovych
faktori a opozdnou produkcidchto mitogei bez zjev-
né zavislosti naifmém ozéeni tkar (29) (viz barevna
piiloha s. Il, schéma 2).

MAPK a regulace transkripce
Za fyziologickych podminek je aktivace MAPK jen

prechodnd, jejich koncentrace vilce se negni a funk-
¢&ni vyznam MAPK speiva v regulaci/fosforylaci substra-
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ta, ktera probiha jak v cytoplazintak v jade buiky.
MAPK fosforyluji proteiny obsahujici tvz. minimalni
fosfoakceptorovy motiv Ser/Thr-Pro. Rozsahlou skupi
nou substrdt MAPK jsou transkripni faktory, jejichz
prostednictvim reguluji expresi géreukaryotickych bu-
nék a burgéné dtje, jakymi jsou bu&ny cyklus, diferen-
ciace, apoptoza, z&n¢i kancerogeneze. DalSi rozsahlou
skupinou substrétjsou proteinové kindzy — ribozomal-
ni S6 kinazy (RSK), MAPK interagujici kinazy (MNK),
MAPK aktivované proteinové kinazy (MAPKAPK) a mi-
togenem a stresem aktivované proteinoveé kinazy (MSK
(69). Tyto kinazy vyznamhrozskuji portfolio transkrip-
¢nich faktofi regulovanych jednotlivymi MAPK aip
spivaji k regulaci transkripce fosforylaci hisiamdalSich
regulatofi transkripce (69, 149).

zpasoby:

posttranslani modifikaci transkripnich faktofi
primou interakci s transkripimi faktory

regulaci bus¢né koncentrace transkipich faktoi
regulaci distribuce transkdpich faktofi

regulaci transaktivace transktrpch faktofi
posttransléni modifikaci proteifi asociovanych s DNA

MAPK reguluji transkrigni fenotyp biiky nékolika

oukrwbdpE

Posttranslatni modifikace transkrip énich faktora

Fosforylace jakozto posttranstd modifikace trans-
kripéniho faktoru, nize pozitivié i negativié regulovat
jeho vaznost ke genovému promotoriikRdem pozi-
tivni regulace transkripce je fosforylace ATF-2hlasti
N-termindlni¢asti molekuly na threoninu 69 a 71 (84)
éinkem ERK, JNK¢&i p38 MAPK signalni drahy v za-
vislosti na charakteru stimulace (42, 100, 110jo Pest-
transl&ni modifikace vyvolava konforngai zmeny
ATF-2, které zvysSuji vaznost C-terminakiésti faktoru
k DNA (84).

Prikladem inhibice funkce transkipiho faktoru post-
transl&ni modifikaci je fosforylace C-terminalmiasti
c-Jun na serinu 243. U mitoticky neaktivnich lidsky
epitelidlnich a fibroblastickych bk je c-Jun v tomto
mise fosforylovan prosednictvim kindzy glykogen syn-
tazy 3 (GSK3) (18). Tato modifikace je nasledovana
Ser-243-dependentni fosforylaci threoninu 231 @mser
249 kaseinovou kinazou Il (CKII) (80). Takto mod
vany C-terminalni konec snizuje DNA vazajici aktivi
c-Jun a zvySuje jeho atraktivitu 8rem k lighzam ubi-
quitinu a degradaci (18, 142). Patofyziologicky mgm
serinu 243 také demonstruje jeho mutace nachazssici
u onkogenu v-Jun, kterd zvySuje stabilitu a onkogen
potencial proteinu (142).

P¥ima interakce s transkripénimi faktory

Druhym mechanizmem regulace afinity transknip
ho faktoru vi¢éi DNA je moznost imé interakce prote-

ind MAPK signalnich drah s transkiipimi faktory. Ten-
to mechanizmus vyuzivd MEKZl¢n Ras/Raf/MEK/ERK
signalni drahy) k regulaci funkce transkimgho faktoru
MyoD (paticiho do rodiny bHLH spot&¢ s Myf5, MRF4

a myogeninem) u myoblds{106). Atkoli MyoD neni
substratem fosforylace této signalni kaskady, aseci
MEK1 s N-terminalniasti MyoD vede k utlumeni jeho
transkrigni funkce. Tento zjsob regulace vyuzivaji myo-
blasty k Uniku z bug&ného cyklu a navozeni terminalni
diferenciace (106).

Regulace burééné koncentrace transkripénich
faktor @

DalSim mechanizmem, kterym mohou MAPK ovliv-
novat transkripni fenotyp biiky, je regulace buftné
koncentrace transkipich faktofi. Toho mohou dosah-
nout regulaci expreseiplusného faktoru nebo jeho sta-
bilizaci vi¢i degradaci.

MAPK se podileji na regulaci expresady svych
transkrignich faktofi. Frikladem je exprese faktoru E2F
prostednictvim ERK a JNK signalni drahy (64, 138).
Ustredni postaveni v této interakci prapgddobré sehra-
va transkrigni faktor c-Myc, jenz rozpoznava regéié
sekvenci v promotorové oblasti E2F (4, 13) a jestéb
tem ERK a JNK, které aktivuji c-Myc fosforylaci trae-
oninu 58 a serinu 62 (41, 98).

Vztah c-Myc a E2F je vSak komplesjgi. C-Myc
mize modulovat expresi E2F prietinictvim mikro-
RNA (99), mize se nefimo podilet na translaci E2F
podporou exprese protéinrfRNA a tRNA transléniho
aparatu biiky (28) a pozitivis reguluje expresi cyklinu D
(153). Cyklin D je nezbytny pro Uggny Fechod buik
z G1 do S faze bwiného cyklu tim, Ze stimuluje fun-
kci cyklin dependentnich kindz 4 a 6 (CDK4 a CDK®).
CDK4/6 fosforyluji pRB, ktery v klidovém stavu vy-
tvari komplex s faktorem E2F. Fosforylaci pRB je E2F
uvolrén a aktivovan (64). Aktivovany E2F vSakize
zpstné ovliviiovat funkci Ras/Raf/MEK/ERK signalni
drahy, neb6 posiluje jeji citlivost wéi ristovym fakto-
ram pozitivni regulaci exprese Ras (64). To je zdi
gického hlediska nezbytné pro &Spy vstup biiky do
S faze buiného cyklu (64). Takovy vztah mezi trans-
kripénim faktorem E2F a ERK signdlni drdhou nazna-
duje pritomnost nebezgeé pozitivni zgtné vazby. Jeji
nebezpé& vyplyva z jejiho Uzkého vztahu k regulaci bu-
né¢ného cyklu, coz demonstrujgiklad onkogenniho
potencilu adenovic Adenoviry produkuji protein E1A
vazici chromatin-remodelujici protein p400, jehoga-p
sttednictvim stabilizuji transkrimi faktor c-Myc, zvy-
Suji aktivitu E2F, d&idi tak onkogenezi (44).

DalSim zgisobem, jak mohou MAPK regulovat bu-
né¢nou koncentraci transkidpiho faktoru, je jejich viiv
na stabilitu proteinu. Transkipi faktor jako kazda jina
molekula biologické povahy podléha degradaci. Miru
stability proteinu utuje Grovei jeho ubiquitinizace (ko-



164

VOJENSKE ZDRAVOTNICKE LISTY

R@NIK LXXVIII, 2009, &. 4

valentni vazba ubiquitinu na lyzinova rezidua fakto
prostednictvim enzymového komplexu (E1, E2 a E3)) a
nasledna degradace v 26S proteazomu (12&RlaBem
jsou Ras/Raf/MEK/ERK modulovana posttratiaiamo-
difikace, aktivace, a tim inhibice proteazomovérddg-
ce c-Myc (120), fosforylace serinu 294 progestevéno
ho receptoru (PR)dinkem ERK branici jeho ubiquiti-
nizaci (109)i stabilizace p53 pragdnictvim p38 MAPK
(96). V neposledntact je piikladem téz stabilizace a
inhibice ubiquitinem modulované degradace transkrip
¢niho faktoru GATAS3 prosednictvim kindzy ERK (147).
Stabilizace tohoto faktoru u vyvijejicich se Thanfp-
cyti vede k remodelaci chromatinu v oblastéticich
produkci cytoki a koneéné diferenciaci Th2 lymfo-
cyti ve zralé biice (147).

Opanym pikladem vedoucim k poklesu mnozstvi
transkrigniho faktoru je asociace neaktivni JNK s trans-
kripénim faktorem ATF-2, kterafspiva k jeho ubiqui-
tinizaci a degradaci (36).

Regulace distribuce transkripénich faktoria

Transkrigni faktory jsou exprimovany do cytoplaz-
matického kompartmentu bky, funkci naopak vykona-
vaji v burgéném jade. Vzhledem k velikosti transkrip-
¢nich faktoii, pohybujici se v rozsahu desitek kDa, je
tento transport umozn pritomnosti komplexu jader-
nych péfi — nejwtSich makromolekularnich kompléx
eukaryotickych bugk (143). Transport jadernymi pory
je aktivni, energeticky nakladny proces, ktery v8aka
eukaryotickym biikam nastroj k regulaci exprese gene-
tické informace (143). Transport prot&ijadernymi pory
determinuje fitomnost specifickych strukturalnich sek-
venci — sekvence &ujici jadernou lokalizaci (NLS sek-
vence) a sekvence determinujici jaderny export (NES
sekvence). NLS sekvence, obsahujici lysin, rozpazna
skupina drobnych proteinimportini, které interakci
s komplexy jadernych pdy prevadji protein do jader-
ného kompartmentu. Naopak NES sekvence, obsahuijici
leucin, jsou rozpoznavany exportiny a v interakkbs-
plexy jadernych pdrjsou jejich nositelé transportovani
z jadra do cytoplazmy (143).

Fosforylace transkrimich faktofi MAPK vyvolava
konformani zmeny jejich struktury vedouci k obnazeni
NSL sekvenci a transportu transkinich faktoti do ja-
derného kompartmentu. \Ekterych gipadech v3ak i
Ze tento §j ovlivnit i cytoplazmatické funkce transkrip-
¢niho faktoru. Pkladem je fosforylace faktoru Elk-1 na
serinu 383 a serinu 389 ERK a JNK kinazami (21,)150
Nasledné konformimi znmeny Elk-1 asti v jadernéip-
misgni faktoru, ve zvySeni jeho vazby k DNA a v navo-
zeni transkripni aktivity (72, 151). Tim vSak klesa jeho
cytoplazmaticka koncentrace, ktera je rozhodujid p
asociaci Elk-1 s mitochondrialnim pérem zvySujigien-
meabilitu mitochondrii a navozujici apoptézu (9).

Regulace transaktivace transkrignich faktora

Fosforylace a konforntai zmeény transkrignich fak-
tord vyvolané jejich posttransiai modifikaci prosied-
nictvim MAPK mohou spol&é s regulaci afinity k DNA
a distribuce vést k modulaci dalSich vlastnoskyijai
jsou vazba transkrimiho faktoru s koaktivatory, kore-
presoryi transkrigtnim aparatem. Roli fosforylace v této
Uloze pak nmze byt blokovani, nebo naopakizpiso-
bovani interaktivnich povréhtranskrignich faktofi, ¢i
vliv na jiz zmiréné konformani zmeny, které pak mas-
kuji, nebo naopak odmaskovavaji vazebné plochy)(149

Nejlépe charakterizovanymrigladem je interakce
mezi transkripnim faktorem CREB a koaktivatory CBP
(CREB-binding protein) a p300. CREB fosforylovarg/ n
serinu 133 kindzami, jez jsou substraty MAPK (RSK,
MSK, MAPKAPK?2) (5, 87, 146), rekrutuje CBP nebo
p300. CBP a p300ugobi jako pojidlo mezi CREB a
RNA polymerazou I&i acetylovanymi histony promo-
torovych sekvenci (90, 149). Z&na serinu 133 za ala-
nin prudce sniZzuje schopnost CREB asociovat s CBP a
p300 a tim klesa jeho schopnost vazat DNA (55). Pro
doplreni, fosforylovany CREB riive sam byt koaktiva-
torem. Vazba CREB s CBP ouiuje expresi gelhregu-
lovanych strdZzcem integrity b&mné DNA — proteinem
p53, jez pimou vazbou s CREB rekrutuje cely fosfo-
-CREB-CBP komplex do svych promotorovych oblasti
(126).

Posttranslatni modifikace proteini asociovanych
s DNA

Poslednim uvedenym mechanizmem, ktery mohou
MAPK uzivat k regulaci transkripce, je moZnost ghji
participace na fosforylaci protdirasociovanych s DNA.
Tyto proteiny ovliviuji skladani dvouSroubovice DNA
do dynamické struktury chromatinu, coz je rozhazduji
pro kontrolu transkrignich proces regulaci pistupnosti
faktori k DNA. U eukaryot je chromatin slozen z nukleo-
zomi, které tvdi 146 pah bazi DNA ovinutych kolem
oktameru histolh H2A, H2B, H3 a H4 a ,spojovaciho
mistku“ DNA mezi jednotlivymi nukleozomy asociova-
ného s skterou z variant histonu H1 (24). N-terminalni
¢asti histoii vyénivajici ze struktury nukleozomu kon-
taktuji prilehlé nukleozomy a dalSi proteiny asociované
s chromatinem, coz inie byt ovliviéno jejich posttrans-
la¢nimi modifikacemi jako jsou acetylace, methylace,
ubiquitinizace, sumoylac# fosforylace (24, 33).

O fosforylaci histofi a jejim vlivu na expresi gene-
tické informace je znamo pammé mélo. Ras/Raf/MEK/
/ERK signdlni draha je davana do souvislosti sdigsf
laci histonu H3 na serinu 10 a 28 predhictvim MSK1/2
a RSK2 kinaz (6, 27, 48,). Fosforylace histonu HB n
serinu 10 je dlezita pro aktivaci genregulovanych fak-
torem NFB a pro regulaci gen,okamzité odpovdi*
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Transkripéni
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Schéma 3: Regulace transkripce preshictvim MAPK

transkrignimi faktory c-fos a c-Jun, jejichz interakci
s DNA pispiva protein 14-3-3 rozpoznavajici fosforylo-
vany serin 10 histonu H3 (86).

Regulace struktury chromatinu a transkripce peaist
nictvim MAPK vSak nize byt komplikova§si, nez se
doposud zda. U kvasingsaccharomyces cerevisige)
vétSina MAPK fyzicky asociovana s chromatinem, proto
mtiZze byt jejich vliv na genovou expresimy (66, 107).

Zavér

Stresova odpad’ organizmu je analyzovéana jiz od
50. let minulého stoleti. V séasnosti vSak nové techno-
logie pindSeji vice detall o této slozité senzorické, in-
formaéni a exekutivni siti, kterou stresové reakce orga-
nizmu predstavuje. Pochopeni komplexnich vitamezi
jednotlivymi ¢leny sit v budoucnosti fispéje k identi-
fikaci presnych patogenetickych mechanizrmozvoje
akutnich a chronickych forem nemoci z &, coz po-
slouzi zejména v oblasti diagnostiky a terapie.blasti
diagnostiky @inkd ionizujiciho z&eni na lidsky orga-
nizmus ntizeme ¢ekavat, Ze budou odliSeny specifické
mechanizmy nebdaso¢ specificka odposd” na ioni-
zujici z&eni od odpoidi indukovanych biologickymti
chemickymi agens. Nasle&imechanizmy vykazujici dav-
kovou zavislost rozsi portfolio prakticky pouzitelnych
biodozimetrickych ukazatél V oblasti terapeutické Ize
predpokladat, Ze nalezenigsréjSich mechanizin kte-
rymi ionizujici z&eni aktivuje MAPK, pispéje k nale-
zeni efektivijSich I&ebnych postufy které signifikant-
né zvySi geziti akut® oz&enych jedind. (Schéma 3).
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