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Anotace

Jednim z nejrozsitenéjSich zptsobl pienosu signdlu v bunikach je fosforylace katalyzovana
enzymy kinazami. Vyznamna bunécna signaliza¢ni dradha Wnt/B-katenin je regulovédna
kindzami z rodiny CK1, pfi¢emz in vivo byla pozorovana zna¢na rozmanitost v substratové
specificité jednotlivych isoforem CKI1. Konkrétni mechanismus, ktery k odlisné substratové
specificit¢ vede, dosud nebyl objasnén. Tato prace Se zabyva pfipravou a vyuzitim
experimentalniho systému pro determinaci substratové specificity in vitro isoforem CKla a
CKlo-like vramci Wnt/B-katenin signalizaéni drahy. Protoze deregulace Wnt/B-katenin
signaliza¢ni drahy zpusobend narusenim CKloa muze vést k rozvoji myelodysplastického
syndromu (MDS) a akutni myeloidni leukémie (AML), je ziskavani novych poznatkli 0 CK1la
esencialni pro zlepSeni 1écby téchto zadvaznych hematologickych onemocnéni. Vysledky mé
prace ukazuji, ze in vitro funguji CKla a CKlo-like ve srovnani s testovanou isoformou
CKle redundantné a vykazuji shodnou substratovou specificitu vii¢i proteiniim, které v realité
nefosforyluji. Z mych zjisténi vyplyva, ze substratova specificita kinaz je in vivo ovlivnéna
jinymi, externimi vlivy, nikoliv vlastnostmi kindz samotnych. Tento text je zaroven prvni
publikaci zabyvajici se doposud neznamou isoformou CKla-like, jiz jsem pomoci
biochemickych analyz identifikovala jako katalyticky aktivni kindzu s potencialnim vlivem na
Whnt/B-katenin signaliza¢ni drahu.

Klicova slova

akutni myeloidni leukémie, kasein kindza 1, myelodysplasticky syndrom, substratova
specificita, Wnt/p-katenin signalizace

Annotation

One of the most common ways of signal transduction in cells is phosphorylation catalyzed by
enzymes called kinases. Significant cell-signaling pathway Wnt/B-catenin is regulated by
kinases from the CK1 family, with considerable diversity in the substrate specificity of the
individual CK1 isoforms observed in vivo. The specific mechanism that leads to different
substrate specificity has not yet been elucidated. This work focuses on the development and
use of an experimental system for determining the substrate specificity in vitro of isoforms
CKla and CKlo-like in the Wnt/B-catenin signaling pathway. Since the deregulation of the
Wnt/B-catenin signaling pathway due to CK1a disruption may result in the development of
myelodysplastic syndrome (MDS) and acute myeloid leukemia (AML), gaining new
knowledge about CKla is essential for the improvement of the current treatment of these
haematological disorders. The results of my work show that the function of CK1a and CK1a-
like in vitro is redundant in comparison with tested isoform CK1le and that the kinases show
the same substrate specificity for proteins that are not phosphorylated by them in vivo. My
findings suggest that the substrate specificity of kinases is determined in vivo by other,



external influences, and not by the properties of the kinases themselves. This text is also the
first publication dealing with the hitherto unknown CK1a-like isoform, which I identified as a
catalytically active kinase using biochemical analyses with a potential effect on the Wnt/j-
catenin signaling pathway.

Keywords

acute myeloid leukemia, casein kinase 1, myelodysplastic syndrome, substrate specificity,
Wnt/B-catenin signaling
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1 UvoD

Stejné jako my, lidé, spolu v kazdodennim zivoté jedndme, musi spolu komunikovat bunky
tvorici nase tkan¢. Je ale samoziejmé, Ze bunky nemaji k dispozici mluvu, gesta a mimiku.
Informace mezi sebou si bunky posilaji chemicky, ve formé riznych signalnich molekul.
Souhrnné se tento komunikacni systém nazyva bunéfna signalizace. Pod timto pomérné
Sirokym pojmem se skryva nespocet tzv. signalnich drah, specialnich soubor proteina
zodpovidajicich za prenos urcitého signdlu a jeho nasledné zpracovani vhodnou buiikou.

Ptenos signalu v buiice probiha riznymi mechanismy. Tim nejéastéjSim je fosforylace, kterou
zprostfedkovava skupina enzymil zvana kinazy. Fosforylace spoCiva v navazéni fosfatové
skupiny PO4* kindzou na jiny protein, jeji tzv. proteinovy substrat. Uprava proteinu
fosforylaci vede ke zmén¢ jeho vlastnosti a tim otevira dalsi prab¢h signalizaéni drahy.

Tato prace se zabyva kindzou CKla, ktera je jednim z klicovych regulatori vyznamné
bunécné signalizacni drahy Wnt/B-katenin. Soucasti prace je také charakterizace takika
nepopsané piibuzné kindzy CKla-like. Mym hlavnim objektem zdjmu je urceni substratoveé
specificity CKla a CKlo-like v ramci Wnt/B-katenin signaliza¢ni drahy in vitro. Pro
determinaci substratové specificity téchto kindz jsem vyuzila mnou pfipraveny experimentalni
systém. Protoze deregulace Wnt/B-katenin drahy zptsobena Spatné fungujici CK1a miize vést
k rozvoji dvou zavaznych hematologickych onemocnéni, myelodysplastického syndromu a
akutni myeloidni leukémie, vysledky mé prace pfispivaji k poznani fungovani CKla a
potencidlnimu vyuziti novych znalosti pro cilenéjsi 1écbu téchto onemocnéni pomoci
inovativnich inhibitor CK1a.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Bunécna signalizace

Komplexni platforma buné¢k tvoficich jednotlivé tkdné mnohobunécnych organismt musi pro
zajisténi spravnych télesnych funkci postupovat koordinované. Vzajemnou synchronizaci a
komunikaci bunék umoznuje tzv. bunécna signalizace [1]. Bunky si mezi sebou pieposilaji
chemické signaly, které jednak zaznamenavaji, a jednak zpracovavaji evolu¢né
konzervovanymi mechanismy, pro néz se vzilo souhrnné oznaceni signalizacni drahy. Kazda
draha detekuje vzdy urcity typ signdlu a transportuje jej uvniti buiiky unikatni kaskadou
signalizaCnich proteinti. Vysledkem pfenosu signalu do cilového mista je odpovéd’ bunky na
piijaty impulz [2].

Bunécnd signalizace ovlivituje prakticky vSechny aspekty bunécné struktury a funkce. Ma
efekt na rist, diferenciaci a morfologii bun¢k, véetné intermediarnich metabolickych dé&ji a
programll genové exprese. Vyznamné reguluje také bunécnou proliferaci a déleni. Uplatnéni
nachazi signalizace mj. i v pohybu buiky, at uz ndhodném (motilita) ¢i orientovaném

(migrace) [3].

Vzhledem k uzkému vztahu mezi signalizatnimi drdhami a kontrolou bunééného déleni je
studium signalizace naprosto zasadni pro porozuméni vyvoje zhoubnych nadorovych
onemocnéni [ 1, 4].

signalni burika produkujici signal

intercelularni pfenos signalu
detekce signdlu receptorem

odpovéd signalizacni kaskada

cilové misto

Obrazek 1: Grafické schéma bunécné signalizace. Signalni buiika uvoliuje do vnéjSiho prostiedi signal
(Cerveng). Receptor builkky (modfe), pro kterou je prenasena informace urcena, detekuje signal a spousti
signalizacni kaskadu. Proteiny kaskady (zelen¢) signal transportuji do cilového mista (oranzové) indukujiciho
bunéénou odpovéd’. Vytvoreno v programu Inkscape, ver. 1.0.1.
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2.1.1 Ptijem signalu

Pomyslnym poslem informaci mezi bunkami jsou signalni molekuly. Jedna se o ligandy (tj.
obecné oznaceni pro latky vézajici se na jiné biomolekuly) rizného chemického charakteru
(peptidy, hormony, neurotransmitery aj.) [S]. Signal pro komunikaci produkuji signalni bunky
po stimulaci externim spoustéCem v podob¢ senzorického vjemu, elektrického impulzu nebo
signalu z jiné drahy. Uvniti signalni buiiky dochazi k biosyntéze, pfechodnému uchovani a
naslednému uvolnéni signalni molekuly do vnéjSiho prostiedi exocytdézou [3]. Signal se
transportuje k cilové buiice bud’ na kratké vzdalenosti (parakrinni signalizace), nebo
vzdalenosti delsi prostfednictvim krevniho ob&hu (endokrinni signalizace). Ve vyjimecnych
piipadech je producentem i pfijemcem signalu totozna bunka (autokrinni signalizace) [1].

o, 7O~ TS A ( ) %
\ ’ v/ \ N N N
o - \*\ roy
3 9

S S i

Obrazek 2: Autokrinni, parakrinni a endokrinni bun&¢na signalizace (pfevzato z Karp, 2013).

Pro spravny priibéh signalizace je zahodno zajistit vliv signdlu pouze na ptisluSnou skupinu
bunck. Selektivita buniky je podminéna pfitomnosti receptoru interagujiciho vyluéné s
patfiénym signalem. Receptorové proteiny se nachazi uvnitt buiiky, nebo jsou prezentovany
na povrchu (tzn. zabudované v cytoplazmatické membran€) [6]. Druhé zminované se
uplatiiuji u hydrofilnich signalnich molekul, jeZ nemohou membranou projit. Umoziuji tak
spusténi signalizacni drahy bez pfimého priniku signdlu do buiky. Signal se vaze na
extracelularni ¢ast receptoru. Po detekci signdlu pozménuje receptor konformaci své
intracelularni ¢asti a tim nabyva schopnosti interagovat s molekulami pfisluSné drahy.
Receptor tudiz slouZi jako pfevodnik ptivodné mezibuné¢ného signalu na vnitrobunéény [2].

2.1.2 Transdukce signalu

Signaliza¢ni kaskady fyzicky pfenaseji signdl z bodu pfijeti do bunééného aparatu
vytvatejiciho odpovéd’. Jednd se v podstateé o Stafetové tfetézce vnitrobunéénych molekul,
které na sebe v pfenosu signdlu navazuji. Béhem transportu se k prezentaci stejné informace
uzivaji rizné druhy signalu. V kritickych bodech signaliza¢ni drahy se signal tzv. transdukuje,
tedy pfeménuje z jedné formy na druhou.

Komponenty kaskddy jsou pro transfer signdlu aktivovany rozlicnymi mechanismy, napf.
kovalentnimi modifikacemi, vazbou s interakénim partnerem, zménou konformace a
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ukotvenim na membranu. NejfrekventovangjSim mechanismem transdukce signalu je
fosforylace [3]. Tomuto vyznamnému jevu se budu vénovat dale v textu (viz 2.2.).

Poté, co se signal dostane do cilového mista své plisobnosti, buiika vytvaii odpoveéd’ jakozto
zpétnou vazbu na zprostifedkovanou informaci.

2.2 Fosforylace

Fosforylace je modifikaci proteinii spocivajici v kovalentnim navazani fosfatové skupiny
POs* na proteinovy substrat (tj. obecné oznaceni pro molekulu ovliviiovanou enzymem).
Vice nez dvé tietiny lidského proteomu (>20000 proteintl) jsou fosforylovany a odhaduje se,
Ze pocet proteint z¢asti ovliviiovanych fosforylaci dosahuje az 90 % [7, 8].

Siln€ negativni fosfatové skupiny méni tvorbou vodikovych vazeb a solnych mistkd se
sousednimi rezidui konformaci proteinu a tim indukuji zmény jeho katalytickych a/nebo
vazebnych vlastnosti. Fosforylaci n¢kterych enzymii dokonce dochazi k Gplné aktivaci, nebo
naopak zastaveni funkce [8, 9].

Fosforylaci proteinového substratu katalyzuji enzymy zvané kinazy. Fosfat pro reakci je
ziskavan ze zdrojové molekuly adenosintrifosfatu (ATP, adenosine triphosphate). Kinaza
odstépuje z ATP koncovy y-fosfat hydrolyzou vysokoenergetické fosfoanhydridové vazby
mezi B- a y- fosfaty za vzniku adenosindifosfatu (ADP, adenosine diphosphate) [8]. Nasledné
kindza esterifikuje volnou fosfatovou skupinu na cilovou aminokyselinu v substratu.
Nejcastéji fosforylovanymi aminokyselinami jsou serin, threonin a tyrosin, u kterych se fosfat
vaze na kyslik hydroxylové -OH skupiny v postrannim fetézci [7].

A NH, NH,
N N
0 )
X WA
\ OH - \ . NOH

0]

//4 OH // “OH

Obrazek 3: (A) Rovnice hydrolyzy ATP. Kindza odstépuje od molekuly ATP koncovy y-fosfat za vzniku
molekuly ADP. (B) Rovnice fosforylace aminokyseliny serin (kyselina L-2-amino-3-hydroxypropanova). Po
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odstépeni vodiku ze skupiny -OH v serinu nabyva atom Kkysliku (zelené) zaporny naboj. Kyslik provadi
nukleofilni Gtok na -OH skupinu ve fosfatu a nahrazuje ji za vzniku fosfo-serinu a H,O. Vytvoifeno v programu
ChemSketch, ver. 14.00, FREE.

Fosforylace je modifikaci reverzibilni (tj. vratnou). Reakci opacnou, pii které se fosfat od
substratu naopak odstépuje, je defosforylace katalyzovanéd enzymy fosfatdzami [8].

Jednou z mnoha drah, pfi niz je fosforylace klicovym mechanismem transdukce signalu, je
Wnt/B-katenin signaliza¢ni draha, na kterou se zamétuje tato prace.

2.3 Wnt/B-katenin signaliza¢ni draha

Vysoce konzervované drahy Wnt (Wingless-related integration site) pfenasi do bunééného
jadra signal pro spusSténi transkripce jimi kontrolovanych cilovych gent [10]. Dle
kompartmentti intracelularnich signalnich kaskad rozliSujeme dva typy Wnt drah [11],
kanonickou Wnt/B-katenin a drahy nekanonické, neboli na B-kateninu nezéavislé, mezi jejichz
zastupce patii mj. PCP (Planar Cell Polarity) a Wnt/Ca?* [12].

Tato prace se zabyva v soucasnosti nejzkoumangjsi [13] Wnt/B-katenin signalizaci, ktera hraje
dalezitou roli v bunéénych procesech souvisejicich s embryogenezi, vyvojem nezralych
bunck a udrzenim homeostazy (tj. soubor mechanismi zajist'ujicich stabilni prostfedi uvnitt
organismu) [14]. Uvniti samotnych bunék ovliviiuje tato signalni draha celou fadu d&ju, napft.
proliferaci, diferenciaci, apoptdzu a migraci [15].

Princip Wnt/B-katenin signalizacni drahy tkvi v fizené akumulaci B-kateninu, centralniho
mediatoru signalu, v cytoplazmé a jeho nasledné lokalizaci do jadra, kde spousti transkripci
cilovych gent. Kdyz je Wnt/B-katenin draha inaktivni (stav Wnt-off), cytoplazmaticky f-
katenin je pfi¢inénim multiproteinového destrukéniho komplexu degradovan. V okamZiku
detekce signalniho ligandu Wnt povrchovym receptorem se draha aktivuje (Stav Wnt-on)
a zastavuje ¢innost destrukéniho komplexu, takZe se neporuSeny P-katenin stdva nositelem
signalu a putuje do jadra [16].
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Obrazek 4: Grafické schéma Wnt/B-katenin signaliza¢ni drahy v inaktivnim stavu Wnt-off (vlevo) a aktivnim
stavu Wnt-on (vpravo). Vytvorfeno v programu Inkscape, ver. 1.0.1.

2.3.1 Wnt-off

V inaktivnim stavu Wnt/B-katenin drdhy je P-katenin neustdle degradovan destrukénim
komplexem sestavajicim z proteini Axin (Axis inhibition), APC (Adenomatous polyposis
coli), kinaz CK1a (casein kinase 1 «) a GSK-3p (Glycogen synthase kinase-35) a E3-ubikvitin
ligazy [16]. Kindzy komplexu vytvafi fosforylaci konkrétnich rezidui v B-kateninu mista pro
identifikaci ligazou. Po zaznamenani fosforylace ligaza chemicky oznaci B-katenin pro
naslednou degradaci proteazomem [17].

Axin plni v destruktozomu funkei scaffoldového (,,leSeni tvoticiho*) proteinu, soustied’'uje na
sebe ostatni soucasti destrukéniho komplexu pro néasledné interakce [16]. Ve své sekvenci
nese mista pro specifické navazani GSK-38, CKla a B-kateninu. ProtoZe je samotnd vazba
mezi Axinem a [-kateninem relativné slabd, stabilizuje se cely komplex rekrutovanim
scaffoldového proteinu APC na B-katenin, piicemz celkovou afinitu APC vuéi B-kateninu
zvysuji fosforylace kinazami GSK-33 a CK1¢ (casein kinase 1 &) [17].

Klicovy proces fosforylace P-kateninu je zprostfedkovan kindzami CKla a GSK-3f.
Modifikaci fosfatem podstupuji &étyfi rezidua ve sméru od C-konce k N-konci. Retézec
fosforyla¢nich reakci spousti inicialni fosforylace Ser®® kinazou CKlo, kterd B-katenin
identifikuje jako svuj substrat diky konzervované sekvenci EEED (podrobné viz 2.4.3.). Na
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prvotni fosforylaci posléze navazuji fosforylace Thr*!, Ser®” a Ser®® katalyzované GSK3-B
[18].

B—cat19KAAVSHWQQQSYLD@GIH@GAT@TAP LSGKGNPEEEDVD

@ 0O @

GSK-3 GSK-3 GSK-3 CK1

Obrazek 5: Usek sekvence proteinu B-katenin s vyznagenymi fosforylovanymi rezidui. Fosforylace Ser*® CKla
spousti dalgi tfi fosforylagni reakce GSK-3p rezidui Thr!, Ser®” a Ser®. Sedg je zvyraznén acidicky klastr EEED
rozpoznavany CKla (pfevzato z Stamos a Weis, 2013).

Kratky peptid zahrnujici fosfo-seriny pSer®® a pSer®’ v B-kateninu je vazebnym mistem pro p-
TrCP (p-transducin repeat containing E3 ubiquitin protein ligase) podjednotku E3 ubikvitin
ligdzového komplexu [19]. Pfipojena ligdza B-katenin upravuje navdzanim malych proteint
ubikvitina (tzv. ubikvitinaci). Ubikvitinaci rozeznava 26S proteazom, ktery p-katenin posléze
proteolyticky degraduje [20].

2.3.2 Wnt-on

Ptenos signalu extracelularnim prostorem zprostiedkovavaji ligandy z rodiny Wnt. Tyto
hydrofobni glykolipoproteiny jsou vzdy do vnéjSiho prostiedi sekretovany V sekrecnich
vaccich, nikoliv ve volné formé [21].

Wnt ligandy jsou detekovany receptory z rodiny Fzd (Frizzled) [22]. Protein Fzd je tvofen
jedinym polypeptidovym fetézcem, ktery sedmkrat prochézi cytoplazmatickou membranou
(je tzv. sedminasobné transmembranovy) [23]. Wnt ligand se vaze na extracelularni ¢ast Fzd,
coz vede ke zméné konformace intraceluldrni ¢ésti receptoru Fzd. Tato zména umoziuje
navazani lipoproteinového koreceptoru Lrp5/6 (LDL receptor-related protein 5/6) a tim vznik
trimerického komplexu Wnt-Fzd-Lrp5/6 [21].

Signal mezi Wnt-Fzd-Lrp5/6 komplexem a dal§imi komponenty Wnt/B-catenin drahy ptenasi
scaffoldovy protein Dvl (Dishevelled) [24, 25]. Konkrétné se Dvl vaze z cytosolové strany na
intracelularni ¢ast receptoru Fzd [26]. DvI je fosforylovan kindzami CK1y1 (casein kinase 1 y-
1), CK15 (casein kinase 1 J) a CKle [27]. Po fosforylaci specifickych serinovych rezidui
zaCinaji molekuly Dvl polymerizovat [28]. Shluky polymerizovaného Dvl pfitahuji z
cytoplazmatického prostoru scaffold Axin [29]. Protoze Dvl vykazuje viéi Axinu vysokou
afinitu, Axin se lokalizuje v blizkosti DvI u cytoplazmatické membrany, kde se rekrutuje na
receptor Lrp5/6 fosforylovany kindzou CKle. Bez pfitomnosti Axinu se nedokdZe utvofit
destrukéni komplex a nedegradovany f-katenin pronika jadernymi pory do jadra. f-katenin se
v jadfe postupn¢ kumuluje a asociaci s transkripénimi faktory TCF/LEF (T-cell
factor/lymphoid enhancer-binding factor) aktivuje expresi cilovych gent [30].
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2.4 Kasein kinaza 1 alfa

Kasein kinaza 1 alfa (CK1a, casein kinase 1 @) je jednou ze sedmi (viz Obrazek 6) isoforem
monomernich kinaz rodiny CK1 se serin/threoninovou kinazovou aktivitou [31]. Gen pro
expresi CK1a u lidi, CSNK1A1, se nachazi na 32. pozici dlouhého ramene 5. chromozomu
(5932) [32]. Nazev kinazy je odvozen od schopnosti fosforylovat mlé¢ny kasein in vitro, je
vsak tieba poznamenat, ze kasein neni fyziologickym substratem CKla [33].

2.4.1 Isoformy CKla

Gen CSNK1A1 mize alternativnimi ptepisy dat vzniknout ¢tyfem transkriptim (viz Obrazek
6). Varianty se od sebe navzajem li$i pfitomnosti nebo absenci dvou unikatnich sekvenci,
inzertu L (long) a inzertu S (short) [34]. Inzert L o délce 28 aminokyselin v kindzové doméné
je unikatni pro obratlovce (Vertebrata) a obsahuje konzervovany jaderny lokaliza¢ni signal
(NLS, nuclear localization signal) PVGKRKR, ktery navadi CKla do jadra. Inzert S je
kratkou sekvenci na C-konci kinazy s 12 aminokyselinami. Jako kanonicka byla zvolena v
lidském téle prevladajici isoforma 2 o délce 337 aminokyselin s obsahem inzertu S [35].
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Nl L | C [isoform 1
K1yl
CLESPVGKRK RSMTVSTSQD PSFSGLNQ] |[KQTDKTKSNM KG

— CK1y2
112 282 337
T & .
CK1y3 H . Kinase domain w]

112 : 282 325

CKla -

— L e B o
221 276 )

BlS [isoform 4

1
{ cK16 [B9aa toss|t ]I |
CKle —

—t
|C-lobe|

Obrazek 6: (A) Fylogeneticky strom isoforem kinaz z rodiny CK1 vyskytujicich se u ¢lovéka. Vytvoteno
v programu Simple Phylogeny. (B) Grafické znazornéni jednotlivych isoforem CKla. Hlavnim rozdilem mezi
isoformami je pfitomnost inzertu L v kinazové doméné (oranzove) a inzertu S na C-konci (zelen¢). Isoforma 4 je
navic charakteristicka ztratou prvnich 89 aminokyselin (aa, amino acids). Kanonicka isoforma 2 je
zakrouzkovana ¢erné (pfevzato z Jiang et al., 2018, upraveno).

2.4.2 Struktura

Charakteristickym rysem proteinkindz, CKla nevyjimaje, je tzv. dvojlaloény tvar [36].
Pomyslnymi ,.laloky* jsou mySleny dvé funkéni a samostatné konformované jednotky, které
tvofi kindzy, mensi N-doména a vétsi C-doména. Obé domény spojuje flexibilni oblast ohybu
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molekuly (hinge region), jez spoluvytvaii vazebnou kapsu pro molekulu ATP [37]. Aby se
mohl ATP piipojit k hydrofobni vazebné kapse, vytvati komplex s dvéma kationty Mg?*,
které neutralizuji zaporny naboj trifosfatu [38].

Vétsina sekvence CK1la zahrnuje katalytickou oblast (téz kinazova doména, core) pro vazani
ATP a substratu. Rezidua katalytické oblasti jsou vysoce konzervovana napiti¢ isoformami
CK1 v eukaryotach (51-98 %) [39].

N-doména
N-doména

hinge region

C-konec

C-doména C-doména

Obrazek 7: (A) Zobrazeni struktury CKla v médu cartoon. (B) Zobrazeni struktury CKlo v modu surface.
Upraveno v programu PyMOL, ver. 2.5.2. (PDB: 5FQD) (data pfevzata z Petzold, Fischer a Thomd, 2016).

Konzervovana rezidua N-domény tvoii vazebnou kapsu pro ATP. Na trovni sekundarni
struktury se N-doména sklada z péti antiparalelnich B-listd! (B1-p5) a jednoho dlouhého a-
helixu? [40]. p-listy B1 a B2 spojuje specidlni na glycin bohat4 konzervovana P-smycka (P-
loop) s konzervovanym motivem GXGXXG slouzici k optimalni lokalizaci ATP. Pobliz P-
smy¢ky se na B-listu 3 nachazi naprosto kli¢ovy invariantni Lys*®, ktery zachycenim a- a -
fosfatu ATP stereochemicky orientuje y-fosfat ke $t&peni. Spravna pozice Lys* je zajisténa
nekovalentnim solnym miistkem s Glu®® ve stiedu dlouhého a-helixu [40, 41].

Sroubovicova C-doména zodpovida predeviim za vazani substratu. Castedné piispiva také k
orientaci Mg?*-ATP komplexu. Je tvofena ¢tyimi B-listy a desiti a-helixy [40]. Katalyticka
smycka (catalytic loop) mezi 6 a B7 listy obsahuje dulezitou konzervovanou sekvenci
H*RD, Aminokyselina Asp'® uvoliiuje vodik z hydroxylové skupiny v substratu pro
nukleofilni utok kysliku na fosfat [40, 41]. Kov vazajici smycCka (téz Aktivacni smycka,
activation loop) obsahuje konzervovanou sekvenci DFG!™®. Karboxylova skupina

1 B-listy (téz B-skladané listy nebo B-hiebeny) jsou sekundarni struktury proteinii vzniklé spojenim dvou
protismérné orientovanych polypeptidovych vlaken inter-vlaknovou vodikovou vazbou mezi atomem kysliku
jednoho vlakna a atomem dusiku vldkna druhého.

2 o-helixy jsou pravotodivé sekundarni struktury s intra-vldknovou vodikovou vazbou mezi atomem kysliku
jedné aminokyseliny a atomem vodiku aminokyseliny protilehlé.
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aminokyseliny Asp'®® interaguje s hofe¢natym iontem Mg?* pro spravné nasmérovani
molekuly ATP [41].

Ptesny mechanismus vazani substratu doposud nebyl objasnén. Pravdépodobné ke specificité
kindzy prispivd bazickd vazebna kapsa K?*KQKZ?*? interagujici s kanonickymi pre-
fosforylovanymi a acidickymi substraty (vice viz 2.4.3.) [42].

2.4.3 Substratova specificita

Specificita kinazy je ddna schopnosti rozeznat v substratu konsenzualni rezidua v blizkosti
fosforylaéniho mista [43]. CK1a obecné upiednostiiuje substraty s pre-fosforylovanymi nebo
acidickymi rezidui. Cilové reziduum CKla fosforyluje v kanonickych motivech pS/pT-X-X-
SIT, resp. D/E-X-X-S/T (pS = fosfo-serin, pT = fosfo-threonin, X = libovolna aminokyselina,
D = aspartat, E = glutamat; tu¢n¢ vyznaceno cilové reziduum) [44, 45].

Nicmén¢ CKla neziidka fosforyluje substraty, které se z kanonického schématu vymykaji.
Unikatni je fosforylace serinu v motivu SLS B-kateninu, ktery CKlo rozpoznava diky
acidickému klastru EEED, jenz sekvenci SLS v B-kateninu predchazi [46].

2.4.4 Regulace aktivity

Aktivitu CKla zajistuji vnéjsi faktory 1 autonomni mechanismy kindzy samotné [47]. Jiz v
kapitole o Wnt/B-katenin signalizaci byla implicitné naznacena regulace kinazové aktivity
interakci s jinymi proteiny a subcelularni lokalizaci. Mezi typické interakéni partnery patii
rozli¢né scaffoldové proteiny, které koordinuji vhodné postaveni CK1la v ramci proteinového
komplexu. Pfiblizenim kinazy k cilovému substratu zaroven zvySuji jeji interakéni ucinnost

[48].

V ramci Wnt/B-katenin signaliza¢ni drahy lokalizuji CK1a proteiny z rodiny FAMS83 (Eamily
with sequence similarity 83), FAMS83F na cytoplazmatickou membranu a FAM83G na
cytoplazmatickou membranu a do jadra [49, 50]. Dal§im dalezitym regulatorem umisténi
CKla je GLIPRI (Glioma pathogenesis-related protein 1), jenz kinazu redistribuuje z
Golgiho aparatu do cytoplazmy a transportuje do mista formovani destrukéniho komplexu
[51].

Zajimava je schopnost kinaz fosforylovat nejen substraty, ale také samy sebe. Hovofime o
tzv. autofosforylaci, jiZ kindza inhibuje vlastni katalytickou aktivitu. U kindz CKI1 jsou
autofosforylovany specifické aminokyseliny na C-konci. Vzniklé sekvence s fosfo-peptidy
kin4za identifikuje jako rozpoznavaci motivy a nasledné na tento ,,pseudosubstrat* zacili.
Vazebna oblast kinazové domény je tak namisto pravého substratu zablokovana
autofosforylovanymi segmenty CK1. V sekvenci vSech ¢ty isoforem CKla jsou k
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autofosforylaci uréena rezidua Ser®!?, Ser®'2, Thr®2! a Thr®2®, V pi¥ipadé kanonické isoformy 2
jsou navic autofosforylovany Thr¥?” a Ser®®? v inzertu S [52].

2.5 Kasein kinaza 1 alfa-like

Kasein kinaza 1 alfa-like (CK1la-like, casein kinase 1 a-like) vykazuje vysokou homologii
vici CKla. Koduje ji gen CSNK1A1L na 13q13.3 chromozomu (zdroj: NCBI Gene database
[78]). Protoze je tento protein v literatufe takika nepopsan, tato prace by méla byt jedna z
prvnich funkénich analyz CKla-like. Pfestoze neexistuje krystalova studie CKla-like, na
zéklad¢ srovnani sekvenci miizeme predpokladat, ze vyznamné regulacni oblasti CKla se
nachdzi na stejnych pozicich i u CKla-like. Podobné jako CKla je zfejmé soucasti Wnt/p-
katenin drahy a m4 serin/threoninovou aktivitu.

CKla MASSSGSKAEFIVGG 60
CKla-like MTNNSGSKAELVVGG 60

* = Fhkhkkkk s s khkhkhkhkhkbhhbhbhkhbhkhhkhhk« kk & Fhkkkakkdkhkhkhkhkhkdk o okkokokkkk

CKlo 120
CKla-like 120

hokkok kkkkdkkkhkhkk o ahhkhohkdkkk hohkkkkkhkdkdkkkhhkkhhhhhhkhdhhhkohkdkkkkkkkk

CKlo 180
CKlo-like 180

RS A RS S S SRR SRS EEEEEENEEEEEREEEREEEEEEEEEEEEEEEE SRS RS E I

CKlo 240
CKlo-like 240

* kk kkkhkkhkhk Ak A A Ahk A Ak AKX A A A bk Ak ahkkbhk bk dhkbhhbdhhedt KHhhbhkdhkhkdhhkhik

CKla RTLNHQYDYTFDWTM 300
CKla-like RTLNHQYDYTFDWTM 300

Khkkkhhkhkhkhhhhhhdhdbrhddhhbhdddd dhdhdhdrrbdddrrbddhbrbddhhbrdss

CKlax LKQKAAQOAASSSGOGQOAQTPTGKQTDKTKSNMKGE 337
CKla-like LKQKAAQQAASSSGQGQQAQTQTGKQTEKNKNNVKDN 337

khhkhkkhkhkdkhkhbdkhkhkdrhkhbhkhbhrbhdt Ahkhkkek * Kk ok

Obrazek 8: Srovnani kanonické sekvence CKla a CKla-like. CKla-like je vi¢i CKla homologni z 91 %.
Zelené jsou vyznacéeny katalytické oblasti obou kinaz. Vytvoteno v programu Clustal Omega.

2.6 CKla a vybrana hematologickda onemocnéni

2.6.1 CKlo a myelodysplasticky syndrom

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je souhrnnym oznadenim pro rozmanité spektrum
klonalnich chorob charakteristickych refrakterni cytopenii v kostni dieni (BM, bone marrow)
a periferni krvi (PB, peripheral blood), morfologickou dysplazii BM a oslabenou
hematopoézou (krvetvorbou) [53]. Navzdory spole¢nému pocatku vsech typut MDS v
hematopoetickych ~ kmenovych  bunkach (HSCs, hematopoietic stem cells) a

21



hematopoetickych progenitorovych bunkach (HPCs, hematopoietic progenitor cells) se z
biologického, genetického 1 klinického hlediska jednd o znacné heterogenni skupinu chorob
[54]. Rocni pocet noveé diagnostikovanych piipadii ¢ini cca 3-4 na 100 000 jedinct s
medianem véku diagnozy 71 let [55, 56]. Onemocnéni MDS zaroven zvysuje riziko progrese
akutni myeloidni leukémie (AML), ktera je pozdéji diagnostikovana ptiblizné u 30 % vSech
pacientd trpicich MDS [57]. Hlavnimi pfi¢inami primarni (de novo) MDS jsou samovolné
genetické alterace. Méné frekventovana sekundarni t-MDS (therapy related MDS) byva
vedlej$im ucinkem cytotoxické chemoterapie nebo vystaveni radiaci [57, 58].

Syndrom zacind deregulaci hematopoetické diferenciace vlivem prvotnich alteraci v HSCs a
HPCs myeloidni i lymfoidni linie. Zatimco zralej$i formy hematopoézy zanikaji, mutované
nedostate¢né¢ diferenciované krevni elementy prochazi zvysSenou proliferaci. Nésledkem
klonalntho mnozeni defektnich buné¢k se MDS-podporujici mutace postupné v genomu
kumuluji [57, 59].

Jednou z nejcastéjSich cytogenetickych abnormalit MDS je delece chromozomu 5q. Pro
pacienty s touto genetickou alteraci byla vyclenéna samostatna skupina MDS del(5q), jinak
zvana také 5g-syndrom, se specifickym fenotypem [57, 60]. Mnohé geny, které deleci 5q
ztraci jednu alelu v lokusu, se dostavaji do stavu tzv. haploinsuficience, kdy heterozygotni
deleci zredukovana exprese proteinu kodovaného doty¢nym genem nesta¢i k vykonavani
normalni funkce. Jinymi slovy lze haploinsuficienci genu vysvétlit jako potiebu dvou WT (tj.
v ptirodé béznych, wild type) alel pro projeveni spravného fenotypu [61]. ZvIast zavazna je
haploinsuficience tumor supresorovych gentl, jez mize vyustit aZ v tumorigenezi [62].

V del(5q) MDS podstupuje heterozygotni deleci tumor supresorovy gen CSNK1A1. Studie
Schneider et al. [63] na mySich modelech s rizné podminénou inaktivaci CSNK1A1 ukazala,
ze jak v homozygotni (inaktivace obou alel), tak v heterozygotni (inaktivace jedné alely) KO
(knockout) linii je zvySend hladina B-kateninu hematopoetickych a stromalnich bunék.
Homozygotni KO CSNK1A1 (CSNK1A17) vedl k rapidni letalité 5-17 dni od vyjmuti genu
nasledkem indukované apoptézy HSCs. Zaroven byly patrné poklesy krevnich bunék v PB a
selhani BM. Haploinsuficientni CSNK1A17* se naopak projevily hyperproliferaci defektnich
HSCs.

Vyse zminéné vysledky naznacuji, ze haploinsuficience zcitlivuje CK1a viici inhibici. V praxi
to znamend, Ze inhibici CKla v haploinsuficientnich buiikdch se fenotyp pfiblizuje ke
kompletni ablaci kindzové aktivity v homozygotnich KO, a tudiZ indukované apoptoze.
Naopak normalni buiiky s obéma alelami CSNK1A1 by inhibici zacaly vykazovat fenotyp
podobny buitkdm haploinsuficientnim, zvySenou proliferaci a hlavné minimaln¢€ ovlivnénou
apoptozou [63].
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2.6.2 CKlao a akutni myeloidni leukémie

Akutni myeloidni leukémie (AML) je agresivni klonalni nadorové onemocnéni hematopoézy.
Jedna se o nejcastéj$i akutni leukémii u dospélych a tvoii necelou tfetinu vSech
diagnostikovanych leukémii [64]. Ve vétSiné piipadu se objevuje jako de novo malignita
puvodné zdravych pacientii [65]. Majorita piipadit AML je nasledkem samovolné genetické
alterace. Charakter mutace mé vliv na prib¢éh a zdvaznost onemocnéni, napf. u pacientll s
del(5q) je vyssi riziko selhani 1é¢by a smrti. Mezi rizikové sekundarni faktory, které mohou
pfispét k rozvoji AML, jsou fazeny jiz pfitomna hematologickd onemocnéni (napt. MDS) ¢i
chemoterapie [64, 65].

Pii AML jsou postizeny kmenové bunky myeloidni linie (MSCs, myeloid stem cells), ze
kterych se za normdlnich podminek diferenciuji erytrocyty, trombocyty, granulocyty a
monocyty. Poc¢atkem nemoci na molekulové urovni jsou chromozomalnich abnormality
a genové mutace narusujici diferenciaci myeloidnich blastti. Genetické alterace dale zplisobuji
klonalni proliferaci dysfunkénich MSCs a jejich akumulaci v BM a PB, pficemz hlavnim
diagnostickym kritériem je ptitomnost >20 % myeloblasti v BM nebo PB [64].

Screeningem shRNA (short hairpin RNA) v mysich leukemickych bunikach MLL-AF9 byl
jako jeden z hlavnich gent esencidlnich pro leukemické bunky identifikovan CSNK1A1 [66].
Inhibici CK1la pomoci cilené navrzenych shRNA snizujicich expresi CSNK1A1 doslo v
prib&hu dvou tydni od aplikace KO bunék do subletalné ozarenych mysi k 15x az 40x vyssi
depleci leukemickych bunék v BM a slezin€ ve srovnani s buiikami obsahujicimi kontrolni
SshRNA. Dulezitym je, ze pfeziti normalnich HSCs a HPCs nebylo KO CSNKI1AT1 ovlivnéno
[54, 67].

2.6.3 Inhibice CK1a v MDS a AML

V klinické praxi se jiz pomérné rozsiten€¢ pouziva imunomoduléator lenalidomid (Revlimid),
jeden z prvnich 1éku s potvrzenou vlastnosti podpory E3 ubikvitin ligazy v ubikvitinaci a
degradaci specifickych substratt, napt. CKla [68]. Lenalidomid indukuje degradaci CKla
upravou vazebnych vlastnosti E3 ubikvitin ligazového komplexu CUL4-RBX1-DDB1-
CRBN (zkracené CRL4°RBN) Interakéni povrch komplexu pro CKla vznikd navazanim
lenalidomidu na komponent CRBN (protein cereblon) zamétujici pfislusné substraty k
degradaci [69]. Lenalidomid prokéazal G¢inek proti 5q-syndromu inhibici proliferace MDS
bunééné linie [70] a ristu del(5q) kmenovych bun¢k [71][72].

V preklinickém stadiu je ATP-kompetitivni (tzn. blokujici ATP-vazebnou kapsu kinazy)
inhibitor D4476 [54]. OSetfeni myeloidnich progenitorovych bunék s heterozygotni deleci
CSNKI1A1 timto inhibitorem zvySilo jejich apoptozu [63]. In vivo zase D4476 zpusobil
selektivni depleci haploinsuficientnich HSCs a HPCs v kostni dfeni. Pfipadné vedlejsi i€inky
D4476 byly vyvraceny experimentem na heterozygotnich mysich CSNK1A17*, u kterych
nebyla dvéma histologickymi analyzami (po 6 a po 10 mésicich) odhalena jakdkoliv zména v
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integrité organu ani zména poctu krevnich elementl. Zaroven byl prokézan anti-leukemicky
efekt D4476 v AML. Inhibitor D4476 cilené¢ zplsobil apoptdézu haploinsuficientnich
leukemickych bun¢k s minimalnim vlivem na normalni zdravé HSCs a HPCs [67].

Jako velmi slibné se jevi inhibitory A-série ze tfidy pyrazol-pyrimidinovych scaffoldovych
molekul [73]. Do 1. faze klinického hodnoceni se zaméienim na relabujici/refrakterni AML a
vysoce rizikovy MDS vstoupil nedavno inhibitor A-51 (BTX-AS51) [74]. Soucasti publikace
tymu Minzel et al. byla také v potadi druhd, a zatim posledni, krystalograficka studie CK1a
demonstrujici interakci CK1la s inhibitorem A86 (PDB ID: 6GZD) [73].

Do dnesniho dne stale nebyla objevena latka, jez by dokézala selektivné cilit na CKla [32,

63]. Vyzvou pro dal§i vyzkum proto zGstava vyvinuti inhibitord specifickych pfimo vici
CKla a vhodnych pro pouziti in vivo.
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3 CILE PRACE

Enzymy kindzy patii mezi dilezité regulatory bunécné signalizace. Naruseni bunécnych drah,
jez je spjato s mnohymi onemocnénimi, byva v mnoha ptipadech zpiisobeno nestandardnim
chovanim kindz. Pochopeni funkce kindz v ramci signaliza¢nich drah je proto mimotadné
nadé&jnou cestou K vyvinuti a nasledné aplikaci 1ékia inhibujici tyto abnormalné se projevujici
kinazy v klinické praxi.

Cilem této prace bylo prfipravit systém pro charakterizaci kindz CKla a CKla-like
Vv signaliza¢ni draze Wnt/B-katenin. Vytvofeny experimentalni systém byl také prakticky
vyuzit pro determinaci substratové specificity CKlo a CKla-like in vitro vuci klicovym
pfenaseClim signdlu ve vySe zminéné draze, predev§im vuci proteinu B-kateninu, jehoz
fosforylace kinazou CK1a v in vivo modelech byla jiz v minulosti potvrzena.

Pro dosazeni stanoveného cile bylo nutné splnit tyto ukoly:

e pripravit vhodné nastroje pro ziskani kinaz CK1a a CK1a-like

e purifikovat kindzy CK1a a CK1a-like

e pripravit vhodné nastroje pro ziskani proteinového substratu f-katenin
e purifikovat proteinovy substrat 3-katenin

e testovat schopnost autofosforylace purifikovanych kinaz

e determinovat substratovou specificitu CK1a a CK1a-like in vitro
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4 MATERIALY

4.1 Chemikalie

Tabulka 1: Seznam pouzitych chemikalii

Vyrobce Chemikalie

Applichem isopropanol; dithiotreitol (DTT); dimethylsulfoxid
(DMSO0); glycerol; chlorid sodny (NaCl);
tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris); imidazol;
izopropyl B-D-1-tiogalaktopyranozid (IPTG); akrylamid;
N,N,N*,N‘-tetramethylethylendiamin (TEMED);
dodecylsiran sodny (SDS); peroxodisiran amonny (APS);
agar6za; kyselina ethylendiaminotetraoctova (EDTA);
hydroxid sodny (NaOH); adenosintrifosfat (ATP); chlorid
hotec¢naty (MgCly), polyvinyliden difluoridova (PVDF)
membrana

Invitrogen barvivo DNA SYBR® Safe

Merci kyselina octova

Millipore chemiluminiscentni HRP substrat Immobilon Western

New England 6x nanaseci barva, fialova; 5x Q5® buffer; 5x Q5®

BioLabs enhancer; 10x Buffer 2.1; 2x OneTaq® QuickLoad®
Master Mix

Qiagen Ni-NTA kulicky

Schiilke chloramin

Sigma-Aldrich dNTP; dCTP; Insect GeneJuice® Transfection Reagent;

FBS

ThermoFischer

Sf-900™ II SFM médium, Express Five medium, glutamin

4.2 Pufry, roztoky a média

Tabulka 2: Seznam pouzitych pufri, roztokt a médii

Nazev SloZeni

10x TBE 900 mM Tris-Cl; 900 mM kyselina borita (H3BOs3);
20 mM EDTA

LB kultiva¢ni médium 2,5% LB
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Pevné LB-agarové médium

4% smés LB-agar; ATB (1:1000)

4x SDS nanaseci pufr

0,25 M Tris-HCI, pH 6.8; 8% SDS; 35% glycerol;
0,4% bromfenolova modf; 0,4 mM B-
merkaptoethanol

10x SDS

500 mM Tris-Cl; 3,8 M glycin; 1% SDS

Roztok A pro barveni SDS gelt

25% isopropanol; 10% kyselina octova; 0,05%
coomassie brilantni modi R-250

Odbarvovaci roztok pro SDS gely

10% kyselina octova, 30% methanol

Lyza¢ni pufr pro purifikaci proteint z hmyzich bunék
(pufr L1)

50 mM Tris-Cl, pH 8.0; 500 mM NaCl; 10% (v/v)
glycerol; 10 mM imidazol, pH 8.0; 1 mM DTT; 0,4%
(v/v) Triton X-100

Lyzac¢ni pufr pro purifikaci proteintt z bakterialnich
bunék (pufr L2)

50 mM Tris-Cl, pH 8.0; 500 mM NaCl; 10 mM
imidazol, pH 8.0; 1 mM DTT

Myeci pufr pro purifikaci (pufr W)

50 mM Tris-Cl, pH 8.0; 500 mM NaCl; 10 mM
imidazol, pH 8.0; 1 mM DTT

Eluéni pufr pro purifikaci (pufr E)

slozeni jako pufr W s pfidanym imidazolem do
koncentrace 500 mM

pufr SEC

25 mM Tris-Cl, pH 7.5; 250 mM NaCl; 1 mM DTT

Pufr pro autofosforyla¢ni analyzu (pufr A)

50 mM Tris-Cl, pH 7.5; 1 mM EDTA; 25 mM ATP;
35 mM MgC|2

1x PBS

137 mM NaCl; 2,6 mM KCI; 10 mM Na;HPOy; 1,7
mM KH,PO4

2x Laemmliho pufr

125 mM Tris-Cl, pH 6.8; 4% SDS; 20% glycerol,;
10% 2-merkaptoethanol; 0,004% bromfenolova modf

4.3 Enzymy

Tabulka 3: Seznam pouzitych enzymu

Nazev enzymu

Vyrobce

Q5® DNA polymeraza

New England BioLabs

restrikéni enzym Dpnl

New England BioLabs

T4 DNA polymeraza

New England BioLabs
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endonukleaza benzonaza

Sigma-Aldrich

lysozym (z kufeciho vaje¢ného bilku) Sigma-Aldrich
4.4 Kity pro praci s DNA

Tabulka 4: Seznam pouzitych kitt pro praci s DNA.

Nazev kitu Vyrobce
QIAquick (MinElute) PCR Purification Kit Qiagen
QIAquick (MinElute) Gel Extraction Kit Qiagen
GenElute™ Plasmid Miniprep Kit Sigma-Aldrich

4.5 Markery
Tabulka 5: Seznam pouzitych markerd
Nazev markeru Hmotnosti fragmentt Vyrobce
DNA Ladder Mix 100 - 5000 100; 150; 200; 300; 400; 500 (x2); 600; 700; 800; | Applichem
900; 1000; 1500; 2000; 2500; 3000; 4000; 5000 (v
bp)
SigmaMarker™ wide range 6,5; 14,2; 20; 24; 29; 36; 45; 55; 66; 97; 116; 200 | Sigma-Aldrich

(v kDa)

PageRuler™  Plus  Prestained

Protein Ladder

10; 15; 25; 35; 55; 70; 100; 130; 250 (v kDa)

ThermoFischer

4.6 Templaty

Tabulka 6: Seznam pouzitych templatt

Templat Zdroj

CKla Tomas Gybel
CKla-like

B-katenin
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4.7 Primery

Tabulka 7: Seznam pouzitych primert

Niazev Sekvence (smér 5>3¢) Primer Zdroj
pro
pRMS532_F | TACTTCCAATCCAATGCAATGGCGAGTAGCAGCGGC CKla Tato
prace
PRMS533_R | TTATCCACTTCCAATGTTATTATTAGAAACCTTTCATGTTACTCTTG CKla Tato
prace
pRMS536_F | AACGGCGAGGAAGTGGCAGTGAGGCTAGAATCTCAGAAGGCCAGG CK1oK*R | Tato
prace
pRMS537_R | CCTGGCCTTCTGAGATTCTAGCCTCACTGCCACTTCCTCGCCGTT CK1oK%R | Tato
prace
pRMS538_F | ACAAAGAATTTTATACACAGAAACATTAAACCAGATAACTTCC CK10PBN | Tato
prace
PRMS539 R | TAGGAAGTTATCTGGTTTAATGTTTCTGTGTATAAAATTCTT CK10PBN | Tato
prace
pRMS534_F | TACTTCCAATCCAATGCAATGACAAACAACAGCGGCT CKla-like | Tato
prace
pRMS535_R | TTATCCACTTCCAATGTTATTATTAGTTATCTTTCACATTATTCTTGTTT | CKla-like | Tato
prace
pRMS540_F | ACCAACGGCGAGGAAGTAGCAGTGAGGCTGGAATCTCAGAAGGTC CKla- Tato
likgK46R prace
pRMS541_R | GACCTTCTGAGATTCCAGCCTCACTGCTACTTCCTCGCCGTTGGT CKla- Tato
likgK46R prace
pRMS542_F | ACAAAGAATTTTCTACACCGAAACATTAAACCAGATAACTTCC CKla- Tato
likgDP136N préace
pRMS543_R | CAGGAAGTTATCTGGTTTAATGTTTCGGTGTAGAAAATTCTT CKlo- Tato
likgDP136N préace
FB_F CCTATAACTATTCCGGATTATTCATACCGTC univerzalni | -
FB_R CAGGTTCAGGGGGAGGTGTG univerzalni | -
M13/pUC_F | CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG univerzalni | -
M13/pUC R | AGCGGATAACAATTTCACACAGG univerzalni | -
T7_F TAATACGACTCACTATAGGG univerzalni | -
T7 R GCTAGTTATTGCTCAGCGG univerzalni | -
pRMS583_F | TACTTCCAATCCAATGCAGCTACTCAAGCTGATTTGATG B-katenin | Tato
FL prace
pRMS584 R | TTATCCACTTCCAATGTTATTATTACAGGTCAGTATCAAACCAG B-katenin | Tato
FL prace
pRMS585_F | TACTTCCAATCCAATGCACATGCAGTTGTAAACTTGATTAAC B-katenin | Tato
134-671 prace
pRMS586_R | TTATCCACTTCCAATGTTATTATTTCTTGTAATCTTGTGGCTTGT B-katenin | Tato
134-671 prace
pRMS587_F | CGTACCATGCAGAATACAAATGA B-katenin | Tato
sekvenacni | prace
pRMS589_R | AAAGATGGCCAGTAAGCCCT B-katenin | Tato
sekvenacni | prace
pRMS588_F | CCTGTGCAGCTGGAATTCTT B-katenin | Tato
prace
pGEX 5 F | GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG univerzalni | -

MBP_F

GA.TGAAGCCCTGAAAGACGCGCAG

univerzalni
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4.8 Vektory

Tabulka 8: Seznam pouzitych vektort

Nazev Pripojené $titky a sekvence Zdroj

438-B Hiss-TEV Scott Gradia Lab
2B-T Hise-TEV Scott Gradia Lab
2G-T Hiss-GST-TEV Scott Gradia Lab
2C-T Hisse-MBP-N10-TEV Scott Gradia Lab

4.9 Bakterialni kmeny

Tabulka 9: Seznam pouzitych bakterialnich kmend

Kmen Genotyp Rezistence Zdroj
E. coli DH5a F~endAl ginv44 thi-1 recAl relAl - Stratagene
gyrA96 deoR nupG purB20
980dlacZAM15 A(lacZYA-
argF)U169, hsdR17(r«mg*), X~
E. coli DH10Bac F~mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) kanamycin; Invitrogen
$80lacZAM15 AlacX74 recAl tetracyklin
endAl araD139 A(ara,
leu)7697 galU galK A~ rpsL
nupG/bMON14272/pMON7124
E. coli BL21 derivat | F-ompT hsdSg(rs” mg™) gal decm lon | chloramfenikol Stratagene
Rosettal(DE3) (DE3) pRARE (CamFR)
E. coli BL21(DE3)- | F ompT gal dcm lon hsdSg(rs  mg™) | chloramfenikol Stratagene
RIPL [malB* JK-12(AS)(CamR)

4.10 Hmyzi bunky

Tabulka 10: Seznam pouzitych hmyzich bunék

Nazev Druh Vyrobce
Sf9 Spodoptera frugiperda Invitrogen
His™ Trichoplusia ni Invitrogen
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4.11 Antibiotika

Tabulka 11: Seznam pouzitych antibiotik

Vyrobce Antibiotikum Rozpoustédlo

Applichem ampicilin H.0
gentamycin H.0
chloramfenikol ethanol
kanamycin H.0
tetracyklin ethanol

4.12 Inhibitory proteaz

Tabulka 12: Seznam pouzitych inhibitorQ proteaz

Vyrobce Inhibitor Rozpoustédlo

Applichem aprotinin 1xPBS
benzamidin H-0
leupeptin H-0
pepstatin methanol

4.13 Protilatky

Tabulka 13: Seznam pouzitych protilatek

Vyrobce Protilatka

Cell Signaling Phospho-B-Catenin (Ser45) Antibody #9564

Sigma-Aldrich Anti-Rabbit 1gG (A6667)

4.14 Pristroje

Tabulka 14: Seznam pouzitych pfistroji

Vyrobce Piistroje
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Eppendorf

centrifuga 5415 R; centrifuga 5910 R;
centrifuga 5702 R; centrifuga MiniSpin Plus;
termomixer Comfort; termomixer Compact

Sigma

centrifuga 6-16KS

Thermo Scientific

centrifuga Sorvall Evolution RC Superspeed;
NanoDrop ND-1000 spektrofotometr

Liebherr

kombinovana chladni¢ka Comfort;
kombinovana chladnicka G 5216; chladnicka
FKS 3602

New Brunschwick Scientific

mraznic¢ka Ultra Low Temperature U570
Premium; orbitalni tfepacka Innova 2150

Sanyo mraznicka Ultra Low Temperature MDF 392
Bioer termocykler XP verze 1.0 z roku 2012
Labnet AccuBlock Digital Dry Bath D1100

Scientific Industries

Vortex-Genie 2

Stuart 3D gyratory rocker SSM3; michacka SB 161
IKA michacka RCT basic
Biosan minirotator Bio RS-24
Infors orbitalni tfepacka Multitron Standard 230
V z roku 2012
P-lab laboratorni mikrovlnna trouba

Denver Instrument

vaha Denver Instrument S-4001; vaha Denver
Instrument S-234

Invitrogen Safe Imager Blue-Light Transil

Cytiva dokumentacni zafizeni Amersham Imager 600

BioTech systém pro tpravu vody GenPure UV/UF —
TKA

Sonics sonikator Ultrasonic VC 505

Qsonica sonda pro sonikaci 220 V
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Elma

ultrasonic cleaning device Elmasonic S40

Integra Biosciences

Pipetboy

Kaiser prosvétlovaci pult Prolite Basic 2 HF 30*21
cm

Lauda digitalni orbitalni tfepacka GFL 3017

Consort napéjeci zdroj EV231

Vilber dokumentaéni zatizeni Fusion SL

4.15 Pouzité pocitacové programy

Tabulka 15: Seznam pouzitych pocitacovych programi

Nazev Odkaz

ACDLabs https://www.acdlabs.com/resources/freeware/chemsketch/index.php
ChemSketch v14.00

FREE

BLAST: Basic Local
Alighment Search
Tool

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Clustal Omega

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

EMBOSS Needle

https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss needle/

ExPasy Translate
Tool

https://web.expasy.org/translate/

Inkscape 1.0.1.

https://inkscape.org/

IrfanView 4.58

https://www.irfanview.com/

Microsoft Excel
2019

https://office.live.com/start/Excel.aspx

Microsoft
PowerPoint 2019

https://office.live.com/start/PowerPoint.aspx

Microsoft Word
2019

https://office.live.com/start/\WWord.aspx

OligoAnalyzer Tool

https://eu.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer

Sequence Massager

http://biomodel.uah.es/en/lab/cybertory/analysis/massager.htm
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Simple Phylogeny

https://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/simple_phylogeny/

SnapGene Viewer
5.2.4.

https://www.snapgene.com/snapgene-viewer/

34



https://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/simple_phylogeny/
https://www.snapgene.com/snapgene-viewer/

5 METODY

5.1 Diferencialni centrifugace

Rozpustné a nerozpustné frakce v kapalném prostiedi jsou rozd€lovany centrifugaci.
Jednotlivé slozky smési uvede do pohybu odstiediva sila vznikld velmi rychlymi otackami
Vv rotoru centrifugy. Rychlost sedimentace Castic se odviji od jejich tvaru, hustoty, hmotnosti a
velikosti.

5.2 PCR

Polymerazova fetézova reakce (PCR, polymerase chain reaction) je technika mnozeni DNA
in vitro bez nutnosti potiebny geneticky material inkorporovat do plazmidu bakterie a ten dale
klonovat. Jedno vlakno DNA je syntetizovano termostabilni DNA polymerazou podle
templatové DNA za pfitomnosti syntetickych primerdt o délce 17 az 28 nukleotidu.
Polymerdaza prodluzuje tyto primery o nukleotidy pfidané vramci mixu
deoxynukleosidtrifosfati (ANTP).

Principem reakce je vystaveni nukleové kyseliny cyklicky se opakujicim prudkym zménam
teploty v termocykleru. Pii teplot¢ 95 °C se vlozeny templat denaturuje, tzn. pierusi se
vodikové vazby mezi obéma vldkny, kterd se timto odd¢li. Poté se teplota snizi tak, aby
mohlo dojit k navdzani primer (annealing) na jednotliva vldkna, které DNA polymeraza
nasledn¢ prodluzuje na 3’-konci (elongace).

Tabulka 16: Parametry pouzitych PCR programu

Nazev PCR krok teplota (v | ¢as pocet
°C) cykli
PCR mistné cilené mutageneze | pocatecni 95 1 min

CK10K4R  CK1aP¥¥N  CKlo- | denaturace
likeK46R 3 CK 10-likeP13eN

denaturace 94 30s
annealing 55 30s 19x
extenze 72 3min30s
findlni extenze 72 5 min
amplifika¢ni PCR fragmentti CK1a, | pocatecni 95 1 min

CK10K%R CK1aP1N CK1la-like a | denaturace
CKla-likeK46R

denaturace 94 30s
35x

annealing 55 30s
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extenze 72 45s
finalni extenze 72 3 min
amplifika¢ni PCR fragmenti [- | pocateCni 95 1 min
katenin FL a B-katenin!34¢"1 denaturace
denaturace 94 30s
annealing 55 30s 35x
extenze 72 1min15s
finalni extenze 72 3 min
koloniova PCR DHS5a 438B-CK1a, | pocatecni 95 10 min
438B-CK1K4R ~ 438B-CK1aPT®N, | denaturace
438B-CKla-like a 438B-CKla- Jenat o2 30
likeK46R  2BT-B-katenin a 2BT-B- ehatuirace 3
katenin®3+671 annealing 55 30s 35x
extenze 72 1minil5s
finalni extenze 12 5 min
koloniovdi PCR DHS5a 2GT-B- | pocatecni 95 10 min
katenin a 2CT-B-katenin denaturace
denaturace 94 30s
annealing 55 30s
35x%
extenze 72 1min40s
finalni extenze 72 5 min
koloniova PCR DHI10Bac | pocate¢ni 95 10 min
(amplifikace genu LacZ) 438B- | denaturace
CKlo, 438B-CK1K%R — 438B-
CK1PWN  438B-CKlg-like a | dENAIrace %4 30
438B-CK 10-like#eR annealing 55 30s 35x
extenze 72 30s
finalni extenze 72 5 min
koloniovd PCR DHI10Bac 438B- | pocatecni 95 10 min
CKla, 438B-CK1X%6R  438B- | denaturace
CK10oP®N  438B-CKla-like a
438B-CK La-likeK4eR denaturace 94 30s 35x
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annealing 55 30s

extenze 72 2 min

finalni extenze 72 5 min

5.3 Gelova elektroforéza

K identifikaci jednotlivych DNA, RNA a proteinti je tfeba rozdélit heterogenni smés
biologického materidlu dle jasn€ urenych kritérii. Jednim ze zpiisobti je gelova elektroforéza
zaloZzena na principu rozdilnych mobilit nukleovych kyselin a proteini odvijejicich se
od jejich odlisnych velikosti.

Pii elektroforéze se fragmenty genetického materidlu pohybuji pisobenim stalého
elektrického proudu skrze polymer (gel). ProtoZze jsou DNA i RNA tvofeny kostrou negativné
nabitych fosfat, maji zdporny naboj a proto se pohybuji po gelu smérem ke kladn¢ nabité
anod¢. U proteinii naboj zavisi na chemickych vlastnostech peptidového fetézce a mize byt
jak kladny, tak zaporny. Z toho divodu se proteiny pred samotnou elektroforézou podrobuji
oSetfeni aniontovym detergentem SDS (sodium dodecyl sulphate), jenz ptifadi proteinu naboj
zaporny.

Molekuly svyssi molekulovou hmotnosti se gelem pohybuji pomaleji nez molekuly
s molekulovou hmotnosti niz§i. Po skonceni elektroforézy se velikost diferenciovanych
vzorkd zjiStuje srovnanim s referenénimi, komeréné vyrabénymi hmotnostnimi standardy
(tzv. markery).

5.3.1 Agaroézova elektroforéza

Agar6za je linearni polysacharid B-D-galaktopyranozy a 3,6-anhydro-L-galaktopyrandzy
spojenych glykosidovou vazbou. Zpravidla pouzivame elektroforézu na agarézovém gelu pro
separaci DNA a RNA o délce cca 50-20 000 bp dle jejich velikosti a naboje. Smér migrace
fragmentu je horizontalni.

Pii pripravé 0,8% gelu se agardza ve formé prasku smichala s 1x koncentrovanym pufrem
TBE (Tris-borat-EDTA) a rozpustila jeho ohfatim. Do smési mirné¢ vychladnuté tak, aby byla
stale tekuta, bylo pfidano vizualiza¢ni barvivo SYBR®-SAFE. Agar6zovy roztok se nalil do
elektroforetickych aparatur s vlozenymi hiebinky, diky kterym se po utuhnuti gelu v chladu
(4 °C) zformovaly jamky pro naneseni vzorkt. Vzorky v gelu byly separovany elektroforézou
pfi stalém proudu 100 V po dobu 45 minut.
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5.3.2 SDS-PAGE

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v pifitomnosti dodecylsiranu sodného SDS-PAGE
(Sodium Dodecyl Sulphate — Polyacrylamide Gel Electrophoresis) separuje proteiny o
hmotnosti 5-250 000 Da. Na rozdil od agarézové elektroforetické metody poskytuje lepsi
rozliSeni a jednotlivé makromolekuly rozliSuje pouze dle velikosti. Smér migrace fragmentt
je vertikalni.

Gel tvori pevné zesitovany polyakrylamid vznikly polymerizaci akrylamidu a bis-akrylamidu
(N,N*-metylen-bis-akrylamid). Polymerizaci iniciuje zasadity N,N,N,N*-
tetramethylendiamin (TEMED), jehoz tulohou je katalyzovat rozkladnou reakci persiranu
amonného (APS). Molekula APS piijima jeden volny elektron a disociuje na SO4? a volny
radikal SO4". Nestabilni a reaktivni neparovy elektron radikalu ,,zatto¢i* na dvojnou vazbu
C=C v molekule akrylamidu. Zanikem nésobné vazby zacne ptebyvat jeden volny elektron,
jenz da na akrylamidu vzniknout radikalu CH". Radikal CH™ opé&t piisobi na dvojnou vazbu
jiné molekuly akrylamidu a celd polymerizacni reakce fetézove pokracuje.

Zaporn¢ nabity dodecylsulfat sodny (SDS) funguje jako detergent, vazajici se v poméru 1:2
na aminokyselinové zbytky peptidového fetézce. Tim je zajiStén, bez ohledu na ptvodni
naboj, pohyb proteinu smérem k anode¢.

Polyakrylamidovy gel se sklada ze dvou casti, zaostfovaciho gelu a déliciho gelu. Zaostiovaci
usek vhorni tretiné gelu méa velké pory. Skrze néj tudiz proteiny migruji voln€. Pohyb
fragmentl se zastavuje na rozhrani zaostfovaciho a déliciho gelu. Migrace skrze délici ¢ast
s malymi péry zacind u vSech proteinil stejné, ¢imzZ se zajisti rozdéleni pouze dle velikosti.
V této praci byly SDS-PAGE bézeny pii stalém proudu 215 V po dobu 45 minut.

V této praci jsem pouzivala gely o koncentraci déliciho gelu 8%, 10%, 12 % a 15 %. Poméry
slozek v zaostfovacim gelu jsou uniformni.

5.4 Chemicka transformace bakterii E. coli

Jednou z mnoha metod pfenosu DNA do bakterii je chemickd transformace. Plazmidova
DNA se do bun¢k dostava naruSenim bunécné stény a cytoplazmatické membrany teplotnim
Sokem (heat shock), tedy vystavenim kompetentnich bakterii na kratkou dobu vysoké teploté,
standardné 42 °C.

Chemické kompetentnosti bakterie nabyvaji opracovanim bunétné stény kationty tézkych
kovi (napf. Cs¥).

Objem 100 ul kompetentnich bakterii E. coli byl v poméru 50:1 smichan s pDNA a po dobu
30 minut inkubovan na ledu. Teplotni Sok trvajici 45 sekund byl provadén v suchém
termobloku o teploté 42 °C. Po skonceni teplotniho Soku se vzorky vratily na led a inkubovaly
2 minuty.
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Regenerace bakterii po teplotnim Soku spocivala v dodani 1 ml LB média a nasledné
hodinové inkubaci pii 37 °C.

Po regeneraci byla bakterialni suspenze nanesena na Petriho misku s pevnym LB agarovym
médiem a adekvatnim ATB a inkubovana pti 37 °C pies noc.

5.5 Klonovani nezavislé na ligaci

Systém LIC (Ligation Independent Cloning) s sebou piinesl mimofadné rozsifeni variability
klonovatelnych mist v genech. Ve srovnani s tradi¢nimi metodami klonovani umoziuje LIC
klonovat jakykoliv fragment genu bez ohledu na ptitomnost restrikénich mist.

Pro ucely LIC se uziva T4 DNA polymeraza s 3'2>5" exonukleazovou aktivitou. T4 DNA
polymeraza ma schopnost navazat se na jedno vlakno DNA a postupné z n&j v sméru 325’
odstraniovat nukleotidy. Exonukleazova aktivita T4 DNA polymerazy je zastavena, jakmile se
na misto odstranéného nukleotidu okamzité zatadi nukleotid novy.

Pii LIC je gen naseho zajmu (tzn. inzert) vlozen do vektoru sparovanim komplementarnich
pfecnivajicich koncti vldken. Inzert i vektor jsou pfed spojenim opracovany T4 DNA
polymerazou, ktera odstranuje na jednom z jejich vlaken kratky tsek nukleotidu (10-12 bp).
Aktivita polymerazy je zastavena zafazenim nového cytosinu (v ramci dCTP piidaného do
reakéniho mixu inzertu), nebo nového guaninu (v ramci dGTP pfidané¢ho do reakéniho mixu
vektoru). OSetfeny inzert a oSetfeny vektor se paruji pravé prostiednictvim vytvorenych
komplementarnich dlouhych ptecnivajicich konct.

Templatovd pDNA (o koncentraci 20 ng/pl) s genem naSeho zdjmu byla dle vlozeného paru
primerti (kazdy o koncentraci 0,2 pM) amplifikovana PCR reakci s Q5 polymerdzou za
pfitomnosti 5x Q5® pufru a 0,2 uM dNTP. Produkt amplifikace byl v ptipad¢ proteinti
urcenych k expresi v hmyzich buiikach oSetfen restrikénim enzymem Dpnl, ktery degraduje
jiz nepotfebny templat, a purifikovan QIAquick PCR Purification Kitem, nebo v ptipadé
proteinti uréenych k expresi v bakterialnich bunikach extrahovan piimo z gelu QIAquick Gel
Extraction Kitem. Ziskany amplifikovany inzert byl oSetfen T4 DNA polymerdzou za
ptitomnosti 2,5 mM dCTP, 5 mM DTT a 1x NEB 2.1 pufru (inkubace — 22 °C, 30 minut;
teplotni inaktivace — 70 °C, 25 minut). Nésledné se oSetfeny inzert smichal s oSetfenym
vektorem v poméru 1:1 (proteiny urcené k expresi v hmyzich bunkach), nebo 9:1 (proteiny
urcené k expresi v bakterialnich bunkach) a inkuboval na laboratorni teploté 5-10 minut, za
ucelem sparovani precnivajicich koncli vektoru a k nim komplementarnich ptecnivajicich
konci inzertu.

Smés inzertu s vektorem byla transformovana do 100 pl kompetentnich DHS5o bunék.
Regeneracni LB médium a agarové Petriho misky obsahovaly ampicilin (100 pg/ml).
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Koloniova PCR mi umoznila rozlisit mezi rekombinantnimi a prazdnymi plazmidy. Kolonie
z Petriho misky byly testovany v reakcich s primery FB_F a FB_R (v ptipad¢ vektoru 438-B),
T7F a T7R (v piipadé vektoru 2B-T), nebo pRMS588 F a T7R (v ptipad¢ vektori 2G-T a
2C-T). Dale reakce obsahovaly OneTaq® QuickLoad® Master Mix a 3% DMSO. Dva
pozitivni klony S rekombinantnim plazmidem byly inokulovany do 11 ml LB média
s ampicilinem (100 pg/ml). Nasledujici den jsem plazmidy z kultury izolovala kitem
GenElute™ Plasmid Miniprep Kit. Vysledné plazmidy byly sekvenovany z kazdého konce
zvlast patfi¢nou sadou primert (viz 4.7).

5.6 Exprese proteini v hmyzich bunikach

5.6.1 Transpozice do bakmidu

Purifikované pDNA obsahujici CKla, CK1aX4R, CK10P®N, CKla-like a CKlo-likeK4R
v 438-B vektoru byly transformovany do DH10Bac kompetentnich bakterii obsahujicich
pomocny plazmid s geny pro rezistenci vuci tetracyklinu a prazdny bakmid s genem pro
rezistenci vi¢i kanamycinu a segment DNA koédujici LacZa peptid. Plazmid o mnozstvi 150
ng byl transformovan do 100 pl DH10Bac. Regeneracni LB médium a agarové Petriho misky
obsahovaly gentamycin (7 pg/ml), tetracyklin (10 pg/ml) a kanamycin (50 pg/ml). V Petriho
miskach bylo pfitomné také chromogenni ¢inidlo Bluo-gal (100 pg/ml) a IPTG (40 pg/ml).

Pomoci mechanismu blue/white bakterialni selekce byly po 48 hodinach kultivace
identifikovany ptredpokladané tspé$né transponované bakterialni kolonie. LacZ gen v lac
operonu kéduje enzym B-galaktozidazu, jenz rozklada laktézu. Pokud je do této oblasti
uspésné zaclenén nas$ gen, dochazi k inaktivaci LacZ genu, a tudiz celé proteosyntézy B-
galaktoziddzy. Chromogenni ¢inidlo Bluo-gal neni v bunikdch rozkladdno a proto
rekombinantni kolonie zUstavaji bilé. V opacném ptipad¢ je B-galaktozidaza syntetizovana a
muze tak dojit k hydrolyze chromogenniho substratu Bluo-gal a jeho nasledné dimerizaci
V nerozpustné modré barvivo. Kolonie obsahujici bakmid bez inzertu byly tudiz zabarveny do
modra.

Bilé rekombinantni kolonie jsem testovala koloniovou PCR se dvéma sety primert: 1) M13F
+ M13R a 2) FP vloZzeného genu + M13R. Usp&né transponované klony vytvofily produkt
pouze u druhé zminiované dvojice primert.

Dva vybrané rekombinantni klony byly inokulovany do 10 ml LB média s gentamycinem (7
pg/ml), tetracyklinem (10 pg/ml) a kanamycinem (50 pg/ml)

5.6.2 Generace viru v Sf9 hmyzich buiikach
Tento proces je rozdélen do t¥i kroktl. Kroky 2 a 3 byly provedeny Markem Sebestou.
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Izolace bakmidu

Bunééna kultura v objemu 4 ml byla resuspendovana v 200 pl resuspenda¢niho pufru. Lyza
bunék 200 ul lyza¢niho pufru trvala 2-3 minuty. K ukonéeni lyzy doslo v okamziku pfidani
350 pl neutraliza¢niho pufru. Po pétiminutové inkubaci na ledu byly kultury centrifugovany
(16000xg, 10 minut, 4 °C). Separovany supernatant byl v objemu 600 ul pielit do nové
zkumavky a opét centrifugovan (16000xg, 10 minut, 4 °C). Do odebranych 450 pul vzorkt
bylo pfidano 450 pl ptedchlazeného isopropanolu za ucelem vysrazet z tekutiny veskeré
nukleové kyseliny a po patnacti minutach byla suspenze centrifugovana (16000xg, 10 minut,
4 °C). Tentokrat byl supernatant odstranén a usazeny pelet premyt 750 pl 70% ethanolu a
centrifugovan (16000xg, 10 minut, 4 °C). Vznikly pelet v 100 pl 70% ethanolu byl pfenesen
k dal$im pracovnim proceduram do laminarniho flow boxu.

Transfekce bakmidu do Sf9 bunék

Hmyzi bunky Sf9 byly dvakrat promyty ptedehiatym SFO00II médiem (100xg, 3 min, RT) a
resuspendovany ve stejném médiu do finalni koncentrace 1x10° bungk/ml. Bun&na kultura
byla pienesena do kultivacni desticky v objemu 2 ml na jednu jamku. Buiky se poté nechaly
15 minut adherovat na dno jamek. Sf9 buiky byly nasledné transfekovany do 10 pl bakmidu
rozpus$téného ve sterilnim 10 mM Tris-Cl s pH 8,0 a pfed transfekci 15 minut inkubovaného
Vv transfekénim Cinidle.

Generace P1 viru

Sf9 buiiky o objemu 50 ml (hustota 1,5-2,0x10° bunék/ml) byly infikovany 500 ul Po viru a
inkubovany 72 hodin pfi teploté 27 °C. Poté byla bunécna kultura centrifugovéana (800xg, 5-
10 minut, pokojova teplota). Odebrany supernatant poté prosel 0,22 uM filtrem. P1 virus byl
uchovan ve tmé pii 4 °C.

5.6.3 Exprese v Hi5 buiikach

Hi5 hmyzi buiiky (300 ml) o hustoté¢ 1,5x10° bunék/ml byly infikovany 3 ml P1 viru
obsahujiciho zvlast CKla, CK1oK%R CK1aPPN, CKla-like a CKla-like®*R, Po 48
hodinach byly bunky stoceny (800xg, 15 minut, 4 °C) a promyty 30 ml 1x koncentrované¢ho
PBS. Pelety byly uchovany pfi -80 °C do okamziku purifikace.

5.7 EXxprese proteint v bakteriich
Konstrukty 2BT-B-katenin FL, 2BT-B-katenin'®*%"1 2GT-B-katenin FL a 2CT-B-katenin FL

byly zvlast transformovany do kompetentnich E. coli Rosettal(DE3) (750 ng plazmidu na
100 pl bungk) a do E. coli BL21(DE3)-RIPL (1500 ng na 100 ul buné€k). Petriho misky, na
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které byly transformované bakterie naneseny, obsahovaly ampicilin (100 pg/ml)
a chloramfenikol (35 pg/ml).

Jeden klon z kazdé Petriho misky byl inokulovan do 100 ml 1x LB média s ampicilinem (100
ug/ml) a chloramfenikolem (17,5 pg/ml) a kultivovan pfes noc za stalého michani pii teploté
37 °C. Jakmile opticka hustota (OD, optical density) dosahla hodnoty piiblizné 0.6, 25 ml
Z no¢nich kultur bylo inokulovano do 2 (v ptfipad¢ kultury Rosettal(DE3)) nebo 4 (BL21)
litrd nového 1x LB média s ampicilinem (100 pg/ml) a chloramfenikolem (17,5 ug/ml). Smés
byla inkubovéna tii hodiny pfi teploté 37 °C a poté pfemisténa do 4 °C mistnosti, kde se po
ptidani 0,5 mM IPTG inkubovala dalSich 30 minut.

Po dvou byly kultury centrifugovany (6000 rpm, 8 min, 15 °C). Pelety bakterii se
resuspendovaly stalym michanim v 30 ml 1x PBS pfi teploté 16 °C. Vznikla suspenze byla
opét centrifugovana (4818 rcf, 15 min, 4 °C). Pelety byly uchovany pii -80 °C do okamziku
purifikace.

5.8 Purifikace proteint z hmyzich bunék

Metody purifikace proteini vedou k separaci jednoho konkrétniho proteinu nebo
proteinového komplexu od ostatniho bunécného materidlu. Zakladnimi kroky, jez k ziskani
proteinu vedou, jsou lyza bun¢k a chromatografie. Postupy purifikace proteinu/proteinového
komplexu se vzdy vybiraji s ohledem na jeho velikost, rozpustnost a stabilitu. Metoda
purifikace byla pribéZné optimalizovana s ohledem na podminky v laboratofi.

Jako metoda lyzy bun€k byla zvolena sonikace. Pfi ni generator tzv. sonikatoru produkuje
stiidavy proud kratkych elektrickych pulzl. Elektricka energie putuje do konvertoru, v némz
se méni na energii mechanickou v podobé vysokofrekvencnich zvukovych vin. Pfimo do
bunééné kultury je vloZena sonda zprostiedkovavajici zvukové vibrace. Dodana energie
zvukovych vin se projevuje kavitaci - vznikem a naslednou implozi mikroskopickych
vzduchovych bublin v kapaling. ,,Vybuchujici® bubliny zplisobuji ni¢eni ochrannych vrstev
bun¢k, diky ¢emuz se protein naseho zajmu dostava z intracelularniho prostoru do vngjsi
tekutiny. V idealnim ptipadé se protein v tekuting rozpusti, takze v dalsich krocich purifikace
pracuje se solubilni proteinovou frakci.

Afinitni chromatografie spo¢ivd v navdzani proteinu na imobilizovany ligand pfipojeny
k porovité a chemicky inertni matrici. Schopnost interakce s ligandem proptijéuje proteinu
tzv. stitek, kratkd sekvence afinitni vii¢i ligandu. Po specifickém navazani proteinu se pomoci
myciho pufru vymyji ostatni nenavazané prvky. Nasledné se protein uvolni aplikaci elu¢niho
pufru, ktery néhle vyrazné¢ méni pH a pierusuje vazbu mezi proteinem a ligandem.

Gelova filtrace (SEC, size-exclusion chromatography) rozd€luje izolované proteiny dle
velikosti a tvaru. Eluce z afinitni chromatografie nasledn¢ projde kolonou s kulickami
hydratované porézni latky. Cim mensi je molekula, tim pomaleji bude kolonou prochazet,
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protoze se bude zachytdvat do gelové matrice v kuli¢kach. Gelové kolony se komeréné vyrabi
Z mnoha typt materiald, v této praci jsem uzila dextran-agarézové kolony Superdex.

5.8.1 Lyza bunék

Pelety hmyzich bunék Hi5 byly resuspendovany v 35 ml pufru L1 s cerstvé pridanymi
inhibitory protedz leupeptinem, aprotininem, pepstatinem a benzamidinem a 2,5 ul DNA a
RNA stépici nukleazy benzonaza. Poté byly bunééné suspenze 5 minut inkubovany pii teploté
4 °C a nasledn¢ sonikovéany velkou sondou pii amplitud€ 40 % s nastavenim cyklii zapnuto —
5 sekund a vypnuto — 1 minuta s celkovou dobou sonikace 10 vtetfin. Nakonec byly vzniklé
lyzaty rozdéleny centrifugaci (20000xg, 45 minut, 4 °C) na usazeny pelet zbytki bunék a
supernatant s rozpusténym proteinem.

5.8.2 Afinitni chromatografie

Supernatanty se odebraly a inkubovaly s 1,5 ml Ni?* kuli¢ek ekvilibrovanych pufrem W.
Smés supernatantu s kulickami se po 10 minutach pfelila do pfipravené kolony. Kolona byla
po prachodu supernatantu (flow-through) étytikrat promyta pufrem W. Proteiny navazané na
matrix kolony byly tfikrat eluovany 4 ml pufru E.

5.8.3 Gelova filtrace

V centrifugaéni kyveté¢ Vivaspin 20 (30.000 MWCO) se prvni a druha eluce smichaly a
zakoncentrovaly do <1 ml. Na kolonu Superdex S-75 (25 ml) ekvilibrovanou v pufru SEC
byla aplikovana koncentrovana eluce. Po gelové filtraci v piistroji AKTA FPLC byly pomoci
dat z chromatografie identifikovany frakce obsahujici protein. Odpovidajici frakce byly
smichany a zakoncentrovany do <200 pl v centrifugacni kyveté Vivaspin 6 (30.000 MWCO).

Pied zmrazenim byl do roztoku s proteinem piidan glycerol (vysledna koncentrace 10 %).
Protein byl rozdélen do alikvot po 10 pl, Sokoveé zmrazen v tekutém dusiku a uskladnén na -
80 °C.

5.9 Purifikace proteint z bakterialnich bunék

5.9.1 Lyza bunék

Pelety bakterialnich bun¢k E. coli BL21(DE3)-RIPL byly resuspendovany v 50 ml pufru L2
s Cerstvé¢ pfidanymi inhibitory protedz leupeptinem, aprotininem, pepstatinem a
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benzamidinem. Déle byl do suspenze ptidan kufeci lysozym o finalni koncentraci 10 mg/ml.
Poté byly bunééné suspenze 5 minut inkubovany pii teploté¢ 4 °C a nasledné sonikovany
velkou sondou pii amplitudé 40 % s nastavenim cykli zapnuto — 1 sekunda a vypnuto — 5
sekund s celkovou dobou sonikace 10 minut. Nakonec byly vzniklé lyzaty rozdéleny
centrifugaci (20000xg, 30 minut, 4 °C) na usazeny pelet zbytki bun¢k a supernatant
S rozpusténym proteinem.

5.9.2 Afinitni chromatografie

Supernatanty se odebraly a aplikovaly na 2 ml Ni?* kuli¢ek ekvilibrovanych pufrem W.
Kolona byla po pruchodu supernatantu (flow-through) pétkrat promyta pufrem W. Proteiny
navazané na matrix kolony byly tiikrat eluovany 6 ml (2BT-B-katenin®**71)/4 ml (2GT-B-
katenin FL a 2CT-B-katenin) pufru E.

5.9.3 Gelova filtrace

V centrifugaéni kyveté Vivaspin 20 (100.000 MWCO) se prvni a druhd eluce smichaly a
zakoncentrovaly do < 5 ml. Na kolonu Superdex S-75 (125 ml) ekvilibrovanou v pufru SEC
byla aplikovana koncentrovana eluce. Po gelové filtraci v pfistroji AKTA FPLC byly pomoci
dat z chromatografie identifikovany frakce obsahujici protein. Odpovidajici frakce byly
smichany a zakoncentrovany do < 750 ul (2BT-B-katenin'®71)/240 nl (2GT-B-katenin FL a
2CT-B-katenin) v centrifugacéni kyveté Vivaspin 20 (100.000 MWCO).

Pfed zmrazenim byl do roztoku s proteinem ptidan glycerol (vysledna koncentrace 10 %).
Protein byl rozdélen do alikvét po 20 pl (2BT-B-katenin'®°71)/10 ul (2GT-p-katenin FL a
2CT-B-katenin), Sokov€ zmrazen v tekutém dusiku a uskladnén na -80 °C.

5.10 Western blot

Metodou Western blot (téZ imunoblot) jsem detekovala proteiny aplikaci specifickych
protilatek. Vzorky proteinii se rozdelily na SDS gelu, z n¢hoz byly nasledné pievedeny
elektrickym proudem na PVDF (polyvinyliden difluorid) membranu aktivovanou v
methanolu. Po transferu byla membrana 1 hodinu blokovana v 5% roztoku odtu¢néného
mléka (pfipraveného rozpusténim 5 g praskového odtu¢néného mléka v 100 ml 1x TBS
pufru). Membréana s navazanymi proteiny se dale inkubovala ptes noc pii teploté 4 °C v 5%
roztoku odtuénéného mléka s primarni protilatkou, kterd se specificky vdze na sviij antigen
Vv podobé sledovaného proteinu. Néasledujici den byly membrany zbaveny nenavazanych
zbytkli primarnich protilatek promytim tfikrat 10 minut v 1x TBS pufru. Protoze jsou proteiny
samy o sob¢ ,neviditelné*, tedy nemaji schopnost emitovat svétlo, je tfeba membrany
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inkubovat v sekundarnich protilatkdch komplementarnich vuéi protilatkdm primarnim a
konjugovanych s emitujicim agentem HRP (horseradish peroxidase) — peroxidazou
ziskavanou z kotene kiene selského (Armoracia rusticana). Membrany byly v 5% roztoku
odtu¢néného mléka se sekundarnimi protildtkami inkubovany 1 hodinu pfi laboratorni teploté
a posléze trikrat 5 minut promyty 1x TBS pufrem.

Emitace navazaného HRP byla zahajena nanesenim roztoku chemiluminiscentniho HRP
substratu Immobilon Western. Vysledna luminiscence proteinti byla zdokumentovana na
pfistroji Fusion SL.

5.11 Autofosforyla¢ni analyza

Ulohou této metody bylo monitorovat autofosforylaci serinovych a threoninovych rezidui
purifikovanych kindz. Reakce o objemu 20 pl obsahovaly vzdy pfiblizn€ 1 ng kinazy a pufr
A. Od kazd¢ kinazy jsem vytvofila dvé kondice, jednu s 2,5 mM ATP (v mixu spole¢né s 3,5
mM MgCl>) a druhou kontrolni bez ATP. Inkubace vzorka pfi teploté 37 °C trvala 1 hodinu a
ukoncilo ji pfidani 10 pl 4x SDS nanaSeciho pufru.

5.12 Kinazova analyza

StéZejnim experimentem mého projektu byla kvalitativni analyza substratové specificity
jednotlivych kindz. Detekovana byla formace proteinového substratu fosforylovaného
kinazou in vitro.

Reakce o objemu 20 pl obsahovaly kindzu se substrdtem v pomeéru 1:40. Vysledna
koncentrace kinazy c¢inila 0,25 uM, substratu 10 uM. Mezi dalsi slozky reakéniho mixu
pattily pufr SEC, I mM ATP, 10 mM MgCl; a 1 mM EDTA. Soucasti sady reakci byla také
negativni kontrola v podob¢ vzorku pouze se substratem bez ptitomnosti kinazy.

Fosforylaci substratu kinazou jsem otestovala ve dvou ¢asovych intervalech: 1 hodina a pies
noc. Po uplynuti dané doby byly reakce zastaveny pfidanim 2x Laemmliho pufru v poméru
1:1 (t. 20 pl).
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6 VYSLEDKY

6.1 Mutageneze CKla a CKla-like

Aby bylo mozné aktivitu CKla a CKla-like exaktn¢ dolozit, vytvofila jsem kontrolni
katalyticky inaktivni kindzy. Ke generaci mutantnich variant byly navrzeny cCtyfi pary
primert, pfi jejichz designu jsme vychazeli ze znalosti aminokyselin klicovych pro chovani
kinaz. Mistné& fizenou mutagenezi byly do kodonu pro Lys*® (vazajici ATP) a do kodonu pro
Asp'3® (zprosttedkovavajici navazani fosfatu na proteinovy substrat) uvedeny bodové mutace.
Substituci jednoho nukleotidu v daném kodonu byly aminokyseliny regulujici fosforylaci
proteinového substratu zaménény za aminokyseliny jiné, které zminéné funkce postradaji.

Aminokyseliny Lys* a Asp!®* jsou jak v CKla, tak v CKla-like kodovany totoznymi
kodony, proto bylo pfi designu mutantnich variant obou kinaz postupovano stejné. Vysledny
navrh zahrnoval Ctyfi pary primeril, pfiCemz kazdy par odpovidal jedné z mutantnich verzi
CK1a®R CK1aP*¥N, CK1a-like"**R nebo CK1a-likeP*3N,

CKla 101 CGATCAACATCACCAACGGCGAGGAAGTGGCAGTGAAGCTAGAATCTCAG 150
FEErrrrrrrrr e e e e e berr et

CKlo K46R 101 CGATCAACATCACCAACGGCGAGGAAGTGGCAGTGAGGCTAGAATCTCAG 150

CKla 401 ACAGAGACATTAAACCAGATAACTTCCTAATGGGTATTGGGCGTCACTGT 450
PEEEra bttt et e et

CKlo D136N 401 ACAGAAACATTAAACCAGATAACTTICCTAATGGGTATTGGGCGTICACTGT 450

CKla-like 101 GCATCACCACCACCAACGGCGAGGAAGTAGCAGTGAAGCTGGAATCTCAG 150
FEEErrrrr e et r e e e Perr et

CKla-like K46R 101 GCATCACCACCACCAACGGCGAGGAAGTAGCAGTGAGGCTGGAATCTCAG 150

CKla-like 401 ACCGAGACATTAAACCAGATAACTTCCTGATGGGTACTGGGCGTCACTGT 450
PEEEra bttt et e e e r e e e e e

CKla-like D136N 401 ACCGAAACATTAAACCAGATAACTTCCTGATGGGTACTGGGCGTCACTGT 450

Obrazek 9: Navrh mutantnich kindz CK10*%R, CK1aP®®N, CK1a-like**®R a CK1a-1ikeP3N. Bodové mutace
(&erveng) byly uvedeny do kodonii pro Lys*® a Asp'® (Zlutg).

Reakce mistné fizené mutageneze obsahovaly vzdy podle zddané mutace urcity templat o
koncentraci 150 ng/ul a jeden ze Ctyf part navrzenych primert. Déle byly do reakce piidany
QS5 polymeraza, dNTP a reakéni pufr 5x Q5® buffer. Po PCR reakci mistné fizené
mutageneze byly produkty oSetfeny 1 pl restrikéniho enzymu Dpnl pti 37 °C po dobu 1
hodiny. Objem 10 pl z kazdé reakce byl transformovan do 100 pl kompetentnich bakterii
DHS5a. Bakterie byly nasledné kultivovany pii 37 °C ptes noc.
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Obrazek 10: PCR mistné fizené mutageneze. Reakce byly analyzovany elektroforézou v 0,8% agar6zovém gelu.
Produkty jsou oznaceny modrou Sipkou.

Nasledujici den jsem vybrala tfi bakterialni kolonie a inokulovala je do 11 ml LB média
s ampicilinem. Po izolaci plazmidu z téchto bakteridlnich kultur byla pfitomnost zadané
mutace verifikovana sekvenovanim. Plazmidy obsahujici poZadovanou mutaci byly pouzity
jako templaty pro klonovani mutantnich verzi do vektoru 438-B.

Na zaklad¢ vysledkt ze sekvenovani plazmida (provedeného externi laboratofi) jsem zjistila,
7e bylo dosaZeno vygenerovani mutantnich variant CK10%**R CK10P¥N a CK1o-likeK*R,

Pokus o uvedeni bodové mutace DI136N do genu pro CKla-like bohuZzel nebyl i pies
opakované snahy uspésny.

6.2 Priprava rekombinantnich plazmidi

Rekombinantni plazmidy pro expresi proteinti byly vytvofeny metodou LIC (podrobné viz
5.5.).

Geny pro CKla, CK1oK4R CK1aP?N CKla-like a CKla-likeX*R byly klonovany do
vektoru 438-B s Hise stitkem. Vektor 2B-T (taktéz s Hiss Stitkem) byl zvolen pro proteiny f3-
katenin FL (full length, tzn. standardni verze proteinu) a zkricenou verzi B-katenin®*®7
urCené k expresi Vv bakteridlnich bufikach. Po provedeni neuspésné purifikace konstruktu
2BT-B-katenin FL bylo tfeba zopakovat ptipravu rekombinantniho plazmidu B-kateninu FL,
tentokrat s vektory 2G-T (s Hiss a GST stitkem) a 2C-T (s Hiss a MBP stitkem).
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Nejprve byla provedena amplifikacni PCR. Od kazdého genu byly vytvofeny dvé reakce,
jedna senhancerem a druha bez. Pfitomnost enhanceru neméla na konecny vysledek
amplifikacni PCR zadny vliv.

CK].QK46R

M . +

CKla CKla-like

5000 bp 5000 bp

1500 bp
1000 bp |

1500 bp
1000 bp

CK1oP136N CK1a-like 4R

M - + - +

5000 bp

1500 bp

1000 bp

1 2 3 4 B

Obrazek 11: Amplifika¢ni PCR genti CKlo, CKla-like, CK1aX*R CK10P®N a CK1a-like®“R. Reakce byly
analyzovany elektroforézou v 0,8% agarézovém gelu. Produkty jsou oznaceny modrou Sipkou. Znaménka nad
gelem symbolizuji pfitomnost (+), anebo naopak absenci (-) enhanceru.

Produkty PCR oSetiené restrikénim enzymem Dpnl a purifikované QIA quick PCR
Purification Kitem byly dale opracovany T4 DNA polymerazou. Upraveny inzert byl smichan
s vektorem (taktéz upravenym T4 DNA polymerazou). Smés inzertu a vektoru byla
transformovana do 100 pl DH5a kompetentnich bakterii dle protokolu pro chemickou
transformaci do E. coli (podrobn¢ viz 5.4.).
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Prazdné a rekombinantni kolonie bakterii jsem mezi sebou rozlisila koloniovou PCR. Jako
templat v reakcich byl pouzit biologicky material ptimo z bakteridlnich kolonii. Primery byly
do reakci ptidany dle daného konstruktu.

CK1a-like

4

CK1a™3

CK1alikeX*s

M 1 2 3 4 5 6 7 8

5000 bp

1500 bp
1000 bp

Obrazek 12: Koloniova PCR plazmidéi 438B-CKla, 438B-CKlo-like, 438B-CK1oX*R, 438B-CK1aP N
a 438B-CK 1a-likek*6R, Reakce byly analyzovény elektroforézou v 0,8% agar6zovém gelu. Vybrané kolonie jsou

oznaceny modrou Sipkou.

PB-katenin FL (ve vektoru 2C-T)

Bkatenin FL {ve vektoru 26-T)
v 1 2 3 4 5 6 7 8 M 1 2 3 4 5 6 7 8
5000 bp 5000 bp
=3 == ;
. 4 L4 . 4 [ 4
1500 bp 1500 bp
g —-ﬂ---——m” LA ——— S —
' 'y
.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Obrazek 13: Koloniovd PCR plazmidi 2GT-B-katenin FL, 2CT-B-katenin FL, 2BT-B-katenin FL a 2BT-f-
katenin!3+671 Reakce byly analyzovény elektroforézou v 0,8% agar6zovém gelu. Vybrané kolonie jsou oznaceny

modrou Sipkou.

Dle elektroforetické analyzy jsem vybrala dvé bakterialni kolonie a inokulovala je do 10 ml
LB média s ampicilinem. Po izolaci plazmidu z téchto bakterialnich kultur byla izolovana
pDNA verifikovana sekvenovanim. Klony se spravnou sekvenci byly pouzity v dalsim
postupu k expresi (podrobné viz 5.6 a 5.7) a purifikaci (podrobné viz 5.8 a 5.9) proteint.

6.3 Purifikace proteinii

6.3.1 Purifikace proteini z hmyzich bunék

Pti purifikaci proteinti z hmyzich bunék jsem postupovala dle optimalizovaného protokolu

(podrobné¢ viz 5.8.).

V prubéhu afinitni chromatografie byly pribézné odebirany vzorky frakci z jednotlivych
krokli. Nasledna analyza odebranych frakci prosttednictvim SDS-PAGE mi umoZnila
rozpoznat, zdali byl protein natolik solubilni, aby po centrifugaci lyzatu zdstal rozpustény
V supernatantu a mohl byt nasledné eluovan z niklovych kulicek. Na SDS gelu jsem si proto
v§imala predevs§im mnozstvi proteinu ve frakcich "Eluce 1", "Eluce 2 " a "Eluce 3 ".
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Obrazek 14: Afinitni chromatografie proteinti CK1a, CK1aX4R CK 10PN, CKla-like a CK1a-likek46R, Frakce
byly analyzovany SDS-PAGE v 15% SDS gelu. Veskeré proteiny obsahovaly Hiss Stitek.

V prubéhu purifikace jsem se potykala s problémem nizké rozpustnosti kinaz. S vyjimkou
CKla bylo vétsi mnozstvi proteinit obsazeno v nerozpustné frakci bunécného peletu.
Nejmarkantngjsi byla nizkd rozpustnost mutanta CKla-like®®R, Z diivodu nedostate¢ného

vytézku nebylo dale s purifikaci CK10a-likek*®R pokracovano.

Prvni a druhd eluce proteini CKla, CK10K*R CK1aP¥¥N a CKla-like byly smichany,
koncentrovany a aplikovany na kolonu Superdex S-75. Po skonceni gelové filtrace jsem na
zaklad¢ pocitacem vyhodnocenych dat vybrala frakce s pfedpoklddanou piitomnosti proteinu
a ty dale analyzovala SDS-PAGE. Frakce s patrnou pfitomnosti proteinii jsem koncentrovala

a zamrazila na -80 °C.
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Obrazek 15: Gelova filtrace proteintt CK1a, CK1aK46R, CK10P®N a CK1a-like. Frakce byly analyzovany SDS-
PAGE v 15% SDS gelu.

Na ptilozenych gelech je vidét, Z7e gelova filtrace CKI1oP™®*N nebyla tspé&sna.
Optimalizovanym postupem se mi podaiilo Gsp&iné purifikovat proteiny CKlo, CK1aK*R a
CKla-like (vSechny s Hise Stitkem).

CKla CKlakesR CKla-like

M/I/‘/I

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Obrazek 16: Purifikované proteiny CKla, CK1aX4® a CKla-like. Reakce pii stoupajicim mnoZstvi proteinu
byly analyzovany SDS-PAGE v 15% SDS gelu.
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6.3.2 Purifikace proteint z bakterialnich bunék

Pti purifikaci proteinii z bakteridlnich bunék jsem postupovala dle optimalizovaného
protokolu (podrobné viz 5.9).

Stejné jako pfi purifikaci proteinti z hmyzich bun¢k i1 v prab¢hu této afinitni chromatografie
byly pribézné odebirany a nasledn¢ analyzovany vzorky frakei z jednotlivych krokii.
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Obrazek 17: Afinitni chromatografie proteint B-katenin FL (s GST $titkem), B-katenin FL (s MBP §titkem) a -
katenin'®+67 (s Hiss stitkem). Frakce byly analyzovany SDS-PAGE v 10% SDS gelu.

Nejprve  byly provedeny pokusy o purifikaci konstrukti 2BT-B-katenin  FL
a 2BT-p-katenin!3*®™ prvni zmifiovany protein se nicméné purifikovat nezdatilo. Proto byly
navrzeny dva nové konstrukty proteinu f-katenin FL, konkrétné 2GT-B-katenin FL (s GST
Stitkem) a 2CT-B-katenin FL (s MBP §titkem). Afinitni chromatografie novych konstrukti -
kateninu FL byly jiz ispésné.

Prvni a druhd eluce protein 2GT-B-katenin FL, 2CT-p-katenin FL a 2BT-B-katenint®67
byly koncentrovany a aplikovany na kolénu Superdex S-75. Po skonceni gelové filtrace jsem
na zékladé¢ pocitatem vyhodnocenych dat vybrala frakce s pfedpoklédanou piitomnosti
proteinu a ty dale analyzovala SDS-PAGE. Frakce s patrnou pfitomnosti proteinu jsem
koncentrovala a zamrazila na -80 °C.
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Obrazek 18: Gelova filtrace proteinti B-katenin FL s GST stitkem, B-katenin FL s MBP §titkem a B-katenint3467
s Hise Stitkem. Frakce byly analyzovany SDS-PAGE v 10% gelu.

Optimalizovanym postupem se mi podafilo uspésné purifikovat proteiny B-katenin*#%71 (s

His6 stitkem), B-katenin FL (s GST stitkem) a -katenin FL (s MBP stitkem).

B-katenin FL B-katenin FL

B-katenin”“'s”j (GST étitek) (MBP ititek)

1 2 3 4 1 2 3 4 5 6 7

Obréazek 19: Purifikované proteiny B-katenin!®*671 B-katenin FL (s GST stitkem) a B-katenin FL (s MBP
stitkem). Reakce pfi stoupajicim mnozstvi proteinu byly analyzovany SDS-PAGE v 15% SDS gelu.

6.4 Autofosforyla¢ni analyza
Schopnost CK1la a CKla-like provadét autofosforylaci byla otestovana autofosforyla¢ni

analyzou. Pro srovnani byla do experimentu zahrnuta mutantni verze CK10X*R, Od kazdé
kinazy byly vzdy vytvoieny dv¢ reakce, jedna s ATP a druha kontrolni bez ATP.
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Zakladnim prfedpokladem tohoto experimentu bylo, ze CKlo, jak jiz bylo ukazano
v minulosti, bude provadét autofosforylaci, zatimco mutant CK10*°R nebude autofosforylace
schopen z divodu zamérného naruseni ATP-vazebné kapsy. Protoze tato prace je prvni, ktera
se podrobné zabyva CKla-like, nad potencialnim vystupem autofosforylacni analyzy této
kinazy se dalo pouze polemizovat.

CKla CKlaX4eR  CKla-like

+ -+ -+ - +/- ATP

200 kDa
116 kDa
97 kDa

66 kDa
55 kDa

45 kDa

CK1 isoformy b { . o e 36 kDa

29 kDa
24 kDa

20 kDa

Obrazek 20: Vysledky autofosforylaéni analyzy. Reakce byly analyzovany SDS-PAGE v 12% SDS gelu.
Znaménka nad gelem zna¢i pfitomnost (+), nebo naopak absenci (-) ATP.

Na gelu si lze povSimnout, Ze ptidani ATP do reakci s CKla a CKla-like zpiisobilo posun
vysledného produktu ve srovnani s kontrolnimi reakcemi bez ATP. Navazanim fosfatu se
snizuje elektroforeticka mobilita kinazy. U CK1aK*R se tento posun neprojevil, ¢imz byla
potvrzena nutnost normalni ATP-vazebné kapsy pro provedeni autofosforylace.

Diky autofosforylacni analyze jsem prokazala status CKla-like jakozto katalyticky aktivni
isoformy kinaz z rodiny CK1.

6.5 Kinazova analyza

Substratovou specificitu CK1a a CKla-like jsem determinovala metodou kinazové analyzy.
Obé dvé¢ isoformy jsem srovnala s kindzou CKlg, jez také reguluje Wnt/B-katenin signalizacni
drahu. V in vivo modelech bylo pozorovano, ze CK1a fosforyluje signalni protein B-katenin a
CK1e fosforyluje signalni protein Dvl3, jeden ze tfi paralogli proteinu Dvl. V této praci jsem
testovala substratovou specificitu téchto kinaz vici proteinovym substratim B-katenin a DvI3
in vitro. Zaroven byla testovana substratova specificita CK1a-like, pficemz jeji proteinové
substraty nejsou dodnes znamé.
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Fosforylaci substratu kindzou jsem testovala ve dvou ¢asovych intervalech: 1 hodina a pftes
noc. Testovanymi kindzami byly mnou purifikované CK1a, mutantni CK10¥*R a CK1a-like
a také CKlg a zkracena verze CK 113! poskytnuté laboratoii Konstantina Tripsianese, Ph.D.
Substraty mély podobu proteinu B-katenin FL (GST Sstitek) a zkracenou verzi proteinu
DvI3%%-4% zahrnujici aktivni domény tohoto proteinu, které jsou in vivo fosforylovany CKle.

Reakce se substratem DvI3 byly provedeny vzdy ve dvou podminkach, jedné s ATP a druhé
kontrolni bez ATP. Jak lze vidét na pfilozenych SDS gelech, v reakcich bez ATP
k fosforylaci Dv13 nedoslo, coz potvrzuje, ze fosforylace je zavisla na ATP. Fosforylace je
podminéna pfitomnosti kinazy, protoze v negativnich kontroldch se substratem bez kinazy
k fosforylaci Dv13 nedochazi, bez ohledu na pfidani ATP.

Vysledky kinazové analyzy ukazuji, ze DvI3 je in vitro fosforylovan kindzami CKla,
CKlo-like, CKle a CK1&12%, Co je zajimavé, dle geld lze usoudit, ze DvI3 je in vitro vice
fosforylovan CK1la nez CKle. Fosforylovany produkt se nezformoval u kontrolni katalyticky
inaktivni CK1a4R,

ATP +ATP ATP +ATP
2 8 3 o 2 Q 2 2 9 o 2 Q
g R 2gh g8 E gk 9 & 3ok gif i
Mo 5 55 P 5 g8 55 F & m M ¢ 5 § 5 5 8 g8 5F 5 &M
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Obrazek 21: Kinazova analyza se substratem Dvl3 v ¢asovych intervalech 1 hodina (vlevo) a pfes noc (vpravo).
Reakce byly separovany SDS-PAGE v 15% SDS gelu. Symbol @ znac¢i negativni kontrolu v podob¢ reakce se
substratem bez pfitomnosti kinazy.

Reakce se substratem f-katenin byly provedeny za ptitomnosti ATP. Pti analyze vysledki
bylo postupovano odlisné, nez pii reakcich s Dv13. Po separovani vzorkt v 8% SDS gelu byla
provedena metoda Western blot (podrobné viz 5.10.). Fosforylovany B-katenin byl detekovan
protilitkou Phospho-B-Catenin (Ser45) zaznamenavajici fosforylaci aminokyselin Ser®,
kterou in vitro fosforyluje CK1a.

Fosforylovany B-katenin byl detekovan v reakcich skindzami CKla, CKla-like, CKle
a CK1g!®%, Mira fosforylace B-kateninu jednotlivymi kindzami je pomérné stejna. U
negativni kontroly k fosforylaci f-kateninu nedoslo. Mensi reziduélni fosforylace, pozorovana
ve vzorku s katalyticky inaktivni CK1aX*R, je pravdépodobné zpiisobena vyssim mnozstvim
substratu nebo aplikaci vétStho mnozstvi detekujici protilatky, nejednd se vSak o vysledek
CK1aR,
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Obrazek 22: Kinazova analyza se substratem B-Katenin v ¢asovych intervalech 1 hodina (vlevo) a pies noc
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negativni kontrolu v podob¢ reakce se substratem bez ptitomnosti kinazy.
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7 DISKUZE

Cilem této prace bylo pfipravit experimentalni systém pro determinaci substratové specificity
kinaz CKla a CKla-like. Vystupem projektu byl test schopnosti autofosforylace
purifikovanych kinaz a analyza jejich substratové specificity vici proteinim B-katenin a DvI3,
které jsou kliCovymi signalnimi molekulami Wnt/B-katenin signaliza¢ni drahy.

7.1 Charakterizace CKla-like

V této praci prinasim viubec prvni informace 0 charakteru kinazy CK1a-like. Autofosforyla¢ni
analyzou jsem ukazala, ze CK1o-like je katalyticky aktivni kinazou s funkéni ATP-vazebnou
kapsou. Zaroven jsem diky kinazové analyze zjistila, ze CKla-like je schopna fosforylovat
proteiny B-katenin a DvI3 in vitro. Lze ptfedpokladat, ze CKla-like ma vliv na regulaci
Wnt/B-katenin signaliza¢ni drahy, coZ otevira prostor pro nové analyzy CK1a-like in vitro i in
Vivo.

7.2 Substratova specificita CK1a a CKla-like

Substratovou specificitu CKla a CKla-like vuéi proteinim B-katenin a DvI3 jsem srovnala
skinazou CKle. Vin vivo modelech byly pozorovany odlisné role CKla a CKlg
v signalizani draze Wnt/B-katenin. CKla, kterd je soucasti p-katenin-destrukéniho
komplexu, fosforyluje protein B-katenin na aminokyseliné Ser*”®. CKle fosforyluje proteiny
Dvl. Otazka, co zpusobuje odlisné substratové preference téchto kinaz, vsak dosud
zodpovézena nebyla. Jednou z hypotéz bylo, ze odlisna substratova specificita CK1la a CKle
je zplsobena rozdily v kindzdch samotnych, resp. interakci kindza-substrat, kdy vlastnosti
kindz CK1la a CKleg jim umoziuji fosforylovat pouze urcity substrat, tedy CK1a fosforylovat
pouze B-katenin a CK1g fosforylovat pouze Dvl.

Aplikaci mého experimentalniho systému jsem zjistila, ze preference CK1a a CKleg in vitro se
vicéi substratim B-katenin a Dvl3 nelisi. Obé dvé kinazy jsou schopné fosforylovat oba
zminéné substraty, coz plati také pro CKla-like. Timto jsem ukazala, ze CK1a, CK1a-like a
CKle jsou in vitro redundantni. Samotna interakce kinaza-substrat tedy neni tim, co
zpusobuje odlisnou substratovou specificitu kindaz CK1a a CKlg in vivo. Preference substratu
je podminéna néjakymi externimi €initeli pfitomnymi v bunce.

Teorii, co navadi CK1la a CKle k jejich substratim v burice, je vice. Muze se jednat naptiklad
o rizné scaffoldové proteiny, které ptitahuji pouze urcitou kinazu. V souvislosti s fosforylaci
B-kateninu se jako mozny interakéni partner pro CKla nabizi scaffoldovy protein Axin.
Nicméné analyzou vazebnych mist Axinu bylo odhaleno, Ze s timto proteinem interaguje i
CKle [75].

Dals§i moznou teorii je subcelularni lokalizace jinymi proteiny tak, aby CKla zlstala
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Vv cytoplazmé a CKle se piiblizila k cytoplazmatické membrané, kde nasledné¢ fosforyluje
proteiny Dvl. Potencidlnim pokraCovanim vyzkumu by tudiz mohla byt identifikace proteinti
navade¢jicich kinazy in vivo.

Muzeme se také domnivat, ze substratova specificita kindz ve Wnt/B-katenin signalizacni
draze je regulovana fosforylaci a defosforylaci kindz samotnych. Fosforylace studovanych
kinaz na jejich C-konci, at’ uz jinou kinazou, anebo sebou, ma inhibitorni u¢inky [76]. Je tedy
mozné, ze CKla a CKle jsou v pribéhu Wnt/B-katenin signaliza¢ni drahy podrobovany
riznym fosforylacim a defosforylacim, ¢imz je regulovana fosforyla¢ni aktivita kindz vici
substratim. Blize by tento myslenkovy konstrukt mohl byt validovan studiem interakce kinaz
senzymy fosfatazami, které katalyzuji defosforylaci. Krom¢ fosforylace se na regulaci
substratové specificity kinaz mohou podilet i dalsi proteinové modifikace. Bylo zjisténo, ze
CKla je napt. v rdmci jiné bunééné signalizacni drahy, p53, upravovana tzv. nedylaci, tedy
navazanim malého ubikvitinu-podobného proteinu NEDDS8 [77]. Proto by se dal$i vyzkum
mohl vydat cestou identifikace pfesnych proteinovych modifikaci regulujicich aktivitu kinaz
ve Wnt/B-katenin signalizac¢ni draze.

7.3 Isoformy CKla

V mé praci jsem se zaméfila vyhradné na kanonickou isoformu kindzy CKla, isoformu 2.
V soucasné literatufe se autofi zminuji o Ctyfech isoformach CKla (viz 2.4.1.). Databaze
gnomAD [79] vsak uvadi 11 mozZnych variant alternativniho ptepisu genu CSNKI1AI.
Charakterizovat jednotlivé isoformy blize v ramci Wnt/B-katenin signaliza¢ni drahy by mohlo
byt tématem navazujiciho projektu.

59



8 ZAVER

Kinazy jsou dualezitymi regulatory mnoha bunéénych signalizacnich drah, jejichz deregulace
muze vést k rozvoji zavaznych onemocnéni. V mé praci jsem se zaméiila na charakterizaci
kinaz CK1la a CK1a-like v ramci signaliza¢ni drahy Wnt/B-katenin.

Cilem této prace bylo pfipravit vhodny experimentalni systém a pouzit jej pro determinaci
substratové specificity CKla a CKla-like in vitro. V piipravné fazi jsem optimalizovala
expresi a purifikaci kindz CKla, CKla-like a proteinu B-katenin, jenz je substratem kindzy
CKla in vivo. Metodou kinazové analyzy jsem testovala in vitro substratovou specificitu
CKla a CKlo-like vici proteinim B-katenin a DvI3 ve srovnani s kinazou CKle, jejimz
fyziologickym substratem je Dv13. Mé vysledky ukazuji, ze in vitro funguji CK1a, CK1a-like
a CKle redundantné, tedy ze in vitro jsou tyto kinazy schopné fosforylovat jak B-katenin, tak
Dvl3. Timto jsem dosla k zav€ru, Ze substratova specificita kinaz in vivo nepochazi z nich
samotnych, ale je ovlivnéna externim Cinitelem v buiice.

Tato prace je zaroven prvni publikaci popisujici CKla-like. Na zakladé mych vysledkl 1ze
fici, ze CKla-like je katalyticky aktivni kinazou se schopnosti fosforylovat 3-katenin a DvI3
in vitro.

Vyzvou pro mij dalSi vyzkum je identifikovat Cinitele v buiice ovlivitujici substratovou
specificitu CKla a CKla-like in vivo. Dale bych chtéla blize objasnit roli CKla-like ve
Wnt/B-katenin signalizacni draze a upfesnit tak souCasnou predstavu o fungovani této
signaliza¢ni drahy. Vysledky této prace pfispivaji k pochopeni biologie kindz CK1la a CKla-
like scilem zlepsit 1é¢bu onemocnéni myelodysplasticky syndrom a akutni myeloidni
leukémie inovativnimi inhibitory téchto kinaz.
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Biosciences.

V listopadu 2021 jsem se na zakladé mych vysledku stala soucasti projektového tymu
spolupracujiciho s laboratoii prof. Stefana Knappa na Univerzit¢ Johanna Wolfganga
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