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Abstrakt

Wnt signalizace je velmi dilezitou drahou pro vyvoj a rust bunék. V této signalizaci hraje
podstatnou roli fosforylace, kterou provadi mimo jiné kasein kindzy rodiny CK1. Tato rodina
u Cloveéka obsahuje Sest proteinii rGznych funkci a struktur, kédovanych riiznymi geny.
Signalizac¢ni kaskada zacind vazbou molekuly Wnt na receptory cilové buniky. Tim je zahdjen
slozity fetézec navazujicich a vzajemné se ovliviijicich reakci, pohanény a zaroven inhibovany
aktivitou CK1 kindz. Kazda kindza ma v této signalizaci jinou funkci, ale jejich funkce se
mohou piekryvat. Za urc¢itych podminek mohou nekteré zménit své chovani z aktivacniho na
inhibicni. Tato prace se pokousi rozebrat CK1 ¢leny jednotliveé a ukazuje jejich ulohy ve Wnt

signalizaci podle nejnovéjsich védeckych poznatki.

Whnt signaling is very important pathway for cell development and growth. The critical aspect
of the signaling is phosphorylation which is performed, among others, by kasein kinases from
the CK1 family. In human there are six proteins in this family with different structures and
functions coded by several distinct genes. The signaling cascade starts with coupling of a Wnt
molecule to target cell receptors. This initiates complicated process of subsequent and mutually
affected reactions. This process is driven and also inhibited by the activity of CK1 kinases. Each
kinase plays a specific role in the signaling, however their functions may overlap. Under certain
conditions, some kinases can change their behavior from activating to inhibitory. This thesis
characterizes CK1 members separately and depicts their tasks in the Wnt signaling according

to the latest academic papers.
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Uvod

Wingless/Int-1 (zkracen¢ Wnt) kanonickd signalizace je jedna ze zékladnich drah fidicich
proliferaci bun¢k v téle. Hraje dilezitou roli v raném embryonalnim vyvoji nebo pii nddorovém
bujeni. Dale kontroluje naptiklad formovani télnich os, ur€ovani bunééného osudu, proliferaci

nebo migraci bunék.

Kanonickd Wnt draha je tvofena proteiny, které se vzajemné ovliviiuji, aby pak v konecném
dasledku mohlo dojit k expresi Wnt fizenych genli. Molekula Wnt je syntetizovana a
sekretovana ze signalizatni builky a kcilové buiice pfistupuje extracelularné. Na
cytoplasmatické membran¢ cilové bunky se vaze na dva receptory Frizzled (Fz) a lipoprotein
receptor-related protein 5 nebo jeho blizce ptibuzny LRP6 (déle jen LRP5/6), se kterymi vytvori
komplex. Po vazbé Wnt se na tento signalizacni komplex intracelularné¢ véze protein
Dishevelled (Dvl), polymeruje a spojuje receptorové komplexy k sobé za tvorby signalozomu.
Fosforylace LRP5/6 kindzami GSK-3f a CKly pfitdhne na membranu protein Axin a s nim
degradac¢ni komplex. Degrada¢ni komplex pti neptitomnosti Wnt signélu fosforyluje B-katenin
a sméruje ho tim k degradaci. Vazbou na LRP je ale deaktivovan, B-katenin je stabilni, hromadi
se v buice a pronika do jadra, kde se vaze na T cell factor/lymphoid enhancer factor (TCF/LEF)

a aktivuje transkripci cilovych genit Wnt signalizace.

Signalizace v buiice probihd pifes modifikace proteinli, jednou ztéchto modifikaci je
fosforylace, kterou zajiSt'uji proteiny — kindzy. Ve Wnt signalizaci jsou velmi dillezité kasein
kinazy z rodiny CK 1. Jedna se o kinazy, které mohou fosforylovat Siroké spektrum substrati a
tim se Gcastnit riznych déju. Kromé Wnt signalizace zasahuji také napiiklad do fizeni drahy
proteinu Hedgehog, membranového transportu, udrZzovani cytoskeletu, cirkadiannich rytmd,

oprav DNA nebo jeji transkripce.

Do rodiny CK1 patfi nékolik kinaz, z nichZ vétSina je zapojena do Wnt drahy. Prvni z kinéz, se
kterou se ve Wnt draze setkdvame je CKle, ktera je trvale navazéana na LRP5/6 a aktivuje Dvl.
Dalsi kinazou z rodiny je CK1y, ta fosforyluje koreceptor LRP5/6 a umoziuje tak jeho vazbu
ptes protein Dvl s receptorem Fz. CKla se pak nachazi v degrada¢nim komplexu a plisobi na
Wnt drahu antagonisticky fosforylaci f-kateninu vedouci k jeho degradaci. CK16 se funkéné i
strukturné znacné prekryva s CKle (Cheong and Virshup, 2011; Del Valle-Pérez et al., 2011a;
Cruciat, 2014).



Kasein kinazy 1

V sedmdesatych letech, pti zkoumani AMP (adenosin monofosfat) dependentnich kinaz, byly
objeveny kindzy nezéavislé na této molekule. Jejich objev zpusobil velky rozmach v oblasti
zkoumani kindz a fosfataz. Nové objevené kindzy za ptitomnosti fosfatového donoru ve forme
molekuly ATP (adenosin trifosfat) nebo GTP (guanosin trifosfat) fosforylovaly preferencné
kasein na rozdil od fosvitinu, proteinu pouzivaného pro zkoumani fosforylace. Protoze jejich
metabolicka funkce nebyla jesté¢ znama, dostaly ndzev kasein kinaza 1 a kasein kinaza 2 (Kumar

and Tao, 1975).

Pozdéji se zjistilo, ze tyto kindzy jsou konzervovany napti¢ eukaryoty od kvasinek az po
cloveka. U ¢Eloveéka bylo nalezeno Sest kinaz patticich do rodiny CK1 (a, 6, €, y1, y2 ay3) a
dalsi sestiihové varianty CKla, 9, € a y3. Nekdy jsou kinazy této rodiny nazyvany isoformami,
piestoze jsou kodovany rozdilnymi geny. Existuje 1 CK1, ta byla ale zatim nalezena pouze u

skota, proto se ji v této praci zabyvat nebudeme (Schittek and Sinnberg, 2014).

Struktura

Kasein kinazy jsou serin/threoninové kinazy, vyuZivajici hydroxidovou skupinu k pfipojeni
fosfatu na serin nebo threonin. V nékterych piipadech se ukézalo, Ze jsou schopné za

specifickych podminek fosforylovat i tyrosin (Pulgar ef al., 1996).

Rodina CK1 vykazuje nejvyssi homologii v kindzové doméng. Tato doména se vyznacuje
malym N-koncovym lalokem, vétsi C-koncovou kapsou a katalytickou Stérbinou, kam se vaze
substrat a ATP (Prostorovy model viz obr. 1). Vramci CK1 rodiny se kindzovd doména
sekvencné shoduje minimalné z 50 % zatimco s ostatnimi Ser/Thr kindzami jen v 21 % a méné.
Od ostatnich kinaz se 1i$i v subdoméné VIII, kde chybi Asp-Phe-Gly motiv pro ostatni kinazy
typicky (Gross and Anderson, 1998). Nejvétsi rozdily v rodiné CK1 kinaz 1ze nalézt v C-
koncové doméng, jejiz délka se mize pohybovat od 24 az po 200 aminokyselin (AK) rtiznych
sekvenci. C-koncova doména tak urCuje z Casti specifitu a zajiStuje regulaci aktivity téchto
kinaz. Ptikladem mtize byt CK16 a CK1g, které se v katalytick¢é doméné shoduji z 98 %, ale na
C-konci je homologie pouze 53 % (Fish ef al., 1995). Také délka nekatalytické N-koncové
domény se milize pohybovat v rozmezi 9-76 aminokyselin. Celkova velikost kindz se pohybuje

od 37 pro CK1la do 51 kD pro CK1y3 (Schittek and Sinnberg, 2014).
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Obr. 1. Tercialni struktura CK10 bez variabilniho C-konce vytvorend v PyMolu. Obrdzek nejvice vievo zobrazuje usporadani
sekundadrnich struktur kindzové domény, kterou tvori dva laloky. Na N-konci prevazuji -listy, na C-konci a-helixy. Na ostatnich
trech obrazcich jsou zobrazeny barevné struktury specifické pro jednotlivé kindzy a Sede konzervované sekvence. Hnéda
vyznacuje vazebné misto pro ATP (ptevzato z Cheong and Virshup, 2011)

Substratova specifita a funkce

Kasein kindzy jsou obvykle pozitivné nabité s isoelektrickym bodem vySSim nez 9, proto
preferuji kyselé substraty. Nejcastéji rozpoznadvané aminokyseliny jsou ty s kyselymi zbytky
v pozici n-3 jako naptiklad D-X-X-S/T. Nejvyssi afinitu maji pro motiv s piipojenym fosfatem,
napiiklad pS/pT-X-X-S/T, kde p znaci fosforylovanou AK (serin nebo threonin), X jakoukoliv

a podtrZeni je cilova aminokyselina, ktera bude fosforylovana. (Cheong and Virshup, 2011).

Ackoliv fosfat je nejCastéji rozpoznavanou molekulou, neni pro reakci nezbytny. Nekteré
substraty totiZ neobsahuji kyselou ani fosforylovanou AK v pozici n-3 od cilové aminokyseliny.
Napftiklad B-katenin, ktery je primarné fosforylovan CKla na Ser45, tyto vlastnosti nema.
Obsahuje ale S-L-S motiv nasledovany po 2-5 AK smérem k C-konci skupinou kyselych zbytka
(viz obr. 2). Po otestovani na vice substratech se tato vlastnost u nékterych proteinti ukazala byt
pro rozpoznani kasein kindzou 1 nezbytna. Byla ale 15-25krat méné u¢inna neZ vySe zminéna

fosforylovana aminokyselina. (Marin et al., 2003).



NF-AT4 residues 178-195 DASSCESLSHIYDDVDSE

B-Catenin 39-58 ATTTAPSLSGKGNPEEEDVD
Armadillo 50-66

(B-catenin AVTQVPSLSGKEDEEME

of Drosophila)

Obr. 2. Porovnani sekvenci jaderného faktoru NF-AT4 (clovek), [-kateninu (clovek) a Armandilla (B-katenin
drosofily). Zvyraznené jsou podobné motivy, které mohou byt rozeznavany CK1 (prevzato z Marin et al., 2003)

V komplexnéjSim pohledu na cely dé&j se ukazuje, Ze pro interakci kinazy a substratu jsou
dilezité nejen rozpoznavané sekvence, ale i tercialni struktury obou proteind. U proteini NFAT
(jaderny faktor aktivovanych T-bun€k) a PER (Period protein, ucastni se udrzovani
cirkadiannich rytmt) se nachazi rozpoznévany motiv daleko od fosforylované aminokyseliny a
bylo prokazano, ze kinaza interaguje s povrchem substratu na vice mistech, coz by mohlo
naznacovat, ze se substraty chovaji jako leSeni a snazi se kindzu nastavit do spravné pozice
(Cegielska et al., 1998; Cheong and Virshup, 2011). C-terminalni konec kinazy se miize naopak
chovat inhibi¢cné a blokovat jak vazebné misto, tak i naslednou fosforylaci jiz navazaného
substratu (Dahlberg et al., 2009). Tato regulace bude pravdépodobné mozna jen u kinaz

s del$im C-koncem jako je napiiklad CK19, € nebo y3.

Kasein kindzy jsou stale intenzivné zkoumany a je pravdépodobné, ze jejich substraty, a tudiz
1 rozpoznavané motivy a mechanismy urcujici jejich specifitu, budou ptibyvat. N&které z nich
jsou zakomponované v signalnich drahach jakou je naptiklad Wnt/B-kateninova signalizace. Ta
zatim obsahuje nejvice nalezenych substrati téchto kindz (viz tab. 1). Dale se také nachézi
v draze proteinu Hedgehog (diferenciace bunék), v signalizaci proteinu p53 (transkripéni
faktor, senzor pro poSkozeni DNA). Dalsi substraty l1ze nalézt v draze PI3K/AKT (reguluje

bunéény cyklus) a signalizaci bunécné smrti (Schittek and Sinnberg, 2014).



Zkratka Cely nazev CK1 fosforylacni mista
ue: S1279, S1392, S1504, S1505,

APC Adenomatous polyposis coli o,d,e | S1507,S1510
AXINI, 0, , &,
AXIN2 Axin 1 and 2 vl
CTNNBI Beta-catenin 0,0, |uaad: S45

Nuclear factor of activated T-
NFATC3 cells o T204, S207, T210, S211, S215
DVL1-3 Dishevelled 1-3 5,871
CSNK1D Casein kinase 1 delta €
FZD1, FZD5 | Frizzled1 a5 vl
GSK3A, Glyckogen synthase-kinase
GSK3B alpha and beta vl
WNT3A Wingless 3A vl

Tab. ¢. 1. Substraty CK1 ve Wnt signalizaci s fosforylacnimi misty. Tabulka obsahuje pouze biochemicky otestované proteiny.
Upraveno podle (Schittek and Sinnberg, 2014).



CKla
Struktura a vlastnosti

Kasein kinaza alfa je svou velikosti nejmensi z rodiny. Podle studie z roku 1991 je jeji velikost
37,6 kDa a tvofti ji 325 aminokyselin (izolovano z hovéziho mozku, Rowles et al., 1991). Tato
kinaza ma 4 sestfihové varianty, které vznikaji bud’ vlozenim kratSiho insertu S (12 AK)
doprostied katalytické domény, nebo delSiho insertu L (28 AK) do blizkosti C-konce. Vznikaji
tak 4 sestfihové varianty CKla, CKlaS, CKlaL a CKlaLS, které se lisi napiiklad svoji
kinadzovou aktivitou, biochemickymi vlastnostmi, stabilitou nebo buné¢nou lokalizaci. (Burzio

et al., 2002; struktura viz. obr. 3.).

CK1ta

CK1aS S

CKiclL

CK1alS

Obr. 3. Sestrihové varianty CKla. Schématické zobrazeni vsech sestiihovych variant: CKla, CKlaS, CKloL a
CKl1aLS (upraveno podle Burzio et al. 2002).

Funkce

Bylo zji§téno, Ze v interfazi bunécného déleni se isoforma alfa nachazi na cytosolickych
vezikularnich strukturdch v blizkosti ER markerti ¢asto spojenych s mikrotubuly. V profézi se
zac¢ina hromadit v okoli centrozému a astralnich mikrotubuld. Pozd¢ji se pfesouva na mitoticka
vieténka. B&hem telofaze se potom vraci zpét k centrozému. Pfesna funkce v bunééném déleni
dosud neni znama, ale lze ji odhadovat na zakladé podobného chovani homologické kinazy
HRR25, ktera reguluje segregaci chromozémi, meidzu a opravu DNA u kvasinek (Brockman

etal., 1992).

V oocytech mysi ve stadiu zarodecného vacku byla nalezena na plasmatické membrané, u
sekundéarnich oocytli na delicim vieténku. Pii fixaci bunék v metafdzi druhého meiotického
déleni byla kinaza nalezena na délicim vieténku. Po oplodnéni se piesouva do prvojader, kde

zustava az do prvni mitozy, pii které CK1a 1ze nalézt opét na délicim vieténku. Po tomto déleni



zustava rozptylena v cytoplazmé s vysSi akumulaci kolem jadra. Lokalizace kindzy byla
zjistovana pomoci CK1la protilatek. Pokud byly tyto protilatky injikovany do oocytl té€sné po
oplozeni, prodlouzila se signifikantné¢ doba pfed prvnim délenim a byla zjiSténa blokace
jaderného importu pro CK1. To by mohlo naznacovat roli v syntéze DNA, kterou podporuje 1
studie na embryich drosofily, kdy po plsobeni y-zaieni, které zplisobuje dvojretézcové zlomy

v DNA, se CK1a piesunula do jadra (Santos et al., 1996; Gross et al., 1997).

Prozkoumang;jsi funkci u této kinazy je ovliviiovani apoptozy pies TRAIL (Tumor necrosis
factor—related apoptosis-inducing ligand), ktery je jednim z ptirozenych zpiisobti boje téla proti
nadorovym buitkkdm. Bylo dok4zdno na nékolika riznych nadorovych liniich, Ze pfi inhibici
CKla (nebo €) se stavaji bunky nachylnéjsi k ptisobeni TRAIL proteinu a snadnéji podléhaji
apoptdze (Izeradjene et al., 2004).

Dalsi role CKla je v regulaci apoptozy pies Fas ligand, ve které hraje kli¢ovou roli stépeni
proteinu Bid. Fragment Bid pak vstupuje do mitochondrii, kde indukuje uvolnéni
proapoptotickych faktori. Pokud je Bid fosforylovan CK1, neni St€pen a bunécéna apoptdza je
oddalena. Stejnou regulaci miize provadét i CKle. (Desagher et al., 2001).

Ve vysokych koncentracich CK1a se in vitro podafila fosforylace tumor supresoru p53, in vivo
se tento efekt neprokazal (vliv fosforylace p53 na bunétné pochody viz kapitolu

CK16)(Knippschild et al., 2005).

CKla je také schopna fosforylovat nékteré receptory naptiklad m3 muskarinovy receptor a
rodopsin. Spekuluje se také o tom, ze dokdze fosforylovat i jiné receptory spfazené s G-
proteiny. Dale je schopna fosforylovat insulinovy receptor a RXR skupinu receptrora retinoveé

kyseliny (Knippschild et al., 2005).

Nejprozkoumangjsi funkei je ale jeji ticast v degradaci B-kateninu a Wnt signalizaci. Tato
kinaza je soucasti destruk¢niho komplexu, ktery se bez ptitomnosti Wnt molekuly pohybuje
volng v cytoplasmé&. Zde vychytdva B-katenin a vaze ho na strukturni proteiny Axin a APC,
které ho drzi na misté pro fosforylaci (Kimelman and Xu, 2006). V tomto piipadé CK1a provadi
primarni fosforylaci na Ser45, ktery rozpoznava diky S-L-S motivu a kyselym koncim
aminokyselin, jak bylo popsano v kapitole vySe . Déle je B-katenin na n¢kolika dalSich mistech
fosforylovan kindzou GSK3, rozpoznan B-TrCP podjednotkou ubiquitin ligdzy, ubiquitinovan

a smérovan k degradaci (Amit et al., 2002; Marin et al., 2003).



Za pritomnosti Wnt signdlu je CK1a pfitaZzena spolu s destrukénim komplexem na membranu.
Fosforylaci Axinu, na ktery je konstitutivné pfipojena, mize zesilovat jeho afinitu vici

fosforylovanému LRP5/6 (Del Valle-Pérez et al., 2011a).



CKly

Struktura a vlastnosti

Kasein kindza gamma je podrodina kinaz, kterd ma tfi ¢leny — CKly;, CKly, a CKlys o
molekuldrnich hmotnostech 43 kDa 45,5 kDa a 49,7 kDa. Kasein kindza y3 muze mit
pravdépodobné navic dalsi sestfihové varianty. V kindzové doméné jsou kindazy CK1y mezi
sebou homologické z vice nez 90 %. Pii porovnéavani kindzové domény s ostatnimi ¢leny CK1
rodiny je shoda uz jen 50-59 % v této domén¢. Mohlo by se proto zdat, ze kinazy do této rodiny
nepatii. Jejich ptislusnost byla potvrzena ptitomnosti charakteristickych motivii CK1 kinaz a
jejich stejnymi biochemickymi vlastnostmi. Kindzy gamma maji z CK1 nejblize ke

kvasinkovym homologtim kasein kinaz (Zhai et al., 1995).

Dalsi vlastnosti, kterou se 1iSi od ostatnich kinaz CK1 rodiny je jejich vazba lipidovou kotvou
na membranu. C-termindlni konec obsahuje motivy potenciondlné modifikovatelné
palmitoylaci (TKCCCFFKR), kterd by mohla zptsobovat pfipojeni na membranu. Pokusy
dokézat tuto skutecnost probihaly v HEK293T bunkach pfipojenim zlutého fluorescencniho
proteinu na CKly, ktery potvrdil jeji kolokalizaci s membranou. Pfi odebrani C-koncové
domény se CK 1y ocitla v cytosolu a jeji signalizaéni funkce ve Wnt signalizaci byla pterusena.
Kinazova aktivita byla ale zachovana, z ¢ehoz Ize soudit, Ze membranova doména je dilezita

pro funkci ve Wnt signalizaci (Davidson ef al., 2005).
Funkce

Nejvice prozkoumand funkce této kinazy je ve Wnt signalizaci. CK1y je ve Wnt signalizaci
ptipojend na Wnt koreceptor LRP5/6, ktery mé né€kolik CK1 fosforylovatelnych mist. Delecemi
v S/T klastrech na LRP6 byly objeveny dvé oblasti nutné pro kooperaci s CK1y. Po napojeni
obou téchto oblasti na Wnt-inaktivni LDL minireceptor (analogni k LRP6) byl tento protein
schopen spustit Wnt signalizaci na rozdil od minireceptorti pouze s jednou touto oblasti.
Testovanim riznych substituci byla také prokazana dulezitost CK1y a obou fosforylovanych

motivll pro nasmérovani Axinu na membranu (Davidson ef al., 2005).

V §ir§im pohledu pak byl testovan ucinek injikované mRNA CK1y do animélniho p6lu embryi
drapatky. To vedlo k nadprodukci CK1y v tomto misté a vyvoji bezhlavého embrya. Pti injekci



mRNA dominantné¢ negativni formy CK1y vznikala embrya s redukovanymi trupy a ocasy,
naopak hlavova cast a cementové zlazy byly zvétSené. Tyto fenotypy odpovidaji hyper- a
hypoaktivaci Wnt drahy, proto z toho lze soudit, ze ma CK1y ve Wnt signalizaci nezbytnou a

zéaroven dostacujici roli (Davidson et al., 2005).
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CK1o

Struktura a vlastnosti

CK139 je jednou z nejvétsich kinaz rodiny. Byla charakterizovana v roce 1993 tymem Paula
Gravese. Jeji velikost predikovana z cDNA byla 428 aminokyselin, coz je pfiblizné 49 kDa.
Kromé¢ velké 4,1 kb mRNA izolovali z kralika také 1,9-2,2 kb velké mRNA zlomky, z nichz
nekteré odpovidaly CK16 a usuzuji z toho tedy, Ze by se mohlo jednat o sestfihové varianty této

kinazy (Graves et al., 1993).

Obecné se kasein kindzam piisuzuje konstitivni aktivita. U CK19 a ¢ to ale tak Gplné€ neplati.
Ukézalo se, Ze jsou schopné jak in vitro, tak in vivo autofosforylace C-koncovych regulacnich
domén a sami sebe inhibuji. V aktivnim stavu je v buiice udrzuji fosfatazy, kindzy tak neustale
prochazeji cykly fosforylace a rapidni defosforylace. Zna¢né snizeni aktivity kasein kindz d a €
po ptidani okadaové kyseliny nebo calyculinu A vedlo k pfesvédceni, ze fosfatazy, které se na
defosforylaci podileji, jsou podobné PP1 a PP2A (Rivers et al., 1998). Pozdé&ji byla tato
skute¢nost potvrzena pro PP2A na CKleg, kdy je kinaza touto fosfatdzou aktivovana ve Wnt

signalizaci (Vinyoles et al., 2017).

Funkce

CK139 se diky své vysoké homologii ucastni velmi podobnych d¢ji jako CK1e. Naptiklad mize
interagovat s destrukénim komplexem pies Axin a pfedpoklada se, ze je schopna fosforylovat

B-katenin misto CK1la na Ser45, stejné jako CK1e (Amit et al., 2002).

Na rozdil od CKleg byla vSak nalezena ve nezvykle zvySené koncentraci u nékterych subtypti
rakoviny prsu. U bun¢k SV40 indukoval negativn€ dominantni mutant prsni karcinom. Pfi
hloubé&jSim prozkoumavani se ukazalo, ze inhibice CK18 zabratiuje B-kateninové aktivité a
zpusobuje tak apoptdzu rakovinnych bun¢k. CK16 je tedy pro pieziti a riist rakovinnych bunék
dalezita z hlediska udrzeni B-kateninové signalizace. Bylo také zjiSténo, ze tato zavislost se
odviji od typu buiiky a jejiho prostiedi. Tym Laury Rosenberg vytvofil molekulu SR-3029,
kterd by méla velmi siln€ a specificky uml¢ovat funkci CK19. SR-3029 je tak molekulou, ktera
by se m¢la podrobit dal§im testim, které by ukéazaly vhodnost molekuly pro 1é€cbu téchto typi

karcinomt (Rosenberg et al., 2016).
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CKle

Posledni z kasein kinaz objevenych u obratlovct je epsilon. Tato kindza byla podle cDNA
predikovana na 416 aminokyselin a 47,3 kDa. Kindzovda doména je s ostatnimi kinazami
z rodiny shodnd ve 53-98 %. Homologicky nejblize jsou si s CK19, az v 98% v kindzové

doméng¢ (Fish et al., 1995).

CKle neni konstitu¢né aktivni, jako je tomu u ostatnich kasein kindz 1. Podléha totiz

autoinhibici (vice viz. CK 19, struktura a funkce).

Funkce

CKle, stejné tak jako CKla, se mlze ucastnit jak aktivacnich, tak inhibi¢nich d&i Wnt
signalizace. V inhibici se naptiklad ukazuje v destrukénim komplexu, kde fosforyluje APC a
zvysuje tak jeho afinitu k B-kateninu (Ha ef al., 2004). Pravdépodobné muze fosforylovat ve
spolupraci s GSK-3p 1 B-katenin na Ser45 misto CKla a smérovat ho tim k degradaci, stejné
jako CK16 (Amit et al., 2002). Inhibi¢né na kanonickou Wnt signalizaci ale ptsobi i fosforylace
Dvl3 zpasobena CK e na C-koncovych klastrech, kterd zméni elektroforetickou mobilitu DvI3

a ma negativni vliv na jeho polymeraci (Bernatik ef al., 2014).

Kasein kinaza epsilon ma vSak také pozitivni vliv na Wnt signalizaci. U vys$Sich eukaryot je
kinaza konstituéné vdzéna na p120-katenin a ptes néj dale na e-kadherin a koreceptor Wnt
molekuly LRP5/6 a to i bez Wnt stimulace. pl120-katenin ma zitejmé roli v aktivit¢ CKle,
protoZe pfi jeho eliminaci se aktivita CKle snizuje. Uvazuje se o mozné blokaci inhibicni
autofosforylace vazbou na tento protein. Tato fosforylace dale spousti Dvl polymeraci a dalsi
predani signalu. Déale mtze ve spolupraci s CK1y fosforylovat LRP5/6 a zesilovat tak interakci
mezi LRP5/6 a Dvl. Bylo zji§téno, Ze pfitomnost komplexu p120-kateninu a CK1¢ je nezbytna
pro ¢asné reakce na Wnt (Casagolda ef al., 2010; Bernatik et al., 2014).

Dalsi aktivitou CKle ve Wnt signalizaci je fosforylace p120-kateninu a E-kadherinu, ktera
preruSuje vazby E-kadherinu, jak s LRP5/6, tak s p120-kateninem. Tim se komplex CKle a
p120-kateninu odpojuje od membrany a uvoliluje pro vazbu na Kaiso, inhibitor Wnt signalizace
(vice niZe v kapitole Regulace za ptitomnosti Wnt, Odd¢leni komplexu p120-kateninu a CK g,

Del Valle-Pérez et al., 2011b).
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Kasein kinazy 1 ve Wnt draze
Regulace bez pritomnosti Wnt

Za neptitomnosti Wnt molekuly zlstavaji jeho receptory Frizzled a LRPS nebo 6 na membrané
oddéleny a destrukéni komplex volné v cytoplasmé. Destrukéni komplex obsahuje axin jako
strukturni protein drzici vSechny c¢leny pohromadé; tumor supresorovy protein APC
(Adenomatous polyposis coli protein) a dvé kinazy GSK-3f (glykogen syntaza kinaza-3f) a
CK1. Na axin se muze vazat CK1a, 6 a €, nejcasteji se vSak vaze forma o a zaroven se ukazuje
pro degradaci B-kateninu nepostradatelna (Cruciat, 2014). Dokézaly to pokusy na mysich, kde
byla vytvofena kondicionalni delece CK1a lokalizovana pouze do stfev. Tato mutace zplsobila
stabilizaci B-kateninu a silnou Wnt odpovéd (Elyada et al., 2011). CKla v destrukénim
komplexu primarné fosforyluje B-katenin na Ser45, a stimuluje tak k fosforylaci GSK-3f. Ta
fosforyluje B-katenin postupné na dalSich 3 pozicich Thr41, Ser37 a Ser33. Posledni dvé
fosforylované aminokyseliny jsou rozpoznavany B-TrCP podjednotkou U3 ubikvitin protein
ligazy, kterd B-katenin ubikvitinuje a nasledn¢ vede k degradaci v proteasomu. V tomto stavu

tak nedochézi k prepisu Wnt ovladanych gent (Liu et al., 2002; Cruciat, 2014).

Regulace za pritomnosti Wnt

Formace receptorového komplexu

Wnt je sekretovany protein, ktery putuje od signaliza¢ni buniky k bunice cilové. K té pfistupuje
zvnéjsku a vaze se na receptor Fz a koreceptor LRP5/6. Receptor Frizzled je protein
prochazejici 7krat membranou a obsahujici domény bohaté na cystein, diky kterym méa k Wnt
vysokou afinitu a vaze jej tedy relativné pevné. Koreceptor LRP5 nebo 6 prochdzi membranou
pouze jednou, ma k Wnt mensi afinitu, zato vSak ma vazebnych mist né€kolik a dokdze nezavisle
véazat ne€kolik riznych isoforem Wnt, coz by potencionalné¢ mohlo podpofit tvorbu vétSich
receptorovych komplexti (Niehrs, 2012). Na LRP5/6 je navazan membranovy protein E-
kadherin (pfevazuje v epitelidlnich buitkach) nebo N-kadherin (pfevazuje v nervovych
bunikach), ktery je spojkou na komplex p120-kateninu a CK1¢ (Casagolda et al., 2010). CKleg
je pak aktivovana Fz vazanou PP2A fosfatazou. Aktivovana CKle fosforyluje nejdiive Dvl na
Ser280 a Ser311 v PDZ doméng¢ a tim ho aktivuje (Bernatik et al., 2014; vice v kapitole CK g,

funkce). Poté fosforyluje své vazebné partnery p120-katenin a E-kadherin a zeslabuje tim vazbu
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E-kadherinu, jak na LRP5/6, tak na p120-katenin. Komplex p120-kateninu a CK 1€ se odpojuje

do cytoplasmy pro dalsi reakce Wnt signalizace.

Formace signalozomu

Aktivovany protein Dvl ma schopnost polymerace ptes DIX doménu. Stejnou doménu, pies
kterou polymeruje, obsahuje také Axin (DAX). Agreguji tak receptorové komplexy k sob¢ za
tvorby signalozomu. Shlukovani téchto komplexti zptisobi vysokou lokélni koncentraci
receptord, kterd aktivuje kinazu CKly pro fosforylaci LRP5/6 (popsano nize). Mutanti Dvl
s blokaci polymerace nebyli schopni agregovat a LRP5/6 nebylo fosforylovano. Polymerace
Dvl se tak jevi nezbytna pro dalsi signalizaci (Bilic ef al., 2007; Schwarz-Romond et al., 2007;
Fiedler et al., 2011).

Zaroven je fosforylovana cytosolickd doména LRP5/6, ktera obsahuje 5 PPPS/TPxS motivu,
kde P znaci prolin, S/T znaci serin ¢i threonin a x libovolnou AK (pro zjednoduseni dale jen
PPPSP motiv). Tyto motivy jsou pro signalizaci kritické. Mutace nebo substituce v tomto
motivu, zejména na Ctvrté pozici v serinu i threoninu zabranuji iniciaci signalizace. Zaroven
se ukazalo, Ze uz jeden tento motiv je schopen signal spustit. Dalsi pridané PPPSP motivy pak

signalizaci nasobné zesiluji (Tamai ef al., 2004; Davidson ef al., 2005).

Primarni fosforylaci PPPSP motivll zajistuje kindza GSK3. Byly ale objeveny 1 dalsi kinazy,
které se zdaji byt diileZité pro fosforylaci motivii PPPSP jako naptiklad kindzy GRKS a GRK6
(G protein-coupled receptor kinase). Témito fosforylacemi je vytvofeno vazebné misto pro
CKl1y a ta pokracuje ve fosforylacich na dalSich mistech v S/T klastru a mezi PPPSP motivy.
BliZe byl pak lokalizovan cil fosforylace CK1y jako T1479 smérem k C-konci cytosolické
domény a T1493 umistény 2 AK smérem k C-konci za prvnim PPPSP motivem. Obég
fosforylace, jak PPPSP motivi, tak S/T motivil, jsou dulezité pro vytvoreni vazebného mista

pro Axin (Davidson ef al., 2005; Zeng et al., 2005; Chen et al., 2009).

Fosforylace LRP5/6 se stale jevi jako ne zcela prozkoumany déj. Nekteré zdroje tvrdi, Ze
fosforylovany Dvl nejprve pfitahuje na membranu destrukéni komplex a az poté je LRP5/6
fosforylovano GSK3 vézanou v destrukéniho komplexu. Dalsi zdroje pfisuzuji primarni
fosforylaci jiné isoformé GSK3, ktera je vazand na membrané ¢i davaji dileZitost jinym

kindzam, které by mohly LRP5/6 fosforylovat (Zeng et al., 2005, 2008; Chen et al., 2009).
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PritaZzeni destrukcniho komplexu

Na fosforylovanou cytosolickou doménu LRP5/6 se vaze selektivné pouze fosforylovany Axin.
Fosforylovany Axin je aktivni, pfipraveny pro vazbu a smérovani B-kateninu k degradaci (Kim
et al., 2013). Axin se ptimo vaze na fosforylované LRP5/6 a s nim je na membranu pfitazen i
zbytek destrukéniho komplexu — CK1a, GSK3 a APC. CK1la v tomto komplexu pak fosforyluje
E-kadherin a p120-katenin a uvolnuje tak tyto dva proteiny spolu s CK1g pro dalsi reakce v 3-

kateninové signalizaci (Vinyoles et al., 2014).

GSK3 ma nizkou specifitu, a tudiz mnoho substratd, na které se mize vazat. Velké mnozstvi
téchto substratli je nahromadéno v signalozomu — Axin, APC, B-katenin a LRP5/6. Neni tedy
divu, Ze se na signalozom nenavéze jedna, ale hned nékolik GSK3, které jsou inhibovany a
oddéleny do multivesikularnich télisek. Velikost signalozomu se pak muze blizit velikosti

ribozomu (Taelman et al., 2010).

Oddéleni do endosomu

Signalozom, konkrétné¢ LRP5/6, kolokalizuje s kaveolinem v membranovych raftech a tvori
s nim komplex, jak bylo uk4azano v testech na LRP6 a kaveolinu-1 po pfidani Wnt-3a. K redukci
internalizace dochazi pii pfidani siRNA proti kaveolinu nebo Nynstatinu (vdZe se na cholesterol
a rozpousti lipidové rafty), coz poukazuje na roli kaveolinu v internalizaci. Nékteré testy také
ukdzaly, Ze kaveolin inhibuje vazbu B-kateninu na Axin v signalozomu, to by mohlo podpofit
akumulaci B-kateninu v cytoplasmé (Yamamoto ef al., 2006). S tvorbou vacku poméha také
ATPasa typu V, kterd vacek okyseluje a podporuje tak tvorbu ¢asného endosomu. Pozdéji je
tento endosom pfeménén na multivesikularni télisko (MVB) a destruk¢ni komplex se tak stava
prostorove oddéleny od cytoplasmy. Spole¢né s GSK3 jsou oddéleny do MVB poteiny Fz, Dvl-
2, Axin, LRP5/6 1 B-katenin. B-katenin zlistavd navazany na Axinu a fosforylovany na Ser37,
jak dokazaly fosfospecifické protilatky. Neni degradovan, nebot’ B-TrCP zistava v cytoplasmé.
VMVB tedy je P-katenin fosforylovan, zabranéno je pouze fosforylaci P-kateninu
v cytoplasmé (Vinyoles et al., 2014).

Za ptitomnosti mutaci v p120-kateninu a E-kadherinu bylo zabranéno oddé€leni signalozomu do
MVB. Za téchto podminek nebyla akumulace B-kateninu v cytoplasmé zcela zastavena, ale

stoupla pouze 2-2,5krat v zavislosti na pouzitych mutantech. Pfi obnové nemutovanym p120-
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kateninem stoupla koncentrace B-kateninu v cytoplasmé 4,5krat. U mutaci v kaveolinu se

projevila podobna reakce (Vinyoles ef al., 2014).

Oddéleni komplexu p120-kateninu a CK1¢

CKle fosforylovany pl20-katenin uvolnény do cytoplasmy ma jesté¢ dalsi funkci v draze.
Fosforylaci totiz ziskava afinitu k proteinu Kaiso, inhibitoru formace transkripéniho komplexu,
vaze se na n¢j a zabranuje jeho pusobeni proti transkripci. Bez inhibice vychytava Kaiso -
katenin a Tcf-4 a zabraniuje jejich vzajemné interakci a spusténi transkripce. Pfi Wnt signélu je
ale Kaiso blokovano vazbou p120-kateninu, formuje se komplex B-kateninu s Tcf-4, ktery se

vaze na DNA a spousti transkripci Wnt fizenych geni (Del Valle-Pérez et al., 2011Db).
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Zda se, ze o struktufe CK1 uz vime pomérné velké mnozstvi informaci. V databazich mizeme
nalézt tisice osekvenovanych proteinti. Od rostlin, hub ptes kvasinky az po obratlovce a
cloveéka. Zatimco u rostlin je zndmo o funkci homologi CK1 velmi maélo, u zivoc¢ichl jsou
poznatky o néco dale. Zndme substraty a drahy, kterych se CK1 tucastni a neni jich malo.
Diilezitou funkci maji pii vyvoji embrya pii urCovani bunécného osudu bunék. Zasahuji
pravdépodobné také do bunécného déleni a mozna hraji roli pii opravé DNA. Tyto dvé funkce
je tieba jesté hloubé&ji prozkoumat, nebot’ tyto domnénky byly zatim vyiceny pouze na zakladé

kolokalizace s cytoskeletem a jadernymi strukturami.

Rodina CK1 kindz se tc¢astni nékolika dulezitych signaliza¢nich drah v zivoté bunky. Jednou
z téchto drah je pravé Wnt/B-kateninova signalizace, kterou se tato prace primarné¢ zabyva.
Kazda z téchto kindz ma v signalizaci svou funkci, ale jejich funkce se mohou piekryvat. Velmi
vyrazné se toto projevuje u CK19 a ¢, kde se tyto kinazy €asto nachazi ve stejnych reakcich, na
stejnych substratech. Otazkou tedy je, které kasein kindzy jsou schopné se takto zastupovat a

za jakych podminek a s jakou specifitou.

Dalsi velmi zastfenou otazkou je jejich regulace. Predpokladana je konstitutivni, u CK16 a € se
vSak objevila inhibice autofosforylaci. Nalezeni regula¢nich mechanismil kasein kinaz by
mohlo vést k vyvoji 1éCiv nékterych typa karcinomt. Naptiklad, jak bylo zminéno vyse, u
nekterych subtypt rakoviny prsu se ve vétsi koncentraci nachazi CK19 a jeji u€innd a mifend
inhibice v lidském téle by pravdépodobné nador potlacila. Stejny potencial by ale mohly mit

vSechny kinazy této rodiny. V této oblasti vidim moZnost rozvoje pro aplikovanou védu.
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