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Abstrakt

Scaffolding protein Dishevelled (Dvl) je klicovou soucéasti Wnt signalizacnich
kaskad. Podili se na fad¢ biologickych procest, kterymi jsou naptiklad proliferace,
diferenciace a migrace bun€k, urCovani bunééné polarity a také obnova kmenovych
bunék. Je nepostradatelny pro spravny vyvoj embrya i tkanovou homeostazu v dospélosti.
Proteinovy regulator cytokineze (PRC1) patfi mezi proteiny asociované s mikrotubuly.
Podili se na tvorbé centralniho svazku antiparalelnich mikrotubull (tzv. spindle midzone)
v pribéhu bunécného délenti, ktery pfedchazi vzniku kontraktilniho prstence a je nezbytny

pro spravny prub¢h cytokineze.

V nasi laboratofi byl PRC1 identifikovan jako potencialni interakéni partner
DVL3. Tato diplomova prace je zaméfena na vymezeni interakéniho rozhrani mezi DVL3
a PRCI1 s vyuzitim TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence) mikroskopie. K tomuto
ucelu byly navrzeny, exprimovany a purifikovany piirozen¢ se vyskytujici formy DVL a
PRCI1 ajejich zkracené varianty. Bylo zjisténo, ze PRCI1 interaguje se v§emi izoformami
DVL a pro interakci mezi PRC1 a DVL3 je nezbytnd N-terminalni ¢ast PRCI1 a Ze na
interakci se zfejm¢ podili DEP doména DVL3.

Kli¢ovéa slova: Dishevelled 3, DVL3, Proteinovy reguldtor cytokineze 1, PRCI,

interak¢ni rozhrani, TIRF mikroskopie



Abstract

Scaffolding protein Disheveled (Dvl) is a key component of Wnt signaling
cascades. Dvl participates in a number of biological processes, such as cell proliferation,
differentiation and migration, determination of cell polarity, and also stem cell self-
renewal. It is therefore indispensable for the correct embryo development and tissue
homeostasis in adulthood. The protein regulator of cytokinesis (PRCI1) is a
microtubule-associated protein. PRC1 is involved in spindle midzone formation during
cell division. Spindle midzone precedes the contractile ring assembly and is essential for

normal cell cleavage.

In our laboratory, PRC1 was identified as a putative interaction partner of DVL3.
This master thesis is focused on delineation of the interaction interface between DVL3
and PRCI1 using TIRF microscopy (Total Internal Reflection Fluorescence microscopy).
To this end, full-length DVL and PRC1 proteins together with their truncated variants
were designed, expressed and purified. It was discovered that PRCI1 interacts with all
three DVL isoforms and the N-terminal part of PRC1 is required for the interaction
between PRCI1 and DVL3. Furthermore, the DEP domain of DVL3 is likely involved in

PRClinteractions.

Key words: Dishevelled 3, DVL3, Protein regulator of cytokinesis 1, PRCI,

interaction interface, TIRF microscopy
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1 Teoreticky uvod

1.1 Dishevelled (Dvl)

Dishevelled, v pirekladu ,rozcuchany”“ je nazev proteinu, jehoz gen byl
identifikovan u mutantti Drosophila melanogaster (Fahmy and Fahmy, 1959). Své jméno
dostal na zakladé¢ pozorovani zmény fenotypového projevu, kterd spocivala v
neusporadané orientaci chloupka na téle a kiidlech octomilky. AZ v roce 1987 bylo
zjisténo, ze se Dishevelled (u bezobratlych oznacovan jako Dsh) v ¢asném embryonalnim
vyvoji u octomilky podili na uréeni polarity t€lnich segmentti transdukci Wnt signélu
(Perrimon and Mahowald, 1987). Dishevelled (u obratlovcti ozna¢ovany jako Dvl) se také
ucastni gastrulace u Xenopus laevis (Sokol, 1996) a Danio rerio (Heisenberg et al., 2000).
Identifikovéany byly 1 tfi mys$i (Dvll, Dv12, Dv13) [(Sussman et al., 1994);(Klingensmith
et al., 1996);(Tsang et al., 1996)] a tfi lidské homology (DVL1, DVL2, DVL3) [(Pizzuti
et al.,, 1996);(Seménov and Snyder, 1997)]. Domény Dvl jsou evolu¢né vysoce
konzervované a jednotlivé izoformy maji Castecné specifické a castecné navzijem

zastupitelné funkce (Etheridge et al., 2008).

Dvl se jako tzv. scaffolding protein zapojuje do fady biologickych procesii a je
nezbytnou soucasti Wnt signalizace, kde je jeho hlavni tlohou pfijem, zpracovani a
nasledné predani signdlu k dalsim efektoriim signaliza¢ni kaskady. Dvl hraje vyznamnou
roli v procesech proliferace, diferenciace a migrace bun€k, napomaha ur€ovani bunécné
polarity a obnové kmenovych bun€k Podili se tedy nejen na spravném embryonalnim

vyvoji, ale 1 na udrzeni tkanoveé homeostdzy v dospélosti.
1.1.1 Struktura Dvl

Dvl proteiny se sklddaji zhruba z 600-750 aminokyselin a vzdy obsahuji tii
konzervované domény — DIX, PDZ a DEP s vysokou homologii (Boutros and Mlodzik,
1999), prosttednictvim kterych Dvl interaguje se svymi vazebnymi partnery (obrazek 1).
Jednotlivé domény jsou oddéleny dlouhymi flexibilnimi linkery, které obsahuji dalsi
evoluéné konzervované ¢asti — bazickou oblast (mezi DIX a PDZ doménou) a oblast
bohatou na prolin (mezi PDZ a DEP doménou). Dvl obsahuje také jaderny lokalizaéni
signal (NLS) a jaderny exportni signal (NES) [(Itoh et al., 2005);(Gan et al., 2008)].
Celkova struktura Dvl proteinil neni zndma, ale prostorova struktura jednotlivych domén

jiz byla u nékterych homologli objasnéna (obrazek 2).
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Obrazek 1: Doménové usporadani Dvl proteinu s vyznacenymi pozitivnimi a negativnimi

regulatory.

PDZ

Obrazek 2: Struktury jednotlivych domén Dvl. DIX a PDZ doména lidského DVL2, pdb kody
6JCK a 2REY; DEP doména mysiho Dvll, pdb kod 1FSH

1.1.1.1 DIX doména

DIX doména se nachéazi na N-konci Dvl proteinii a je také soucasti Axinu,
interak¢niho partnera Dvl ve Wnt signalizaci, kde se nazyva DAX. V obou ptipadech je
doména slozena zpéti B-listh ajednoho o-helixu. Tato doména je nezbytnd pro
kanonickou Wnt signaliza¢ni kaskadu, protoZze umoznuje polymeraci Dvl, ktera je nutna
pro transdukci signalu. Polymerace je dynamickd a reverzibilni. Vytvari se
homooligomery DIX-DIX (Schwarz-Romond et al, 2007), DAX-DAX a
heterooligomery DIX-DAX v ,head to tail* uspofadani, pfi¢emz afinita DIX-DIX je
nejvyssi, nasleduji heterotypické interakce DIX-DAX/DAX-DIX a nejnizsi je afinita
DAX-DAX (Yamanishi et al., 2019). To je v souladu s hypotézou, ze DIX-Dvl polymer
interaguje s DAX doménou Axinu, a tim rekrutuje destrukéni komplex k Wnt
receptorovému komplexu na plazmatické membrané, ale také rozruSuje DAX-Axinové
polymery, které jsou nezbytné pro fungovani destrukéniho komplexu a proteazomalni

degradaci B-kateninu (Fiedler et al., 2011). Dal$im interakénim partnerem DIX-Dvl je

2



protein Frodo, ktery pozitivné reguluje Wnt signalizaci v ¢asném embryonalnim vyvoji

Xenopus laevis (Gloy, Hikasa and Sokol, 2002).

1.1.1.2 PDZ doména

PDZ doména je béznou soucasti signalnich proteini a Casto zprostfedkovava
protein-proteinové interakce s kratkou sekvenci C-konct cilovych proteinti. Centralni
doména PDZ (Post-synaptic density disc large, and Zonula-occludens-1) Dvl proteini je
sloZzend ze dvou a-helixii a Sesti B-listd (Zhang et al., 2009) a ucastni se kanonické i
nekanonické Wnt signalizace. Je mozné, ze se PDZ doména podili i na rozliSovani mezi

kanonickou a nekanonickou drahou (Wallingford and Habas, 2005).

PDZ doména Dvl je interak¢nim mistem mnoha proteinti kanonické i nekanonické
signalni drdhy. Napiiklad interaguje s kratkym sekvenénim motivem na C-konci
receptoru Frizzled (KTxxxW, kde x je jakékoliv aminokyselina), coz umoziuje lokalizaci
Dvl na plazmatické membrang, a také prenos Wnt signalu uvnitt builky (Wong et al.,
2003). Proto se PDZ doména Dvl stala atraktivnim terapeutickym cilem pro mozné
zeslabeni Wnt signalizace, kterd je patologicky zesilena u riznych typi onemocnéni.
Naptiklad byl syntetizovan inhibitor s nazvem FJ9, ktery interaguje s PDZ doménou Dvl
a zabranuje tak interakci Dvl s receptorem Frizzled v lidskych nadorovych bunkach (Fujii
et al.,2007). Dalsi interakéni partner PDZ-Dvl, ktery se podili na aktivaci Wnt signalizace
je napiiklad receptor z rodiny tyrosin-kindz Ryk. Ryk se G€astni Wnt signalizace pfi
vyvoji nervové soustavy. Jako koreceptor pro Frizzled napoméaha vazbé Wnt ligandl a
interaguje s Dvl (Lu et al., 2004). Dalsimi aktivatory Wnt signalizace interagujici s PDZ
doménou Dvl jsou kasein kindza 1 a 2 (CK1, CK2) [(Willert ef al., 1997);(Klimowski et
al., 2006)], B-arrestin (Bryja et al, 2007), Daaml (Dvl associated activator of
morphogenesis 1) (Habas, Kato and He, 2001), FOXK1/2 (Wang et al., 2015) a Vangl1/2
(Torban et al., 2004). Mezi negativni regulatory, které naopak potlacuji Wnt signalizaci
patii Idax (Hino et al., 2001), Naked cuticle (Nkd) (Wharton et al., 2001), CXXC5
(CXXC-type zinc finger protein 5) [(S. H. Lee ef al., 2015);(Lee et al., 2017)] a Notch
(Axelrod et al., 1996).

1.1.1.3 DEP doména

C-termindlni DEP (Dishevelled Egl-10, pleckstrin) doména Dvl je tvofena tfemi

a-helixy, B-vlasenkou a dvéma kratkymi B-listy. Tato doména figuruje v kanonické i



nekanonické draze stejné jako PDZ-doména a podili se také na translokaci Dvl
k plazmatické membrané (Pan et al., 2004) a jeho vazbé k transmembranovému receptoru
Frizzled (Tauriello et al., 2012). Konkrétné monomery DEP interaguji s Frizzled, kde
dochazi ke zvyseni jejich lokalni koncentrace, ktera vede k dimerizaci DEP. Dimery
DEP-Dvl dale propojuji a usnadiiuji tvorbu heteropolymertt DIX-DAX Dvl a Axinu, coz
je klicovy krok pro stabilizaci B-kateninu (Gammons et al., 2016). DEP doména se také

podili na ubikvitinylaci Frizzled v nepfitomnosti Wnt signalu (Jiang et al., 2015).

Dalsi interakéni partnefi DEP-Dvl, ktefi pozitivné reguluji Wnt signalizaci jsou
naptiklad diversin podilejici se na gastrulacnich pohybech a formovani srdce u Danio
rerio (Moeller et al., 2006) a APC protein (Adenomatous polyposis coli) regulujici
dynamiku fokalnich adhezi (Matsumoto et al., 2010).Déle také PKCC (proteinkinaza C)
fosforyluje a tim stabilizuje DEP-Dvl (Veldzquez, Castafieda-Patlan and Robles-Flores,
2017). A naopak napiiklad Prickle (Pk) vazbou DEP-DvI negativné reguluje PCP drahu
(Jenny et al., 2005). Dal$imi negativnim regulatory Wnt signalizace jsou podjednotka G
proteinu Gfy a protein Dapper. Jejich interakce s DEP-Dvl napomahaji degradaci Dvl
v lysozomu [(Jung et al., 2009);(Zhang et al., 2006)]

1.1.1.4 Dalsi konzervované ¢asti Dvl

Mezi jednotlivymi doménami Dvl se nachéazi dal$i dvé evolu¢né konzervované
oblasti. Ob& se nachazi v blizkosti PDZ domény a pravdépodobné se ucastni
protein-proteinovych interakci, které tato doména zprosttedkovava. Bazicka oblast je
naptiklad zapojena do interakci PDZ-Dvl s EFX doménou proteinu Nkd (Naked cuticle)
v embryonalnim vyvoji octomilky (Rousset et al., 2001) a oblast bohata na prolin zfejmé
participuje na interakci s proteiny obsahujicimi SH3 doménu (Penton, Wodarz and Nusse,
2002). Dvl obsahuje také jaderny lokaliza¢ni signal (NLS) a jaderny exportni signal
(NES). NLS motiv IXLT (kde x je jakékoliv aminokyselina) lezi mezi PDZ a DEP
doménou a NES motiv M/LxxLxL se nachazi na C-konci za DEP doménou [(Itoh et al.,
2005);(Gan et al., 2008)]. Dale se v bazické oblasti a oblasti bohaté na prolin nachazi

dilezita fosforylacni mista.



1.1.1.5 Post-translaéni modifikace Dvl

modifikaci Dvl. Dvl je fosforylovan mnozstvim proteinkindz. CK2/PAR1 konstitutivné
fosforyluji Dvl v bazické oblasti a PDZ doméné. Jedna se o tzv. priming fosforylaci, ktera
po vazbé Wnt ligandu umoziuje fosforylaci prostiednictvim CKle, ke které dochazi
v Casti PDZ a oblasti bohaté na prolin. Nasledné¢ Dvl polymeruje, je rekrutovan axin,
fosforylovan LRP5/6 (Low density lipoprotein 5 and 6) az je nakonec spusténa
transkripce fizend TCF-4 (T-cell factor 4). Dalsi fosforylace pomoci CKle vyzaduje
nestrukturovany C-konec Dvl a vede k depolymeraci a inaktivaci Dvl. CKleg tak zfejmé
reguluje intracelularni aktivaci a také ukoncuje Wnt signalizaci. (Bernatik et al., 2011).
Rizné proteinkindzy fosforyluji Dvl na odlisSnych specifickych mistech coz muze
regulovat aktivitu Dvl i1 v rlznych signalizacnich drahach. Napiiklad CKle a PAR1
fosforyluji a tim aktivuji Dvl v kanonické Wnt signalizaci a soucasné inhibuji
Dvl-signalizaci ucastnici se JNK/PCP signalizace [(Sun et al., 2001);(Cong, Schweizer
and Varmus, 2004)]. Fosforylace na C-konci naopak reguluje Dvl negativné, protoze
inaktivuje kanonickou Wnt signalizaci (Witte et al., 2010). DalSimi kinazami
fosforylujicimi Dvl jsou NEK2 (NMA-related kinase 2) (Cervenka et al., 2016), RIPK4
(Receptor-interacting protein complex 4) (Huang et al, 2013) a PLK1 (Polo-like
kinaza 1) (Kikuchi et al., 2010). Dale Dvl také podléha ubikvitinylaci, coz vede k

modifikacemi jsou také metylace a acetylace [(Wu ef al., 2012);(Sharma et al., 2019)]

1.1.2  Zapojeni Dvl v kanonické Wnt signalizaci

Kanonickd Wnt signalizace je prvni popsanou a nejvice prostudovanou Wnt
signalni drahou. Casto se také oznaduje jako Wnt/B-katenin signalizaéni draha a reguluje
bunécnou proliferaci, diferenciaci, tkdfiovou homeostazu, obnovu kmenovych buné¢k a
embryogenezi. Deregulace v této signalizaci vede k riiznym onemocnénim vcetné

tumorigeneze (Clevers, 2006).

V nepfitomnosti Wnt ligandu je transkripéni koaktivator B-katenin fosforylovan
cytoplazmatickym destrukénim komplexem sloZzenym z Axinu, APC (Adenomatous
Polyposis Coli), GSK-3f (glykogen syntdza kinidza 38) a CKla (kasein kindza la) a
nasledné oznafen k degradaci v proteazomu pomoci B-TrCP (B-transducin repeat

containing protein) [(Ikeda ef al., 1998);(Kishida et al., 1998)]. Po vazbé Wnt ligandu na
5



transmembranovy receptor Frizzled a koreceptor Lrp5/6 (Low density lipoprotein 5 and
6) dochazi k fosforylaci a aktivaci Dvl a jeho vazbé¢ na Frizzled (Bernatik et al., 2014).
Poté Dvl oligomerizuje a tim napoméha shlukovani komplexu Frizzled-Lrp5/6 a
formovani signalozomu. Také rekrutuje Axin k plazmatické membrané (Gammons et al.,
2016), ¢imz dochazi k destabilizaci destrukéniho komplexu, ktery neni schopen oznacit
B-katenin k degradaci. Zaroven je umoznéna fosforylace intracelularni casti Lrp5/6
(motiv PPPSPxS) pomoci GSK-38 a CK1. To zapficiiuje asociaci Axinu s Lrp5/6, coz
vede k amplifikaci signalu (Zeng et al., 2008). B-katenin je stabilizovan v cytoplazmé a
po dosazeni urCité koncentrace translokuje do jadra, kde asociaci s TCF-4 (T-cell
factor 4) napomaha transkripci cilovych gent, naptiklad c-myc a cyklinu D1 [(He et al.,
1998);(Tetsu and McCormick, 1999)].

Dvl také v ramci kanonické Wnt signalizace translokuje do jadra, kde se spole¢né
s c-Jun, TCF-4 a B-kateninem podili na regulaci transkripce. Dvl pfimo interaguje s c-Jun
a B-kateninem a naruSeni této interakce vede k potlaceni transkripce Wnt cilovych genti
(Gan et al., 2008). Jadernému transportu Dvl ziejmé napomahaji transkripcni faktory
FOXK1/2 (Forkhead box protein K1/K2), a tim pozitivn¢ reguluji kanonickou Wnt
signalizaci (Wang ef al., 2015) (obrazek 3).

Wnt ON

Wnt OFF

: _Frizzled

Axin GSK3

CK1 9. -

Degradace v
proteazomu

Obrazek 3: Kanonicka Wnt signalizace. V nepritomnosti Wnt signdlu je f-katenin fosforylovin
CK1 a GSK-3B vdestrukcnim komplexu a nasledné oznacen E3 ubikvitin ligazou p-TrCP
k degradaci v proteazomu. Genova exprese je soucasné reprimovana interakci TCF-4



s represorem Groucho. Naopak pri vazbé Wnt ligandu na receptor Frizzled a koreceptor Lrp5/6
dochazi k aktivaci Dvl, destabilizaci destrukcniho komplexu, uvolnéni f-kateninu a jeho
translokaci do jadra, kde spousti expresi cilovych genii. DV je taktéz lokalizovan do jadra buiiky,
kde se spolecné s p-kateninem podili na regulaci genové exprese.

1.1.3 Zapojeni Dvl v nekanonické Wnt signalizaci

Stejné jako kanonickd Wnt draha je i nekanonickd Wnt draha aktivovana pomoci
vazby ligandli z rodiny Wnt na Frizzled. Nedochazi ale k regulaci genové exprese
pomoci B-kateninu. Prostfednictvim téchto drah je predevs§im regulovdna bunécna

polarita a cytoskelet.

1.1.3.1 Wnt/PCP draha

Prostfednictvim Wnt/PCP (Planar cell polarity) signalizace dochazi hlavné
k regulaci polarity epitelialnich bun¢k ve tkanich. U obratlovct tato dréha tidi naptiklad
migraci bunék béhem konvergentni extenze (migrace bun¢k vedouci k prodluzovani t&lni
osy) a také organizaci struktur jako stereocilie vnitiniho ucha (Montcouquiol ef al., 2003)
a vlasové folikuly (Guo, Hawkins and Nathans, 2004). U octomilky jsou pomoci PCP
drahy organizovany omatidia ve slozeném oku a také chloupky na kiidlech [(Wong and

Adler, 1993);(Theisen et al., 1994)].

Béhem PCP signalizace se po vazbé Wnt ligandu na Frizzled ustavuje bunééna
polarita asymetrickym rozloZenim komponent Wnt/PCP dréhy. Na distalni stran¢ buiiky
se vyskytuje komplex Frizzled-Dvl-Diego (Diversin — u obratlovcli) a na proximalni
stran¢ se nachazi komplex Strabismus (Vangl — u obratlovch)-Prickle (Klein and
Mlodzik, 2005). Pomoci Dvl déale dochazi k aktivaci dvou na sob& nezavislych drah
obsahujicich bud’ GTPazu RhoA nebo Racl. V ptipadé RhoA interaguje Dvl s Daaml
(Dvl associated activator of morphogenesis 1) a vytvaii komplex associujici s RhoA
GTPazou, kterd déle aktivuje kindzu ROCK, coz vede k piestavbam aktinového
cytoskeletu (Habas, Kato and He, 2001). Pii aktivaci Racl pomoci Dvl je dale aktivovana
kindza JNK (c-Jun N-terminal kinase), ¢imz je regulovana bunécna polarita béhem

gastrulace (Habas, Dawid and He, 2003) a také vyvoj dendrit (Rosso ef al., 2005).

1.1.3.2 DalSi Wnt signalni drahy

Dvl je soucasti dalsich Wnt signaliza¢nich drah. Ve Wnt/Ca?" signalizaci

zptisobuje aktivace Dvl zvyseni koncentrace Ca®" v bufice, coz dale vede k aktivaci



proteinti citlivych na vapenaté ionty jako naptiklad PKC (proteinkinaza C) nebo CamKII
(Ca?*/kalmodulin-dependentni proteinkinaza II). Nasledné je regulovana genova exprese

nebo dochazi k remodelaci cytoskeletu (Sheldahl et al., 2003).

Béhem Wnt/GSK-3p signalizace Dvl reguluje dynamiku mikrotubuld. Inhibuje
kinazu GSK-3f a aktivuje JNK. To vede ke stabilizaci mikrotubulli pomoci proteina
asociovanych s mikrotubuly — MAP1B a MAP2 [(Krylova, Messenger and Salinas,
2000);(Ciani and Salinas, 2007)].

Dalsimi Wnt signalizatnimi drahami se zapojenim Dvl jsou naptiklad

Wnt/mTOR, Wnt/RYK a Wnt/ROR2.

1.1.4 Bunécny cyklus a Wnt signalizace

Kanonickd Wnt signalizace reguluje bunécnou proliferaci ptedevsim transkripci
cilovych genl c-myc a cyklinu D1. c-myc patii mezi transkripcni faktory a podili se na
rustu bunc¢k a jejich proliferaci. Také se fadi mezi protoonkogeny a cCasto byva
konstitutivné aktivni v tumorigenezi. c-myc interaguje s pre-replikativnim komplexem a
reguluje iniciaci DNA replikace (Dominguez-Sola et al., 2007). Vaze se na specifické
useky DNA, kde napoméha acetylaci histoni H3 a H4 (Frank ef al., 2003) a spousti
transkripci gentl jejichZ produkty dale reguluji progresi bunééného cyklu. Behem G1 faze
bunécéného cyklu cyklin D1 v komplexu s cyklin-dependentnimi kinazami4/6 (CDK 4/6)
fosforyluje pRb (Retinoblastoma tumor suppressor protein), tim je uvolnén transkripéni
faktor E2F, ktery dale reguluje transkripci cyklinli potfebnych pro S fazi bunééného cyklu
(Ewen et al., 1993).

Wnt signalizace a jeji jednotlivé komponenty jsou esencidlni pro aktivaci
transkripce v G1/S fazi bunééného cyklu, a postupné nariistaji dikazy i o0 mozné pfimé
regulaci struktur mitotického aparatu. Dosavadni vysledky ukazuji lokalizaci Wnt
komponent — B-kateninu, Dvl, Axinu, CKI1, GSK-3B a APC na dé&lici vfeténko,
centrozom nebo midbody a jejich mozné zapojeni do regulace progrese bunécného
cyklu.[(Kaplan et al., 2004);(Bahmanyar et al., 2008);(Kikuchi et al., 2010);(Cervenka et
al., 2016);(Kim et al., 2009);(Hadjihannas, Briickner and Behrens, 2010);(Greer and
Rubin, 2011);(Wakefield, Stephens and Tavaré, 2003);(Olmeda et al., 2003)].

Na druhou stranu je moznd Wnt signalizace pod kontrolou bunécného cyklu.

Cyklin-dependentni kinaza 14 (CDKI14/PFTK) fosforyluje intracelularni ¢ast Lrp5/6
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¢imz napomaha dalsi fosforylaci Lrp5/6 pomoci CK1y. Vazbu mezi CDK14 a Lrp5/6
zprostiedkovava membranove vazany cyklin Y, jehoz exprese je regulovana v pribéhu
bunécéného cyklu s nejvyssi hladinou exprese v G2/M fazi. Schopnost Lrp5/6 predavat
Whnt signal zavisi na jeho fosforylaci, a ta dosahuje maxima praveé v G2/M fazi (Davidson
et al., 2009). Jednim z moznych vysvétleni, pro¢ Wnt signalizace dosahuje maxima
béhem G2/M faze je tzv. Wnt-dependentni stabilizace proteini (Wnt-dependent
stabilization of proteins — Wnt/STOP). Wnt/STOP stabilizuje proteiny v G2/M fazi
bunécného cyklu pomoci inhibice GSK-3B. GSK-3f fosforyluje konzervovany motiv
(degron), ktery se nachazi u mnoha proteint. Takto fosforylované proteiny rozpoznavaji
ruzné E3 ubikvitin ligazy, které je oznacuji pro degradaci v proteazomu. Je mozné, ze
ochrana proteinti pfed degradaci a jejich nasledny zvysSeny obsah v butice je piipravou na

bunécné déleni (Acebron et al., 2014).

1.1.4.1 Primé zapojeni proteinu Dvl v bunééném cyklu

Kikuchi ef al. (2010) navrhuji, Ze by Dvl mohl ovliviiovat progresi bunééného
cyklu regulaci déliciho vieténka a SAC (spindle assembly checkpoint). SAC zabranuje
oddéleni chromozom pii jejich nespravném propojeni s obéma pdly déliciho vieténka.
Proteiny SAC, tj. MCC (Mitotic chceckpoint complex) proteiny — Mps1, Mad2, BubR1,
Bubl, Cdc20 a dalsi blokuji aktivaci ubikvitin ligdzy (APC/C), ktera je potfebna pro

degradaci kohezinu drZiciho pohromadég sesterské chromatidy.

Dvl se béhem mitdzy koncentruje na polech déliciho vieténka a v telofazi je
soustfedén do oblasti délici ryhy. Také ziejmé asociuje s kinetochory. Déle bylo zjisténo,
ze PLK1 véze a fosforyluje Dvl. Béhem mitézy je PLK1 lokalizovana na kinetochory a
centrozom. PLK1 patfi mezi mitotické kinazy a je napiiklad zodpov&dna za ustaveni
bipolarniho d¢liciho vieténka a podili se na vazbé mikrotubuli ke kinetochortim.
Fosforylovany Dvl se zifejmé spole¢né s Lrp5/6 a Frizzled podili na udrzeni spravné
orientaci déliciho vieténka, a pokud je Dvl deletovan stied déliciho vieténka se nenachazi
ve stfedu buniky. To dale narusuje adhezi bun¢k po rozd€leni (Kikuchi et al., 2010).
K takovému fenotypovému projevu obvykle dochéazi pfi nedostatecném propojeni (+)
konct astralnich mikrotubull s bunéénym kortexem, coZ ovliviiuji naptiklad proteiny
stabilizujici (+) konce mikrotubulli (Toyoshima and Nishida, 2007). Dvl také ovliviiuje
propojeni mikrotubuld d¢€liciho vfeténka s kinetochory. Kikuchi et al. (2010)
predpokladaji, ze je Dvl spoleéné¢ s APC zapojen do regulace dynamiky (+) koncl



mikrotubul (obrazek 4). Dale dochéazi pouze k c¢astecné aktivité SAC. Dvl béhem
interfaze interaguje s Mpsl nezavisle na PLK1 a také je zodpovédny za lokalizaci Bubl
a BubR1 na kinetochory. Ziejmé se tedy Dvl podili na aktivaci Mpsl a poté je zapojen
do rekrutovani Bubl a BubR1 na kinetochory (obrazek 4) (Kikuchi et al., 2010).

A: orientace déliciho vieténka B: spojeni MT-KT C: SAC aktivace
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Obrazek 4: Modely primé regulace progrese bunécného cyklu pomoci Dvl. A: PLKI/Wnt
receptor-dependentni  orientace  deliciho  vreténka B:  PLKI-dependentni,  Wnt
receptor-independentni spojeni kinetochorit (KT) s mikrotubuly (MT) a C: PLKI/Wnt
receptor-independentni aktivace SAC. Prevzato z (Kikuchi et al., 2010)

Dalsi studie zase poukazuje na zapojeni Dvl v centrozomalnim cyklu. Centrozom
je struktura, ze které se formuje délici vieténko a bazalni télisko cilii nebo bicika.
Centrozom je sloZen z matetské a dcefiné centrioly obklopené pericentrionalni matrix. Po
bunééném déleni obsahuji obé vzniklé dcefiné buniky centrozom se dvémi centriolami.
Pro dalSi bunécné déleni musi dojit k duplikaci centrozomu a nasledné k separaci a
rozchodu centrozomli na opac¢né pdly bunky v tzv. centrozomalnim cyklu, ktery je

spojeny s bunéénym cyklem (Tsou and Stearns, 2006).

V G1 fazi jsou zduplikované centrozomy spojeny proteinovym linkrem tvofenym
C-NAPI (centrosomal Nek2-associated protein 1) (Fry et al., 1998), CDK5SRAP2 (CDK5
regulatory subunit-associated protein 2) (Barrera et al., 2010) a Rootletinem (Bahe et al.,
2005). V G2/M fézi jsou tyto proteiny fosforylovany NEK2 kindzou (NIMA-related
kinase 2), coz zpusobuje rozpad linkru a umoznuje rozchod centrozomii (Mardin et al.,
2010). Lokalizace Dvl na centrozomy je zprosttedkovana pies jeho DIX doménu. Dvl je
také substratem NEK?2 a tato kindza zifejmé reguluje 1 akumulaci a uvolnéni Dvl ze
struktury centrozomu. Fosforylovany Dvl interaguje s jednotlivymi proteiny linkru a

zprostfedkovava jeho rozpad, ktery je nezbytny pro separaci centrozomil. Uvolnéni Dvl
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z centrozomu fizeny NEK2 pravdépodobné dale podporuje Wnt signalizaci (obrazek 5)

(Cervenka et al., 2016).

/Centrozomy Whnt signalizace ﬁ

Obrazek 5: Regulace separace centrozomii pomoci Dvl. Fosforylovany Dvl napomaha v G2/M
fazi bunécného cyklu rozpadu proteinového linkru slozeného z C-NAP1, CDKS5RAP2 a
Rootletinu. Po uvolnéni proteinii véetné Dvl dochdzi k pozitivni regulaci Wnt signalizace.
Prevzato z (Cervenka et al., 2016)

1.2 Proteinovy regulator cytokineze 1 (PRC1)

Proteinovy regulator cytokineze 1 (PRC1) patii mezi proteiny asociované
s mikrotubuly — tzv. MAP (microtubule associated proteins) proteiny. MAP proteiny se
podileji na regulaci dynamiky a stability mikrotubulli, zprostfedkovavaji interakce
mikrotubuli mezi sebou a také s ostatnimi bunécnymi proteiny. PRC1 se uplatiiuje
predevSim pii cytokinezi, a to u mnoha organisml vcetné ¢lovéka. PRCI je evolucné
vysoce konzervovany protein, a proto jeho ortology (nesouci rizné oznaceni) mizeme
najit u fady jinych organismi — naptiklad u Saccharomyces cerevisiae — Anaphase spindle
elongation protein (Asel) (Pellman, 1995), Caenorhabditis elegans — SPD-1
(Verbrugghe and White, 2004) nebo u Drosophila melanogaster — Fascetto (Verni et al.,
2004), a také u rostlin — MAP-65 (Chang-Jie and Sonobe, 1993).

Hlavni funkci PRC1 je antiparalelni propojovani (+) koncii polarnich mikrotubul
déliciho vfeténka v anafazi bunééného cyklu. PRCI1 tak vytvaii antiparalelni svazky
mikrotubuld, které jsou zékladem pro vznik tzv. spindle midzone. Rekrutuje také ostatni
proteiny a proteinové komplexy podilejici se na tvorbé€ spindle midzone a cytokinezi, jako
je naptiklad centralspindlin (Mollinari et al., 2005) nebo Polo-like kinase 1 (PLK1) (Neef
et al.,2007). Spindle midzone ptfedchazi tvorbé kontraktilniho prstence a pfedurcuje jeho
umisténi (Mollinari ef al., 2002). Zaroven od sebe udrzuje oddélené sesterské chromatidy

do dokonceni cytokineze (Straight et al., 2003). PRCI je nezbytny pro bunécné déleni a
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jeho deregulace zptsobuje defekty v cytokinezi, ty jsou zdrojem chromozomalni
nestability (CIN) a intratumoralni heterogenity (ITH), které mohou byt pfi¢inou rozvoje

rakoviny (Carter et al., 2006).

1.2.1 Struktura PRC1

PRC1 je protein slozeny z 620 aminokyselin (molekulova hmotnost monomeru =
71,6 kDa), které jsou usporadané do ¢tyf domén. Konkrétné se jednd o N-koncovou
dimeriza¢ni doménu, po které nésleduje tzv. rod doména. V centralni ¢asti se nachazi
doména zodpovédnéd za vazbu na mikrotubuly, n¢kdy téZ nazyvand jako spektrinova.
V C-koncové ¢asti se vyskytuje doména bohata na lysin a arginin, jejiz soucasti jsou také
dualezité regulacni oblasti a nuklearni lokaliza¢ni signaly (obrazek 6) [(Jiang et al., 1998);

(Zhu et al., 2006); (Subramanian ef al., 2010)].

Dimerizaéni Spektrinova/ Nestrukturovana
doména Rod doména MT-vazebna doména ¢ast (Lys/Arg), 2NLS
! 1620
| I

1 66 350 466
|
|

vV vy
T470, T481 T578, T602
CDK/cyklinB PLK1

Obrazek 6: Schématickeé znazornéni domeén a regulacnich mist PRCI.

vvvvvv

tvofena pievazné a-helixy s coiled-coil motivy, zatimco zbyvajici tietina PRC1 (rezidua
466-620) se sklada z B-listd a B-ohybt [(Mollinari et al., 2002);(Zhu et al., 2006)].
Pozd¢ji byla také vyteSena krystalova struktura PRC1 bez nestrukturované C-terminalni

domény (obrazek 7) (Subramanian ef al., 2013).

Dimeriza¢ni doména tvoii vlasenku ve tvaru pismene ,,U* z helixu HI smy¢ky L1
a N-termindlni poloviny helixu H2 (obrazek 8). Tyto vlasenky obou interagujicich
protomert do sebe zapadaji tak, ze vznika svazek Ctyt helixti a tvofi se tak homodimer

PRCI1 (Subramanian et al., 2013).
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Obrazek 7: Struktura a topologie PRCI(1-465). Modre je zndzornénd dimerizacni doména
(HI-H2), oranzové rod doména (H2-H7) a cervené MT-vazebna doména (H7-HY9). V horni casti
obrazku je zobrazena struktura monomeru PRCI (1-486) a v dolni ¢asti je znazornén odpovidajict
topologicky diagram PRCI. Prevzato z (Subramanian et al., 2013).

Uvedeny zpusob dimerizace vede k tomu, Ze jsou C-koncové domény (MT-vazebna a
C-termindlni doména) obou protomert orientovany na opac¢nych stranach dimeru PRCI
a zajiStuje, Ze MT-vazebné domény v jednom a druhém protomeru maji vici sobé
opacnou orientaci a mohou tak vazat mikrotubuly antiparalelné ve vzajemné vzdalenosti

35 nm (obrazek 8) (Subramanian et al., 2010).

Dimerizacni
domény

Rod doména Rod doména

MT-vazebna MT-vazebna *
doména doména

Cg 35nm

Fy
v

Obrazek 8: Krystalova struktura PRC1. Homodimer PRC1 vznika spojenim dimerizacnich domén
obou protomeri. Jednotlivé dimerizacni domény tvori viasenku ve tvaru pismene ,,U". Tyto
vidsenky vzajemné interaguji takovym zpiisobem, Ze tvori svazek sloZeny ze Ctyr helixii. Protomery
PRCI jsou zndzornény oranzové a zelené. Prevzato z (Subramanian et al., 2013), pdb kod 4L31.
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MT-vazebna doména byla prvni doménou PRC1 s vyfeSenou strukturou. Byla u
ni zji$téna vyrazna strukturni podobnost se spektrinovou doménou, proto se nékdy nazyva
téz jako spektrinova doména (Subramanian et al., 2010). Spektrinovd doména je béznou
soucasti proteinii asociujicich s aktinovym cytoskeletem (aktinem, spektrinem a
dystrofinem), kde ovSem nezprostfedkovava vazbu mezi proteinem a cytoskeletem, ale
slouzi k vymezeni vzdalenosti mezi jednotlivymi funkénimi doménami proteinu, coz déale
urCuje zpusob spojovani aktinovych filament do vyssich celkd (Djinovic-Carugo et al.,
2002). MT-vazebna doména se sklada ze tii a-helixti (H7-H9), které jsou spojeny dvéma
smycCkami (L7 a L8) (obrazky 7 a 8) (Subramanian et al, 2010). Pro vazbu na
mikrotubuly je nezbytnd smycka L7 (Cast 374-384), kterd je v roztoku s nejvyssi
pravdépodobnosti nestrukturovana a definované struktury nabyva pravé pii vazbé na
mikrotubuly. Smycka L7 (aminokyseliny R381 a N380) interaguje s helixem H12
(aminokyseliny D427, N424 a Y435) B-tubulinu a také F378 smycky L7 PRCI1 zapada
do hydrofobni kapsy tvoiené V405 a V409 a-tubulinu. Déle pravdépodobné dochazi
k elektrostatickym interakcim mezi kladn€ nabitymi oblastmi helixi H9 (¢ast 439-456) a
HS8 (K390, K397 a K401) PRCI1 a zéporn¢€ nabitymi ¢astmi af-tubulinu. Je zajimavé, ze
vazebné misto pro PRCI se ¢astecné piekryva s vazebnymi misty kinesinu-1 a dyneinu
na mikrotubulech, coz naznacuje jejich moznou kompetici o vazbu na mikrotubuly

(Kellogg et al., 2016).

N-konec

ey

Obrazek 9: Prostorové usporadani spektrinové domény PRCI navdzané na mikrotubuly urcené
pomoci kryo-elektronové mikroskopie. Oranzové a zelené je zobrazena podjednotka mikrotubulii
— heterodimer af-tubulinu. Fialové je znazornéna MT-vazebna doména (H7-H9) PRC1. PRCI
interaguje pomoci smycky L7 s a i p-tubulinem a ddle také dochazi k elektrostatickym interakcim
mezi bazickymi regiony helixit HS a H9 PRC1 a zaporné nabitymi oblastmi of-tubulinu. Prevzato
z (Kellogg et al., 2016), pdb kod SKMG.
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C-koncova doména bohata na Lys a Arg je kladné nabité4 a nestrukturovana. Bylo
zjisténo, ze PRC1 s C-koncovou doménou dosahuje mnohem vyS$si afinity
k mikrotubulim nez zkraceny konstrukt PRC1 bez C-konce (1-466). Kromé MT-vazebné
domény se tedy na interakci s mikrotubuly podili i C-koncova bazicka oblast. Vzhledem
k tomu, Ze nezaujima zadnou pravidelnou strukturu je obtizné zjistit, jakym zplisobem se
na vazb¢ konkrétné podili. Orientace helixu H9 MT-vazebné domény ukazuje, ze by
kladn€é nabity C-konec mohl vytvafet elektrostatické interakce se zaporné nabitym
tubulinem v protofilamentu, které se nachazi bezprostfedné vedle protofilamenta s
navazanou MT-vazebnou doménou PRC1. C-konec by tedy mohl mit vliv na skladani a

stabilitu mikrotubult (Kellogg et al., 2016).

1.2.2 Regulace a funkce PRC1 béhem bunééného cyklu

PRC1 byl poprvé identifikovan v HeLa buiikdch jako substrat pro cyklin
dependentni kindzy (CDK), které v komplexu s cykliny reguluji progresi bunééného
cyklu pomoci fosforylace. Jeho aktivita je tedy pravdépodobné regulovana v pribchu
bunécného cyklu fosforylaci. V G1 fazi je mira exprese PRC1 nizka, zatimco ve fazich
S, G2 a M je vysoka a poté zase klesa. PRC1 se vyskytuje v jadie buiiky béhem celé
interfaze, v priibéhu mitotického déleni interaguje s mikrotubuly déliciho vieténka ¢imz
vytvaii spindle midzone a nasledné se pii cytokinezi nachdzi i v midbody (Jiang et al.,

1998), struktuie vzniklé ze spindle midzone v pribéhu déleni bunck (obrazek 10).

Metafaze Anafaze Telofaze

®PRC1
Tubulin

Obrazek 10: Lokalizace PRCI béhem mitozy. Prevzato z (Glotzer, 2009).

V prometafazi a metafazi mitoézy je PRC1 pravdépodobné udrZzovan v inaktivnim
monomernim stavu fosforylaci Thr-470 a Thr-481 komplexem CDKl/cyklin B.
Fosforylovany PRCI1 interaguje s mikrotubuly déliciho vfeténka, ale nemiize
oligomerizovat a tudiz neni schopen propojovat mikrotubuly a vytvaret spindle midzone
(Zhu et al., 2006). Fosforylace PRC1 brani také jeho interakci s kinesinem Kif4A. PRC1

patii mezi MAP proteiny, které se sice vaZou na mikrotubuly, ale nejsou schopné pohybu
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po jejich povrchu. Kif4A je interakéni partner PRCI1, ktery zprosttedkovava jeho pohyb
po délicim vieténku a lokalizaci na (+) koncich mikrotubult (Zhu and Jiang, 2005). Déje
se tak pravé pfi prechodu z metafaze do anafdze, kdy dochazi k degradaci cyklinu B a
inaktivaci komplexu CDK1/cyklin B. PRC1 je defosforylovan pomoci serin/threoninové
proteinfosfatazy 2 — PP2A-B55 (Cundell ef al., 2013), asociuje s Kif4A a je premistén na
(+) konce polarnich mikrotubult dé€liciho vieténka, kde propojuje polarni mikrotubuly.
Tim vznik4 antiparalelni svazek mikrotubuli, tj. zdklad pro spindle midzone, ve kterém
jsou (+) konce mikrotubull propojeny ve vzdalenosti 35 nm (obrdzek 11). PRCI1 se vaze
k polarnim mikrotubulim prostfednictvim MT-vazebné domény pod uhlem 70° s rod
doménou a dimeriza¢ni doménou smétujici k (-) konci mikrotubull. Vazebnou afinitu
k mikrotubulim zvysSuje také C-konec PRCI. K vzijemné interakci jednotlivych
protomeri PRC1 dochdzi pomoci jejich dimeriza¢nich domén [(Subramanian et al.,
2010);(Kellogg et al., 2016)]. Takto vznikajici svazek antiparalelnich mikrotubult se pak
stavda mistem lokalizace dalSich proteinii nezbytnych pro cytokinezi a zakladem pro

spindle midzone.

Spindle midzone

Kinetaochor Chromosom

Astralni MT

Centrozom

Polarni MT

Kinetochorové MT

/@ dimer af-tubulinu ™
2 dimer PRC1
& PRC1 MT-vazebna doména

/' PRC1 dimerizaéni doména

N PRC1 Lys/Arg-bohata domén:_a/

Obrazek 11: Uspordadani déliciho vrieténka a vznik centralniho svazku antiparalelnich
mikrotubulii/spindle midzone béhem anafaze bunécného déleni. Zelené jsou zde zobrazeny
polarni mikrotubuly, jejichz (+) konce jsou antiparalelné propojovany pomoci PRCI uprostred
delictho vreténka. V detailu je znazornéno, jakym zpusobem ke spojeni polarnich mikrotubulii
pomoci PRCI dochazi. Monomery PRCI se vazou na mikrotubuly pomoci jejich MT-vazebné
domény a domény bohaté na Lys, Arg. Jednotlivée monomery PRCI interaguji pomoci svych
dimerizacnich domeén, a tim dochazi k antiparalelnimu propojeni (+) koncii mikrotubulii ve
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vzdalenosti 35 nm. PRCI se vaze k polarnim mikrotubuliim prostiednictvim MT-vazebné doméy
pod uhlem 70° s rod doménou a dimerizacni doménou smérujict k (-) konci mikrotubulu.

Jednim z takovych proteint je pravé Polo-like kinasa 1 (PLK1), ktera je klicova
také pro formovani aktinomyozinového kontraktilniho prstence. V anafazi bunééného
cyklu PLK1 fosforyluje Thr-578 a Thr-602 PRCI1. Interakce PLK1 s PRC1 umoziuje
kinaze jeji lokalizaci na spindle midzone, kde se podili na zahajeni cytokineze.
Fosforyla¢ni misto pro PLK1 se ¢astecné piekryva s fosforylacnim mistem pro komplex
CDKl/cyklin B. Fosforylace komplexem CDK1/cyklin B brani fosforylaci PRC1 pomoci
PLKI1. To zajistuje, ze nedojde k predCasnému zahdjeni cytokineze jiz v prometafazi
nebo v metafazi (Neef et al., 2007). V souvislosti s regulaci PRC1 béhem bunééného
cyklu byl navrhovan i jiny model, podle kterého PRC1 neni v profazi a metafazi negativné
regulovan pomoci komplexu CDK 1/cyklin B, ale Ze dochazi k negativni regulaci (béhem
profaze a metafaze) i pozitivni regulaci (béhem anafaze) pomoci PLK1 (Hu et al., 2012).
Regulace pouze pomoci PLKI1 ovSem neumoziiuje vyuziti vyrovnaného plisobeni
proteinfosfatdz a proteinkinaz (Cundell et al., 2013). Bylo dokézano, Ze se v prib&hu
mitézy postupné méni pomér mezi proteinkindzami a proteinfosfatizami a rtuzné
substraty CDK1 reaguji na riznou koncentraci proteinfosfatdz a jsou defosforylovany

postupné (Bouchoux and Uhlmann, 2011).

PLK1 v anafazi fosforyluje centralspindlin, ktery poté rekrutuje protein ECT2
[(Petronczki et al., 2007); (Burkard et al., 2009)], coz je GEF (Guanine nucleotide
exchange factor) katalyzujici vyménu GDP za GTP. ECT2 aktivuje malou GTP4zu RhoA
na plazmatické membrané, ta déale aktivuje formin zajiStujici polymeraci aktinu a
Rho-asociovanou proteinkindzu ROCK aktivujici myozin II, ¢imZ iniciuje tvorbu
kontraktilniho prstence (Amano et al., 1996). Na regulaci myozinu II se podili i CRIK
(Citron-Rho interacting kinase) fosforylaci myozinovych lehkych fetézct (Yamashiro et
al., 2003) a KIF14 interagujici s PRC1 usnadnuje lokalizaci CIRK na midbody
(Gruneberg et al., 2006). PLK1 dale fosforyluje a inhibuje Cep55 (Centrosomal protein
of 55kDa) a zabraiiuje tak pred¢asnému oddéleni dcetinych bunck, které je zajistovano
ESCRT-III komplexem rekrutovanym na midbody pomoci Cep55 az po degradaci PLK1
(Bastos and Barr, 2010).

PRCI1 se také pravdépodobné uplatiiuje pfi vyrovnavani napéti mezi sesterskymi
kinetochory béhem metafaze. Kinetochorova vldkna mikrotubuli opacnych polt déliciho

vieténka interaguji s kinetochory jednotlivych sesterskych chromatid, na které je tim
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vyvijen tah. Pro vyrovnani tohoto pnuti jsou sesterska kinetochorova vldkna mikrotubula
propojena dal$imi nekinetochorovymi mikrotubulovymi vlakny tzv. bridging fibres
(Kajtez et al., 2016). PRCI1 patrné¢ v centrdlni casti deliciho vieténka propojuje
antiparalelni bridging fibers mezi sebou a ty dale s jednotlivymi kinetochorovymi
mikrotubuly. Je tak vyrovnano napéti a zaroven udrzovan obly tvar vieténka (Polak ez al.,
2017) (obrazek 12). PRCI1 zajistuje tésné propojeni pouze sesterskych kinetochorovych
vlaken, a ty se diky tomu v oblasti napojeni na chromosomy chovaji jako jeden celek a
odoléavaji napt. vzajemnému otaceni a zachovavaji si spolecnou strukturu i pii plisobeni
tahu na jednotliva kinetochorova vlakna. Sesterské chromatidy jsou tak vzajemné
stabilizovany, i kdyz dochézi k remodelaci déliciho vieténka (Suresh, Long and Dumont,
2020). Cely systém je tedy dynamicky a zaroven mechanicky odolny.
Napéti na

kinetochorovych

mikrotubulech _ Kinetochor
= rd Kinetochorové

mikrotubuly

Bridging
fibres

= e

—b/-d— Komprese
["'r P6l déliciho

vieténka

Obrdzek 12: Bridging fibres vyrovnavaji béhem metafize napéti mezi sesterskymi

Komprese

kinetochorovymi viakny. Jednotlivé bridging fibres jsou vzajemné propojené mezi sebou, a také
s kinetochorovymi mikrotubuly pomoci PRCI. Prevzato z (Li et al., 2018).

PRCI1 je u savch nezbytny nejen pro mitotické déleni, ale i pro déleni meiotické.
Zhou et al. (2020) na mySim modelu pozorovali vliv PRC1 na meiotickou maturaci
oocytl. PRC1 vykazoval béhem interfaze nizkou hladinu exprese, kterd se postupné
zvySovala béhem metafdze a anafdze. Se zvySovanim exprese PRC1 dochézelo k jeho
lokalizaci v okoli chromosomii a mikrotubuli déliciho vieténka, kde se koncentroval
v oblasti formovani spindle midzone. Po oplozeni a v pribéhu ¢asného embryonalniho
vyvoje, v 2-bunéném a 4-bunécném stadiu a také ve stadiu moruly a blastocysty, se
PRCI1 vyskytoval v jadfe béhem interfaze a vzdy po vstupu bun¢k do mitézy postupné
relokalizoval do oblasti vznikajiciho spindle midzone. Casteéna ztrata PRCI b&hem
maturace oocytll vedla k poSkozeni migrace déliciho vieténka. Migrace vieténka z centra
buniky ke kortexu je nezbytnd pro asymetrické rozdéleni cytoplazmy, kterym vznika

sekundarni oocyt/ootida a polové télisko. Vzniklé poloveé télisko bylo vétsi, nez je
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obvyklé a zaroven nedoSlo k jeho extruzi. Vysledkem knockdownu PRCI1 byla dale
aneuploidie a defekty ve slozeni déliciho vieténka a v pfipojeni kinetochorovych
mikrotubuld na kinetochory. Shodné vysledky byly pozorovany pti overexpresi PRCI.
Pokud byl PRCI1 knockdown proveden béhem embryogeneze bylo vlivem naruSené¢ho
bunécného déleni poskozeno formovani moruly a blastocysty. Blastomery s uml¢enym
PRC1 nebyly schopny bunééného déleni a bylo u nich pozorovano chybné slozené délici
vieténko s roztrousenymi chromosomy. Tyto vysledky naznacuji, Ze je PRCI ziejmé

nezbytny i v asném embryonalnim vyvoji (Zhou et al., 2020).
1.2.3 Interakéni partneri PRC1

Kinesin-4A4 (Kif4A)

PRC1 a Kif4A spole¢né kolokalizuji na délicim vieténku béhem mitdzy i
cytokineze (Zhu and Jiang, 2005). Interakci Kif4A a PRC1 napomaha i fosforylace Kif4A
pomoci Aurora kindzy B (Bastos et al., 2013). Kif4A translokuje PRC1 na (+) konce
polarnich mikrotubulit (Zhu and Jiang, 2005), kde spoleéné formuji tzv. end-tags.
PRCI1-Kif4A end-tags jsou dynamické struktury konstantni délky na (+) koncich
mikrotubuli. Komplexy PRC1-Kif4A se na konci vldkna postupné uvoliuji, zatimco jsou
tam podél mikrotubulli dopravovany dalsi komplexy. Ustaleného stavu je dosaZeno, kdyZz
se pocet nové dopravenych komplexi na konce mikrotubuli rovnd poctu ztracenych
komplexti v disledku disociace (Subramanian et al., 2013). V komplexu PRC1-Kif4A
interaguji N-konec (rezidua 1-303) PRC1, zahrnujici dimerizacni a vétSinu rod domény,

a C-konec (rezidua 663-1232) Kif4A (Kurasawa et al., 2004).

Centralspindlin

PRCI1 v anafézi rekrutuje centralspindlin do stfedu déliciho vieténka (Mollinari et
al., 2005), kde spolecné s poldrnimi mikrotubuly a dalS§imi proteiny (chromosome
passenger complex (CPC), PLK1) vytvateji spindle midzone. Interakce CPC a PLK1 je
nezbytnd pro mechanickou odolnost déliciho vieténka vici kortikalnim taznym silam,
které vytvaii dynein spolené s astralnimi mikrotubuly (Mishima and Lee, 2015).
Centralspindlin je heterotetramer skladajici se z dimeru Kinesin-like proteinu 23
(KIF23/MKLP1) a dimeru Rac-GTPase-activating proteinu 1 (MgcRacGAP1/CYK4).
MgcRacGAP1 1 MKLP1 pifimo interaguji s PRCI1. Pull-down experimenty s celkovym
PRC1 i s jeho zkrdcenymi variantami odhalily, Ze PRC1 (1-620) a dv¢ jeho zkracené
N-terminalni varianty (1-224 a 1-303) jsou schopné vazat MKLP1 (Kurasawa et al.,
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2004),coz poukazuje na to, Ze za interakci je zodpovédna dimerizacni doména spole¢né
svétSinou rod domény PRCI1. PRCI1 také inhibuje MgcRacGAP vazbou s
jeho C-termindlni GAP doménou (AMK 363-632) a bazickym regionem (125-285) (Ban
et al., 2004). MgcRacGAP je GAP (GTPase-activating protein) inaktivujici malé
Rho-GTPazy, naptiklad Cdc42 (Cell division control protein 42), ktery reguluje stabilitu
mikrotubull (Daub et al., 2001). PRC1 béhem metafaze inhibuje aktivitu MgcRacGAP
vici Cdc42 a tato inhibice je dilezitd pro formovani déliciho vieténka béhem metafaze
(Ban et al., 2004). V ptipadé C. elegans je cenralspindlin slozen z ZEN-4 a CYK-4
(Cytokinesis defect-4) a zde pravdépodobné dochazi k interakci mezi N-termindlni ¢asti

Ase-1 (1-288) a C-terminalni casti CYK-4 (618-681) (K. Y. Lee et al., 2015).

CENtromere-associated Protein E (CENP-E)

CENP-E je protein patfici mezi kinesiny. Béhem metafaze lokalizuje na
kinetochory, kde se ti€astni usporadavani chromozomi do ekvatorialni roviny (Wood et
al., 1997). Béhem anafdze PRCI1 rekrutuje CENP-E na spindle midzone, kde béhem
cytokineze setrvava a je soucasti midbody. Provedené pull-down experimenty naznacuji,
ze se na vazbé mezi PRC1 a CENP-E podili N-konec PRC1. Konkrétn¢ se k CENP-E
vazaly krom¢ celkového PRC1 i dvé zkrdcené N-termindlni varianty (1-224 a 1-303)
(Kurasawa et al., 2004). CENP-E s PRCI1 interaguje svym N-koncem (1-395) a
C-koncem (2523-2673) nezavisle na mikrotubulech a dale také motorova aktivita

CENP-E piispiva k akumulaci PRC1 ve stfedu midbody (Ohashi, Ohori and Iwai, 2016).
Cytoplasmic-linker associated protein 1 (CLASPI)

CLASP1 patii mezi proteiny vazajici se na (+) konce mikrotubuld. Déle interaguje
s proteiny EB1(end-binding protein 1) a CLIP 170 (cytoplasmatic linker protein-170) a
podili se tak na regulaci dynamiky mikrotubuli [(Akhmanova et al., 2001);(Mimori-
Kiyosue et al., 2005)]. PRC1 rekrutuje CLASP1 na spindle midzone béhem anafdze a
interakce mezi PRC1 a CLASP1 zifejmé ptispiva ke stabilizaci antiparalelnich svazkt
polarnich mikrotubulii ve struktufe spindle midzone. Na rozdil od ostatnich uvedenych
vazebnych partnerit CLASP1 interaguje s C-terminalni ¢asti PRC1 (438-620) (Liu et al.,
2009).
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1.2.4 Role PRC1 v tumorigenezi a mozné zapojeni ve Wnt signalizaci

Ptesny prubéh cytokineze je nezbytny pro spravné rozdéleni dcefinych bunék a
deregulace PRC1 vede k defektim a nékdy i k selhani celého procesu. Konkrétné
nedostatek PRC1 zplsobuje vznik dvoujadernych bunc¢k, které jsou zdrojem dalsi
aneuploidie (Zhu et al., 2006). Vzniklé tetraploidni buniky tak mohou byt pfi¢inou rozvoje
rakoviny stejné jako 1 zvySena exprese PRCI. Defekty v cytokinezi vyvolavaji
chromosomalni nestabilitu (CIN) (Potapova, Zhu and Li, 2013), ktera dale pfispiva ke
vzniku genetické heterogenity v ramci nadoru (intratumoralni heterogenita = ITH), ta je
spojena se zvySenou progresi onemocnéni (Maley et al., 2006), a také s rezistenci na
1é¢iva (Lee et al., 2011). V této souvislosti PRCI pti porovnavani dvanacti souborti dat
genové exprese Sesti riznych rakovinnych typt figuroval na druhém misté mezi 10 151
testovanymi geny, jejichz overexprese koreluje s vysokou mirou vyskytu CIN. (Carter et
al., 2006). Abnormalni exprese PRC1 byla pozorovéna u mnoha rakovinnych typti, mezi
které patii hepatocelularni karcinom (Chen et al., 2016), dale karcinom zaludku (Zhang
et al., 2017), plic (Zhan et al., 2017), mocového méchyte (Kanehira et al., 2007), prsu
(Shimo et al., 2007), prostaty (Luo ef al., 2016), slinivky bfisni (Nakamura et al., 2004),
a také retinoblastom (Liao ef al., 2019). ZvySena exprese PRC1 je v téchto piipadech
spojovana s rezistenci na léc¢iva, opétovnym vyskytem tumoru, migraci a celkove Spatnou
prognoézou [(Chen et al., 2016); (Luo et al., 2016)]. Po provedeném knockdownu PRC1
je u fady ptipadl sledovan pokles proliferace nddorovych bunék [(Wolter et al., 2017);
(Liao et al., 2019)], inhibice jejich migrace [(Chen et al., 2016); (Zhan et al., 2017)], a
také dochazi ke snizeni rezistence na léciva (Bu et al., 2020). K deregulaci PRC1 muze
dochazet bud’ na genové urovni napiiklad v podobé genovych amplifikaci, deleci a
missense mutaci, nebo na Urovni transkripéni a post-transkripéni prostfednictvim
naruseni regulace signalnich drah a miRNA. Jednou ze signalnich drah ovliviiujicich
expresi PRCI1 je praveé i Wnt signalizace, ktera je deregulovana u riznych typa rakoviny

(Klaus and Birchmeier, 2008).

1.2.4.1 PRC1 a Wnt signalizace

Zvysena exprese PRCI1 v souvislosti s Wnt signaliza¢ni drahou byla pozorovéana
napiiklad u hepatocelularniho karcinomu (HCC). Hepatocelularni karcinom je
nejcastéj$im malignim nddorovym onemocnénim jater a fadi se celosvétové mezi druhou

nejcastéj$i pficinu umrti vinou rakoviny. Klicovou roli v kancerogenezi ziejm¢ hraje
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deregulovana kanonickd Wnt signalizace a dale také jiz zminénd zvySena exprese PRCI.
U HCC pacientl byla ve spojitosti s touto overexpresi sledovana brzka recidiva a celkovée
Spatnd progndza onemocnéni. Nejvyssi expresi PRC1 vykazovali pacienti s recidivou
krat$i nez 2 roky, ti méli také znacné kratSi dobu pteziti v porovnani s pacienty s nizsi
expresi PRC1. Po provedeném knockdownu PRC1 se snizila proliferace HCC bungk, a
také doslo k inhibici migrace a celkové ke snizeni invazivity HCC bunék. To naznacuje,
ze se PRCI1 podili i na tvorbé metastdz a tumorigenezi. U tohoto typu nadorového
onemocnéni pravdépodobné dochazi k vzajemnému ptisobeni PRC1 a Wnt signalizace,
které se piredpokladéa vzhledem k tomu, Zze Wnt signaliza¢ni draha se mimo jin¢ uplatiiuje
v regulaci MT cytoskeletu a MAP by tedy mohly byt regulovany pomoci interakce s

jednotlivymi ¢leny Wnt signalizace.

V ptipadé HCC bylo zjisténo, ze ligand Wnt3a spousti v HCC buikach Wnt
signalizaéni kaskddu, kde s pomoci B-kateninu a TCF-4 nasledné dochazi k indukci
exprese PRCI a dalSich znamych cilovych proteini Wnt signalizace (survivin, cyklin
D1). Wnt3a také ovliviiuje distribuci PRC1 v burice a jeho lokalizaci na mikrotubuly a
bunéénou membranu. Zaroven PRC1 pravdépodobné interaguje s destrukénim
komplexem a podporuje jeho lokalizaci na bunéénou membranu. Déale suprimuje APC a
tim napomdha stabilizaci B-kateninu pfed degradaci. MiiZe tak vstupovat do jadra buiiky
a spoustét transkripci cilovych gent. Vznika tak pozitivni zpétnd vazba, kterd podporuje

expresi PRCI1, dalsi proliferaci a tvorbu metastaz (obrazek 13) (Chen et al., 2016) .

p-cat
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Obrdzek 13: Model vzajemného piisobeni PRCI a Wnt signalizace v HCC bunkdch. Ligand
Wnt3a spousti Wnt signalizacni kaskdadu vazbou na receptor Frizzled, dochdzi k inaktivaci

destrukcniho komplexu a jeho presunu k plazmatické membrané. Destrukcni komplex tak neni
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schopen fosforylovat p-katenin, ktery se nasledne hromadi v cytoplazmé, a poté vstupuje do jadra,
kde spolecné s TCF-4 reguluje transkripci cilovych genii véetné PRCI. PRCI je lokalizovan na
mikrotubuly a k plazmatické membrané, kde se ucastni prechodu destrukcniho komplexu
k plazmatické membrane, inhibuje funkci APC a tim podporuje stabilizaci p-kateninu
v cytoplazmé. Vznikla pozitivni zpétna vazba napomaha proliferaci a tvorbé metastdz. Prevzato z
(Chen et al., 2016).

K podobnym vysledkim do$li Zhan et al. (2017) v piipadé nemalobunécného
karcinomu plic (Non-Small Cell Lung Cancer = NSCLC), a také Liao et al. (2019) u
retinoblastomu. U NSCLC byla shodn¢ sledovana overexprese PRC1 v NSCLC tkénich,
ktera korelovala se vznikem metastdzi v miznich uzlinach, a vyskytovala se u pacienti se
Spatnou progndzou onemocnéni. Byl také zkouman vliv knockdownu PRC1 na NSCLC
buiiky a bylo zjisténo, ze dochazi k inhibici proliferace a snizeni migrace NSCLC bungk,
ato in vitro 1 in vivo. Potlaceni exprese PRC1 dale vedlo k zastaveni progrese bunééného
cyklu v G2/M fazi a néasledné k apoptoze. V této souvislosti byla sledovana i upregulace
inihibitort p21 a p27, které brani progresi bunécného cyklu inhibici cyklin-dependentnich
kindz. A naopak doSlo i k down regulaci cyklinu B1, CDK2 a CDK25C. Byla také
pozorovana zvysSend mira apoptdzy a s tim i sniZend exprese antiapoptotickych proteinil
jako PARP (Poly (ADP-ribose) polymerase) a Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) a zvySena
exprese proapoptotickych proteinii Bax a kaspazy 3. Pomoci NGS (Next Generation
Sequencing) a boinformatické analyzy bylo také zjisténo, ze v zavislosti na knockdownu
PRC1 doslo k rozdilné expresi celkové 10 037 gend, z toho nejvice byla ovlivnéna Wnt
signalizace. Na rovni proteinové exprese byl nejvice deregulovany ligand Wnt8b a déle
také naptiklad B-katenin, c-Jun, c-Myc a cyklin D2. B-katenin navic up reguluje expresi
PRC1 (Zhan et al., 2017). Wnt signalizace je deregulovanad i u druhého nejrozsifenéjsiho
nadoru oka — retinoblastomu. Ve studii, kterd se zabyvala vlivem uml¢eni PRC1 na Wnt
signalizaci u bunck retinoblastomu, bylo shodné s pfedchozimi studiemi zjiSténo, Ze
exprese PRCI je zvySend a to nejvice v invazivnich tkanich retinoblastomu. Pfi
knockdownu PRCI1 doslo k inhibici Wnt signalizace a proliferace bunck retinoblastomu
a jejich zastaveni v GO/G1 fazi bunétného cyklu. Doslo také k poklesu mnoZstvi
invazivnich buné¢k a k supresi angiogeneze (Liao ef al., 2019). Vysledky naznacuji, Ze i
u adenokarcinomu plic a retinoblastomu ziejmé dochézi k vzdjemnému pisobeni PRC1

a Wnt signaliza¢ni kaskady. Pfesny mechanismus regulace ale zatim nebyl obasjnén.
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1.2.4.2 Regulace PRC1pomoci p53

vvvvvv

tumor supresorovych gend - p53 se podili na udrzeni homeostdzy a brani maligni
transformaci zajisténim spravného pribéhu bunécného déleni. Jako transkripcni faktor
piimo negativné reguluje expresi potlacenim transkripce PRCI. Vysledkem této regulace
je suprimovana exprese na irovni mRNA i proteinu a zastaveni bunééného cyklu v G2/M
fazi (Li, Lin and Liu, 2004). Regulace exprese PRC1 pomoci p53 byla sledovéna i u
orofaryngealniho dlazdicobunééného karcinomu (Oropharyngeal Squamous Cell
Carcinoma — OSCC). Zde pfi inhibici p53 dochazi k overexpresi PRCI1, kterd ziejmé
suprimuje p53 a zaroven pozitivné reguluje EGFR (receptor pro epidermalni rlstovy
faktor) signalizaci, coz vede ke zvysené proliferaci OSCC bunék. Po provedeném
knockdownu PRC1 je p53 up regulovan, coz vede k dalsi inhibici PRCI a soucasné

k supresi EGFR signalizace a tim i proliferace OSCC bunék (obrazek 14).

Overexprimovany PRC1 PRC1 knockdown
v OSCC bufikach v OSCC burikach
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Obrazek 14: Model fungovani regulace p53/PRCI/EGFR v OSCC burnikach. Inhibice p53
zpusobuje zvyseni exprese PRC, které dale negativné ovliviiuje p53, stimuluje EGFR a tim
podporuje proliferaci OSCC bunék. Pri knockdownu PRCI dochazi k up regulaci p53, ktery dale
napomahd inhibici PRCI a tim prispiva ke snizeni proliferace OSCC bunék.

Stejné€ jako u ostatnich studii zabyvajicich se roli PRC1v ramci tumorigenze, byla 1 zde
prokézéana vysoka exprese PRC1 v OSCC buiikach souvisejici s metastazemi v miznich
uzlinach. PRC1 knockdown mél za nasledek inhibici proliferace se zastavenim
bunééného cyklu ve fazi G2/M in vitro a také inhibici nddorového ristu in vivo (Wu et
al., 2018). Negativni regulaci PRC1 pomoci p53 potvrdil i Zhang et al. (2017) u rakoviny
zaludku, kde ektopicka exprese p53 vedla k potlaceni exprese PRC1. U tohoto karcinomu
byla taktéz sledovana zvySena exprese PRC1 a s tim spojena Spatna prognoza onemocnéni

se snizenym ptezitim pacientll. Inhibice PRC1 vedla ke snizeni migrace a k zastaveni
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proliferace s naslednou apoptoézou. Dale bylo zjisténo, ze PRC1 je regulovan pomoci
piperlonguminu (PL) p53-dependentnim mechanismem (Zhang et al., 2017). PL je mala
molekula izolovana z rostliny pepte dlouhého, u které bylo zjiSténo, ze je selektivné
toxicka pro rakovinné buiiky, protoze u nich zvysSuje mnozstvi reaktivnich forem kysliku
(ROS). Hromadéni ROS vede k oxidativnimu stresu a nasledné k apoptéze (Raj et al.,
2011). U zaludecniho karcinomu byly testovany dvé bunééné linie, p53 wild-type AGS a
pS3 mutované¢ HGC27. A bylo zjisténo, ze PL selektivné inhibuje expresi PRCI1
v bunécné linii AGS, kde soucasné indukuje expresi pS3, ale neni schopen snizit expresi
PRC1 v bunécné linii HGC27 s mutovanym p53. Knockdown p53 u AGS vyustil
v snizeni u¢inku PL inhibovat expresi PRCI1, ¢imz se potvrdil inhibi¢ni mechanismus

zavisly na p53 (Zhang et al., 2017).

PRC1 mize byt pfi rakoviné deregulovan i na post-transkripéni urovni pomoci
mikroRNA (miRNA). Malé nekoédujici molekuly RNA (miRNA), s délkou 20-24
nukleotid, inhibuji translaci a snizuji stabilitu mRNA, a tim reguluji proteinovou expresi.
miRNA jsou deregulované u mnoha rakovinnych typt (Ventura and Jacks, 2009). Bylo
zjisténo, ze PRCI1 je upregulovany i v ptipad¢ dediferencovaného liposarkomu (DDLS),
kde soucasné dochdzi k down regulaci miRNA-143. Obnoveni exprese miRNA-143 vede
ke snizeni exprese PRC1 a zaroven také k inihibici proliferace DDLS bunék a k indukci
apoptézy (Ugras et al., 2011). K analogickym zavérim dosli 1 Tang et al.(2019) v ptipade
HCC. Zde byla konkrétné€ pozorovana snizena exprese miRNA-194 soucasné se zvySenou
expresi PRC1. miRNA-194 je pfitom schopna specificky vazat PRC1a pfi jeji overexpresi
dochazi k down regulaci PRCI1 soucasné s inihibici epitelidlné-mezenchymalni tranzice
,ij. procesu béhem kterého epitelidlni burniky ziskaji vlastnosti (napf. migrace a invaze do
okolni tkadn¢) mezenchymalnich kmenovych bunck, a proliferace inaktivaci Wnt
signalizace. In vivo je také suprimovan rist tumoru (Tang et al., 2019). Potencial mi-RNA

by tak mohl byt vyuzit pfi nddorové 1écbe.

Dosavadni poznatky o patofyziologii PRC1 v riiznych naddorovych onemocnénich
se shoduji v tom, Ze dochazi k overexpresi PRCI, kterd vede ke zvysSené proliferaci a
migraci rakovinnych bunék a také k vyssi invazivité onemocnéni a vzniku metastaz.
Casto je také u pacienttl, vykazujicich pii nadorovém onemocnéni vysokou expresi PRCI,
pozorovana brzkd recidiva a rezistence na lé¢iva. PRC1 by mohl byt vyuzit jako
prognosticky biomarker. At uz je PRC1 deregulovan na trovni transkripce nebo pomoci

riznych signalizacnich kaskad ¢i miRNA, ukazal se byt nezbytnym pro proliferaci
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nadorovych bun€k, a proto by se pravé o PRCI mohlo uvazovat, jako o vhodném
potencidlnim terapeutickém cili. Inhibice exprese PRCI je mozna na vice Urovnich

genove exprese, jak bylo jiz ukazano v ptipad¢ piperlonguminu nebo miRNA-194.
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2 Cile prace

Cilem této diplomové prace je vymezit interakéni rozhrani mezi proteiny PRCI1 a
DVL3 s vyuzitim pfirozené se vyskytujicich forem PRC1 a DVL3 a jejich zkracenych
variant ve fizi s fluorescencnimi proteiny pro pozorovani interakce pomoci TIRF (Total
Internal Reflection Fluorescence) mikroskopie. Jednotlivé ukoly diplomové prace jsou

uvedeny nize.

e Klonovani zkracenych variant PRC1 ve fuzi s fluorescen¢nim proteinem
mRuby

e Klonovani jednotlivych izoforem DVL ve fazi s fluorescenénim
proteinem GFP

e Exprese a purifikace pfipravenych faznich proteint GFP-DVL a
zkracenych variant mRuby-PRC1

e Vymezeni interakéniho rozhrani mezi PRC1 a DVL3 s vyuzitim TIRF

mikroskopie
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3 Metody

3.1 Seznam primeri pouZitych pri klonovani

V tabulce 1 jsou uvedeny primery pouzité pii pripraveé konstrukti mRuby-PRC1

a GFP-DVL.

Tabulka 1: Seznam primeru pouzitych pvi klonovani

Primer

Sekvence (57-3")

Popis

PRC1-F91-Not I

ataacatgcggccgceaatggaaggagaga

caaccatcttgcaac

Ptimy primer pro PRC1_91-620 s restrikénim

mistem pro Not |

PRCI1-F303-Not I

ataacatgcggcecgcaatgcagtactggga
ccagtgcttttatag

Ptimy primer pro PRC1_303-620

s restrik¢nim mistem pro Not [

PRC1-R620-Asc |

aataacatggcgcgecggactggatgttgg
ttgaattgagg

Zpétny  primer  pro PRC1_91-620,
PRC1 303-620, s restrikénim mistem pro

Asc 1

PRC1-F67-Not I

gccaataacatgcggcecgceaatgaaaagce

atatccgtctgtcag

Piimy primer pro PRC1_67-620 s restrikénim

mistem pro Not I

PRCI1-F224-Not 1

aataataacatgcggccgcaatgcagetgg

aaatgcagaaatcac

Ptimy primer pro PRC1_224-620

s restrikénim mistem pro Not [

PRCI1-F1-64+341-

aataacatgcggccgcaatgce

Ptimy primer pro PRC1 1-64+341-486

486-Not | s restrikénim mistem pro Not [
PRC1-R1-64+341- aataacatggcgcgccacgt Zpétny primer pro PRC1 1-64+341-486
486-Asc 1 s restrikénim mistem pro Asc I

PRC1-R486-Asc |

aataataacatggcgcgccacgtgetttgec
cggtgtattg

Zpétny primer pro PRC1_1-486, PRC1_67-
486, PRC1_224-486 s restrik¢nim mistem pro
Ascl

DVL1-F1.PCR-gtw

tcggagaacctgtacttccagtctaccatgg

cggagaccaagattatctacc

Piimy primer pro DVLI s restrikénim mistem

pro TEV protedzu

DVLI1-R1.PCR-gtw

ggggaccactttgtacaagaaagtcgggtt

acatgatgtccacgaagaactc

Zpétny primer pro DVL1 s att sekvenci

pE277-F2.PCR-gtw

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctc

Ptimy primer pro DVLI s att sekvenci

ccacaaagaactcg

ggagaacctgtacttccag

mDVL2-F cgagttctttgtggatgttatgtagccaacttt | Piimy primer pro mutagenezi DVL2
cttgtacaaagtgg (zavedeni stop kodonu)

mDVL2-R ccactttgtacaagaaagttgctacataacat | Zpétny primer pro mutagenezi DVL2

(zavedeni stop kodonu)
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3.2 Polymerazova retézova rekace (PCR)

K amplifikaci genu DVLI a zkracenych konstruktt PRCI (koédujicich
PRC1 91-620, PRC1 _303-620, PRC1_67-486, PRC1 224-486 a PRC1 1-64+341-486)
byla pouzita PCR. PCR reakce (celkovy objem 20 pl) obsahovala 10 pl polymerazového
mixu Pfu Ultra II hotstart PCR master mix (Agilent), 1 ng-pl™! templatové DNA (vektor
pcDNA3.1.(+)-HA-N-ADVLI pro DVL1 a vektor pOCC293-PRCI 1-620 piipraveny
v laboratofi pro konstrukty PRC1) a pfisluSny pfimy a zpétny primer (1 pM). Pokud
nasledovalo fezani fragmentii DNA z gelu byl objem PCR reakce dvojndsobny. PCR
reakce probihala v thermocycleru T100 (BioRad) za podminek, které jsou uvedeny
v tabulce 1. Poté byla provedena elektroforetickd analyza DNA v agar6zovém gelu a
amplifikovand DNA byla pfecisténa pomoci PCR clean up kitu (PCR Clean Up Kkit,
Sigma). V pripadé¢ DVL2 byl DNA fragment vyiezan z gelu a extrahovan pomoci DNA
recovery kitu (Zymoclean Gel DNA recovery kit, Zymo Research). Koncentrace DNA
byla zméfena spektrofotometricky pomoci pfistroje NanoDrop (ThermoFischer

Scientific)

Tabulka 2: Podminky PCR reakce pri amplifikaci DVLI a fragmentit PRCI.

Teplota | Doba trvani

95 °C 2 min

a5 eC 30s

25% 55°C 30s

72°C 50 s-2 min (dle velikosti amplifikované sekvence)

72°C 2-3 min

4°C

Dale byla PCR pouZita i pfi mutagenezi DVL?2, jejiz cilem bylo zavedeni stop
kodonu na konec genu. Primery pro mutagenezi byly navrzeny pomoci QuickChange
Primer Design (Agilent). PCR reakce (celkovy objem 10 pl) obsahovala 5 pl
polymerazového mixu Pfu Ultra II hotstart PCR master mix (Agilent), 30 ng-ul’!
templatové DNA pMM338DVL?2 a ptislusny ptimy a zpétny primer (4 uM). PCR reakce

probihala za podminek, které jsou uvedeny v tabulce3. Poté byla provedena
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elektroforeticka analyza DNA v agar6zovém gelu a templatova DNA byla Stépena
pomoci restrikéniho enzymu Dpn 1 v pufru CutSmart. Stépici reakce obsahovala 9 ul
vzorku po PCR reakci, 1 ul DpnI (20 U-ul') a 1,1 ul 10x koncentrovaného pufru
CutSmart (New England BioLabs). Stépeni probihalo 2 hodiny p#i 37 °C s naslednou
inaktivaci enzymu pii 80 °C po dobu 20 min. Nasledn¢ byla provedena transformace

20 ul XL-1 bunék 1,5 pl smési po Stépeni.

Tabulka 3: Podminky PCR reakce pri mutagenezi DVL2.

Teplota | Doba trvani

85 =C 2 min
95 =C 30s
25% 55 °C 30s

65°C |85 min
72°C | 20 min
4°C

3.3 Elektroforeticka analyza DNA v agarézovém gelu

Pro rozdéleni DNA podle velikosti byla vyuzivana elektroforéza v agar6zovém
gelu. Pro vizualizaci DNA byl do 35 ml gelu (0,8% agar6za v TAE pufru) piidan 1 pl
barvicky GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium). 1 pl analyzované DNA byl smichén
$ 0,25 pl nanéaseciho pufru (0,2% Orange G, 20% glycerol, 60 mM EDTA, pH 8). Jako
marker byl pouzit 1 ul Gene ruler (ThermoFischer Scientific) nebo 1 kb DNA ladder
(New England BioLabs). Elektroforéza probihala v horizontadlnim uspotadani v TAE
(40 mM Tris, 0,1% kyselina octova, 1| mM EDTA, pH 8) pufru pii konstantnim napéti
90 V po dobu 30 min. Pro vizualizaci DNA bylo pouZzito UV zéfeni (transiluminator

UV-T 20 M/W, Herolab).

V piipadé nasledného fezani DNA fragmentu z gelu byly pro vizualizaci DNA do
35 ml gelu pfidany 4 pl barvicky Sybr Safe (Invitrogen). 40 ul DNA bylo smichano
s 10 ul 5x koncentrovaného nanéseciho pufru (0,2% Orange G, 20% glycerol, 60 mM
EDTA, pH 8). DNA fragment byl nasledné z gelu vyfiznut a extrahovan pomoci DNA
recovery kitu (Zymoclean Gel DNA recovery kit, Zymo Research) dle ndvodu vyrobce.

30



3.4 Klonovani
3.4.1 Gateway klonovani

Pomoci Gateway klonovani byly piipravovany expresni plazmidy pro fuzni
proteiny GFP-DVL1, GFP-DVL2. Expresni vektor pro GFP-DVL3 byl ptipraven diive
v laboratofi. Kodujici sekvence lidského DVLI a vektor pD221 DVL?2 byly ziskany od

vyzkumné skupiny Vitézslava Bryji z Masarykovy univerzity.

Nejdiive byla vkladand sekvence DNA opatiena att misty pomoci dvou PCR
reakci se specifickymi primery. Nasledné byla provedena BP reakce v celkovém objemu
8 ul obsahujici 100 ng PCR produktu (inzertu), 100 ng donorového plazmidu
pDONR 221 (Invitrogen) a 1,8 pl Gateway BP klonazy (Invitrogen). Na doplnéni
celkového objemu reakce byl pouzit TE pufr (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7.5).
Smés byla inkubovana pfi laboratorni teploté pies noc. Poté byla provedena transformace
1 ul BP reakce s 20 pl DHS5a bunék. Plazmidova DNA byla izolovéana, ¢imz byl ziskdn
vektor pD221 s pozadovanou vlozenou sekvenci. Uspé&$nost reakce byla ovéfena

Sangerovym sekvenovanim (GATC Biotech).

Analogicky byla namichdna LR reakce v celkovém objemu 8 ul obsahujici 100 ng
pD221 vektoru, 100 ng expresniho plazmidu pMM338 a 1,8 ul Gateway LR klonazy
(Invitrogen). Po transformaci 20 pl DHS5a bunék 1 pl LR reakce a izolaci plazmidové
DNA byla sekvence ziskaného expresniho plazmidu ovéfena Sangerovym sekvenovanim

(GATC Biotech).

3.4.2 Klonovani pomoci restrikénich endonukleaz

Pomoci restrikénich endonukledz byly ptipravovany expresni plazmidy pro fuzni
proteiny mRuby-PRC1 (mRuby-PRC1 91-620, mRuby-PRC1 303-620,
mRuby-PRC1_67-486, mRuby-PRC1 224-486 a mRuby-PRC1 1-64+341-486), kde byl
jako templat pouzit plazmid pOCC293PRCI 1-620 piipraveny diive v laboratofi.
Vyjimkou byl konstrukt mRuby-PRC1 1-64+341-486, jehoz templatovda DNA byla
pripravena synteticky (GenScript).

Pro s$tépeni PCR produktu (PRC1 91-620, PRC1 303-620, PRC1 67-486,
PRC1 224-486 a PRCI1_1-64-linkr-341-486) a vektoru (pOCC293) byl pouzit 1 ul
enzymu Asc I s aktivitou 10 U-pl! a 0,5 ul enzymu Not I s aktivitou 20 U-ul"!' (New
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England BioLabs). Stépeni probihalo obéma enzymy zarovei pii 37 °C pies noc v 1x
CutSmart pufru (New England BioLabs) v celkovém objemu 50 pl (doplnéno dH>0O).
Inaktivace enzymu probihala pfi 80 °C po dobu 20 min. Po piecisténi DNA inzertu
pomoci Clean up kitu (PCR Clean Up kit, Sigma, USA) byla provedena ligace s
defosforylovanym vektorem pOCC293 v molarnim poméru 3:1 pomoci Blunt TA ligazy
(Thermo Fisher Scientific). Smés byla inkubovana 15 min pii laboratorni teploté. Poté
byla liga¢ni smés 4x natfedéna v dH»O a 1,5 pl bylo pouzito pro transformaci E.coli XL-1
bunék. Nasledn¢ byla provedena izolace DNA pomoci QIAprep Spin Miniprep kitu
(Qiagen). Sekvence ziskaného expresniho vektoru s pozadovanou sekvenci byla ovérena

Sangerovym sekvenovanim (GATC Biotech).
3.5 Transformace E.coli metodou heat-shock

100 ng plazmidové DNA bylo smichdno s 20 pl kompetentnich buné¢k DHS5a
(Library  Efficiency DH50 Competent Cells, Invtirogen)/XL-1 (XL1-Blue
Supercompetent Cells, Agilent) piipadné¢ BL2I1(DE3)RIPL (BL21-CodonPlus
(DE3)-RIPL Competent Cells, Invitrogen) a inkubovano na ledu po dobu 30 min.
Nasledné byl proveden heat-shock pti 42 °C po dobu 45 s a inkubace na ledu 2 min. Poté
bylo pfidano 200 pl S.0.C. média (2% trypton, 0,5% kvasinkovy extrakt, 10 mM NacCl,
2,5 mM KCI, 10 mM MgCl, 10 mM MgSO4 a 20 mM glukoza, Invitrogen) a buiiky byly
inkubovany pii 37 °C, 600 rpm po dobu 1 hod. Takto transformované bunky byly vysety
na Petriho misky s LB agarem a pfislusnym antibiotikem 50 pg-ml' kanamycin
(LB/KAN) pro plazmidy pOCC293 a pD221 a 100 pg-ml"' ampicilin (LB/AMP) pro
plazmid pMM338 a inkubovany pifes noc pii 37 °C. Nasledujici den byly buiky
zaoCkovany do tekutého LB média s pfisluSnym antibiotikem a kultivovany ptes noc pfi

37 °C a 250 rpm.

3.6 Izolace DNA

Malé mnoZstvi plazmidové DNA bylo izolovano z 2 ml bunécné kultury DHS5a
nebo XL-1 bunék v piipadé mutageneze. VéEtSi mnozstvi plazmidové DNA bylo
izolovano z 50 ml bunécné kultury. Kultivace probihala pies noc pti 37 °C a 250 rpm a
nasledn¢ byly kultivované buiiky zpracovany pomoci QIAprep Spin Miniprep nebo
QIAprep Spin Midiprep kitu (Qiagen) dle navodu vyrobce. Sekvence plazmidu byla

ovéiena Sangerovym sekvenovanim (GATC Biotech).
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3.7 [Exprese proteinii

Exprese fuznich proteini mRuby se zkracenymi variantami PRCI
(mRuby-PRC1 91-620, mRuby-PRC1 303-620, mRuby-PRC1 67-486,
mRuby-PRC1 224-486 a mRuby-PRC1 1-64+341-486) probihala v buiikach
BL21(DE3)RIPL.

Pro zjisténi optimalnich podminek exprese byla vzdy nejdiive testovana exprese
vyse uvedenych fuznich proteinti v malém objemu. Optimalizovana byla teplota exprese

a koncentrace induktoru.

Z agarové misky byla vzdy jedna kolonie BL21(DE3) RIPL bunék obsahujici
ptislusny plazmid zaockovana do 4 ml LB/KAN a kultivovana ptes noc pii 37 °C a
250 rpm. Druhy den byly 2 ml inokula pfidany do 50 ml LB/KAN média a inkubovany
pii 37 °C a 220 rpm do optické density 0,5 (A = 600 nm). Nasledné byla kultura rozd€lena
(4x 10 ml) a exprese byla indukovdna pomoci 02mM a 0,5mM IPTG
(isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid). Exprese probihala pfi 18 nebo 30 °C podle
tabulky 4.

Tabulka 4: Rizné podminky pri optimalizaci exprese fuznich proteini

mRuby-PRCI v BL21(DE3) RIPL buitkdch.

Teplota | Koncentrace IPTG | cas
1. [30°C 0,2 mM 3 hod
2. [30°C 0,5 mM 3 hod
3. |18°C 0,2 mM pies noc
4. | 18°C 0,5 mM pies noc

Po skonceni exprese byly kultury centrifugovany pti 6000 g/15 min/4 °C. Bun&¢na peleta
byla resuspendovana (50 mM Na HPO4, 300 mM NacCl, 20 mM imidazol, 10% glycerol,
pH 8) v poméru 100 pl pufru na 1 ml bunééné kultury a byly ptfidany inhibitory protedz
(cOmplete EDTA-free Protease Inhibitor, Roche). Buiiky byly dezintegrovany pomoci
sonikace (QI125 Sonicator, QSonica) 10x15s pulsy, s amplitudou 3 %. Nerozpustné
zbytky bunék byly odstranény pomoci centrifugace pii 15 000 g po dobu 15 min pii 4 °C.
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Pro kontrolu exprese bylo pfed indukci exprese a po jejim skonceni odebrano po
1 ml bunééné kultury (u vzorkll po expresi nafedéné na stejnou optickou hustotu, jakou
m¢él vzorek pred indukei). VSechny vzorky byly centrifugovany pti 13 000 g po dobu
I min a poté resuspendovany v 50 ul 4M mocoviny. Déle byly odebrany vzorky
rozpustnych frakei (50 pl) po sonikaci. VSechny vzorky byly pfed nanesenim na gel
smichany s 2x koncentrovanym vzorkovym pufrem (100 mM Tris-HCI, 4% SDS, 12%
glycerol, 0,3 mM B-merkaptoethanol, 0,12 mM bromfenolova modt, pH 6,8) v poméru
1:1, denaturovany pii 95 °C po dobu 5 min a analyzovany pomoci SDS-PAGE.

Pro expresi fuznich proteini mRuby-PRCI1 ve vétsim objemu byla z agarové
misky vzdy jedna kolonie BL21(DE3) RIPL bunék obsahujici piislusny plazmid
zaockovéana do 100 ml LB/KAN a kultivovana ptes noc pii 37 °C a 250 rpm. Druhy den
bylo 10 ml inokula ptidano do 500 ml LB/KAN média a inkubovéno pii 37 °C a 220 rpm
do optické density 0,5 (A=600nm). Nasledné byla snizena teplota na 18 °C a
indukovana exprese pomoci 0,2 mM IPTG. Kultura byla inkubovéna ptes noc. Druhy den
byla bunécna kultura centrifugovana pti 6000 g/15 min/4 °C. Bunécna peleta byla
resuspendovana v 5 ml pufru (50 mM Na;HPO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol,
10% glycerol, pH 8) a byly pfidany inhibitory proteaz (cOmplete EDTA-free Protease
Inhibitor, Roche).

3.7.1 Exprese proteinii v HEK293 buiikach

V HEK?293 bunikach probihala exprese fuznich proteint GFP-DVL1, GFP-DVL2
a GFP-DVL3. Nejdrive byla exprese proteinil otestovana v malém objemu a vysledky
byly analyzovany pomoci SDS-PAGE elektroforézy a imunodetekce. AZ poté byla

provedena exprese ve vétSim objemu.

Pro expresi proteinli v malém objemu byly smichany 2 pg expresniho vektoru
se 44 ul PBS a 6 ul 1 mg-ml™! linearniho polyethyleniminu (PEI) (Polysciences, Inc.).
Nésledné probéhla 10 min inkubace, a poté byla smés pfidana k 1 ml kultury HEK293
bun&k (4 -10°bun&k-ml') v Gibco FreeStyle F17 expresnim médiu (ThermoFischer
Scientific). Poté probé&hla 4-hodinova inkubace pii 37 °C, 110 rpm v 5% atmosféte COs,.
Po 4 hodinéch byl pfidan 1 ml EX-CELL 293 média (Sigma-Aldrich Co.) a nasledovala
65-hodinova inkubace pfi shodnych podminkéch. Jako kontrola transfekce byly pouzity
buiiky bez ptidaného plazmidu (negativni kontrola) a buiiky transfekované expresnim

vektorem pMM318mCherry2, ktery koduje fluorescenéni protein mCherry (pozitivni
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kontrola transfekce). Po inkubaci byly buiiky centrifugovany pii 4 °C, 500 g a 5 min.
Peleta byla resuspendovana v 500 pul PBS s inhibitory protedz (cOmplete EDTA-free
Protease Inhibitor, Roche). Buiky byly dezintegrovany pomoci sonikace (Sonikator
3000, Misonix) 3x20s pulsy, s amplitudou 1,5 %. K bunéénému lyzatu byl pfidan 0,1%
igepal CA-630 (Sigma-Aldrich Co.) a smés byla inkubovana na ledu po dobu 20 min. Pro
oddéleni bunééného lyzatu byla provedena centrifugace pii 15 000 g po dobu 15 min pii
4 °C a poté byl odebran supernatant. Vzorky bunécného lyzatu a supernatantu byly

analyzovany pomoci SDS-PAGE elektroforézy a pomoci imunodetekce.

Pro expresi proteini ve vétSim objemu bylo smichdno 448 ug ptislusného
expresniho vektoru s 9,9 ml PBS a 1,3 ml 1 mg-ml™! PEI (Polysciences, Inc.). Po 10 min
inkubaci byla smés pfiddna k 224 ml kultury bun&k HEK293 (4 -10° bunék-ml ") v Gibco
FreeStyle F17 expresnim médiu (ThermoFischer Scientific). Poté probchla 4-hodinova
inkubace pii 37 °C, 110 rpm v 5% atmosféife CO». Po 4 hodinach bylo pfidano 224 ml
EX CELL 293 média (Sigma-Aldrich Co.) a nasledovala 65-hodinova inkubace pii
identickych podminkach. Po inkubaci byly buiiky centrifugovany pti 4 °C, 500 g a 5 min.
Peleta byla resuspendovéna v 25 ml pufru (100 mM Tris-HCL, 10 mM NaCl, 5 mM KCl,
2 mM MgCly, 10% glycerol) s inhibitory protedz (cOmplete EDTA-free Protease

Inhibitor, Roche) a benzonazou (2 U-ml'!, Novagen).
3.8 SDS-PAGE elektroforéza

SDS-PAGE elektroforéza byla pouzita pro déleni proteinti podle jejich
molekulové hmotnosti. Gel pro elektroforézu se skladal z 5% koncentra¢niho gelu
(5% akrylamid-0,1% bisakrylamid, 0,1% APS, 0,1% TEMED, 125 mM Tris-HCI,
0,1% SDS, pH 6,8) a 10% nebo 15% separac¢niho gelu (10%/15% akrylamid-0,2%/0,3%
bisakrylamid, 0,1% APS, 0,1% TEMED, 125 mM Tris-HCI, 0,1% SDS, pH 8.8).
Analyzované vzorky byly pfed nanesenim na gel smichany s 5x koncentrovanym
vzorkovym pufrem (250 mM Tris-HCI, 10% SDS, 30% glycerol, 0,75 mM
B-merkaptoethanol, 0,3 mM bromfenolova modf, pH 6,8) v poméru 4:1 a denaturovany
pti 95 °C po dobu 5 min v termobloku. Jako standard molekulovych hmotnosti byl pouzit
1 ul PageRuler Prestained Protein Ladder (ThermoFisher Scientific). Separace probihala
pii konstantnim napéti 150 V po dobu jedné a ptil hodiny v elektrodovém pufru (25 mM
Tris-HCI, 200 mM glycin, 0,1% SDS). Gel byl poté obarven pomoci roztoku Coomassie

brilliant blue G-250 (50 mg-1"! barvicka, 3 ml-1" kyselina octovd) zahiatim v mikrovinné
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troub& po dobu 1,5 min, poté 20 min pii laboratorni teploté¢ a ndsledné odbarven pomoci

deionizované vody.

3.9 Western blotting a imunodetekce proteinii

Proteiny rozdélené v SDS-PAGE gelu byly pfeneseny na PVDF (polyvinyliden
difluorid) membranu pomoci blotovaciho =zafizeni (Trans-blot Turbo Transfer
System,BioRad). Pienos probihal v ptfenosovém pufru (Western Blot Transfer Buffer,
BioRad) pfi napéti 25 V po dobu 30 min. Poté byla membrana s pienesenymi proteiny
blokovana v 5% mléku (v TBS) pii laboratorni teplot¢ po dobu 30 min. Nasledovala
45 min inkubace s  protilatkou  konjugovanou s kienovou  peroxiddzou
(anti-His HRP/anti-Strep HRP, 1 pg-ml™, Qiagen) v TBS s 5% mlékem. Nésledné byla
membrana  tfikrat oplachnuta Sml TBS s0,05% Tween20. K vyvolani
chemiluminiscen¢ni reakce byl pouzit 1 ml substratu Luminata Forte (Merck Millipore)

a signal byl detekovan pfistrojem LAS4000 (ImageQuant LAS 4000, GE Healthcare).
3.10 Purifikace proteinu

3.10.1 Purifikace pomoci metaloafinitni chromatografie (NiNTA) a Stépeni

3C proteazou

Purifikace faznich proteinit mRuby-PRC1 91-620, mRuby-PRC1 303-620,
mRuby-PRC1_67-486, mRuby-PRC1 224-486 a mRuby-PRC1 1-64-+341-486 pomoci
NiNTA chromatografie probihala s vyuZitim gravitacnich kolonek pfti 4 °C.

Bakteridlni builkky byly dezintegrovany pomoci sonikace (Q125 Sonicator,
QSonica) 7x15s pulsy, samplitudou 5% a byl také pfidan lysozym (1 mg-ml?).
Nerozpustné zbytky bunék byly odstranény pomoci centrifugace pti 20 000 g po dobu

15 min pfi 4 °C. Supernatant byl nasledné pouZit pro purifikaci.

Bunéény supernatant byl nanesen na kolonu s I ml NiNTA nosi¢e (NiNTA
Superflow, IBA) pre-ekvilibrovaného 50 mM Na,HPO4, 300 mM NaCl, 20 mM
imidazol, 10% glycerol, pH 8. Nosi¢ byl promyt 2x5 ml ekvilibra¢niho pufru a navazany
protein byl eluovan postupné se zvySujici koncentraci imidazolu (40 mM, 70 mM,
90 mM, 140 mM a 250 mM). Jednotlivé frakce byly analyzovany pomoci SDS-PAGE

elektroforézy.
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Frakce obsahujici pozadovany protein byly zbaveny imidazolu pomoci dialyzy
(MWCO: 3,5 kDa). Vzorky byly dialyzovany proti stondsobnému objemu pufru 50 mM
Na;HPO4, 500 mM NaCl, pH 8 pfi 4 °C pies noc. Druhy den byl dialyzacni roztok
vymeénén a dialyza probihala jesté dalSich 6 hodin pfi shodnych podminkach. Nésledné
bylo provedeno zakoncentrovani proteinu centrifugacnim filtrem (Amicon Ultra-15
Centrifugal Filter Unit, Merck Millipore) s cut-off limitem 10 kDa. His-tag byl §t€pen
pomoci 3C proteazy (pfipravené v nasi laboratofi). Protedza byla pfidand k proteinu
v hmotnostnim poméru 1:20 a Sté€peni probihalo pii 4 °C pfes noc. Po §tépeni byla
provedena centrifugace pii 4 °C, 21 000 g. Pro odstranéni 3C proteazy a proteina
s neodstépenym His-tagem byl vzorek nanesen na NiNTA kolonu a inkubovan 15 min.
Poté byla jiména flow-through frakce proteinu s odStépenym His-tagem. Frakce
obsahujici 3C proteazu, odstépeny His-tag a ptipadné protein s neodstépenym His-tagem
byly eluovany 500 pul 200 mM Tris-HCI, 200 mM NaCl, 0,5 M imidazol, pH 7,5.
Vysledky S$tépeni byly analyzovany pomoci SDS-PAGE elektroforézy a pomoci
imunodetekce. Koncentrace proteini byly stanoveny spektrofotometricky pomoci

ptistroje NanoDrop (ThermoFischer Scientific).

3.10.2 Purifikace proteinii obsahujici Strep-tag pomoci afinitni chromatografie

HEK 293 buniky byly dezintegrovany pomoci sonikace (Sonikator 3000, Misonix)
3x 20s pulsy, s amplitudou 3-5 %. K bunéénému lyzatu byl pfidan 0,1% igepal CA-630
(Sigma Aldrich Co.) a smés byla inkubovéana na ledu po dobu 20 min. Dale byl piidan
NacCl do findlni koncentrace 150 mM a smés byla inkubovana na ledu po dobu dalSich
20 min. Pro odd¢€leni bunécného lyzatu byla provedena centrifugace pii 7 200 g po dobu
15 min a pti 4 °C. Poté byl odebran supernatant a byla provedena druha centrifugace pfi

40 000 g, 4 °C, 30 min. Supernatant byl nasledné pouzit pro purifikaci.

Purifikace fuznich proteint GFP-DVL1, GFP-DVL2 a GFP-DVL3 se
Strep-tagem probihala pti 4 °C s vyuzitim gravitacnich kolonek. Supernatant ziskany po
proteinové expresi byl inkubovan s 3 ml Streptactinu (Strep-Tactin Superflow, IBA)
promytého ekvilibra¢nim pufrem (100 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl, 10%
glycerol, pH 8) po dobu 1 hod pfti 4 °C. Poté byla suspenze nanesena na kolonu a nosi¢
byl promyt 10 ml ekvilibracniho pufru, nasledn¢ 10 ml ekvilibracniho pufrus 3 mM ATP
a 10 mM MgCl; (inkubace na kolon€¢ 15 min) a nakonec 10 ml ekvilibra¢niho pufru.

Nasledné byl protein eluovan 2x 30 ml elu¢niho pufru (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl,
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10 mM KCI, 10% glycerol, 3 mM desthiobiotin, pH 8). jednotlivé frakce byly
analyzovany pomoci SDS-PAGE elektroforézy. Vypurifikované proteiny byly
zakoncentrovany pomoci centrifugacniho filtru (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter
Unit,Merck Millipore) s cut-off limitem 30 kDa. Koncentrace proteinti byly stanoveny

spektrofotometricky pomoci pfistroje NanoDrop (ThermoFischer Scientific).
3.11 TIRF mikroskopické experimenty

Pti TIRF mikroskopii (Total internal reflection fluorescence microscopy) dochazi
k excitaci a detekci fluoroforti v tenkych vrstvach vzorku pii souCasném potlaceni
fluorescence pozadi. Laserové svétlo je nasmérovano na rozhrani 2 prostiedi tak, ze
dopadé na mikroskopické sklicko pod thlem vét§im, nez je tzv. mezni uhel. To vede k
totalnimu odrazu a vznika tzv. evanescentni vlna. Evanescentni vlna je slabé
elektromagnetické pole vzniklé v dusledku totalniho odrazu. Excitovany jsou tak pouze
fluorofory v hloubce evanescentniho pole (100-200 nm) a fluorofory ve vetsi vzdalenosti

od kryciho skla excitovany nejsou.

3.11.1 Polymerizace mikrotubuli

Pro TIRF mikroskopické experimenty byl pouzit tubulin izolovany z prasecich
mozk jiz diive v laboratofi dle Ustinova et al. (2020), ktery byl smichany s fluorescenéné

znacenym tubulinem (Alexa Fluor 647) v poméru 30:1.

Pred kazdym TIRF mikroskopickym experimentem byly pfipraveny mikrotubuly
stabilizované pomoci GMPCCP a taxolu. Nejdiive byl smichan 2,5 uM tubulin s 1 mM
GMPCPP (Jena Bioscience), a 1 mM MgCl, v BRB80 pufru (80 mM PIPES, 1 mM
MgCl,, 1 mM EGTA, pH 6,8). Nasledovala 5-minutovd inkubace na ledu, a poté
2-hodinova inkubace v termostatu pii 37 °C. Smés byla déale centrifugovéna pii
laboratorni teploté, 14 000 g po dobu 30 min. Peleta byla resuspendovéana ve 100 pl pufru
BRB80 s 1 uM taxolem.

3.11.2 Priprava skli¢ek pro mikroskopické experimenty

Mezi dvé¢ silanizovana kryci sklicka (Corning Cover Glass, Sigma-Aldrich Co.),
piipravené dle Hyman, (1991) v laboratofi, byly vloZeny prouzky parafilmu, ¢imZ se mezi
jednotlivymi parafilmy vytvofily kandly o vySce 0,1 mm, Sifce 3 mm a délce 18 mm. Do

takto pripravenych kanald bylo pipetovano 25 pl protilatky proti B-tubulinu (Sigma-
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Aldrich Co., 20 pg-ml™! v PBS), a nasledovala inkubace po dobu 10 min. Déle byla
provedena 30 min inkubace s 35 pl detergentu Pluronic F-127 (Sigma-Aldrich Co.,
10 mg-ml"!' v BRB80), snaslednym promytim kandlu 35 pl pufru BRBSO s 1 uM

taxolem. Takto pfipravena sklicka s kanaly byla nasledn¢ pouzita pro TIRF experimenty.

3.11.3 TIRF mikroskopie

Vsechny vyse uvedené fuzni proteiny byly spolu sdalSimi konstrukty
mRuby-PRC1 (mRuby-PRC1 1-620; mRuby-PRC1 1-486; mRuby-PRC1 303-486) a
GFP-DVL3 (GFP-DVL3 398-496; GFP-DVL3 243-496; GFP-DVL3 243-351), které¢

byly ptipraveny jiz diive v laboratofi, pouzity pro TIRF mikroskopické experimenty.

Mikrotubuly byly imobilizovany v kanalech na sklicku pomoci protilatek proti
B-tubulinu. Vzorky GFP-DVL (200 nM) a mRuby-PRC1 (100 nM) byly smichany a
pipetovany do pfipravenych kanali v BRBSO pufru s 20 mM D-glukézou, 10 mg-ml™!
kaseinem, 0,001% detergentem Ci2Es, 10 mM DTT a 1 mM taxolem. Pro stabilizaci
fluorescen¢niho signalu byla dale piidana 110 pg-ml' glukéza oxidaza a 20 pg-ml’!

katalaza.

Pro fluorescenc¢ni detekcei proteint byl pouzit mikroskop Nikon Ti-E vybavenym
H-TIRF systémem (Nikon). Byl pouzit 60x imerzni objektiv 1.49NATIRF, Andor iXon
Ultra EMCCD kamera (Andor Technology, Belfast) spolu s NIS Elements softwarem
(Nikon). Pro vizualizaci GFP-DVL byl konkrétné pouzit 488 nm excitacni laser, pro
vizualizaci mRuby-PRC1 — 561 nm excita¢ni laser a pro Alexa Fluor 647-znacené
mikrotubuly — 640 nm excita¢ni laser. Frekvence sniméni obrazu byla jeden snimek za
0,2-0,3 s. Vysledky byly analyzovany pomoci programu ImageJ [(Schindelin et al.,
2012);(Rueden et al., 2017)].

39



4 Vysledky

4.1 Klonovani

Pomoci restrikéniho klonovéni s vyuzitim restrikénich endonukleaz a ligdzy byly
pfipraveny expresni vektory riznych zkracenych variant PRC1 ve fizi s fluorescencnim
proteinem mRuby (Tabulka 5). Nejdiive byl pozadovany fragment PRCI amplifikovan
pomoci PCR, kde byl jako templat vyuzit plazmid pOCC293-PRCI 1-620 piipraveny
v nasi laboratofi. Vysledek PCR reakce byl ovéen pomoci elektroforetické analyzy DNA
v agar6zovém gelu (obrazek 15). PCR produkty byly $tépeny pomoci restrikénich
endonukledz Ascl a NotI a nasledné uspésné ligovany do expresniho plazmidu
pOCC293. Uspésnost klonovani vektorti byla ovéfena Sangerovym sekvenovanim

(GATC Biotech).

A B

1 kb
500 bp

1 kb
500 bp

250 bp

Obrdazek 15: Elektroforeticka analyza vybranych PCR produktii v agarozovém gelu A: fragmenty
PRC1 _67-486 (1260 bp) a PRC1_224-486 (789 bp), B: PRC1 1-64+341-486 (714 bp)

Pomoci Gateway klonovani byly pfipraveny expresni vektory pro DVL1 a DVL2
ve fuzi s fluorescennim proteinem GFP pro expresi v HEK293 bunkéch. Nejdiive byla
vkladana sekvence DNA opatfena att misty pomoci dvou PCR reakci se specifickymi
primery. Vysledky PCR reakci byly ovéfeny pomoci elektroforetické analyzy DNA

v agarozovém gelu (obrazek 16). Behem 2. PCR reakce doSlo i ke vzniku kratSich
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nespecifickych fragmentt DVLI (mensSich nez 500 bp), a proto byl amplifikovany DVL1

vyfiznut z gelu.

2 kb
1kb
2kb
1kb 500 bp
500 bp Kratsi
fragmenty
DVL1

Obrazek 16: Elektroforeticka analyza PCR produktii v agarozovém gelu A: 1. PCR rekce DVLI
(2012 bp). B: 2. PCR reakce DVLI.

Nasledné byla provedena BP reakce a inzert byl pomoci Gateway BP klonazy
(Invitrogen) vlozen do donorového plazmidu pDONR 221 (Invitrogen). Sekvence
vektoru byla ovétena Sangerovym sekvenovanim (GATC Biotech). Pomoci LR reakce
byla poZzadovana sekvence vlozena do expresniho plazmidu pMM338 a sekvence
konstruktu byla rovnéz ovéfena sekvenovanim (GATC Biotech). U konstruktu
pMM338 DVL?2 bylo zjisténo, ze gen pro DVL2 neni ukoncen stop kodonem, proto bylo

nutné provést mutagenezi.

Tabulka 5: pripravené expresni vektory konstruktit PRCI a DVL

Expresni vektory PRC1 konstrukti Expresni vektory DVL konstruktt
pOCC293-PRCI1 _91-620 pMM338-DVLI

pOCC293-PRCI 303-620 pMM338-DVL2

pOCC293-PRCI 67-486
pOCC293-PRCI1 224-486
pOCC293-PRC1_1-64+341-486

4.2 Exprese, purifikace a §tépeni 3C proteazou

Ptipravené expresni vektory pOCC293-PRC1 (tabulka 5) byly pouzity pro
produkci  fhznich  proteini.  mRuby-PRC1 91-620,  mRuby-PRC1 303-620,
mRuby-PRC1_67-486, mRuby-PRC1_224-486 a mRuby-PRC1 1-64+341-486, ktera
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probihala v bunikach BL21(DE3) RIPL. U vSech konstrukt byla optimalizovéna teplota
exprese (18 nebo 30 °C) a koncentrace induktoru (0,2mM a 0,5mM IPTG).

Exprese mRuby-PRC1 proteinti byla viditelna pouhym okem, protoze buniky byly
diky mRuby zbarveny do riizova, coz nasledné potvrdily 1 vysledky SDS-PAGE. Mezi
riznymi podminkami exprese nebyly u zddného z ptipravenych mRuby-PRC1 konstruktii
pozorovany vyrazngjsi rozdily v produkci rozpustné formy pozadovaného proteinu. Pro
expresi vét§tho mnozstvi proteinti byla na zékladé vysledka optimalizace zvolena teplota
exprese 18 °C a 0,2 mM koncentrace IPTG. Vysledky optimalizace exprese pro dva
vybrané konstrukty (mRuby-PRCI 91-620 a mRuby-PRCI1 303-620) jsou na
obrazku 17.
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Obrazek 17: Optimalizace exprese mRuby-PRC1 _91-620 (91 kDa) a mRuby-PRCI 303-620
(67 kDa). Pro kazdou kombinaci podminek (teplota/koncentrace IPTG) byly v pribéhu
experimentu odebrany tri vzorky. Prvni odpovida celkovému proteinu pred indukci exprese, druhy
celkovému proteinu po expresi a treti rozpustné frakci proteinmii po dezintegraci bunék a
odstraneni nerozpustnych zbytkit bunék. Prouzky odpovidajici pozadovanym proteiniim jsou
zvyrazneny v ramecku. 10% SDS-PAGE gel
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Po expresi fuznich proteint mRuby-PRC1 91-620 a mRuby-PRC1 303-620
v 500ml LB/KAN byly bunky dezintegrovany pomoci sonikace 14x15s pulsy,
s amplitudou 5 %. Nerozpustné zbytky bunck byly odstranény pomoci centrifugace pfi
20 000 g po dobu 30 min pii 4 °C. Rozpustna frakce byla nésledné pouzita pro NiNTA
purifikaci a jednotlivé vzorky frakci byly zpracovany pro SDS-PAGE elektroforézu.
Konstrukty se vazaly na NiNTA kolonu a podaftilo se je vypurifikovat. V eluovanych
frakcich byly pozorovany i prouzky o niz§i molekulové hmotnosti, patfici ziejmée

degradacnim produktiim (obrazek 18).
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Obrdzek 18: NiNTA purifikace mRuby-PRCI 91-620 (91 kDa) a mRuby-PRCI 303-620
(67 kDa). Prouzky odpovidajici pozadovanym proteintum jsou zvyraznény v ramecku.10%
SDS-PAGE gel

Kvili ¢astecné degradaci proteinii byly upraveny podminky zpracovani bun€k
pfed purifikaci. Bunky byly resuspendovany v pufru s dvojnadsobnym mnoZstvim
inhibitord protedz. Déle byl zkracen cas sonikace na 7x 15s pulst, ptidan
lysozym 1 mg-ml!, a zkricena byla také doba centrifugace na 15 min, aby byla
minimalizovana doba, kdy jsou proteiny bezprostiedné vystavené plisobeni proteaz. Po
celou dobu byl vzorek drzen na ledu a purifikace byla provadéna pti 4 °C. Jednotlivé
vzorky frakci byly zpracovany pro SDS-PAGE elektroforézu, ze které je patrné, Ze doslo
pouze k mirnému zlepSeni, ale vyraznéji se degradaci proteini ovlivnit nepodatilo

(obrazek 19). To naznacuje, Ze k degradaci mohlo dochézet jesté pred dezintegraci bunék.
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Obrazek 19: NiNTA purifikace mRuby-PRCI 91-620 (91 kDa) a mRuby-PRCI 303-620
(67 kDa) po upravé podminek zpracovini bunék pred purifikaci. Prouzky odpovidajici
pozadovanym proteiniim jsou zvyraznény v ramecku.10% SDS-PAGE gel 10% SDS-PAGE gel

Upravené podminky byly nicméné zachovany 1 pifi produkei dalSich
mRuby-PRC1 konstruktl (obrazek 20). VSechny konstrukty se vazaly na NiNTA kolonu
a byly uspésné vypurifikovany.
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Obrazek 20: NiNTA purifikace mRuby-PRCI _67-486 (91 kDa), mRuby-PRCI 224-486
(60 kDa) a mRuby-PRCI 1-64+341-486 (56 kDa). Prouzky odpovidajici pozZadovanym
proteiniim jsou zvyraznény v ramecku. 10% SDS-PAGE gel

Po NiNTA purifikaci byla vybrana frakce zbavena imidazolu pomoci dialyzy.

Nasledné byl protein zakoncentrovan a His-tag byl odstépen 3C proteazou. Pro odstranéni
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3C proteazy, volného His-tagu a piipadné proteint s neodstépenym His-tagem byla smés
nanesena na NiNTA kolonu. Vysledky Stépeni byly analyzovany pomoci SDS-PAGE
elektroforézy, a také pomoci imunodetekce anti-His HRP protilatkou (obrazek 21).
Z vysledkti Western blottingu vyplyva, Ze byl His-tag Gspésné a kompletné odstépen. Na
SDS-PAGE gelu jsou patrné prouzky odpovidajici pozadovanému proteinu i ve frakci

wrwe

nespecifickou vazbu na kolonu nebo precipitaci.
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Obrazek 21: Stépeni konstruktii mRuby-PRCI 91-620 (91 kDa) a mRuby-PRCI1 303-620
(67 kDa) pomoci 3C protedazy (22 kDa). A: SDS-PAGE gel (15%), B: Western blotting s
imunodetekci prostiednictvim anti-His HRP protilatky.

4.3 Exprese a purifikace fliiznich proteini GFP-DVL

Fuzni proteiny GFP-DVL1, GFP-DVL2 a GFP-DVL3 byly pomoci pfipravenych
expresnich plazmidi pMM338 DVL (izolovanych ze dvou rlznych kolonii)
produkovany v HEK293 buiikach. Nejdiive byla exprese otestovana v malém objemu.
Jako kontrola transfekce byly pouzity netransfekované bunky a bunky transfekované
expresnim vektorem (pMM318-mCherry2), ktery koduje fluorescencni protein mCherry
ve fuzi se Strep-HALO-tagem (70 kDa). Vzorky bunécného lyzatu s celkovym proteinem
arozpustné frakce byly analyzovany pomoci SDS-PAGE elektroforézy a pomoci Western
blottingu s imunodetekci anti-Strep HRP protilatkou. Spravny prabéh transfekce byl
potvrzen pomoci pozitivni kontroly, produkci proteinu mCherry, ktery byl detekovan

nejen vizualné — transfekované bunky byly zbarveny do rtiZzova, ale také pomoci Western
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blottingu s imunodetekci. U netransfekovanych bun¢k nebyla produkce His-tagovanych
proteint detekovana. Exprese GFP-DVL2 v malém objemu kultury je dokumentovana na
obrazku 22. GFP-DVL2 v SDS-PAGE gelu migruje odlisné od své predpovidané
molekulové hmotnosti. Pfi¢inou by mohlo byt aminokyselinové slozeni DVL proteint

nebo také post-transla¢ni modifikace.
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Obrazek 22: Exprese GFP-DVL2 (113 kDa) v malém objemu kultury. A: SDS-PAGE gel,
B: imunodetekce prostrednictvim anti-Strep HRP protilatky. Jako kontrola transfekce byly
pouzity netransfekované bunky (NF buitky) a expresni vektor pro fluorescencni protein
Strep-HALO-mCherry (70 kDa). 10% SDS-PAGE gel

Po otestovani exprese v malém objemu kultury byly proteiny exprimovany
ve 448 ml bunécné kultury. Rozpustné frakce byly nésledné pouzity pro afinitni

purifikaci na Streptaktinové koloné a jednotlivé vzorky odebiranych frakei byly

zpracovany pro SDS-PAGE elektroforézu. VSsechny GFP-DVL konstrukty se pomoci
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Strep-tagu vazaly na Streptaktinovou kolonu a byly Gspésné purifikovany (obrazek 23).

[} = N m NN ~
@ - N m SN 8 je! e e o D c Q — ~Nm T
A < ¥ ¥ » O W c o o w 9 ] X v o ¥ U
1 c oo U U e C 2 F x = ¥ oot B8
f e 0 & &2 2 X s W ¥ ¥ ¥ mom® ] s = 2
& wmx ¥ ¥ T ® w 2 5 o o & & E wxxyg g0
35T ToE & EL2 T3 3w w b =R e
S - o0 0 g @ . B £ 2 > > c c S = caa T8
s £ 2 225 & O S ¥ oS a - E 22> a
E2LEEEES 2 = 532565 E3 3 £31EFgz £ 3
D S E5 653 8 [kDa]ggg_OeﬁfEEaa E§EOO§22
bl =22 £ E&EE & = T kpa) 2 2 T & && 0=
250 s £3fle=s ol ,;_1;
x - | —
130 — 130 — | 4 250 =
100 — wu 100 — — - 130—
70 . 0= 100—
55 - 70—
G5 — =
35 — 35 —
25 — 5 ] 25—
— - 35—
R . s -
. e il -

Obrdzek 23: A: Purifikace GFP-DVLI (108 kDa), B: Purifikace GFP-DVL2 (113 kDa),
C: Purifikace GFP-DVL3 (113 kDa), 10% SDS-PAGE gel

4.4 TIRF mikroskopie

TIRF mikroskopické experimenty byly provadény s cilem vymezit interakéni
rozhrani mezi PRC1 a DVL3. K tomu byly vyuzity konstrukty mRuby-PRC1 a GFP-DVL
uvedené na obrazku 24.

mRuby-PRC1 GFP-DVL
AMEK  Schématické znazornéni jednotlivych domén

AMK  Schématické znazornéni jednotlivych domén

1-620-—[ Dimeriza‘éni]: Rod Imm"a I i }— DVL1

1-435-—[ mmem“l rod I P D 1'695 DIX

DVL2

DVL3
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303.486 ) 1736{_o® | ox ez e o
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57436-—[ Rod I MT-vazebna D 243351

224-486 m MT-vazebna . 398496
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Obrazek 24: Jednotlivé konstrukty mRuby-PRC1 a GFP-DVL testované pomoci TIRF
mikroskopie.
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Pti TIRF experimentech byla k imobilizovanym mikrotubulim pfidavana smés
100 nM mRuby-PRCI1 a 200 nM GFP-DVL. Mikrotubuly, znacené¢ Alexa647 (excitace
640 nm) jsou znazornény modie, mRuby-PRCI1 konstrukty (excitace 561 nm) jsou
oznaceny fialovou barvou a GFP-DVL konstrukty (excitace 488 nm) jsou zobrazeny
zelené. Dale je zobrazen piekryv vSech tii kanali. Jako negativni kontrola byl
k imobilizovanym mikrotubulim pfidén pouze GFP-DVL3, kde interakce pozorovana
nebyla. DVL3 tedy neni schopen vazby na mikrotubuly bez piitomnosti PRC1. Usp&$né
byla testovana interakce mezi PRC1 a vSemi izoformami DVL. Bylo zjisténo, ze DVLI,

DVL2 i DVL3 interaguji s PRC1 (obrazek 25).

Alexa647-MT mRuby-PRC1 GFP-DVL .
640 nm 561 nm 488 nm Prekryv

GFP-DVL3
20 pm

GFP-DVL1 i
mRuby-PRC1 :

GFP-DVL2
mRuby-PRC1

GFP-DVL3 '
mRuby-PRC1

Obrazek 25: Negativni kontrola (GFP-DVL3 a Alexa647-mikrotubuly) a jednotlivé zzoformy
GFP-DVL a mRuby-PRC1 1-620 testované pomoci TIRF mikroskopie.

Dale byla testovana interakce mezi mRuby-PRC1 1-620 a tfemi zkracenymi
variantami GFP-DVL3. U zkracené varianty GFP-DVL3 243-496, odpovidajici PDZ
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spolu s DEP doménou, byl pozorovan velmi slaby signal kopirujici mikrotubuly. Silng;si
signal byl pozorovan v piipadé konstruktu GFP-DVL3 398-496 (DEP doména). Zadny
signal nebyl detekovan u konstruktu GFP-DVL3 243-351 (PDZ doména) (obrazek 26).
Konstrukt GFP-DVL3 1-82 (DIX doména) se nepodafilo piipravit v rozpustné formé, a
proto nemohl byt testovan. Z vysledkl vyplyva, ze na interakci s PRC1 se ziejmée bude
podilet ¢ast DVL odpovidajici DEP doméné. K pfesnéjSimu vymezeni interakéniho

rozhrani bude ov§em nutna ptiprava dalSich konstrukti GFP-DVL3.

Alexab47-MT mRuby-PRC1 GFP-DVL .
640 nm 561 nm 488 nm Prekryv

GFP-DVL3 BT
243-496 L =
mRuby-PRC1 o
GFP-DVL3 e
398-496 P e
mRuby-PRC1 ACEON
GFP-DVL3 - e
243-351 e t
mRuby-PRC1 Vo

Obrdzek 26: Testovani interakce mezi zkrdcenymi  variantami GFP-DVL3 a
mRuby—PRC1_1—620

Jako posledni byla testovana interakce mezi GFP-DVL3 a sedmi zkracenymi
variantami mRuby-PRC1. VSechny testované konstrukty mRuby-PRCI1 se uspésné
vazaly na mikrotubuly. Interakce byla pozorovdna mezi GFP-DVL3 a
mRuby-PRC1 1-486, coZ naznacuje, Ze se na interakci nepodili C-terminalni ¢ast PRC1
odpovidajici doméné bohaté na Lys a Arg. Velmi nizky signél byl sledovan u konstrukti
mRuby-PRC1 67-486 a mRuby-PRC1 91-620 naznacujici moznou slabou interakci s
GFP-DVL3. U  dalsich  testovanych  konstruktt =~ mRuby-PRC1 303-620,
mRuby-PRC1 224-486, mRuby-PRC1_1-64+341-486 a mRuby-PRC1 303-486
interakce s GFP-DVL3 pozorovéna nebyla (obrazek 27). Z uvedenych vysledka vyplyva,
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ze za interakci mezi PRC1 a DVL3 je zfejm¢ zodpovédna N-termindlni ¢ast PRC1 slozena

z dimerizaéni a rod domény.

Alexa647-MT mRuby-PRC1 GFP-DVL .
640 nm 561 nm 488 nm Prekryv

GFP-DVL3
mRuby-PRC1
1-486

GFP-DVL3
mRuby-PRC1
67-486

GFP-DVL3
mRuby-PRC1
303-620

GFP-DVL3
mRuby-PRC1
91-620

GFP-DVL3
mRuby-PRC1
303-486
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Alexab47-MT mRuby-PRC1 GFP-DVL
640 nm 561 nm 488 nm

GFP-DVL3
mRuby-PRC1
224-486

GFP-DVL3
mRuby-PRC1
1-64+341-486

Obrazek 27: Testovani interakce mezi zkracenymi variantami mRuby-PRCI a GFP-DVL3
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5 Diskuze

Scaffolding protein Dishevelled (Dvl) je nezbytnou soucasti Wnt signalizacnich
kaskad pii embryonalnim vyvoji i pfi udrzovani tkanové homeostazy v dospélosti. PRC1
patii mezi proteiny asociované s mikrotubuly a je kli¢ovy pro spravny prubéh cytokineze.
V nasi laboratofi byl lidsky PRC1 identifikovan jako novy interakéni partner DVL3 a
zamérem této diplomové prace bylo vymezit interakéni rozhrani téchto dvou proteina
pomoci TIRF mikroskopie s pfipravenymi fluorescencnimi konstrukty obou proteint.
K tomuto ucelu se podafilo exprimovat a purifikovat rizné varianty mRuby-PRC1 a

GFP-DVL, jejichz interakce byla testovana.

Metoda TIRF mikroskopie pro sledovani interakce mezi PRC1 a DVL3 byla
zvolena z diivodu eliminace nespecifickych protein-proteinovych interakci a interakci
s nosi¢em, ke kterym by mohlo dochazet naptiklad pti vyuziti metody pull-down. Dalsi
vyhodou bylo pouziti velmi nizkych koncentraci proteint. V této praci byly pii TIRF
mikroskopickych experimentech pouzivany 100 nM mRuby-PRC1 a 200 nM GFP-DVL.
Pti zvoleném experimentalnim uspotadani TIRF mikroskopie byla také kromé interakce
mezi GFP-DVL a mRuby-PRC1 paralelné sledovana i interakce mRuby-PRCI1
konstruktti s mikrotubuly. To slouZilo jako urcita kontrola toho, Ze ptfipravené konstrukty
mRuby-PRC1 jsou funk¢ni a zaroven se tento systém usporadani experimentu ¢asteéné

piibliZzoval usporadani v burice.

Naopak nevyhodou pii pouziti TIRF experiment piedstavoval pufr (jak bude
diskutovano dale), ktery je jednotny pro oba proteiny, a prav€ PRC1 vyZaduje pufr
s nizkym obsahem soli, zatimco konstruktim DVL vyhovuje pufr s vy$§im obsahem soli.
Dalsi nevyhodou je nutnost piitomnosti MT-vazebné domény u mRuby-PRCI1
konstruktii, nebot’ experimentalni uspofadani TIRF mikroskopie vyzaduje vazbu PRCI
na mikrotubuly imobilizované na sklicku. K tomu muselo byt ptihlédnuto pfi navrhu

ruznych zkracenych variant PRCI.

5.1 PRC1

U vzorki mRuby-PRC1 91-620 a mRuby-PRC1 303-620 po purifikaci byly na
SDS-PAGE gelu pozorovany prouzky o niZzSich molekulovych hmotnostech, nez
odpovida molekulovym hmotnostem intaktnich proteint. To znacilo vznik degradacnich

produktli. Toto pozorovani je v souladu s literaturou, protoze u PRCI1 byly produkty
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proteolyzy pozorovany jiz dfive. Subramanian et al. (2010) sledovali vznik degradacnich
produkti u PRC1 341-620 a GFP-PRC1 _1-620 v disledku proteolyzy, a to zejména v
oblasti C-konce PRC1. Pomoci hmotnostni spektrometrie bylo také identifikovano jedno
konkrétni misto obzvlaste citlivé na Stépeni protedzami (Asn500), ¢imz vznikal zkraceny
konstrukt GFP-PRC1 1-500 (Subramanian et al., 2010). Toto urcité misto se nachazi
pravé také u konstrukti mRuby-PRC1 91-620 a mRuby-PRC1 303-620 pfipravenych

v této praci.

Pro zvyseni stability exprimovanych proteinti byly konstrukty produkovany v
bunécnych liniich E. coli BL21(DE3) RIPL deficientnich pro na protedzy Lon a OmpT,
které patfi mezi protedzy bézné se vyskytujici u E.coli a degraduji poskozené nebo
abnormalni proteiny v cytoplazmé a periplazmatickém prostoru. Vzhledem k tomu, ze
protedzy maji vyssi aktivitu pfi vysSich teplotach, probihala exprese pii 18 °C pies noc.
Dale byly dodrzovany obecné zasady pro praci s proteiny citlivymi na protedzy (Ryan
and Henehan, 2013). Vzorky byly po skonceni exprese a v priibéhu purifikace neustale
udrzovany na ledu a upraveny byly také podminky pro zpracovani bun€k po expresi.
Bunky byly resuspendovany v pufru s dvojnasobnym mnozstvim inhibitorti protedz.
Dezintegrace bunék byla provedena ve stejny den jako purifikace proteini. Pro
minimalizaci ¢asu, kdy je protein bezprostfedné v kontaktu s protedzami byl zkracen Cas
dezintegrace a byl pfidan lysozym (1 mg-ml'). Doba nisledné centrifugace byla také o
polovinu zkricena. Zadné vyrazné zlepSeni pii opakované expresi a purifikaci
mRuby-PRC1 91-620 a mRuby-PRC1 303-620 ovSem nebylo pozorovano. Ziejmée tedy
k degradaci dochazelo jiz pfed dezintegraci bunék. I tak byly upravené podminky
aplikovany 1 pfi  produkci  dalSich  konstrukti ~ mRuby-PRC1 67-486,
mRuby-PRC1 224-486 a mRuby-PRC1 1-64+341-486. Vznik degradac¢nich produktt
byl pozorovan u vsech pfipravovanych mRuby-PRC1 konstrukti. I tak ale vétSinu vzorku
(>80 %) po purifikaci piedstavoval intaktni protein. Produkty proteolyzy mohou nicméné
sniZzovat efektivni koncentraci pozadovaného proteinu. To by mélo byt zohlednéno pro
vyuZiti téchto proteinli pfi naslednych experimentech. V ptipadé této prace byly proteiny
vyuzity pouze pro TIRF mikroskopii, kterd byla pouzita vyhradné jako kvalitativni
metoda, pomoci niZ bylo urceno, zda k interakci mezi pfipravenymi konstrukty dochazi
nebo ne. Malé snizeni efektivni koncentrace proteinu by tedy nemélo mit vliv na zavéry

této prace.
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Rtzné zkracené varianty mRuby-PRCI1 byly navrZzeny podle diive provedenych
studii zabyvajicich se strukturou PRCI1 a jeho interakci s mikrotubuly (Subramanian et
al.,2010) a kinesinem-4 [(Kurasawa et al., 2004);(Subramanian et al., 2013)], pii kterych
byly také pfipravovany zkracené formy PRCI1. Piiprava konstrukti probihala postupné
v zavislosti na vysledcich TIRF mikroskopickych experimentt. Nejdiive byla provedena
TIRF mikroskopie sjiz diive pfipravenymi konstrukty mRuby-PRC1 1-620,
mRuby-PRC1 1-486 a mRuby-PRC1 303-486 a GFP-DVL3. Vazba GFP-DVL3 byla
pozorovana u mRuby-PRC1 1-620 a mRuby-PRC1 1-486. To naznacCovalo, ze se na

vazb¢ s DVL3 nepodili C-terminalni doména.

Pro potvrzeni hypotézy, Zze se na interakci mezi PRC1 a DVL3 podili oblast
dimeriza¢ni a rod domény bez ucasti C-termindlni domény bohaté na Lys a Arg byly
navrzeny a piipraveny konstrukty mRuby-PRC1 91-620 a mRuby-PRC1 303-620.
V ptipadé¢ mRuby-PRC1 91-620 byl pii excitaci 488 nm laserem sledovan slaby signal,
ktery kopiroval oblast mikrotubuli, coZ miiZe naznacovat velmi slabou interakci s DVL3.
U mRuby-PRC1 303-620 nebyl pozorovan zadny fluorescen¢ni signal, ktery by znacil
vazbu DVL3. Konstrukt mRuby-PRC1 91-620, ktery je slozeny z pievazné Casti rod
domény, MT-vazebné domény a C-terminalni domény, zfejmé slabé vazal DVL3. Na
vazbé se ovSem s nejvetsi pravdépodobnosti nepodilela C-terminalni doména, nebot’
mRuby-PRC1 303-620 sloZeny pouze z kratkého usekurod domény, MT-vazebné

domény a C-terminalni domény nebyl schopen interakce s DVL3.

Dalsi prace se proto zameéfila na N-konec PRCI a byly pfipraveny tfi dalsi
konstrukty mRuby-PRC1 bez C-terminalni domény. mRuby-PRC1 67-486 odpovidal
rod doméné a MT-vazebné doméné, mRuby-PRC1 224-486 zahrnoval pouze zkracenou
¢ast rod domény spolu s MT-vazebnou doménou a mRuby-PRCI 1-64+341-486
obsahoval pouze dimerizacni doménu spojenou s MT-vazebnou doménou kratkym
flexibilnim linkerem (15 AMK) slozenym z tfikrat se opakujici sekvence GGGGS. U
vSech konstruktli musela byt samoziejmé zachovana MT-vazebnd doména nezbytna pro
vazbu na mikrotubuly. V posledni sérii TIRF experimentii s konstrukty mRuby-PRC1 a
GFP-DVL3 byla sledovana pouze mozna slabd interakce u konstruktu
mRuby-PRC1 67-486 podobn¢ jako pifedtim u mRuby-PRC1 91-620. U
mRuby-PRC1 224-486 a mRuby-PRC1 1-64+341-486 nebyla interakce s GFP-DVL3
pozorovana. VSechny pfipravené konstrukty mRuby-PRC1 se usp&$né vézaly na

mikrotubuly. Ztetelna interakce s GFP-DVL3 byla sledovana jen u mRuby-PRC1_1-486.
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Dva dalsi konstrukty PRCI1 obsahujici rod doménu vykazovaly slabou interakci
s GFP-DVL3 (obrazek 28). Za interakci s DVL3 je tedy s nejvyssi pravdépodobnosti

zodpovédna N-termindlni ¢ast PRCI.

Dimerizacni Rod MT-vazebna Nestrukturovana
doména doména doména cast
B 350 466 620
] . v
mRuby-PRCT FL 1-620 N o oo e 620
mRuby-PRC1 1-486 . e -
1 66 350 466
mRuby-PRC1 303-486 X
350 466
mRuby-PRC1 303-620 X
mRuby-PRC1 91-620 3% 366 620
mRuby-PRC1 67-486 30 48 620
350 466
mRuby-PRC1 224-486 ¥ —
mRuby-PRC1 1-64-linker-341-486 8 . 30 A
1 350 466

Obrazek 28: Prehled konstruktit mRuby-PRC1 a vysledky testovani interakce s GFP-DVL3.

Podobné vysledky byly zjistény i pii vymezeni interakéniho rozhrani mezi PRC1
a kinesinem-4 (Kif4A), Kinesin-like proteinu 23 (MKLP1) a Centromere-associated
proteinu E (CENP-E). Kurasawa et al. 2004 dosli pomoci pull-down experimentil
spojenych s imunodetekci shodné k zavéru, Ze s Kif4A, MKLP1 i s CENP-E interaguje
N-terminalni ¢ast PRC1. (Kurasawa et al., 2004). V dalsi studii zabyvajici se téz interakci
mezi PRC1 a Kif4A dospéli také ke shodnému zavéru, ze se na vazbe podili dimeriza¢ni
1 rod doména. (Subramanian et al., 2013). Odlisné interakéni rozhrani bylo naopak
identifikovano pro Cytoplasmic-linker associated protein 1 (CLASP1). Na rozdil od DVL
interaguje CLASP1 s C-terminalni ¢asti PRC1 (438-620) (Liu et al., 2009).

PRCI1 tedy vyuziva N-terminalni ¢ast odpovidajici dimeriza¢ni a rod doméné pro
interakci nejen s DVL, ale také s dalSimi identifikovanymi vazebnymi partnery
(obrazek 29). Je tedy mozné, ze mezi témito proteiny mize dochazet ke kompetici o
vazebné misto na PRC1. Pfipadné mohou proteiny interagovat s N-terminalni ¢asti PRC1
soucasné a vazat se k PRC1 z rliznych stran. A také mize dochézet k interakci uvedenych

proteint s N-termindlni ¢asti PRC1 postupné v riznych fazich bunééného cyklu.
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mikrotubuly
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Obrazek 29: Interakcni rozhrani jednotlivych vazebnych partneri PRCI

5.2 DVL

Jelikoz jsou jednotlivé domény Dvl vysoce evolu¢né konzervované a vSechny tii
sav¢éi homology maji navzajem zastupitelné funkce (Etheridge e al., 2008), byl dale
ovéten piedpoklad, Ze vSechny izoformy DVL budou vazat PRCI. Interakce PRCI byla
dle o¢ekavani uspésné testovana pro DVL1, DVL2 i DVL3.

Krylova, Messenger and Salinas, 2000 pozorovali kolokalizaci Dvll
s mikrotubuly axont a identifikovali PDZ doménu Dvll jako ¢ast zodpovédnou za
stabilizaci mikrotubulii. Déle zjistili, ze v dé€licich se buitkach chrani exprimovany Dvll
mikrotubuly pfed depolymerizaci nokodazolem. Na zaklad¢ téchto vysledkl predpovidali
moznou piimou interakci mezi DVL a mikrotubuly, nebo jeho nepiimou asociaci
s mikrotubuly prostfednictvim interakce s né€jakym proteinem, ktery mikrotubuly vaze.
Je mozné, Ze timto proteinem zprostiedkovavajicim vazbu mezi mikrotubuly a Dvl, by
mohl byt pravé PRCI. V této praci piima vazba DVL3 na mikrotubuly bez ptitomnosti
PRC1 pozorovana nebyla. Byla vSak pozorovana vazba vSech tfi izoforem DVL na

mikrotubuly prostfednictvim PRC1.

DVL patii mezi tzv. scaffolding proteiny a ma velké mnozstvi vazebnych
partnerq, ktefi interaguji s jednotlivymi doménami. Pro pfesnéjs$i vymezeni interakéniho
rozhrani mezi PRC1 a DVL3 byly provedeny TIRF mikroskopické experimenty
s mRuby-PRC1_1-620 a zkracenymi variantami GFP-DVL3 243-351 a
GFP-DVL3 398-496 odpovidajicimi doméndm PDZ a DEP. Konstrukt GFP-DVL3 1-82
(DIX doména) nebyl testovan, protoze se ho nepodaftilo ptipravit v rozpustné formé. Dale
byl testovan konstrukt GFP-DVL3 293-496 odpovidajici PDZ doméné spolu s DEP
doménou. U GFP-DVL3 243-351 nebyla pozorovana zadna interakce s mRuby-PRC1.
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Slaby signal naznacujici moznou interakci byl sledovan u GFP-DVL3 293-496 a
nejsilngjsi signdl byl pozorovan u GFP-DVL3 398-496. To naznacuje, Ze by za vazbu
k PRC1 mohla byt zodpovédna ¢ast DVL3 odpovidajici DEP doméné. Pro presnéjsi
vymezeni interak¢niho rozhrani bude ovSem nutné ptipravit dalsi varianty GFP-DVL3,
nejen izolované domény, ale i1 dalSi Casti obsahujici nestrukturované oblasti mezi
doménami, protoze napiiklad PLK1 interaguje s bazickou oblasti mezi PDZ a DEP

doménou DVL (Kikuchi et al., 2010).

U vSech testovanych konstrukti GFP-DVL byla ptfi TIRF experimentech
pozorovana v mensi mife i tvorba vétSich kulovitych objekt vykazujicich fluorescen¢ni
signal v oblasti GFP, za které byly zfejm¢ zodpovédné drobné agregaty GFP-DVL. Pro
jejich odstranéni byla u GFP-DVL3 po NiNTA purifikaci provedena gelova permeacni
chromatografie (data nejsou v diplomové praci uvedena). DalSim purifikacnim krokem
byly mozné agregaty v pivodnim vzorku eliminovany. Nicméné pii TIRF
mikroskopickych experimentech byly stale drobné agregaty GFP-DVL3 pozorovany. To
naznacuje, ze proteiny agreguji vlivem pouzitého pufru pro TIRF mikroskopii, ktery byl
odlisSny od pufru, ve kterém byl protein purifikovan. Agregaty GFP-DVL3 byly

pozorovany v mnohem mensi mife pfi pouziti pufru s vy$§im obsahem soli (obrazek 30).

GFP-DVL3
488 nm

Obrazek 30: A: Fluorescencni signal GFP-DVL3 v piivodnim pufru s nizkym obsahem soli
(BRB80). B: Fluorescencni signal GFP-DVL3 v pufru s vy$sim obsahem soli.

Pti pouZiti pufru s vyssi koncentraci soli byla ovSem sledovéana sniZzena schopnost PRC1
vazat mikrotubuly, kterd byla popsana jiz dfive (Subramanian et al., 2010). Z casovych
divodii nebylo sloZzeni pufru pro TIRF experimenty optimalizovdno. Pro budouci
mikroskopické experimenty by bylo vhodné optimalizovat sloZeni pufru tak, aby nebyla

vyrazn€ ovlivnéna schopnost PRC1 vazat se na mikrotubuly a zaroven by se pfedeslo
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tvorbé agregati GFP-DVL, které ¢asteCné zvySuji fluorescenéni signal pozadi. Tim by

bylo mozné ziskat fluorescencni snimky ve vyssi kvalité.
5.3 Mozné dalsi zapojeni DVL v bunééném cyklu

Nov¢ identifikovand interakce mezi klicovym regulatorem Wnt signalizace DVL
a proteinem nezbytnym pro bunééné déleni PRCI1 je v souladu s hypotézou, ze
komponenty Wnt signalizace se podileji na regulaci bunééného cyklu nejen aktivovanim
transkripce gend nezbytnych pro proliferaci, ale i pfimou interakci se strukturami

mitotického aparatu.

V této souvislosti bylo jiz zjisténo, ze se DVL uplatiluje pii regulaci progrese
bunécného cyklu, kde napoméha spravné orientaci déliciho vieténka, ucastni se napojeni
mikrotubul dé€liciho vieténka na kinetochory a podili se na regulaci SAC (Spindle
assembly checkpoint) (Kikuchi et al., 2010). Déle je DVL také zapojeny do regulace

centrozomalniho cyklu (Cervenka ef al., 2016).

Byla dokumentovdna 1 spojitost mezi Wnt signalizaci a PRCl. U
hepatocelularniho karcinomu bylo pozorovéno, Ze Wnt signalizace reguluje expresi
PRCI1 a jeho lokalizaci na mikrotubulech. A soucasné¢ PRC1 pravdépodobné interaguje
s destruk¢énim komplexem, podili se na jeho ptresunu k plazmatické membrané, potlacuje
funkci APC a tim napomahé uvolnéni -kateninu (Chen et al., 2016). Tato prace pfinasi

dalsi diikaz o mozném propojeni PRC1 s Wnt signalizaci.

Nekteré komponenty Wnt signalizace jako napiiklad Axin, APC a GSK-3f
asociuji s mikrotubuly. Axin a APC zvySuji stabilitu mikrotubult [(Ciani et al,
2004);(Kita et al., 2006)] a naopak GSK-3p jejich stabilitu snizuje (Goold, Owen and
Gordon-Weeks, 1999). DVL by se mohl prostfednictvim interakce s PRC1 mohl podilet
na stabilizaci polarnich mikrotubulli, které spole¢né s dalSimi proteiny tvoii spindle

midzone v anafazi buné¢ného cyklu.

5.4 Budouci cile

Pro dalsi zpfesnéni interakéniho rozhrani mezi DVL3 a PRC1 bude tfeba piipravit
dalsi zkracené varianty GFP-DVL3 odpovidajici naptiklad izolované DIX doméné, a také
dal$im ¢astem obsahujicim nestrukturované oblasti mezi jednotlivymi doménami. Také

bude nutné pfipravit zkracené varianty mRuby-PRC1 pro pfesnéjsi vymezeni Casti
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N-konce PRC1 zodpovédné za vazbu na DVL3. Pro tento el mohou byt navrzeny
napftiklad konstrukty se zachovanou dimeriza¢ni a MT-vazebnou doménu, s deletovanym
rizn€ dlouhym usekem rod domény pro dalsi TIRF mikroskopické experimenty. Dale by
také bylo vhodné optimalizovat slozeni pufru pro TIRF experimenty, ¢imz se snizi

fluorescencni signal pozadi.

Dalsi experimenty by se mély zaméfit na studium interakce mezi identifikovanymi
interagujicimi doménami DVL3 a PRCI. (napf. uréeni afinity, stechiometrie, kinetiky
nebo termodynamiky). Vyuzit lze napiiklad termoforézu (MST - Microscale
Thermophoresis), pomoci které je mozné stanovit hodnotu disocia¢ni konstanty (Kq), a
tim urCit afinitu interakce. Cilem je rovnéz krystalizace komplexu DVL3/PRCI1
(respektive jejich interagujicich domén) a urceni struktury pomoci rentgenostrukturni

analyzy.

V neposledni fadé¢ by bylo vhodné provést bunééné studie pro objasnéni

fyziologické ulohy interakce mezi DVL3 a PRCI1 in vivo.
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6 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo vymezit interakéni rozhrani mezi nové
identifikovanymi interak¢nimi partnery PRC1 a DVL3 s vyuzitim pfirozené se
vyskytujicich forem PRC1 a DVL3 a jejich zkracenych variant ve fizi s fluorescen¢nimi

proteiny pomoci TIRF mikroskopie.

K tomuto uc¢elu byly pfipraveny expresni plazmidy pro rzné zkracené varianty
PRCI1 ve fuzi s fluorescen¢nim proteinem mRuby. Déle byly pfipraveny expresni vektory

pro jednotlivé izoformy DVL ve fizi s fluorescen¢nim proteinem GFP.

Vsechny pfipravené konstrukty GFP-DVL a mRuby-PRC1 byly uUspé$né

exprimovany a purifikovany.

Pro vymezeni interakéniho rozhrani byl TIRF mikroskopickym experimentim
podroben PRC1 spolecné se sedmi zkracenymi variantami, a také vSechny tfi izoformy
DVL spolecné se tfemi zkrdcenymi variantami. Podafilo se prokazat interakci PRCI se
vSemi tfemi izoformami DVL. Dale bylo zjisténo, Ze pro interakci mezi PRC1 a DVL3 je
klicova N-terminalni ¢ast PRC1 slozend z dimeriza¢ni a rod domény. Pfedbézna data z
TIRF mikroskopie také naznacuji, Ze se na interakci s PRC1 pravdépodobné podili DEP
doména DVL3.
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