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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast

Seznamit se s problematikou vyznamu inhibice cyklin-dependentnich kinas (CDK),
pokroku ve vyvoji inhibitord CDK.
Provést reSersi ptistupi vedoucich k identifikaci struktury komplexu CDK/CykKlin (typy

exprese, purifikace).

Experimentalni ¢ast

Optimalizovat expresi a purifikaci lidského komplexu CDK2/CycA.

Stanovit enzymovou aktivitu purifikovaného komplexu, stanovit inhibi¢ni aktivitu
studovaného inhibitoru.

Purifikovat dostate¢né mnoZzstvi komplexu CDK?2/CycA pro krystalizaci.



1 UVOD

Kinasy jsou enzymy patfici do skupiny transferas, jez katalyzuji pfenos fostatu z ATP
na substrat. Do rodiny kinas patii mimo jiné i tzv. cyklin-dependentni kinasy (CDK),
které interaguji s proteiny zvanymi cykliny (Cyc). CDK katalyzuji fosforylaci kli¢ovych
proteinovych substrati zahrnutych do regulace mnoha bunécnych procest, predevsim
bunééného cyklu a transkripce (Norbury a Nurse, 1996; Malumbres, 2014), ¢imz
zajistuji velmi pfisnou kontrolu nad témito procesy v eukaryotickych organismech.
Vzhledem ke své klicové roli pro lidské zdravi i nemoci jsou CDK velmi intenzivné
studované cile.

Pro jejich studium in vitro je pouzivana Siroka paleta biochemickych a molekularné
biologickych metod, avSak nejvice zastoupena je jejich exprese v heterolognich
systémech (nejCastéji v bakteridlnich ¢i hmyzich buiikdch). Po jejich purifikaci
a asociaci s adekvatnim cyklinem je studovana enzymova aktivita a nasledné inhibice
nizkomolekularnimi latkami. Pro kompletni popis interakce komplexu CDK/Cyc
s danym inhibitorem je velmi Casto provadéna krystalizace a rentgenova analyza za
zisku trojrozmérné struktury. Na zakladé popisu vazebného modu inhibitoru a interakce
S jednotlivymi residui aminokyselin mohou byt navrhovany nové inhibitory
S vylepSenymi vlastnostmi.

Teoreticka Cast této prace se zabyva funkci CDK v organismu, strukturou CDK2
ajejim postupnym objevovanim, stavem struktur CDK vV proteinové databance
a soucasnymi metodami pouZivanymi k expresi a purifikaci lidskych CDK. Prakticka
Cast této prace popisuje optimalizaci exprese a purifikace komplexu CDK2/CycA,
charakterizaci enzymové aktivity a inhibice novym inhibitorem LGR4455 a strukturu

komplexu CDK2/CycA s danym inhibitorem.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Cyklin-dependentni kinasy

Cyklin-dependentni kinasy (CDK) (EC 2.7.11.22) jsou skupinou proteinkinas patticich
do rodiny serin/threoninovych kinas. Jejich katalyticka aktivita je zavisla na pfitomnosti
oddélené jednotky, cyklinu (Cyc), jez umoziuje Kinasovou aktivitu. Koncentrace
cyklinu se v pribéhu bunééného cyklu periodicky méni, coz dalo cyklinu i jeho nazev,
a pusobi jako regula¢ni faktor aktivity CDK (Norbury a Nurse, 1992.). Jsou to velmi
dalezité regulacni enzymy, které v zavislosti na intercelularnich i1 intracelularnich
signalech katalyzuji fosforylaci specifickych substrati zapojenych predevsim do
regulace bunééného cyklu a transkripce. (De Bondt et al., 1993).

Navzdory svym konzervovanym funkcim v eukaryotickém bunééném cyklu
a transkripci dosahly CDK mimofadného stupné evoluéni divergence a specializace. Pfi
analyze kvasinek, jakozto modelového eukaryotického organismu bylo objeveno Sest
raznych CDK (Cao et al., 2014). Ty mohou byt rozdéleny do dvou t¥id, kde prvni tfida
CDK, vézajici vice typt cyklint, reguluje bunéény cyklus a naopak druha tfida, vazajici
pouze jeden typ cyklinu, reguluje transkripci. Pocet jednotlivych CDK se v prubéhu
evoluce zvySoval, predev§im mezi zastupci spojenymi s bunéénym cyklem, napiiklad
u hub (Fungi) je znamo 6 - 8 CDK a 9 — 15 cyklint, u dvouktidlych (Diptera) je to
11 CDK a 14 cyklind, nakonec lidské bunky disponuji 20 CDK a 29 cykliny (Liu
a Kipreos, 2000). Kompletni soubor vSech CDK koédovany genomem uréitého
organismu se nazyva CDK-kinom (Obr. 1).

Regulace aktivity CDK je velmi komplexni, samotné jsou obvykle monomerni
a nevykazuji kinasovou aktivitu. Hlavnim regula¢nim faktorem je vazba cyklinu, avSak
az na vyjimky neni komplex CDK/Cyc pln¢ aktivni. Jeho aktivita je déle regulovana
fosforylaci katalyzovanou CDK-aktiva¢nimi kinasami (EC 2.7.11.22, napi. Cakl
u kvasinek, pfip. lidsky CDK-aktivaéni komplex (CAK)) nebo naopak defosforylaci
katalyzovanou tzv. Cdc-fosfatasami (EC 3.1.3.48) (Pavletich, 1999). V posledni fadé
mize byt aktivita negativné regulovana vazbou endogennich proteini ze tiidy tzv.
s CDK-interagujicich proteint/kinasovych inhibi¢nich proteini (Cip/Kip) nebo
inhibitort tfidy CDK4 (INK4). Tyto inhibi¢ni proteiny mohou ovliviiovat bud’ vazbu
cyklinu na CDK nebo inhibovat i katalyticky aktivni fosforylované CDK/Cyc

komplexy, s vysledkem zastaveni prichodu bunéénym cyklem (Russo et al., 1996).
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Obr. 1 Evolu¢ni vztahy mezi znamymi lidskymi cyklin-dependentnimi kinasami. Rodiny CDK
spojené s bunénym cyklem v horni ¢asti a nize rodiny CDK spojené s transkripci.
Riazoveé vyznacena kinasova doména a dal§i domény dle legendy. Fylogeneticky strom
byl vytvofen na zakladé¢ porovnani kinasovych domén (pievzato a upraveno
z Malumbres 2014).

Mimo dodatecné proteinové domény je kinasova doména silné konzervovana
u vsech lidskych CDK (Liu et Kipreos, 2000). Stejné jako ostatni kinasy, se i CDK
vyznacuji dvoulalo¢natou tercidrni strukturou. Mensi, N-termindlni lalok je tvofen
piedev§im P-skladanymi listy, zatimco C-termindlni lalok je bohaty na a-helixy
a aktivni misto se nachazi mezi témito dvéma doménami. U monomerni formy bez
navazaného cyklinu je katalytickd kapsa obsahujici ATP-vazebné misto uzaviena
T-smyckou, ktera zabranuje enzymatické aktivité. Vazba cyklinu a fosforylace siln¢
ovliviuji jejich aktivitu (De Bondt et al., 1993, Echalier et al., 2010).

CDK jsou velmi dilezité regulacni kinasy, které mimo zminénou kritickou regulaci
bunécného cyklu a transkripce maji mnoho dalsich, dilezitych uloh. V posledni dobé
bylo zjisténo, Ze jsou zapojené do odpovédi na poSkozeni DNA a moduluji DNA-
opravné komplexy, ¢imz prispivaji k udrzeni integrity genetické informace (Lu et al.,
2009; Jirawatnotai et al., 2011). Dale jsou zapojené do regulace ubikvitin-proteasomové

degradace proteinti (D’Angiolella et al., 2013), aktivace methyltransferas pro udéleni
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epigenetickych znakil nove syntetizované DNA a histonim (Zeng et al., 2011), regulace
bunééné¢ho metabolismu pro =zajisténi energie k prichodu bunénym cyklem
(Hanse et al., 2012). V neposledni fadé reguluji diferenciaci pluripotentnich
embryonalnich kmenovych bun¢k (Becker et al., 2006), ale i samoobnovu kmenovych
bun¢k (Li et al., 2012), mnohé neuronalni pochody (shrnuli Su a Tsai, 2011) ¢i
spermatogenezi (Mikolcevic et al., 2012). S ptfihlédnutim ke vSem dulezitym
regulacnim funkcim, které CDK maji, je logické, ze jejich mutace a deregulace vedou
K rozvoji riznych onemocnéni a proto je studium CDK velmi slibné z klinického
pohledu 1é¢by nejen rakoviny, ale Sirokého spektra chorob, jako napf. nemoci AIDS
zpusobené virem HIV (Schang et al.,, 2002), srdeéni hypertrofie, parazitickych
onemocnéni atd.(Walker et al., 2011).

2.1.1 Cyklin-dependentni kinasy regulujici bunéény cyklus

Evolu¢ni studie CDK navrhuji rozdéleni mezi 8 podrodin, reprezentovanych CDKI,
CDK4 a CDKS5 (odvozené od kvasinkovych kinas spojenych s bunéénym cyklem) dale
CDK7, CDKS8, CDK9, CDKI1l a CDK20 (fungujicich jako transkripéni CDK)
(Liu a Kiperos, 2000). V tomto ohledu spada CDK2 do podrodiny CDK1 a je typickym
predstavitelem CDK spojené s buné&nym cyklem, avSak na rozdil od CDKI, jez je
jedinou CDK nezbytnou pro sav¢i bunéény cyklus, jsou CDK2 a CDK3 postradatelné
a jejich funkci mize pievzit pravé CDK1 (Santamaria et al., 2007).

Co se ty¢e bunééného cyklu, vstup do G1 faze a prichod jeji brzkou casti je
koordinovan aktivitou komplext CDK4 a CDK6 s cyklinem D, jehoZ exprese je predtim
aktivovana mitogen-dependentni drahou. Tyto komplexy plni katalytickou roli, pfi které
katalyzuji fosforylaci retinoblastomového proteinu (pRB), ¢imz zajistuji dalSi postup
v Gl fazi a dale slouzi jako cile zachycujici proteinové inhibitory CDK z rodiny
Cip/Kip, velmi G¢inné inhibitory CDK2. Témito mechanismy vytvéieji prostiedi, ve
kterém v pozdni Gl fazi muze vzrast aktivita CDK2, jako odpoveéd’ na expresi
cyklinu E. Aktivita CDK2/CycE vede k fosforylaci klicovych substrati zodpovédnych
za vCasny pocatek DNA replikace. Exprese cyklinu E v pozdni G1 fazi strmé klesa
a CDK2 asociuje s cyklinem A do komplexd, které koordinuji S fazi. Nakonec regula¢ni
funkci prebira CDK1 v komplexu s cyklinem A a pozdgji predevsim s cyklinem B,
sméfujic buniku do mitotického déleni (Sherr a Roberts, 2004) (Obr. 2).

Vyse uvedeny popis pruchodu bunéénym cyklem shrnuje tzv. kvantitativni model,

podle kterého jednotlivé komplexy CDK/Cyc umoziuji jednotlivé odd€lené faze
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bunécného cyklu. Avsak nekteré studie naznacovaly, ze in vivo jsou CDK vzajemné
nahraditelné, nékteré z nich i postradatelné a ze jedna CDK je schopna zajistit jak
replikaci, tak mitosu (Fisher a Nurse, 1996, Coudreuse a Nurse, 2010). Na zakladé
téchto zjisténi byl predlozen 1 tzv. kvantitativni model, jez navrhoval, Ze faze bunécného
cyklu jsou zavislé na celkové aktivit¢ CDK. AvsSak na zdklad¢é rozdilnych metod
pouzitych ke studiu zastupitelnosti jednotlivych CDK spojenych s bunécnym cyklem
vznikaly diskrepance v intepretaci ziskanych dat. Jelikoz nebyl k dispozici silné
specificky inhibitor vii¢i jedné CDK a vysledky studii zahrnujici uml¢ovani gent byly
protichtidné, musel byt zvolen jiny postup.

Nakonec bylo pomoci bioinformatického pfistupu a matematického modelu
inhibice n¢kolika CDK ve fyziologickém systému zjisténo, ze pravé CDK2 je rychlost-
limitujicim faktorem prichodu bunéénym cyklem a samotné mitosy (Echalier et al.,
2012) a je i pfimo nepostradatelna pro meiotické déleni u mysich bunék (Ortega et al.,
2003). Tato skutec¢nost potvrzuje CDK2 jako dobry terapeuticky cil pro ovlivnéni
bunééného cyklu, avSak zjisténi Ze pti inhibici CDK2 mize dochazet ke zvySeni aktivity
CDK1 (Echalier et al., 2012), ktera kompenzuje snizenou aktivitu CDK2, podporuje

tzv. kvantitativni model.

Obr. 2 Schéma bunééného cyklu a jeho jednotlivych fazi. V modrych ovalech jsou zobrazeny
komplexy CDK/Cyc, nutné pro danou fazi. Naopak v Sedych kruzich jsou zobrazeny
inhibi¢ni p-proteiny blokujici aktivitu danych komplexd.
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2.1.2 Cyklin-dependentni kinasy regulujici transkripci

Transkripce je mimo jinych mechanismu ovliviilovana pfedevsim tfemi pary CDK/Cyc,
jenz jsou soucasti vétSich komplexti: CDK7/CycH soucésti obecného transkripcniho
faktoru (TFIIH), CDK8/CycC mediatorového komplexu a CDK9/CycT pozitivniho
transkripéniho elongac¢niho faktoru b (P-TEFb). VSechny zminéné komplexy reguluji
transkripci prostfednictvim fosforylace C-terminalni domény RNA-polymerasy Il
a dalsich transkrip¢nich regulatori. Zatimco komplexy CDK?7 a CDKS8 reguluji iniciaci

transkripce, CDK9 je dilezita pro regulaci transkrip¢ni elongace (Fisher et al., 2005).
2.2 Struktura cyklin-dependentni kinasy 2 a jeji objevovani

Prvni znamé 3D struktura CDK, a to konkrétné CDK2, byla objasnéna pomoci
rentgenové krystalografie kolektivem Hendrika L. De Bondta (1993). V té dob¢ byla
nové zndma struktura CDK2 porovnavana se strukturou mysi cAMP-dependentni
proteinkinasy (EC 2.7.11.11) (Knighton et al., 1991). Konkrétné¢ byly objasnény
struktury apoenzymu monomerni CDK2 a komplexu CDK2-ATP-Mg?*, na zékladd
mnohonésobné isomorfni vymeény s nékolika t€zZkymi kovy.

Kolektivu Ursuly Schulze-Gahmen (1996) se podafilo ziskat krystalové struktury
CDK2 v rozlifeni 1,8 A a CDK2-ATP- Mg** v rozliSeni 1,9 A, coz dovolilo detailnd
analyzovat aktivni centrum enzymu a vliv vazby molekul vody na vazbu pfirozen¢ho
ligandu, ATP. Zaroven byla publikovana myslenka, Ze pozice molekul vody by mohla
pomoci v budoucim designovani inhibitord CDK.

Patetni struktura CDK2 je shodna s obecnou strukturou CDK, je tvofena dvéma
laloky, pficemz mensi N-terminalni lalok je tvofen listem 5 antiparalelnich B-vladken
ajednim velkym o-helixem, zatimco vétsi C-terminalni lalok je tvofen svazkem
4 a-helixti, smyckou zahrnujici 3 B-vlakna a navic dal$i dva a-helixy. N-terminalni
lalok obsahuje inhibi¢ni smycku bohatou na glycin (G-smycka) a jediny velky a-helix,
tzv. C-helix (De Bondt et al., 1993) (Obr. 3). V tomto helixu se nachazi dilezita
sekvence Pro-Ser-Thr-Ala-lle-Arg-Glu, tzv. sekvence PSTAIRE, klicova pro vazbu
cyklinu (Jeffrey et al., 1995). V C-terminalnim laloku je umistén aktiva¢ni segment,
V jehoz tzv. T- smycce se vyskytuje aktivacni residuum Thr 160, citlivé na fosforylaci.
Vazebné misto pro ATP a katalytickd residua se nachazi mezi dvéma doménami,
pricemz ATP interaguje s nékolika aminokyselinovymi residui lemujicimi $térbinu mezi

nimi (De Bondt et al., 1993). Celkem bylo nalezeno 93 meziatomovych interakci mezi
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CDKZ2, molekulami vody a ATP, jmenovité 26 interakci s adeninovou bazi, 15 s ribosou
a 52 s fosfaty ATP. Adeninova baze je umisténa v hydrofobni kapse mezi B-listem
malého laloku a smy¢kou spojujici oba laloky (Schulze-Gahmen et al., 1996).

Pozice fosfati ATP je stabilizovana iontovymi a vodikovymi vazbami s n¢kolika
residui, zahrnujici Lys 33, Asp 145 1 Glu 51 a amidy inhibi¢ni G-smycky. Z kazdého
fosfatu ATP se jeden kyslikovy atom zapojuje do tvorby koordina¢niho komplexu, dale
tvofeného residui Asp 145, Asn 132 amolekulou vody, vjehoz stiedu je vazan
hotec¢naty ion (De Bondt et al., 1993). Dilezita je i pfitomnost a pozice molekul vody,
kdy se pred vazbou ATP nachazi v okoli 4,2 A od vazebného mista 12 molekul vody,
zatimco po vazbé ATP zlstava v blizkosti pro interakci jedina molekula vody. Dvé
nejvice konzervovana residua aktivniho mista (Lys 33 aAsn 132) jsou rovnéz
signifikantn¢ odlisn¢ orientovana v pfitomnosti a nepfitomnosti ATP (Schulze-Gahmen
etal., 1996).

Vazebné misto pro proteinovy substrat se nachdzi ve $térbin€¢ mezi dvéma laloky
tak, aby bylo umoznéno ptiblizeni hydroxylové skupiny serinu ke y-fosfatu ATP, avSak
jddro této vazebné kapsy je u monomerni CDK2 téméf uplné blokovano
T-myckou, tvofenou residui 152 — 170, obsahujici na fosforylaci citlivy Thr 160, tzv.
aktivacni segment. Vzhledem k blokaci piistupu se T-smycka chova jako autoinhibitor,

avsak je to velmi dynamicka a flexibilni struktura (De Bondt et al., 1993).

A ) B p1 p2 p3 oC
( . 1 MENFQKVEKIGEGTYGVVYKARNKLTGEVVALKKIRLDTETEGVPSTAIR 50
5 ﬁ/é 70s smycka
cc i £ aC B4 Bs B6 aD
Thr 160 2 - - > —
p4 51 EISLLKELNHPNIVKLLDVIHTENKLYLVFEFLHQDLKKFMDASALTGIP 100
40s smycka
( oE B7 1] i)
— _— e

101 LPLIKSYLFQLLQGLAFCHSHRVLHRDLKPQNLLINTEGAIKLADFGLAR 150

C-helix, PSTAIRE B.LO oF

7 151 AFGVPVRTYTHEVVTLWYRAPEILLGCKYYSTAVDIWSLGCIFAEMVTRR 200
vacni segment oG

201 ALFPGDSEIDQLFRIFRTLGTPDEVVWPGVTSMPDYKPSFPKWARQDFSK 250

oH ol

251 VVPPLDEDGRSLLSQMLHYDPNKRISAKAALAHPFFQDVTKPVPHLRL 298

Obr.3 (A) Schematicka struktura cyklin-dependentni kinasy 2 s vyznacenymi strukturnimi
prvky, vytvorena podle soufadnic struktury ulozené v PDB pod pfistupovym koédem
4KD1. (B) Aminokyselinova sekvence CDK2 se strukturnimi prvky sekundarni
struktury (pfevzato a upraveno z Li et al., 2015).
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Analyza nejvice konzervovanych residui pfistupnych pro rozpoustédlo ukézala
mista, ve kterych muze dochazet k interakci CDK2 s dalsimi proteiny, at’ uz substraty,
regulaénimi podjednotkami nebo jinymi kinasami a fosfatasami. Katalyticka kinasova
doména vykazuje vysoky stupen konzervace, odliSnosti mezi jednotlivymi CDK byly
nalezeny ve vétsi vzdalenosti od aktivniho mista (Jeffrey et al., 1995).

Inhibi¢ni fosforyla¢ni residua Thr 14 a Tyr 15 se ob&é nachazi uprostied tzv.
inhibi¢ni G-smycky bohaté na glycin, ktera slouzi jako kotva pro fostaty ATP. U prvni
znamé monomerni struktury CDK byla tato residua pozorovana nefosforylovana
a postranni fetézce nepristupné pro rozpoustédlo. Hydroxylova skupina Thr 15 se
nachdzi velmi blizko ke y-fosfatu ATP a jeho fosforylace pfimo naruSuje potiebnou
konformaci fosfatl, zatimco Tyr 14 je vzdalenéjsi a jeho fosforylace neinterferuje
ptimo, avSak snizuje afinitu CDK k substratim (Welbum et al., 2007). V kazdém
ptipadé fosforylace jednoho nebo obou téchto residui vede k inhibici kinasové aktivity
z divodu interference s vazbou proteinového substratu nebo nepiimého ovlivnéni
orientace fosfatt ATP. Inhibice CDK touto fosforylaci je velmi dilezita pro udrzeni
kolobéhu buné&eného cyklu a slouzi k zastaveni bunééného cyklu v odpovédi na
kontrolni body (Donzelli a Draetta, 2003).

Struktura CDK2 v komplexu scyklinem a rozdily mezi monomerni CDK2
a komplexem CDK2/Cyc byly objasnény v roce 1995 kolektivem Philipa D. Jeffreyho
(Jeffrey et al., 1995) diky analyze krystali komplexu CDK2/CycA. Tim byly potvrzeny
pfedchozi predpoklady o indukovanych strukturnich zménach po vazbé cyklinové

podjednotky a vysvétlen mechanismus aktivace kinasy.
2.2.1 Aktivace cyklin-dependendentni kinasy 2 vazbou cyklinu A

Jiz pted objasnénim struktury komplexu CDK2/CycA bylo in vitro zjisténo, ze vazbou
cyklinové podjednotky k CDK2 dochdzi k zisku castecné katalytické aktivity a nasledna
fosforylace Thr 160 katalyzovana CAK vede k pIlné aktivité. Nasledn¢ bylo také
zjiSténo, ze vazba cyklinu moduluje substratovou specifitu dané kinasy (Fisher
a Morgan, 1994).

Cykliny jsou proteiny o relativni molekulové hmotnosti 30 kDa — 45 kDa, sdilejici
homologni usek asi 100 aminokyselin s 30 - 50% shodou mezi cykliny A, B, D a E,
nazyvany jako cyklinovy box (Pines, 1994). Pro krystalizaci a stanoveni prvni znamé
struktury byl pro snizeni agregace pouzit fragment cyklinu A zahrnujici residua

173-432, tedy zékladni sekvenci spole¢nou pro celou celou cyklinovou rodinu, se
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stejnymi vazebnymi a aktiva¢nimi vlastnostmi, jako ma cyklin A v celé délce (Jeffrey et
al., 1995).

Cyklin A je tvofen dvéma helikdlnimi doménami, se shodnym uspofaddanim
fetézcl, tzv. strukturni repetici. Obé domény tvotici molekulu, jsou reprezentovany
sekvencemi o 90 aminokyselinach, které maji shodné prostorové usporadani a ob¢ jsou
slozeny ze svazku tii pravotocivych a-helixii a dvou dalSich a-helixti, orientovanych
zrcadlové proti druhé, shodné doméné. Tato velmi podobna struktura obou domén, kde
78 290 Co atomd ma stejnou pozici nebyla piedpokladana, vzhledem k pouze 12%
shod¢ v sekvenci. Zminéné domény jsou spojeny spojkou tvofenou 5 aminokyselinami
a usporadané tésné k sob¢, kde v misté styku jsou uzavieny tii nedostupné molekuly
vody. Cela struktura cyklinu je dotvofena jednim N-terminalnim helixem
a prodlouZenym C-koncem. Strukturni motiv 5 helixti ve dvou opakovanich je spole¢ny
i pro ostatni ¢leny cyklinové rodiny, ve kterych jsou, podobné jako u cyklinu A,
pozorovany velké thly svirané mezi helixy, zptsobené kratkymi interhelikalnimi
vzdalenostmi. N-terminalni doména cyklinu A je shodna s tzv. cyklinovym boxem
(konkrétné¢ residua 209-310) a je klicovym motivem interagujicim s CDK2
(Jeffrey et al., 1995)

Thr 14 -Tyr 15

Thr 14 - Tyr 15

C-helix Katalyticka

CDK2 CDK2 - Cyllin A

Obr. 4 Trojrozmérna struktura monomerni CDK2 (vlevo) a komplexu CDK2/CycA (vpravo).
Ve struktufe monomerni CDK2 (soufadnice z PDB pod kdédem 1HCL) je aktivacéni
doména (fialové) blizko C-helixu a aktivni misto nedostupné. Naopak ve struktufe
komplexu s cyklinem A (zelen€) (soufadnice z PDB pod kédem 1JST) je aktivacni
doména odtazena od C-helixu a tato konformace je stabilizovana fosforylovanym Thr
160, aktivni misto je dostupné. Dale jsou vyznaceny inhibi¢ni residua Thr 14 a Tyr 15
(pfevzato a upraveno z Malumbres, 2014).
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Spojeni CDK2 a cyklinu A je tvofeno fadou propletenych strukturnich motivii obou
proteint zahrnujici pravé C-helix sPSTAIRE sekvenci, T-smycku a ¢asti
N-terminalniho B-skladaného listu a C-terminalniho laloku na strané CDK2 a helixy
a3 — a5 spolu s N-terminalnim helixem na strané cyklinu. Ackoli hustota postrannich
kontaktu koncovych laloktl), interakce proteinti tvoii rozsdhlou nepiistupnou sty¢nou
plochu 0 obsahu 3550 A2. Cyklinovy box svird a obklopuje stiedni &ast C-helixu, kde
a5 helix cyklinu A lezi paralelné k C-helixu na jedné stran¢ a a3 helix ptidrzuje C-helix
Z druhé strany kolmo. V této c¢asti se vyskytuji predev§im hydrofobni interakce,
obzvlast Ile 49 CDK2 tésn¢ zapadd do hydrofobni kapsy tvofené alifatickymi residui
cyklinu A. Presna sekvence ve stfedni Casti C-helixu koreluje s preferenci cyklinu
K jednotlivym CDK. Dalsim hlavnim vazebnym cilem cyklinu A je tzv. T-smycka
(residua 146-166), u monomerni CDK?2 blokujici vstup do katalytické kapsy. Smycka
interaguje s helixy al-03 a s N-terminalnim helixem domény cyklinu A, jeho vazba zde
vyvolava rozsahlé konformaéni zmény. Poslednimi misty interakce jsou N-terminalni 3-
skladany list CDK2 a a5 helix cyklinu. PfestoZe posledni zminéné interakce nejsou tak
rozsahlé, jako interakce v okoli C-helixu a T-smycky, efektivné odpuzuji molekuly
rozpoustédla, ¢imz zvétsuji nedostupnou plochu a stabilizuji komplex (Jeffrey et al.,
1995) (Obr. 4).

Vazbou cyklinu A na CDK2 dochéazi krozsahlym konforma¢nim zméndm
C-helixu a T-smycky CDK2 a vzajemné orientace N- a C- laloku. Po vazbé cyklinu
dochdzi v C-helixu obsahujicim sekvenci PSTAIRE k tvorbé rozsahlych vodikovych
interakci. Ty vyvolavaji zmény spojené s piesunem helixu do katalytické kapsy,
smérem k ATP, a jeho rotaci o 90° okolo své osy. U monomerni CDK2 je C- helix
umistén ocividné tak, aby umoznil i souvisejici zmény vzajemného uspotadani lalok,
které je volné, avSak po vazbé cyklinu je protein sbalen o mnoho tésnéji diky intenzivni
tvorbé novych interakci (De Bondt et al., 1993) (Obr. 4). Na zakladé zmén dochazi
k dalsimu pfeskupovani, pficemz mnoha residua dfive smétujici své postranni fetézce

do roztoku se pfeorientuji a tvofi vazby uvniti komplexu.
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A) autoinhibice B) vazba cyklinu A C) fosforylace katalyzovana CAK
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Obr.5 Schéma aktivace CDK2 a zmén v okoli aktivniho mista. A) neaktivni CDK2 ve stavu
tzv. autoinhibice (soufadnice z PDB struktury 1HCK). B) po vazbé cyklinu A dochazi
ke strukturnim zméndm a zisku casteCné aktivity, uvolnénim aktivniho mista
(soufadnice z PDB struktury 1FIN). C) fosforylovany komplex CDK2/CycA.
(soutadnice z PDB struktury 1JST) vykazujici plnou aktivitu (pfevzato a upraveno
z Bayliss et al., 2012).

V misté T-smyc¢ky dochézi také k rozsahlym zménam, kde vlivem rozpleteni alL12
helixu vznika reverzni otocka (residua 146-149) nasledovana B-sklddanym listem, coz
umoznuje C-helixu pohyb a pfesun blize do aktivniho mista. V konecném dusledku
vedou konformacéni zmény k odsunuti T-smycky ze vstupu do aktivniho mista (pozi¢ni
posuny residui T-smycky dosahuji az k rozdilu 0 21 A), dile ke zméné orientace
postranniho fetézce Glu 51 ze sméru do roztoku smérem piimo do aktivniho mista
a nakonec ke zptistupnéni Thr 160 do roztoku. Postranni fetézec Glu 51 patii spolu
sLys33 a Asp 145 do triady katalytickych residui, jez je konzervovana u vSech
eukaryotnich kinas a zapojena do orientace fosfati ATP a koordinace Mg2+. Absence
Glu 51 vaktivnim mist¢ u monomerni kinasy dale vysvétluje jeji neaktivitu.
Zpftistupnéni Thr 160 pro roztok je nédsledovano fosforylaci katalyzovanou CAK, ktera
zajiStuje stabilizaci konformace komplexu CDK2/CycA a vazbé fosfo-Thr 160 do
kationtové kapsy tvoiené fetézci Arg 50, Arg 126 a Arg 150, ¢imz komplex dosahuje
maximalni katalytické kinasové aktivity (Jeffrey et al., 1995) (Obr. 5).
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2.2.2 Kinasova reakce

Mechanismus kinasové reakce byl navrzen a nasledné potvrzen v nasledujicim znéni:
Hlavni baze Kkatalytické smycky, u CDK2 Asp 145, deprotonizuje hydroxylovou
skupinu serinu (nebo threoninu) na proteinovém substratu, katalyzujic nukleofilni atak
hydroxylové skupiny na y-fosfat ATP. Dalsi postranni fetézce residui v aktivnim misté
(pfedevsim Glu 51, Lys 33 a Lys 142) vytvaieji vodikové interakce s fosfaty ATP,
které je udrzuji v pfiznivé konformaci (Obr. 6). Aby mohl probéhnout pienos fosfatu,
musi byt y-fosfat ATP srovnany v jedné linii se serinovym hydroxylem substratu, coz
bylo jiz diive sledovano u aktivni cAMP-dependentni proteinkinasy (Jeffrey et al.,
1995). Naopak u neaktivniho komplexu CDK2-ATP-Mg®* byla pozice fosfata ATP
témef kolma (De Bond et al., 1993), vzhledem Kk pozici u aktivni kinasy, coz
znemoznovalo vstup serinového hydroxylu a pienos fosfatu, a tak byla vysvétlena

absence kinasové aktivity monomerni CDK2.

NH; — I

/
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o
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Obr. 6 Schéma kinasové reakce (pienosu fosfatu) a aktivniho centra CDK2
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CDK2, tak jako ostatni CDK, vykazuje preferenci vuci specifickym mistim pro
fosforylaci na peptidovém substratu. Silna preference byla popsdna pro substraty, které
hned vedle fosforylovatelného residua (S/T) obsahuji prolin. Tato preference prameni
Z pritomnosti hydrofobni kapsy blizko katalytickému centru, do kterého presn¢ zapadne
postranni fetézec prolinu (Songyang et al., 1994). CDK2 dale vykazuje preferenci vuci
substratim, které obsahuji bazické residuum v pozici S/T + 3, z divodu interakce
s cyklinovym residuem Ile 270 u cyklinu A (Brown et al., 1999). Stejna preference byla
zjisténa u vSech CDK spojenych s bunéénym cyklem, avsak komplexy CDK1 jsou
schopny tolerovat i jina residua a transkripéni CDK tuto preferenci postradaji uplné

(Brown et al., 2007).
2.3 Nové poznatky o struktui‘e a regulaci cyklin-dependentnich kinas

Posledni ziskana strukturni data ukazuji, Ze v kontextu formace komplexu s cyklinem,
aktivace a maximalni katalytické aktivity je velice dulezita plasticita, jez CDK vykazuji,
na rozdil od rigidni cyklinové podjednotky (Echalier et al., 2010). I pies vysoce
konzervovanou sekvenci a strukturu kinasové domény byly nalezeny zasadni rozdily
mezi jednotlivymi CDK a to pfedev§im mezi rodinou CDK spojenou s bunéénym

cyklem a rodinou zapojenou do regulace transkripce.
2.3.1 Interakce kinasové a cyklinové podjednotky

Markantni rozdily byly nalezeny napt. ve sty¢nych plochach mezi CDK a cyklinem.
Nejvétsi sty¢nou plochu vykazuje komplex CDK2/CycA nebo CDK2/CycE, kde
dochéazi k interakci na obou lalocich kinasové domény, zatimco napf. u komplexu
CDKO9/CycT dochazi k redukci na asi 60% plochy CDK2/CycA a interakce je v tomto
pfipad¢ lokalizovana pouze v N-termindlnim laloku CDK. Kli¢ova cast residui
zapojenych do této interakce se u CDK nachazi pfed a vramci tzv. C-helixu,
a 1 pres rozdily vrozsahu interakce cyklini s CDK dochazi tvorbou komplexu
k dosazeni signifikantni katalytické aktivity (Honda et al., 2005). Vyjimku zde tvofi
CDK4, u niz po vazbé partnerského cyklinu D k aktivaci nedochazi, coz naruSuje
celkovy model aktivace CDK, vypracovany na zakladé strukturnich analyz komplext
s CDK2. Pro plnou aktivaci CDK4 v komplexu scykliny je nejdiive zapotiebi
fosforylace CDK4 na aktiva¢nim residuu Thr 172 (Colleoni et al., 2017).
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2.3.2 Regulace aktivity fosforylaci

Fosforylace aktivacni smycky je dal§im rozdilnym znakem, pficemz CDK spojené
s bunéénym cyklem vyzaduji fosforylaci aktivaéniho residua, ktera vede k dosazeni
aktivni konformace a jeji stabilizaci. U transkripénich CDK se vSak role aktiva¢ni
smycky rizni, napt. u CDK9/CycT dochazi k auto-fosforylaci na nékolika mistech,
vCetné aktiva¢niho residua a nasledné stabilizaci aktivni konformace, ale ne tak silné
jako u CDK2/CycA (Echalier et al., 2010).

Naopak fosforylace ve smyc¢ce bohaté na glycin vede zpravidla k inhibici CDK,
zpusobené znepiistupnénim aktivniho mista (Welbum et al., 2007). Vyjimkou z tohoto
pravidla je fosforylace neuronalni CDKS5 na residuu Tyr 15 (katalyzovana Abl tyrosin
kinasou). Tato fosforylace vede k zisku katalytické aktivity, coz bylo vysvétleno
pomoci struktury komplexu CDKS5 s vazebnym partnerem p25, kde je fosforylovany
Tyr 15 idedlnim residuem pro interakci s bazickym residuem peptidového substratu
amuze byt zapojen dorozeznavani substratu velmi podobné jako je to

u fosforylovaného Thr 160 CDK2 (Mapelli et al., 2005).
2.3.3 Inhibice cyklin-dependentnich kinas

Proteiny p21 a p27, které jsou zatazeny do rodiny Cip/Kip kinasovych inhibitort,
zpusobuji vazbou na CDK spojené s bunécnym cyklem inhibici aktivity. Konkrétn€ p27
vyuziva vazebné misto pro ATP a cyklinové rozpoznavaci misto pro substrat k vazb¢ na
komplex CDK2/CycA (Russo et al., 1996). Po vazbé zptisobuje inhibici prostiednictvim
vnofeni svého Tyr 88 do aktivniho mista a jeho nasledné deformace, zabranujic vazbé
ATP (James et al., 2008). Zajimavym faktem a vyjimkou je, Ze proteiny p21 a 27
mohou pozitivné 1 negativné ovliviiovat aktivitu komplexi CDK4, na zaklad¢
stechiometrie jejich vazby ke komplexim CDK4 a mife jejich fosforylace, coz jsou
dalsi, noveé objevené mechanismy regulace CDK (Day et al., 2009).

Zatimco princip inhibice aktivity CDK2 vazbou p27 je znam uZz del$i dobu,
pomérné nedavno bylo zjiSténo, ze po fosforylaci nékterych tyrosinovych residui p27
dochézi k obnoveni kinasové aktivity. Po fosforylaci Tyr 88 (katalyzované napt. Abl
kinasou) dochazi k rozpadu B-skladaného listu tvofeného kontaktem B-vldken CDK2
ap27. Po preskupeni p27 jsou obnoveny sty¢né plochy CDK2/CycA a konformace
G-smycky do podoby aktivniho komplexu, kde je pozice ATP ptizniva pro pienos
fosfatu (Rath a Senapati, 2016).
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2.3.4 Aktivace cyklin dependentni kinasy 2 obchazejici kanonicky

model

Dal8imi nové prozkoumanymi regulatory aktivity CDK2 jsou tzv. Speedy proteiny,
konkrétn¢ Speedy protein A (Spyl). Tento protein reguluje prichod GI1/S fazi
bunécného cyklu (aktivaci CDK1 a CDK2), pteziti bun¢k po poSkozeni DNA a je
zasadni pfi mitose, jak u spermie, tak u vajicka (Porter et al., 2003). Exprese
nedegradovatelnych forem proteinu Spyl muze vést k proliferaci bunék a tumorogenezi.
Na zaklad¢ strukturni analyzy byl objasnén mechanismus, kterym Spyl udéluje
resistenci viici klasickym kontrolnim regulaénim mechanismiim bunééného cyklu.

Po vazbé Spyl na CDK2 dochazi k velmi podobnym strukturnim zménam jako po
vazbé cyklinu a fosforylaci aktivaéni smycky, kterym se vSak CDK2 takto vyhne
(Obr. 7). Spy1 postrada vazebné misto, kterym disponuje cyklin A, jez zprostfedkovava
vazbu p27 a substratovou specifitu. Tim je vysvétlena jen velmi slabd inhibice
CDK2/Spy1 proteinem p27 a absence specifity k substratu s cyklin-vazebnou sekvenci.
Pomoci struktur byly identifikovany mutace odstranujici schopnost Spyl aktivovat
CDK2 a také mechanismy pouZitelné pro cilené ovlivnéni  Spyl

(McGrath et al., 2017).

Obr. 7 Porovnani vazby CycA a Spy 1 vytvofené piekrytim struktur kinasové domény CDK2
v komplexu s CycA (piistupovy koéd v PDB 1FIN) a se Spy 1 (kod v PDB 5UQ2). Spy 1
je tvofen pouze jednim opakovanim, oproti dvéma opakovanim v cyklinu A, avSak
helixy Spy 1 které vytvareji kontakt s CDK2 maji stejnou orientaci jako v cyklinu A.
T-smycka je v obou piipadech odsunuta a komplex je aktivni (pfevzato a upraveno
z McGrath et al., 2017).
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2.3.5 DalSi regula¢ni mista v molekule cyklin dependentni kinasy 2

Zatim byla v molekule CDK2 popsana Ctyii vazebna regulacni mista, a to velmi detailné
prozkoumané ATP-vazebné misto (vazebné misto I), dale dvé nekompetitivni vazebna
mista (mista II a IIT) a allosterické vazebné misto (misto IV) (Li et al., 2015).

Kompetitivni vazebné misto pro ATP je umisténo hluboko na spojnici N- a C-
terminalni domény CDK2 a obsahuje nezbytna katalyticka residua. (De Bond et al.,
1993). Toto misto ma tendenci vazat vysoce polarni nebo nabité heterocyklické
molekuly inhibujici CDK2 kompetici s ATP. Byly zjistény tii vazebné mody inhibitort
do tohoto mista, reprezentované strukturnimi motivy Roskovitinu, Flavopiridolu
a 4-anilinochinazolinu (Huang et al., 2010). Avsak vzhledem k vysoké mife konzervace
Vv této oblasti jSou mnohé inhibitory velmi G¢inné, avsak malo selektivni. Vyjimkou jsou
zatim inhibitory CDK4/6 vykazujici signifikantni selektivitu, a to Palbociclib
a Abemaciclib, které jsou (zatim jako jedini zastupci CDK inhibitori) schvaleny jako
le¢iva. Selektivita vi¢i témto kinasdm je zpisobena pfitomnosti histidinového residua
(His 95 u CDK4 a His 100 u CDK6) nesouciho naboj a umoziujiciho tvorbu vodikové
vazby, na rozdil od Phe 81 v ekvivalentni pozici u CDK2 (Shafiq et al., 2012). Co se
tyCe specifické inhibice CDK2, byl zatim popsan jako nejvice specificky (i pres
ovlivnéni dalSich tfi enzymovych cilit) inhibitor NU6300. Jedna se vSak o ireverzibilni
inhibitor, tvofici kovalentni vazbu s g-aminoskupinou Lys 89 v CDK2. Konkrétné je to
prvni popsany kovalentni inhibitor CDK2, ilustrujici potencial strukturné cilenych
ireversibilnich inhibitorti, jako u¢innych a selektivnich latek (Anscombe et al., 2015).

V molekule CDK2 byly objeveny dalsi dvé vazebna mista (II a III), kterd nejsou
spojena s katalytickou kapsou, proto jsou oznaCovana jako nekompetitivni mista.
O vazebném mist€ II jsou informace zatim omezené a vazebnd afinita nezndma. Naopak
u vazebného mista III bylo zjiSténo, Ze interaguje s kratkymi peptidy jako TAALS,
FAALS, LAALS, jez ¢astecné separuji CDK2 od cyklinu A/E, ¢imz sniZuji kinasovou
aktivitu. Aminokyselinové slozeni vazebného mista IIl neni mezi CDK silné
konzervovano, proto by mohlo byt lepSim cilem pro specifické inhibitory CDK2
a dalSich kinas.

Posledni, allosterické regulacni misto bylo objeveno pfi interakci CDK2
s 8-anilino-1-naftalensulfonovou kyselinou (ANS), proto bylo pojmenovano ANS-
vazebné misto. Nachdzi se mezi ATP-vazebnym mistem a C-helixem, v objasnéné

struktufe obsahuje dvé molekuly ANS vedle sebe (Betzi et al., 2011).
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Obr. 8 Celkova struktura komplexu CDK2/CycA (kod v PDB 2CCI), CDK zobrazena bézove,
C-helix fialové a cyklin A oranzové (a). Superpozice zobrazujici rizné¢ konformace
C-helixu: zelené¢ v komplexu CDK2 s ANS (vazba do alosterického mista), fialové
v komplexu CDK2 s cyklinem A a modie v monomerni CDK2 (b) (pfevzato z Betzi
etal., 2011).

Vazba je doprovéazena strukturnimi zménami vedoucimi ke zméné konformace C-
helixu a jeho inkompatibilité pro vazbu s cyklinem (Obr. 8). AvSak jelikoZz konkrétné
ANS ma vazebnou afinitu mnohem niz$i neZz cyklin, po interakci s cyklinem A je
vytésnéna. Pokud bude nalezen inhibitor s vysokou afinitou vazajici se do toho mista,

mohl by byt silnym, specifickym inhibitorem CDK (Li et al., 2015).

2.4 Stav struktur cyklin-dependentnich kinas v proteinové databance
(PDB)

Ke dni 1. 3. 2018 bylo v proteinové databance Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics Protein Data Bank (RCSB PDB; dostupna na strance
http://www.rcsb.org/pdb/) nalezeno 470 trojrozmérnych struktrur obsahujicich lidskou
CDK. Ztoho 38 struktur obsahovalo i proteiny jinych organismi, napt. mysi a tura,
nebo virta herpes ¢i HIV. Tyto struktury nebyly zahrnuty do reSerSe, a proto nejsou
zahrnuty v grafech zobrazujicich pocty struktur. Celkem bylo prozkoumano
432 struktur lidskych CDK samotnych nebo v komplexech s dalsimi lidskymi proteiny.

JelikoZ prvni objasnénou strukturou CDK byla struktura monomerni CDK2 a praveé
jeji analyza ma velkou tradici, nejvétsi pocet vyhledani v PDB vykazuji struktury
CDK2. Dalsi nejvice zastoupené¢ jsou CDK8 a CDK9, naopak struktury CDKS3,
CDK10-11, CDK14-15 a CDK17-20 nebyly dosud objasnény (Obr. 9).

Pii studiu znamych struktur CDK byly tyto rozdéleny na monomerni CDK

a komplexy s jinymi proteiny, obsahujici alesponi jednoho jiného vazebného partnera,
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dale byla studovana pfitomnost navdzaného inhibitoru. U nékterych CDK jsou totiz
znamy pouze struktury monomerni kinasy, u jinych jsou zndmy i komplexy
(s cykliny nebo dalS§imi vazebnymi partnery). U vétSiny kinas je znama 1 struktura
s inhibitorem, v poétu struktur s inhibitorem je opét na prvnim misté¢ CDK2 (Obr 9.).

Ze vSech znamych struktur CDK byly nasledné vybrany reprezentativni
a predevsim jedinecné struktury. A to tak, aby byl nastinén charakter objasnénych
struktur. U jednotlivych CDK byly vybrany struktury, které se od ostatnich liSily
fosforylaci aktiva¢niho residua, vazebnym partnerem, ptitomnosti jedinecného ligandu
nebo inhibitoru. Ze struktur, jejichz charakteristiky se shodovaly, byly poté vybrany
struktury s nejlepsim rozlisenim. Na ukazku byly charakteristiky reprezentativnich

struktur znamych CDK byly zpracovany ve formé tabulky (Tab. 1).

Podil struktur monomernich CDK, komplexii a struktur s inhibitorem
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Obr.9  Pocet struktur monomernich lidskych CDK, komplext s alesponi jednim vazebnym
proteinem a struktur obsahujicich navazany inhibitor ulozenych v PDB ke dni
1. 3. 2018. Nad sloupci jsou uvedeny celkové pocty znamych struktur jednotlivych
CDK.
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Tab. 1 Vybér reprezentativnich struktur CDK a jejich charakteristiky z databaze PDB.

CDK1
RozliSeni Fosforylace Vazebny Vazebny PDB Reference
(A) akt. residua partner 1 partner 2 kod
2,6 ne CKS1 4YC6 Brownetal., 2015
2,06 ne CKS2 Cyklin B2 5LQF Coxonetal., 2017
CDK2
RozliSeni Fosforylace Vazebny Vazebny PDB Reference
A) akt. residua partner 1 partner 2 kod
1,9 ne 1HCK Schulze-Gahmen
et al., 1996
2,3 ne Cyklin A 1FIN Jeffrey
etal., 1995
2,3 ano Cyklin A p27 (Kipl) 1JSU Russo et al., 1996
2,15 ano Cyklin E1 1W98 Honda et al., 2005
1,96 ne 3PJ8 Jordaetal., 2011
pyrimidinovy
2,7 ne Spyl 5UQ2 McGrath
etal., 2017
13 ne 5MHQ Whittaker
etal., 2017
CDK4
RozliSeni Fosforylace Vazebny Vazebny PDB Reference
(A) akt. residua partner 1 partner 2 kod
2,3 ano Cyklin D1 2W96 Day et al., 2009
3,0 ne Cyklin D3 3G33 Takaki
et al., 2009
3,9 ne HSP90 CDC37 5FWK Verba et al., 2016
CDK5
RozliSeni Fosforylace Vazebny Vazebny PDB
(A) akt. re;{idua partner)i partner)é kod Reference
2,65 ne p 25 1H4L Tarricone
etal., 2001
1,95 ne p 25 300G Ahnetal., 2005
(thiazolovy)
19 ne 4AU8 Malmstrom
(benzothiazol- etal., 2012
thiofenovy)
CDKG6
RozliSeni Fosforylace Vazebny Vazebny PDB Reference
A) akt. residua partner 1 partner 2 kod
3,4 ne p 16 NKA 1BI7 Russo et al., 1998
2.8 ne p 19 'NK4D 1BI8 Russo et al., 1998
2,31 ne benzimidazol- 4AUA Choetal., 2012
2,27 ne Abemaciclib 5L2S Chenetal., 2016
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Tab. 1 Vybér reprezentativnich struktur CDK a jejich charakteristiky z databaze PDB

(pokracovani).
CDK7
Rozliseni Fosforylace Vazebny Vazebny Ligand/ PDB Reference
(A) akt. residua partner 1 partner 2 Inhibitor kod
3,02 ano ATP 1UA2 Lollietal., 2004
CDK8
Rozliseni Fosforylace Vazebny Vazebny Ligand/ PDB Reference
A) akt. residua partner 1 partner 2 Inhibitor kod
2,2 ne Cyklin C 3RGF Schneider
etal., 2011
2,1 ne CyklinC pyrazol- 4F6U Schneider
mocovinovy etal., 2013
2,18 ne Cyklin C pyrrolidin- 5ICP Czodorowski
imidazolovy et al., 2016
2,04 ne Cyklin C pyridyl-pyrrolovy 5XS2 Hanetal., 2018
CDK9
RozliSeni Fosforylace Vazebny Vazebny Ligand/ PDB Reference
A) akt. residua partner 1 partner 2 Inhibitor kéd
2,8 ano Cyklin T1 Flavopiridol 3BLR Baumli
et al., 2008
2,9 ano Cyklin T1 ATP 3BLQ Baumli
etal., 2008
2,94 ano CyklinTl  AFF4 AMP 4IMY Schulze-Gahmen
etal., 2013
CDK12
Rozliseni Fosforylace Vazebny Vazebny Ligand/ PDB Reference
A) akt. residua partner 1 partner 2 Inhibitor kéd
2,2 ano Cyklin K ADP-AIF; ANST Bosken
etal., 2014
3,15 ano Cyklin K 4UNO  Dixon-Clarke
etal., 2015
2,7 ano Cyklin K indol-pyrimidin- 5ACB Zhang
piperidinovy etal., 2016
3,06 ano Cyklin K purin- 6B3E Johannes
piperidinovy etal., 2017
CDK 13
RozliSeni Fosforylace Vazebny Vazebny Ligand/ PDB Reference
A) akt. residua partner 1 partner 2 Inhibitor kéd
2,0 ano Cyklin K ADP-AIF; 5EFQ Greifenberg
etal., 2016
CDK 16
Rozlieni Fosforylace Vazebny Vazebny Ligand/ PDB Reference
A) akt. residua partner 1 partner 2 Inhibitor kod
2,4 ne Indirubin 3MTL Dixon-Clarke
etal., 2017
2,2 ne pyrazol- 5G6V  Dixon-Clarke
pyridinovy etal., 2017
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2.5 Pristupy vedouci ke stanoveni struktury proteinu

Pro objasnéni trojrozmérné struktury analyzovaného proteinu je V prvni fadé potieba
ziskat dostatecné mnozstvi proteinu. Po zisk velkého mnozstvi proteinu jsou pouzivané
biotechnologie a technologie exprese rekombinantnich proteini v hostitelskych
organismech. Rekombinantni proteiny jsou definovany jako proteiny vytvofené na
zakladé¢ rekombinantni DNA, coz je takova DNA, ktera byla vytvofena upravou
a spojenim genovych usekli zriznych organismii. Tato DNA musi byt schopna
replikace v hostitelské buiice, popf. muze byt inkorporovana do chromosomu buriky.
Cilovy rekombinantni protein je tvofen stejnym mechanismem jako protein burice
vlastni, tedy pomoci proteosyntetického aparatu, na ribosomech. Cilovy protein je
nakonec z hostitelskych bun¢k izolovan a piecistovan. Pti srovnani rekombinantni
technologie sizolaci proteini zbunék ptirozeného vyskytu prevySuji pozitiva
rekombinantni exprese mnohonasobn¢ nad drobnymi negativy.

Na rozdil od technologicky i1 ¢asové velmi naro¢né izolace z ptirozenych zdroju
(s nutnosti velkého mnozstvi vstupniho materialu a s rizikem infekce), je diky snadné
kultivaci bun€k expresnich organismli a mozZnosti pfidani proteinové znacky pro
purifikaci mozné ziskat jednoduchym, maximalné dvou-krokovym postupem velké
mnozstvi proteinu o vysoké Cistoté. Jedinym limitem exprese v hostitelskych buiikach
jsou posttranslaéni modifikace, pfi¢emz napt. u lidskych nebo zivo¢isnych proteinti je
nutno post-translaéné napt. glykosylovat cilovy protein. V takovém piipad€é nemiiZze byt
pouzita exprese v bakteridlnich bunkach, avSak existuje alternativa v moZnosti exprese
v kvasinkach, hmyzich nebo sav¢ich bunkach, disponujicich eukaryotickym post-
translacnim aparatem (Yin et al., 2007)

Co se tyce znamych struktur komplext lidskych CDK z databaze PDB, ze 432
objasnénych struktur (ke dni 1. 3. 2018) byl u 218 struktur pfipraven protein ve
hmyzich bunkach (z nich u 194 v bunkach Spodoptera frugiperda a u 24 v bunkach
Trichopulsia ni), u 188 struktur v bakterialnich bunikach Escherichia coli a u 26 struktur
byly proteiny pfipraveny jak v hmyzich, tak v bakterialnich buiikach. Moznost exprese
CDK a cyklini v bakterialnich bunkach prameni z jejich lokalizace, jsou to
intracelularni proteiny, které neni nutné post-translacné¢ modifikovat, pouze v piipadé
fosforylace za Ucelem dosazeni pIné katalytické aktivity, kterou zajistuje
ko-exprimovana CAK. Z tohoto divodu se popis expresnich systémut vénuje praveé

bakteridlnim a hmyzim bunikam.
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2.5.1 Expresni systémy

Prvnim syntetizovanym funkénim peptidem za pomoci exprese v hostitelském systému
byl lidsky somatostatin, sav¢i peptid tvoifeny 14 aminokyselinami, jenz byl vytvofen
Vv bakterialnich buiikach Escherichia coli. DNA sekvence genu pro somatostatin byla
chemicky syntetizovana a vlozena do plasmidu pBR322 pod kontrolou laktosového
promotoru (ltakura et al., 1977). Nasledoval velmi rychly a intenzivni rozvoj
biotechnologii produkujicich rizné dalsi lidské hormony, napi. insulin, terapeutika atd.

Bakteridlni expresni systémy jsou velmi casto pouzivané, jejich vyhodou je
pfedevsim rychla generacni doba, moznost kultivace velkych objemtl, pomérmn¢ mala
finan¢ni naroc¢nost a jednoduché provedeni. Nevyhodou byva absence posttransla¢nich
modifikaci a nutnost optimalizace za UCelem zisku rozpustného proteinu.
Nejpouzivangj§im bakterialnim systémem je E. coli, od které je odvozeno mnoho
pouzivanych kmenti, kompatibilnich se Sirokym spektrem plasmidd, napt. pET
(Novagen), pGEX (GST Gene Fusion System) atd. Nékteré kmeny jsou uzpisobeny
expresi eukaryotickych nebo cytotoxickych proteind, umoznujici tvorbu disulfidovych
mustkl v eukaryotnich proteinech. Chromosom bakterie obsahuje lac promotor, za
nimZ je umistén gen bakteriofaga T7 pro RNA polymerasu. Pfi indukci exprese se
pouziva isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG), jenz se vaze na represor lac
promotoru, ¢imz spousti expresi virové T7 RNA polymerasy, ktera se vdZe na promotor
vloZeného plasmidu a umoznuje transkripci genu cilového proteinu (Yin et al., 2007)
(Obr. 10).

gen pro T7 RNA polymerasu cilovy protein
IPTG T7 RNA polymerasa ...... .0. .
‘J ° Y .. L [ e .... P
oo o .... oo®
e e °
represor " “ / e ® ® o o

lac promotor

gen cilového
proteinu
T7 promotor

Bakteridlni chromosom VloZeny plasmid

Obr.10 Schéma exprese rekombinantnich proteini (jejich geny jsou vlozev bakterialnim
expresnim systému vyuzivajici T7 RNA polymerasu, jeZ pochazi z bakteriofaga A.
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Tab. 2 Srovnani bakteridlniho, hmyziho a sav¢iho expresniho sytému pro tvorbu
rekombinantnich proteint (pfevzato a upraveno z Yin et al., 2007).

EXxpresni systém Rychlost Finanéni Mira  Poskladani  Post-translaéni
nariustu  naklady exprese  proteinu modifikace
E. coli (bakterie) Velmi Nizké  Vysokd Casto nutné Chybi
rychla opravit
S. frugiperda (hmyzi) Pomala  Vysoké Nizka - VétSinou Témét jako
vysoka spravné sav¢i buiky
Sav¢i bunky Pomald Vysoké  Nizka Spravné Vsechny

Hmyzi expresni systémy jsou spojeny s transfekci bakuloviry, které vykazuji
vysokou specifitu ke hmyzim hostitelskym buitkam, nemohou napt. napadnout lidské
buiiky. V soucasné dobé€ jsou pouzivané rekombinantni viry pfipravené na zaklad¢ tzv.
viri jaderné polyedrie, konkrétné viru jaderné polyedrie bource morusového nebo
kovolesklece kalifornského. Rekombinantni virova DNA s genem pro cilovy protein je
nejdiive pfipravena v E. coli, poté dochazi k ptechodné transfekci hostitelskych bunék
vnesenim genu prostfednictvim bakuloviru. Hostitelskymi bufikami jsou kultivované
ovarialni bunky motylt Spodoptera frugiperda (kmeny Sf21 a Sf9) nebo
Trichopulsia ni. Tento typ exprese je ve srovnani s bakterialni mnohem naro¢néjsi,
navic nedochdzi ke stabilni transfekci, tedy buiiky jsou schopné jen docasné produkce
proteinu a pokazdé je nutno provadét novou transfekci. Naopak je tento systém vhodny
pro proteiny vysSich eukaryot, diky svému post-translaénimu aparatu, ktery byl
u specialné vytvoren¢ho kmene Mimic™ Sf9 vylepSen nékolika geny savcich
glykosyltransferas, pro bezchybnou tvorbu sav¢ich glykoproteind (Jarvis, 1998).
Zasadni rozdily mezi hmyzimi, bakteridlnimi a sav¢imi buitkami pouZivanymi pro

expresi proteinti shrnuje Tab. 2.
2.5.2 Purifikace rekombinantnich proteini

Po tspésné expresi cilovych proteinti v hostitelskych butikach je nutné ziskat dostate¢né
Cisty protein, pro dalsi Gi€ely analyzy. V ptipadé bakteridlnich a hmyzich bunék je nutné
nejprve provést homogenizaci bunck, at uz fyzikdlnimi, chemickymi nebo
enzymatickymi metodami. Casto je pouzivana sonikace ultrazvukem, French press nebo
rizné typy homogenizatorti. Pfi tomto procesu je nutné efektivné udrzovat nizkou
teplotu, pro zamezeni denaturaci a také je potfeba pfidat inhibitory proteas, jez by

mohly pii homogenizaci hydrolyzovat cilovy protein.
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Nasleduje purifikace cilového proteinu, nejcastéji metodami chromatografickymi
(afinitni chromatografie, gelovd permeacni chromatografie ¢i iontoménicova
chromatografie), v prostfedi vhodného pufru. Druh chromatografické metody pouzité
pro purifikaci zavisi na konstrukci rekombinantni DNA, kdy se k sekvenci genu pro
cilovy protein pfidava sekvence purifikacni znacky, tzv. tagu, a v naprosté vétSiné jsou
tyto sekvence oddéleny specifickou sekvenci rozpoznavanou endoproteasami, které jsou
nakonec schopny znacku odstépit.

Purifika¢ni znacky rozezndvame proteinové a peptidové, pfi€emz proteinové (napf.
glutathion-S-transferasa (GST) nebo maltosu-vazajici protein (MBP) vzhledem ke své
velikosti vyrazn¢ ovlivituji konformaci cilovych proteini a musi byt odstépeny, zatimco
peptidové (His-tag, Strep-tag) mohou v nékterych ptipadech na proteinu zUstat.
Purifikaéni znacky umoziiuji jednokrokovou ¢i dvoukrokovou afinitni chromatografii
prostiednictvim vazby na ligand imobilizovany na matrici (agarosa). Po navazani
a proplachnuti cilového proteinu nasleduje jeho eluce, ptipadné odStépeni znacky
a finalni gelova permeacni chromatografie (Obr. 11). Tyto metody umoziuji pomérné
jednoduse ziskat velké mnoZstvi vysoce Ccistého proteinu, v pfipadé enzyml
pouzitelného pro studium katalyzovanych reakci, nebo pro krystalizaci a néslednou

rentgenovou krystalografickou analyzu (Terpe, 2006).

Céstecnd Castecns
purifikovany protein purifikovany protein
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Protein se znackami Afinitni - Dialyza Gelova permeacni Cisty protein

v extraktu chromatoerafie - OdStépeni znaCky chromatografie

Obr.11 Schéma purifikace rekombinantniho proteinu zahrnujici afinitni chromatografii,
odStépeni purifikacni znacky a gelovou permeacni chromatografii (ptevzato
a upraveno z Locatelli-Hoops a Yeliseev, 2014).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material
3.1.1 Chemikalie

e 1- thioglycerol (MTG) (> 97%, Sigma-Aldrich, USA)

e 2-merkaptoethanol (> 97%, Serva, Némecko)

e 4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)phenyl-polyethylenglykol (Triton X-100) (Roche,
Némecko)

e adenosin-5"-trifosfat (ATP) (= 99%, Sigma-Aldrich, USA)

e agar (> 98%, Sigma-Aldrich, Mexiko)

e agarosa (> 99%, Sigma-Aldrich, USA)

e akrylamid (AA) (> 98%, Sigma-Aldrich, USA)

e ampicilin (= 99%, Serva, Némecko)

e bromfenolova modrt (Sigma-Aldrich, Rakousko)

e butanol (> 99%, Lach-ner, CR)

e dithiotreitol (DTT) (Roche, Némecko)

e DNA barvivo: EZ-Vision® DNA dye (VWR, USA)

e DNA-standardni marker: 1 kb DNA marker (25 pg, 100 pg/ml, Central European
Biosystems, CR)

e DNA-standardni marker: Quick-Load® Purple (100 pg/ml, New England Biolabs,
Velka Britanie)

e dodecylsiran sodny (SDS) (> 98%, Lach-ner, CR)

e ethanol (96%, Lach-ner, CR)

e fluorid sodny (> 98%, Lach-ner, CR)

e glutathion-agarosa (GSH-agarosa) (Sigma-Aldrich, USA)

e glycin (> 99%, Sigma-Aldrich, USA)

e histon (kvalita substratu proteinkinas, Sigma-Aldrich, USA)

e  hydroxid sodny (> 98%, Penta, CR)

e chloramfenikol (> 99%, Sigma-Aldrich, USA)

e chlorid hofe¢naty (hexahydrat, > 98%, Lach-Ner, CR)

e  chlorid sodny (> 99%, Penta, CR)

e inhibitor LGR4455
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e inhibitory proteas bez EDTA: cOmplete”, EDTA free (Roche, Némecko)

e isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG) (> 99 %, Sigma-Aldrich, lzrael)

e kvasni¢ny extrakt (Yeast) (Sigma-Aldrich, USA)

e kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova (HEPES) (> 98%,
Sigma-Aldrich, USA)

e kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (> 98,5% Sigma-Aldrich, Cina)

e kyselina ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraoctova  (EGTA)
(> 97%, Sigma-Aldrich, USA)

e kyselina chlorovodikové (35%, Lach-ner, CR)

e kyselina octova (99%, Lach-ner, CR)

e kyselina trihydrogenfosfore¢na (85%, Lach-ner, CR)

e L-glutathion redukovany (GSH) (> 98%, Sigma-Aldrich, Japonsko)

e N,N,N',N-tetramethylethylendiamin (TEMED) (> 99%, Sigma-Aldrich, Cina)

e N,N'-methylenbisakrylamid (BIS) (> 98%, Sigma-Aldrich, Cina)

e peroxodisiran amonny (APS) (> 98 %, Sigma-Aldrich, Japonsko)

e radioaktivni [y-33P]ATP - 10,0 MBq (Hartmann, Némecko)

e tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) (> 99% Serva, Némecko)

e trypton (Sigma-Aldrich, Mexiko)

3.1.2 Biologicky material

e CONTROLLER BL21(DE3) — chemicky kompetentni expresni kmen bakterii
E. coli (40 pl, Sigma-Aldrich, USA)

e Rosetta™ 2 (DE3) pLysS - chemicky kompetentni expresni kmen bakterii
E. coli (100 pl Novagen, Némecko)

e TOP 10 - chemicky kompetentni expresni kmen bakterii E. Coli (50 pl,
ThermoFisher, USA)

e Plasmidy: pGEX-6P-1 s inserty gend pro CDK2-GST, CAK a genem pro resistenci
vaci ampicilinu a pET-21-D s insertem genu pro CycA a genem pro resistenci viuci
ampicilinu ziskané od Dr. Daniel Fisher (IGMM, CNRS, Montpellier)

e DNAsal (EC 3.1.21.1, 10 000 U, Roche, Nemécko)

e proteasa lidského viru rymy (HRV-3C proteasa) (EC 3.4.22.28, 500 U, Novagen,
Némecko)

e fosfocelulosovy papir P-81 (Whatman, Velka Britanie)
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3.1.3 Roztoky

e CDK2-pufr: 40 mmol-I* HEPES, 200 mmol-1* NaCl, pH = 7,5, a pred pouZitim
pfidani 0,02% MTG a 5 mmol-I* DTT

e CycA-pufr: 50 mmol-1" Tris, 300 mmol-1* NaCl, pH = 8,0

e  Eludni pufr: 20 mmol-1™* glutathion v CDK2-pufru o upraveném pH = 7,5

e  Tris-glycinovy elektrodovy pufr: 25 mmol-1* Tris, 192 mmol-1* glycin,
0,1% SDS, pH = 8,3

e SDS — vzorkovaci pufr (5x): 3,1 ml 1 mol-I"* Tris, 5 ml glycerolu, 1 g SDS, 0,5 ml
2-merkaptoethanolu, 0,5 ml 1% bromfenolové modii, pH = 6,8

e Kinasovy pufr (2x): 20 mmoll* MgCl,, 5 mmoll* EGTA,
20 mmol-1™ 2-glycerolfosfat, 2 mmol-1™* NaF, 0,1 mol-1"* HEPES

e TE pufr: 10 mmol-1* Tris, | mmol-1* EDTA, pH = 7,4

e TAE pufr: 40 mmol-I* Tris, 20 mmol-I* kyselina octovd, 1 mmol-I'EDTA,
pH =38

e LB médium - 0,5% kvasni¢ny extrakt, 1% Trypton, 1% NaCl, pH = 7,0

e Kirystaliza¢ni roztok ¢. 21 (10% polyethylenglykol (PEG) Mr 20000, 20% PEG Mr
550, 0.03 mol-1* NaF, 0.03 mol-1* NaBr, 0.03 mol-1* Nal a 0.1 mol-1?
Bicin/Trizma pufr, pH 8.5 (kit Morpheus (Molecular Dimensions))

e Barvici roztok InstantBlue™ Protein Stain (Expedeon, Velka Britanie)
3.2 Pristrojové vybaveni a prisluSenstvi

e laminarni box OS-N (Merci, Ceska republika)

e centrifuga Thermo megafuge 16-R (ThermoFisher, USA)

e centrifuga ROTINA 420/ 420 R (HETTICH, Némecko)

e minicentrifuga D1008 (DLAB, Cina)

e tiepacka Biosan MR-1 (Biosan, LotySsko)

e kultivacni tfepacka Excella E24-R (New Brunswick Scientific, USA)
e pipetor Swiftpet Pro (HTL, Polsko)

e michacka zkumavek s bezdotykovym spinacem (VELP Scientifica, Italie)
e vahy ABT 120 - 5DM (Kern, Némecko)

e Dbiologicky termostat BT 120 M (Labo-MS, CR)

e autoklav MLS-3750 (Sanyo, Japonsko)
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e zdroj pro SDS-PAGE PowerPac Basic (Bio-Rad, USA)

e souprava pro SDS-PAGE Mini-Protean Tetra Systém (Bio-Rad, USA)

e souprava pro horizontalni elektroforézu Mini electrophoresis (VWR, USA)

e autoradiograficka deska, souc¢ast FLA 7000 (FUJIFILM, Japonsko)

e magneticka michacka Arex-6 (VELP Scientifica, Italie)

e pH metr pH 50 (XS instruments, Italie)

e pifedvazky KERN-PCB (Kern, Némecko)

e ultrazvukovy sonikator Sonoplus UW 2200 (Bandelin, Némecko)

e lednice Liebherr 5413 prosklena (Liebherr, Némecko)

e chromatograficka kolona HiLoad 16/600 Superdex 200 pg (GE, Velka Britanie)

e  chromatograficky systém AKTA pure 25 L (G. E, Velka Briténie)

e michacka na 96-jamkovou destiCku s termostatem ThermoMixer Comfort
(Eppendorf, Némecko)

e kit pro purifikaci DNA: Plasmid DNA purification NucleoBond® PC 100
(Macherey — Nagel GmbH & Co. KG, Némecko)

e  koncentratory pro ultrafiltraci Amicon® Ultra-15 10 kDa

Dalsi bézné laboratorni pfisluSenstvi: automatické pipety (Eppendorf, Némecko) se
Spickami, kadinky, zkumavky, stficky, stojan na zkumavky, mikrozkumavky, stojan na
mikrozkumavky, odmérné vélce, Spachtle, centrifugacni kyvety, Erlenmeyerovy baiky,

mikrovInna trouba, Petriho misky.
3.3 Metody

3.3.1 Transformace klonovacich bakterii, kultivace a izolace
plasmidové DNA

Chemicky kompetentni klonovaci bakterie E. coli (kmen TOP 10) byly transformovany
metodou tepelného Soku. 100 pl suspenze kompetentnich bakteridlnich bunék
uchovavanych pii — 80 °C bylo rozmrazeno na ledu, néasledné bylo pfiddno 100 ng
jednoho zplasmidi. Po 10 minutach inkubace byl proveden teplotni Sok,
mikrozkumavka s bakterialni suspenzi byla vlozena do termobloku nahtatého na 42 °C
po dobu 45 sekund. Poté byla mikrozkumavka vloZena na 2 minuty do ledu. K suspenzi

bylo piidano 500 ul LB média pfedem zahtatého na 37 °C, nasledovala regenerace
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bakterii v kultivaéni tiepagce pii 210 otackach-min™ (RPM) a 37 °C po dobu 1 hodiny.
Bakteridlni suspenze byla nésledné¢ napipetovana na plotny 1% agaru v LB médiu,
obsahujiciho antibiotikum ampicilin. Bakterie byly kultivovany pfes noc pii 37°C
Vv inkubatoru. Izolovana kolonie bakterii byla pfeockovéana do 25 ml tekutého LB média
obsahujiciho ampicilin, nasledovand inkubaci v kultivac¢ni tfepacce pii 210 RPM
a 37 °C po dobu 18 hodin. Nakultivované bakterialni buniky byly sklizeny centrifugaci
po dobu 30 minut pii 7000 g. Bunécny pelet byl pouzit pro izolaci plasmidové DNA.
Izolace plasmidové DNA byla provedena za pomoci kitu (Macherey Nagel), podle
navodu vyrobce prilozeného ke kitu. Ziskand plasmidovda DNA byla nakonec
rozpusténa v 50 ul TE pufru a byla provedena kontrolni horizontalni elektroforéza

V agarosovém gelu.
3.3.2 Horizontalni elektroforéza plasmidi v agarosovém gelu

Nejprve byla piipravena 1% agarosa v TAE pufru, rozehfata v mikrovinné troub¢ az do
rozpusténi a po ochladnuti byla nalita do plastového podnosu ze sady Mini
Electrophoresis. Do agarosy byl zasunut hiebinek a byla ponechana 30 minut do
ztuhnuti. Nésledné byla 1 s plastovym podnosem pienesena do elektroforetické cely
a zalita TAE pufrem, tak aby byl gel piekryt. Do jamek gelu byly naneseny ptipravené
vzorky plasmidii a DNA markery, poté probihala elektroforéza po dobu asi 1 hodiny pfi
napéti 80 V. Poté, co celo doputovalo ke spodni strané gelu, byla elektroforéza
ukoncena, gel byl vyjmut a vysledek byl zobrazen pomoci UV transiluminatoru.

Vzorky pro elektroforézu byly pfipraveny nasledovng. 10 ul DNA markeru (Quick-
Load® Purple 2-Log DNA Ladder nebo 1 kb DNA marker) bylo smichano
v mikrozkumavce s 5 ul DNA barviva EZ-Vision® DNA dye a inkubovano po dobu
10 minut. 0,1 — 0,5 pl plasmidu (50 ng) bylo smichano s 9,9 — 9,5 ul TAE pufru, tak aby
byl celkovy objem 10 pl, ke kterym bylo pfidano 5 pul DNA barviva EZ-Vision® DNA

dye a inkubovano po dobu 10 minut.

3.3.3 Transformace kompetentnich expresnich bakterii, kultivace,

sklizeni

Transformace expresnich bakterii byla provedena stejné jako transformace klonovacich
bakterii. Pro expresi CDK2 byly pouzity nejdiive bakterie E. coli, kmen Rosseta DE3
pLysS (Novagen), po optimalizacich v8ak byly pouzivany E. coli, kmen BL21 DE3
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CONTROLLER (Sigma), které byly transformovany plasmidem pGEX-6P-1 s inserty
gent pro CDK2-GST a CAK a genem pro resistenci vici ampicilinu. Pro expresi CycA
byly pouzity bakterie E. coli, kmen Rosseta DE3 pLysS (Novagen), ty byly
transformovany plasmidem pET-21-D s insertem genu pro CycA a genem pro resistenci
vaci ampicilinu, tento pouzity kmen jiz netransformovany vykazuje resistenci viaci
chloramfenikolu. Transformované bakterie byly kultivovany na 1% agarovych LB
plotnach s ptislusnymi selek¢nimi antibiotiky pii 37 °C v inkubatoru. Izolované kolonie
byly pfeockovany do 50 ml tekut¢ho LB média obsahujiciho v ptipadé exprese CDK2
pouze ampicilin a v ptipad¢ exprese CycA ampicilin i chloramfenikol. Bakterie byly
kultivovany ptes noc (asi 18 hodin) v tiepacce pii 210 RPM a 37 °C. Nasledujici den
byla bakterialni suspenze 50 krat ziedéna (10 ml suspenze bylo doplnéno LB médiem
s antibiotiky do objemu 500 ml). Kultivace poté dale probihala za stejnych podminek,
az do dosazeni ODggo (optickd densita) = 0,5, métené spektrofotometrem. Néasledna
indukce exprese pomoci 0,1 mmol-1* IPTG a kultivace byla optimalizovéana ve smyslu
délky kultivace a teploty.

Exprese cyklinu A byla optimalni 1 za intenzivnéjSich podminek, transformované
bakterie Rosetta™ 2 (DE3) pLysS nesouci plasmid s genem pro cyklin A byly pies noc
nakultivovany a po ziedéni byly kultivovany pti 37°C do ODgpo= 0,5. V tomto momentu
byla teplota snizena na 27°C, pfidan IPTG na celkovou koncentraci 0,1 mmol-1™
a nésledna kultivace trvala 4 hodiny.

Sklizeni bakterii probéhlo centrifugaci pfi 7000 g a 4 °C po dobu 35 minut.
Bakterialni pelet ziskany z 500 ml kultury byl na ledu dikladné rozsuspendovan
v 45 ml pufru obsahujicim polovinu tablety inhibitori proteas (Roche). V piipadé
exprese CDK2 se jednalo o CDK2-pufr, v ptipadé exprese CycA o CycA-pufr (viz
pouzité roztoky). Rozsupendovany pelet byl ve zkumavce zamrazen v tekutém dusiku

a uchovavan pii — 20 °C.
3.3.4 Purifikace komplexu cyklin-dependentni kinasy 2 s cyklinem A

Pro purifikaci komplexu CDK2/CycA byla nejdiive na ledu rozmraZzena zkumavka
obsahujici bakteridlni suspenzi s CDK2, po rozmrazeni bylo pfidano 50 pl DNAsy I.
Na ledu byla provedena lyza bun¢k a to pomoci ultrazvukového ponorného sonikatoru
ve 4 cyklech (20 s sonikace, 100% pulz) se 40 s pauzou. Po sonikaci byla provedena
centrifugace pii 18000 g a 4 °C po dobu 30 minut, supernatant byl ptefiltrovan pies

0,2 pm filtr. Mezitim byla pfipravena kolonka naplnénd afinitni glutathion-agarosou
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(GSH-agarosa), jez je dodavana ve formé lyofilizovanych kulicek, které je potieba pied
pouzitim hydratovat a ekvilibrovat proteinovym pufrem. V tomto piipadé byla plastova
kolonka napln¢éna asi z 1/3 a to pfiblizné 2 ml hydratované GSH-agarosy a byla
ekvilibrovana nanesenim 20 ml CDK2-pufru pomalym prutokem. Kolona byla umisténa
na stojanu Vv lednici a cely proces probihal pii 4° C. Nasledné byl na kolonu pomoci
pipety nanaSen supernatant obsahujici CDK2, odtok z kolony byl velmi pomaly,
protekly supernatant byl znovu sbiran do zkumavky k elektroforetické analyze.

Stejnym zpiisobem jako pii ptipravé lyzatu obsahujictho CDK2 byl ze zmraZené
suspenze pripraven lyzat obsahujici CycA. Precistény supernatant byl nandSen na
promytou GSH-agarosu opét velmi pomalym prutokem a protekly supernatant byl
taktéZ sbiran do zkumavky. Poté bylo provedeno promyti GSH-agarosy nanesenim 5 ml
CDK2-pufru dvakrit po sobé, z proteklého pufru byly odebrany vzorky, taktéz
k pozd&jsi analyze. Nakonec prob&hla eluce pomoci eluéniho pufru (20 mmol-1*
glutathion v CDK2-pufr o pH = 7,5), ktery byl po 10 ml nanesen na kolonu, kolona byla
Z obou stran uzaviena a protfepana, po samovolné sedimentaci agarosy byla kolona
samovolnym priitokem vypusténa a eluat byl sbiran do zkumavky. Tato procedura byla
opakovana pétkrat, aby celkovy objem elu¢niho pufru ¢inil 50 ml.

Ze vSech frakci ziskanych pfi purifikaci byly odebrany vzorky, které byly
analyzovany pomoci polyakrylamidové gelové elektroforézy za denaturujicich
podminek (SDS-PAGE), pro ovéfeni ptitomnosti CDK2/CycA, vytézku purifikace
avprvnich fazich také pro optimalizaci kultivace bakterii. V piipad€ ptiznivého
vysledku purifikace bylo nasledné provedeno stanoveni koncentrace proteinii v eluétu
na zéklad¢ Bradfordovy metody.

Podle koncentrace proteint v eludtu byl pfidan potfebny objem HRV 3C proteasy,
(1 pl proteasy na 200 pg znaCkovaného proteinu) se specifickym §tépicim mistem na
GST-znadce. Stépeni probihalo v lednici, pii 4 °C, pies noc, asi 16 hodin. Usp&snost
Stépeni a uvolnéni volné GST byla ovétena pomoci SDS-PAGE. V piipadé tispésného
Stépeni byl roztok obsahujici CDK2/CycA zakoncentrovan pomoci koncentratord
Amicon Ultra 15 (spéry pro prichod proteini o maximalni hmotnosti 10 kDa),
centrifugaci pti 10 000 g a 4 °C az na objem asi 4,5 ml. Nasledn¢ byl roztok preveden
do mikrozkumavek a znovu centrifugovan piti 20 000 g a 4 °C po dobu 10 minut.
Supernatant byl nanasen na kolonu pro gelovou permeacni chromatografii
ekvilibrovanou na CDK2-pufr. Pomoci chromatografického systému byl nastaven

1

pratok 1 ml'-min™ a tlak 0,3 MPa. Roztok prosly kolonou byl analyzovan UV
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detektorem pii 280 nm, diky kterému byly sledovany a pribézné sbirany frakce do
zkumavek na ledu. Jednotlivé frakce byly analyzovany pomoci SDS-PAGE a frakce
obsahujici ¢isty komplex CDK2/CycA spolu s volnou GST byla znovu piecisténa.
Frakce byla tiikrat za sebou nanaSena na kolonku s GSH-agarosou, ¢imz byla
zbavena volné GST. Roztok Cistého komplexu CDK2/CycA byly rozdélen na alikvoty,
které byly zmrazeny v kapalném dusiku a uchovavany pii — 80 °C a nésledné pouzity
pro kinetickou analyzu kinasové aktivity komplexu a pro analyzu inhibice studovanym
inhibitorem. Vé&tsi €ast roztoku komplexu byla dale zakoncentrovana na koncentraci

13 mg/ml a pouzita pro krystalizaci.
3.3.5 Polyakrylamidova elektroforéza za denaturujicich podminek

Elektroforetickd separace proteini probihala v 1 mm silnych polyakrylamidovych
gelech ptipravenych ve sklenénych deskach, v diskontinualnim uspotfadani podle
Laemmliho (1970) za denaturujicich podminek (SDS-PAGE). Pro analyzu studovaného
komplexu byl pouzit 12,5% separacni gel, spolu s 5% zaostiovacim gelem. Slozeni
roztokti pro piipravu geli zobrazuje Tab. 3. Nejprve byly ve zkumavce smichany
vSechny roztoky pro piipravu separa¢niho gelu kromé APS, ktery byl pfidan pro
nastartovani polymerace a smés byla okamzit€¢ napipetovana do sklenénych desek
a pfevrstvena par kapkami butanolu. Po 30 minutich tuhnuti byl gel proplachnut
destilovanou vodou a byla na né€j nanesena smés roztokd pro piipravu zaostfovaciho
gelu a nakonec byl mezi skla vloZen hiebinek. Po dalSich 30 minutach tuhnuti byl gel
pfipraven k pouziti a pfenesen do elektroforetické komurky.

Do elektroforetické komtrky a vany byl nalit Tris-glycinovy elektrodovy pufr,
separace probihala nejdiive pfi napéti 120 V a po prachodu ¢ela zaostfovacim gelem pii
180 V. Po separaci byly proteiny v gelu vizualizovany pomoci barvici smési Instant
blue.

Tab. 3 Objemy jednotlivych slozek pouzité na piipravu 1 mm silnych geli pro SDS-PAGE.

Slozka Separacni gel 12,5% (2 gely)  Zaostifovaci gel 5% (2 gely)
AA/BIS (30% T, 2,66% C) 3,90 ml 0,84 ml
Destilovana voda 1,94 ml 3,51 ml
Tris pH 8,8 3,50 ml
Tris pH 6,8 0,63 ml
SDS (10%) 94,00 pl 50,00 pl
TEMED 6,25 ul 5,00 pl
APS (10%) 7,50 pl 30,00 pl
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3.3.6 Kinasova reakce — stanoveni aktivity a inhibice komplexu

Kinasovy test je zalozeny na inkorporaci radioaktivniho izotopu fosforu ve formé
fosfatu, ktery je pienasen z [y-gsP]ATP na proteinovy substrat, za katalyzy aktivni
kinasou. Kinasovy test byl proveden v 96 jamkové mikrotitracni desticce, V celkovém
objemu 10 pl. Nejprve byla pripravena koncentra¢ni fada reakéniho pufru, obsahujiciho
ATP i [y-®P]ATP, pomoci postupného fedéni v 2x kinasovém pufru. Dale byly
ptipraveny roztoky inhibitoru, roztok histonu a roztok CDK2/CycA. Poté byly roztoky
postupné napipetovany do jamek desticky, ¢imz byla nastartovana reakce. Konecna
koncentrace ATP v reakci v koncentratni fadé byla 2000 pmol-1*, 666,66 pmol-17,
222,22 umol-I*, 74,00 pmol-1?, 24,69 pmol-17%, 8,23 umol-1™ a 2,74 pmol-1™* (nejvyssi
koncentrace [y-**P]JATP byla 60 pmol-pl* (3 pCi) a v fadé se sniZovala ve stejném
poméru). Koncentrace inhibitoru dosahovala v jednotlivych fadach 240 nmol 1™,
120 nmol‘I%, 60 nmol-1*, 30 nmol-I™* a 0 nmol-1* (bez inhibitoru). Kone¢na hmotnost
komplexu CDK2/CycA v reakci ¢inila 1 ng. Koncentrace histonu (substrat) se rovnala
1 pg/pl.

Reakce probihala v tfepacce s termostatem za konstantnich 30 °C pii 300 RPM po
dobu 30 minut. Nasledné¢ byla reakce zastavena ptidavkem 5 pl 3% kyseliny
trihydrogenfosfore¢né ve stejném potadi, jako byla reakce startovana. Z kazdé jamky
bylo 6,5 ul napipetovano na fosfocelulosu s pfedkreslenou miizkou, po zaschnuti byl
fosfocelulosovy papir 3x promyt 0,5% kyselinou trihydrogenfosfore¢nou, vzdy po dobu
5 minut. Nasledné¢ byl oplachnut 96% ethanolem a dosusen na vzduchu.
Fosfocelulosovy papir byl vlozen do kazety s citlivou deskou na radiaci a byl
exponovan pres noc. Dalsi den byla citlivd deska naskenovana ve skeneru FLA 7000
amira fosforylace byla kvantifikovdna v programu Multigauge (verze 2.2). Pomoci
programu GraphPad Prism (verze 5.0) byly sestrojeny kiivky zavislosti miry fosforylace
na koncentraci ATP pifi jednotlivych koncentracich inhibitoru, podle kinetiky
Michaelise-Mentenové. V tomto programu byly také sestrojeny dvojité reciproké

zavislosti, zjiStény hodnoty Ky a K.
3.3.7 Krystalizace a zisk difrakénich dat

Krystalizace probihala ve spolupraci s Mgr. Janou Skerlovou, Ph.D. na Ustavu
organické chemie a biochemie AV CR v.v.i. Pro krystalizaci byly pouZity alikvoty

komplexu CDK2/CycA o koncentraci 13 mg-ml-1, koncentrace inhibitoru LGR4455
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byla v krystalizaénich kapkach 2 mmol-1". Krystaly byly pfipraveny metodou sedici
kapky, pficemz slozeni roztoku v zasobni nadrzce odpovidalo roztoku ¢. 21 z kitu
Morpheus (Molecular Dimensions).

Krystaliza¢ni kapky tvotilo 130 nl roztoku proteinového komplexu s inhibitorem
a 170 nl roztoku zasobni nadrzky, krystalizace probihala pfi 18 °C. Ptipravené krystaly
byly zachyceny do nylonovych oc¢ek (Hampton Research) a rychle ochlazeny
V kapalném dusiku. Difrakéni data byla ziskdna z meéfeni na synchrotronu Berlin
Electron Storage Ring Society for Synchrotron Radiation (BESSY), v Némecku. Méfeni
probihalo za chlazeni krystalu pfi -173 °C na svazku MX 14.2. Struktura byla vyieSena
pomoci molekularniho nahrazeni v programu MOLREP, za pouziti struktury

CDK2/CycA (kéd v PDB 1JST) jako modelu. Modelovani ligandu a vylepSeni rozliSeni
struktury bylo provedeno v programu MOLPROBITY.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Horizontalni elektroforéza plasmidu

Po amplifikaci plasmidd v klonovacich bakteriich a jejich purifikaci byla provedena
horizontalni elektroforéza, pro ovéefeni uspéSného namnozeni plasmidu a jeho
purifikace. Na elektroferogramu (Obr. 12) je mozné vidét, ze jak v ptipadé plasmidu
PGEX-6P-1 obsahujiciho gen pro CDK2-GST, tak v piipadé plasmidu pET-21-D
sgenem pro CycA doslo k tspé&Sné amplifikaci a purifikaci a byly ziskdn roztoky
s vétsim mnozstvim plasmidd, pouzivané pro nasledné transformace. U plasmidu
pGEX-6P-1 s genem pro CDK2-GST a CAK byla o¢ekavana velikost 7978 part bazi,
avSak prouzek na elektroferogram se vyskytuje okolo 7000 pard bazi. U plasmidu
PET-21-D s genem pro CycA byla ocekavanad velikost 6106 pari bazi, prouzek
elektroferogramu vsak odpovida piiblizné¢ 4000 pari bazi. U obou plasmida byly
sledovany i1 dal$i, zpozdéné prouzky, které mohou odpovidat rozvolnéné kruhové
struktufe plasmidu, nebo linearizovanému plasmidu. Diskrepance mezi predpoklddanou
a stanovenou velikosti tedy plynou z riznych struktur DNA plasmidu. Po S$tépeni
endonukleasou s jednim §tépicim mistem doslo k linearizaci plasmidu a zisku prouzka

0 pfedpokladané velikosti (data nezobrazena).

Para bazi

10 000
8 000
6 000
5000
4000
3000
2500
2000
1500
1000

750 ——

500 —

-

Obr. 12 Elektroferogram zobrazujici separaci plasmidové DNA. Zleva: 1kB marker poctu pari bazi,
1 — zasobni roztok plasmidu pGEX-6P-1 s genem pro CDK2-GST, 2 — amplifikovany a purifikovany
plasmid pGEX-6P-1 sgenem pro CDK2-GST, 3 — zasobni roztok plasmidu
PET-21-D s genem pro CycA, 4 - amplifikovany a purifikovany plasmid pET-21-D s genem pro CycA.
Cernymi obdélniky jsou vyznageny cilové plasmidy, pravdépodobné v nadiroubovicové formé.
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4.2 Optimalizace exprese a purifikace CDK2/CycA

Za ucelem zisku co nejvétsiho mnozstvi rozpustného komplexu v eluci (pfi jeho afinitni
purifikaci) byla nejdiive optimalizovana exprese CDK2-GST. V pfipadé¢ prvnich
experimentt probihala exprese CDK2-GST Vv bakteriich E. coli, Rosetta™ (DE3) pLysS
nesoucich plasmid s pfislusnym genem. V prvni tadé¢ byl optimalizovan rast
transformovanych bakterii ve smyslu hustoty suspenze pied indukci exprese a doby
exprese. Pres noc nakultivovana suspenze bakterii byla ziedéna a kultivovéana pii 37°C
do ODggo = 0,5 nebo do ODgy = 0,8. Po nartstu na danou hodnotu OD byla suspenze
ochlazena na 18°C a byl ptidan IPTG do koncentrace 0,1 mmol-1™". Nasledna kultivace
trvala 24 hodin. Vysledky ziskané po purifikaci (neni zobrazeno) jasné ukazaly, zZe
produkce proteinu je mnohem vyssi u kultury, jez dosahovala ODggo = 0,5.

Proto byly v dalsich experimentech kultivovany bunétné kultury do ODgy = 0,5
a optimalizovany byly dalsi parametry. Ackoliv se celkové mnozstvi proteinu zdalo byt
dostate¢né, purifikace byla zna¢né neefektivni, jelikoz vétsi cast proteinu ziistavala i po
eluci navazana na afinitni GSH-agarosu a podil proteinu v eluci byl mnohem mensi.

V nésledujicim optimalizaénim kroku byl sledovan vliv chlazeni bakterialni
suspenze pred indukci exprese a vliv délky samotné exprese. Proto byly nejdiive opét
nakultivovany bakterie do ODggo = 0,5, v tom momentu byla suspenze ochlazena na
18°C a bud’ byl pfidan ihned anebo aZ po 1 hodin€ od ochlazeni. Nasledna kultivace
trvala bud’ 16, nebo 24 hodin.

Po purifikaci bylo zjiSténo, Ze kultivace 16 hodin vede k vétSimu celkovému
vytézku CDK2-GST nez kultivace 24 hodin a navic, Ze pfi ptidani IPTG aZ po 1 hodiné
od ochlazeni je vétsi podil CDK2-GST v eludtu. Ve vSech pfipadech vSak znacna ¢ast
CDK2-GST stale zlstala navazana na GSH-agarose. Prouzky na gelu ve srovnani
s markerem molekulové hmotnosti odpovidaly molekulové hmotnosti piiblizné 55 kDa,
pticemz predpokladana hmotnost byla 60 kDa (Obr. 13).

Aby byla zvysena Géinnost eluce, byla eluce provedena elu¢nim pufrem o zvysujici
se koncentraci glutathionu. Slozeni CDK2 pufru bylo prevzato z publikace Echalier
et al., (2012). Tento pufr obsahoval 40 mmol-1* HEPES, 200 mmol-l* NaCl
a 0,02% MTG, pti pH = 7,5. Prvni eluce byla provedena 20 mmol-1?, druha 50 mmol-1*
a tieti 100 mmol-1* glutathionem v CDK2 pufru. Vyssi koncentrace glutathionu
nevedly k vétsimu vytézku, stale byla vétsi cast CDK2-GST navazana na GSH agarosu

(neni zobrazeno). Proto byla uvazovana hydrofobni interakce proteinu s agarosou.
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Obr. 13 Elektroferogram z SDS-PAGE jednotlivych vzorkll odebranych pfi purifikaci CDK2-

GST, purifikované ze sklizenych bakterialnich kultur (0,5 I) kultivovanych za ruznych
podminek. Zleva: marker molekulové hmotnosti Spectra Multicolor Broad Range,
A — 16 hodin kultivace, IPTG pfidano hned, B — 16 hodin kultivace IPTG piidano po
1 hodiné chlazeni, marker molekulové hmotnosti, C — 24 hodin kultivace, IPTG
pfidano hned, D — 24 hodin kultivace, IPTG ptidano po 1 hodin€ chlazeni. U kazdého
druhu kultivace jsou tfi vzorky: 1 — lyzat bakterii, 2- prvni eluce, 3- vzorek GSH-
agarosy z kolony po elucich. Prouzky odpovidajici CDK2-GST jsou ohrani¢eny
¢ernym obdélnikem, v pasu molekulovych hmotnosti pfiblizn€ 55 kDa.

V nasledujicim experimentu byl pfidan do pufru detergent Triton X-100. Ten mél

omezit hydrofobni interakce a zvysit rozpustnost proteinu. Byla provedena eluce

20 mmol-1"* glutathionem v CDK2-pufru, s pridavkem 0,1%, 0,5% a 1% Tritonu X-100.

Vzristajici koncentrace detergentu v eluénim pufru méla pozitivni vliv na eluci, doslo

ke zvyseni podilu CDK2-GST v eluci, avSak i pii nejvyssi koncentraci Tritonu X-100

zUstavala velka Cast proteinu navazana na GSH-agarose (Obr. 14).
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Obr. 14 Elektroferogram z SDS-PAGE vzorki odebranych pti purifikaci CDK2-GST, ze

sklizené bakterialni kultury (0,5 I) pti s ptidavkem detergentu Triton X-100. Zleva:1 -
kontrolni eluce bez detergentu, 2 - marker molekulové hmotnosti Spectra Multicolor
Broad Range, 3 — eluce elu¢nim pufrem s 0,1% Tritonem X-100, 4 - vzorek GSH
agarosy po piedchozi eluci, 5 — eluce elu¢nim pufrem s 0,5% Tritonem X-100, 6 -
vzorek GSH agarosy po predchozi eluci, 7 — eluce eluénim pufrem s 1% Tritonem X-
100, 8 — vzorek GSH agarosy po pfechozi eluci. Prouzky odpovidajici CDK2-GST
jsou ohranic¢eny obdélnikem, v pasu molekulovych hmotnosti pfiblizn¢ 55 kDa.
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Obr. 15 Elektroferogram z SDS-PAGE vzorku odebranych pii purifikaci CDK2-GST,
purifikované ze sklizené kultury bakterii (0,5 I) CONTROLLER. Zleva: marker
molekulové hmotnosti Spectra Multicolor Broad Range, 1 — eluce €. 1, 2 — eluce ¢. 2,
3-7 - eluce €. 3 —eluce €. 7, 8 — vzorek GSH agarosy po predchozich elucich. Prouzky
odpovidajici CDK2-GST jsou ohrani¢eny ¢ernym obdélnikem, v pasu molekulovych
hmotnosti pfiblizn¢ 55 kDa.

Na zaklad¢ ziskanych poznatkd z purifikaci bylo zjisténo, ze pouzité bakterie
nejsou pro expresi CDK2-GST vhodné. Proto byla nasledné exprese vyzkouSena
Vv jinych bakteriich, konkrétné E. coli, kmenu CONTROLLER BL21(DE3). Pro expresi
byly pouzity pfedem optimalizované podminky, tedy kultivace do ODggo = 0,5, po jejim
dosazeni ochlazeni na 18°C, po 1 hodiné chlazeni indukce exprese ptidanim IPTG do
koncentrace 0,1 mmol-1". Nasledna kultivace probihala 16 hodin. Po purifikaci bylo
zjisténo, Ze ackoliv je hladina exprese nizsi a tim 1 vytéZzek CDK2-GST niZsi, protein se
beze zbytku vyskytuje v eluci a na GSH-agarose po eluci neztistava navazan (Obr. 15).

Po nékolika dalSich purifikacich (vysledky nezobrazeny) bylo jeSt€ upraveno
slozeni CDK2 pufru, do kterého byl piidan 5 mmol-1* DTT, ktery jests zlepsil
rozpustnost cilového proteinu a omezil jeho ztraty pfi afinitni purifikaci (slozeni tohoto
pufru poté jiz odpovidalo pufru uvedenému v kapitole 3.1.3. Roztoky).

Nasledovaly purifikace, ve kterych byl zahrnut i cyklin A. Exprese cyklinu A byla
optimalni i za intenzivnéjSich podminek, nebyla optimalizovana a jeji postup byl
prevzat z publikace Echalier et al., (2012). Pti nasledné purifikaci proteinu z vétsiho
objemu bakterialni kultury a pouziti CDK2-pufru s MTG a DTT byla ovéfena tvorba
komplexu CDK2/CycA. V elucich byly pozorovany prouzky odpovidajici CDK2-GST

I cyklinu A a zaroven doslo ke snizeni podilu kontaminujicich proteint (Obr. 16).
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Obr. 16 Elektroferogram z SDS-PAGE vzorkd odebranych pii purifikaci komplexu
CDK2-GST/CycA ze sklizené bakteridlni kultury (2 1) kultivované za
optimalizovanych podminek. Zleva: marker molekulovych hmotnosti Broad Range,
1 -8 —cluce ¢. 1 —eluce ¢. 8, 9 — vzorek GSH-agarosy z kolony po elucich. Prouzky
odpovidajici CDK2-GST jsou ohrani¢eny hornim obdélnikem V pasu molekulovych
hmotnosti ptiblizné¢ 56 kDa, prouzky odpovidajici CycA jsou ohraniceny spodnim
obdélnikem v pasu molekulovych hmotnosti ptiblizné 30 kDa.

Nejdilezit€jSim zjisténim bylo potvrzeni tvorby komplexu a ptredevSim vysoky
vytézek purifikace. Prouzky na gelu ve srovnani s markerem molekulové hmotnosti
odpovidaly molekulové hmotnosti CDK2-GST pfiblizné¢ 56 kDa, piicemz
predpokladand hmotnost byla 60 kDa, prouzky CycA odpovidaly molekulové hmotnosti
30 kDa, coz byla i ptedpokladana hmotnost.(Obr. 16).

Pro zisk vétsiho mnozstvi komplexu CDK2-GST/CycA musel byt sklizen
bakterialni pelet alespont ze 4 litrG bakteridlni kultury exprimujici CDK2-GST a 4 litrt
kultury exprimujici CycA. Vzorovou purifikaci popisuje elektroferogram na Obr. 17. Po
uspesné purifikaci bylo provedeno odstépeni GST-znacky pomoci HRV 3C proteasy,
které¢ bylo uspésné. Ve sloupci €. 9. elektroferogramu je mozné vidét prouzek
odpovidajici HRV 3C protease, ktery odpovidal molekulové hmotnosti piiblizné
48 kDa, jeji skutecna hmotnost je 47,8 kDa. Zaroven je mozné vidét uspeésné
odstépenou GST-znacku, jelikoz jsou ve sloupci €. 9 viditelné tii prouzky. Prouzek
odpovidajici hmotnosti 33 kDa patfil CDK2 o ptedpokladané hmotnosti 34 kDa,
prouzek odpovidajici hmotnosti 30 kDa patfil CycA o stejné predpokladané hmotnosti
a prouzek odpovidajici hmotnosti 27 kDa patiil volné GST o ptedpokladané hmotnosti
26 kDa (Obr. 17).
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Obr. 17 Elektroferogram z SDS-PAGE vsech vzorku jedné z purifikaci komplexu z bakterialni
suspenze ziskané ze 4 1 kultury exprimujici CDK2-GST a 4 1 kultury exprimujici
CycA. Zleva: marker molekulovych hmotnosti Broad Range, 1 — lyzat obsahujici
CDK2-GST,2 — prutok vzorku 1 pies GSH-kolonu, 3 — lyzat obsahujici CycA,
4 — pratok vzorku 3 ptes GSH kolonu, 5 — proplach GSH-kolony, 6 — eluce €. 1,
7 — eluce ¢. 2, 8 — vzorek GSH-agarosy po elucich, 9 — vzorek komplexu po $té€peni
HRYV 3C proteasou pies noc, marker molekulovych hmotnosti Broad Range. Prouzky
odpovidajici CDK2-GST jsou ohrani¢eny hornim obdélnikem V pasu hmotnosti
56 kDa, prouzky odpovidajici CycA ohrani¢eny spodnim obdélnikem V pasu
hmotnosti 30 kDa., Cerveny obdélnik ohrani¢uje naitépeny komplex, ve kterém
jsou shora CDK2 (33 kDa), CycA (30 kDa) a volna GST (27 kDa) V zeleném
obdélniku ve sloupci €. 9 je oznacen prouzek odpovidajici HRV 3C protease v pasu
hmotnosti 48 kDa.

Roztok proteinti s uspé$né odstépenou GST-znackou (jeho vzorek byl nanesen do
sloupce €. 9 na Obr. 17) byl nasledn¢ frakcionovdn pomoci gelové permeacni
chromatografie, kterou popisuje chromatogram na Obr. 18. Tento chromatogram
ukazuje, ze bylo dosazeno optimalni separace, diky ¢emuz byly od smési komplexu
CDK2/CycA avolné GST oddéleny jak vétsi (agregované) proteiny, tak i mensi
proteiny a volny glutathion. Na chromatogramu je mozné vidét 4 piky, pficemzZ prvni
pik odpovida vétSim kontaminujicim proteinim o primeérné molekulové hmotnosti
1381,2 kDa, druhy pik odpovida komplexu CDK2/CycA spolu svolnou GST
a proteasou o primérné hmotnosti 52,9 kDa, tfeti pik odpovidd kontaminujicim
peptidim o primérné hmotnosti 3,9 kDa a posledni, ¢tvrty pik odpovida glutathionu
0 hmotnosti 0,9 kDa. Ziskané molekulové hmotnosti byly vypocitany na zékladé

kalibracni zavislosti hmotnosti proteinu na reten¢nim objemu dané kolony.
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Obr. 18 Chromatogram zobrazujici zdznam z UV detektoru (pti 280 nm) v prib&hu gelové
chromatografie. Jednotlivé piky jsou na levé stran€é oznaceny Cisly a nad nimi je
uvedena prumérna molekulova hmotnost. Pik ¢. 1 odpovida agregatim a vétSim
kontaminujicim proteintim, pik ¢. 2 odpovida smési komplexu CDK2/CycA a volné
GST, pik ¢ 4 odpovidd malym kontaminujicim peptidim a pik ¢4 odpovida
glutathionu. Hnédymi prerusovanymi c¢arami a ¢islem jsou oznaceny odbéry
jednotlivych frakci, dale analyzovanych SDS-PAGE.

Elektroforetickou separaci jednotlivych frakci odebranych v pribéhu gelové
permeacni chromatografie zobrazuje elektroferogram na Obr. 19. Z n&j je patrné, Ze
vzorek nanaseny na kolonu obsahoval zna¢né mnozstvi kontaminujicich proteint a piky
chromatogramu odpovidaji proteinim popsanym vySe. Zaroven je na elektroferogramu
na Obr. 19 mozné vidét, ze frakce 2, 3 a 4 odebrané pii chromatografické separaci
obsahuji precisteny komplex CDK2/CycA spolu s volnou GST. Na ziklad¢ tohoto
zjiSténi bylo provedeno precisténi pomoci spojenych frakei 2, 3 a 4 afinitni
chromatografii na GSH agarose. Spojené frakce byly naneseny na kolonku s pomalym
pratokem, roztok protékajici kolonkou byl sbirdn a nasledné takto znovu dvakrat
nandsen. Tim bylo dosazeno trojnasobného ptecisténi od volné GST. Stav GSH agarosy
pfed nanesenim a po trojndsobném naneseni roztoku ukazuje, ze doSlo k navazani
vesSkeré volné GST, roztok proteknuvsi kolonou obsahoval jiz pouze preciStény
komplex CDK2/CycA (sloupec 9) stejné¢ jako oplach kolony (sloupec 10). Tyto dva

roztoky byly finalné zahustény a pouzity ke krystalizacnim experimenttim.
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Obr. 19 Elektroferogram z SDS-PAGE vzorku z gelové permeacni chromatografie a finalniho
afinitniho pfecisténi. Zleva: marker molekulovych hmotnosti Broad Range,
1 - zakoncentrovany vzorek nanaseny na kolonu pro gelovou chromatografii,
2 — permeat odebrany na zacatku zakoncentrovavani, 3 — permeat odebrany na konci
zakoncentrovavani, 4 — frakce ¢. 1, 5 — frakce ¢. 2, 6 - frakce ¢. 3, 7 — frakce C. 4,
8 - vzorek GSH-agarosy pied nanesenim spojenych frakei ¢. 2, 3 a 4, 9 — prutok
GSH-kolonou po trojnasobném naneseni spojenych frakci, 10 - proplach GSH-kolony,
11 - vzorek GSH-agarosy po trojnasobném naneseni spojenych frakci. Obdélnik
ohrani¢uje prouzky odpovidajici shora CDK2 (33 kDa), CycA (30 kDa) a volné GST.
Vzorky ve sloupcich 9 a 10 odpovidaji finalnim roztokiim piecisténého komplexu,
ktery byl po zahusténi pouzit ke krystalizaci.

Pro zisk dostatecného mnozstvi komplexu CDK2/CycA stejné Sarze pro
krystaliza¢ni experiment byl pouzit protein ziskany z 8 1 bakteridlni kultury exprimujici
CDK2-GST a 8 1 bakteridlni kultury exprimujici CycA. MnoZstvi ziskaného
proteinového komplexu z téchto objemt Cinilo primérmé 2 mg, celkem byla provedena
produkce dvou takovychto proteinovych Sarzi.

Na zdklad¢ afinitnich purifikaci, jejichz pribéh byl sledovan pomoci
SDS-PAGE, byly uréeny nejoptimalnéjsi podminky exprese studovanych proteinti. Pro
expresi CDK2-GST musely byt zvoleny mirné podminky, tedy teplota 18°C, a z toho
plynouci delsi ¢as exprese po indukci, ptiblizné 16 h. Delsi a intenzivnéjsi exprese vedla
k mensimu vytézku rozpustného proteinu, z divodu ukladani proteinu do nerozpustnych
inkluzi. Tento postup byl odvozen z diivéjsSich publikaci, kde autofi provedli expresi pfi
18°C po dobu 24 hodin (Echalier et al, 2012; Mc Grath et al, 2017) nebo pii 18°C po
dobu 20 hodin (Honda et al, 2005). Co se ty¢e pouzitych expresnich bakterii kolektiv
Honda et al., (2005) pouzil pro produkci CDK2-GST bakterie E. coli kmen B834(DE3)
pLysS, zatimco kolektiv McGrath et al., 2017 E. coli kmen BL21. Vybér expresnich
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bakterii se v této praci ukazal byt klicovy pro uspésnou produkci vétstho mnozstvi
rozpustného proteinu.

Exprese cyklinu A mohla probihat za vyssi teploty (27°C) a tedy i po kratsi Cas
(4 h), probihala u vSech experiment za stejnych podminek a nebyla optimalizovana.
Tyto podminky se shoduji s diive publikovanymi metodami, pfi¢emz exprese probihala
napt. pii 30°C po dobu 3 hodin (Brown et al, 1995).

Slozeni CDK2-pufru bylo optimalizovéano za ti¢elem zvySeni rozpustnosti proteint,
predevsim CDK2, pfi purifikaci a nasledné manipulaci. Zakladni slozeni CDK2-pufru
pouzitého pro homogenizaci bakterialniho materidlu a purifikaci bylo pfevzato z ¢lanku
Echalier et al., (2012). Tento pufr obsahoval 40 mmol-1* HEPES, 200 mmol-1* NaCl
a 0,02% MTG, pii pH = 7,5. V prubéhu purifikaci byl sledovan vliv ptidavku DTT
a detergentt k pufru, pficemz nejlepSich vysledk bylo dosazeno pfidanim DTT do
koncentrace 5 mmol-1™. Pfidavek DTT pouzil i kolektiv McGrath et al (2017), v tomto

piipadé do koncentrace 1 mmol-1™,
4.3 Kinasova reakce

Na zéklad¢é nelinearni regrese provedené metodou nejmensich Etverct v programu
Prism 5 z dat ziskanych detekci radioaktivity vzorkd byly sestrojeny kiivky enzymové
kinetiky Michaelise-Mentenové (Obr. 20). Ze ziskanych dat bez pfitomnsoti inhibitoru
byly stanoveny hodnoty kinetickych parametri charakterizujicich komplex
CDK2/CycA bez inhibitoru, a to Michaelisovy konstanty (Ky) pro ATP a limitni
rychlosti  (Vim). Hodnota Ky (ATP) = 79,38 pumoll?, hodnota
Viim = 50,47'103 fmol'min? = 50,47 pmol-min’l. Tato hodnota odpovida aktivité
enzymu, a jelikoZ v reakci byl pfitomen 1 ng enzymu, je specifickd aktivita rovna
50,47 pmol-min'l-ng'l.

Hodnota Ky pro ATP ukazuje vysokou afinitu enzymu Kk jeho piirozenému
substratu a fadoveé se shoduje s daty publikace Echalier et al (2012), ve které byla
hodnota Ky pro ATP 46,3 pumol-1™. Specifické aktivita rovna 50,47 pmol-min™-ng™ se
taktéz fadové shoduje s diiv&jsimi daty, konkrétng s hodnotou 15,94 pmol-min™ng?
(Jeffrey et al, 1995), ktera je vSak asi 3 krat niz§i nez byla stanovena v predkladané

préci.
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Obr. 20 Kitivky enzymové kinetiky podle Michaelise-Mentenové (zavislost Vo na koncentraci
substratu ATP) pfi danych koncentracich inhibitoru LGR4455.

Na zakladé dvojité reciproké zavislosti podle Lineweavera a Burka byl sestrojen
graf (Obr. 21), v némz doslo k protnuti pfimek na ose odpovidajici 1/V, ¢imz byl ur¢en
kompetitivni charakter inhibice. Prostfednictvim linearni regrese reciprokych dat byly
ureny smérnice piimek odpovidajici zlomku Ky (ATP) Vim pii jednotlivych
koncentracich inhibitoru. Nasledné¢ byl vytvofen sekundarni graf zavislosti smérnic na
koncentraci inhibitoru (v€etné nulové koncentrace) a urCen prasecik pfimky s 0sou X.
Jeho hodnota, korespondujici s hodnotou inhibigni konstanty (K;) inila 13,98 nmol 1™,
Hodnota Vv jednotkach nebo desitkach nmol-1" ukazuje na vysokou uéinnost tohoto
inhibitoru vii¢ci CDK2/CycA. Ve srovnani s jinymi inhibitory CDK je tato hodnota nizka
podobn¢ jako hodnoty u schvalenych inhibitorti nebo inhibitord v klinickém testovani

(Whittaker 2017).
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Obr. 21 Graf dvojité reciproka zavislost enzymové inhibice podle Lineweavera a Burka (1/V
ku 1/koncentrace substratu (ATP)) pii jednotlivych koncentracich inhibitoru LGR
4455,

4.4 Struktura komplexu cyklin-dependentni kinasy 2 s cyklinem A

Byla objasnéna struktura komplexu CDK2/CycA s novym inhibitorem LGR4455, jehoz
pfitomnost a vazba Vv aktivnim misté¢ byla potvrzena (Obr. 22). Jelikoz inhibitor
LGR4455 je novou, doposud nepatentovanou latkou, nebylo mozné publikovat finalni
konkrétni strukturu, proto jsou struktury zobrazeny ve form¢ mapy elektronové hustoty
ziskané z difrakcnich dat a aminokyselinové kostry odpovidajici primarni sekvenci
proteint.

Objasnény vazebny mod latky LGR4455 (Obr. 23) se shoduje s vazebnymi mody
jiz dtive charakterizovanych purinovych molekul Roskovitinu (PDB kéd 3DDQ) a
inhibitoru CR8 (PDB koéd 3DDP) (Bettayeb et al.,, 2008). Témto latkam z jiz
objasnénych struktur je inhibitor LGR4455nejvice podobny a na zakladé shody
vazebného modu byly potvrzeny piedpoklady o jeho vazbé v aktivnim mist€¢ CDK2.
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Obr. 22 Struktura komplexu ve formé mapy elektronové hustoty a aminokyselinové kostry.
V aktivnim centru je zelenou siti zobrazena elektronova hustota inhibitoru.

Obr. 23  Struktura inhibitoru v aktivnim centru a okolni aminokyselinova residua ve formé
mapy elektronové hustoty a aminokyselinové kostry
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5 ZAVER

V predkladané bakalaiské praci byla zpracovana literarni reSerSe na téma cyklin-
dependentnich kinas, struktury CDK2 a jejiho postupného objevovani a pfistupt
pouzivanych pro produkci rekombinantnich proteinii, vyuzivanych v piipad¢ komplext
CDK/Cyc.

V experimentalni ¢asti prace byly nejdiive namnozeny pouzivané plasmidy a byla
provedena jejich elektroforéza, za uclelem potvrzeni amplifikace a pfitomnosti.
Nésledné byly plasmidy transformovéany kompetentni bakterie, jez byly kultivovany pro
produkci cilovych proteini CDK2-GST a CycA. Z divodu optimalizace exprese
probihaly kultivace v prvnich fazich pfi riznych podminkach a pti nasledné afinitni
purifikace byly analyzovany pomoci SDS-PAGE. Nakonec se podafilo expresi
i samotnou purifikaci optimalizovat tak, aby dochazelo k tvorbé co nejvétsiho mnozstvi
cilovych proteinli, za omezeni agregace a tvorby nerozpustnych inkluzi. Po
dvoukrokové purifikaci komplexu CDK2/CycA bylo ziskano dostate¢né mnozstvi pro
dalsi analyzy.

Byly stanoveny kinetické parametry enzymové aktivity komplexu CDK2/CycA, jez
se shoduji s pfedchozimi publikacemi. Dale byla sledovana inhibice komplexu novym
inhibitorem LGR4455. Byl potvrzen kompetitivni charakter této inhibice a byla
stanovena inhibi¢ni konstanta, v fadu nmol-1*, coz ukazuje na vysokou ucinnost
studovaného inhibitoru viici CDK2/CycA. Nakonec byla provedena i krystalizace
proteinového komplexu s inhibitorem, po uspé€Sném vyfeSeni trojrozmérné struktury
byla potvrzena ptitomnost inhibitoru v aktivnim mist¢ a jeho interakce
s aminokyselinovymi residui aktivniho mista.

Ziskana data ukazuji, Ze zkoumany inhibitor je uc¢inny viici CDK2/CycA pfi nizkych
koncentracich a mohl by byt pouZit pro klinické testovani. Zaroven je mozno na zaklad¢
struktury zhodnotit vazbu inhibitoru a v budoucnu pouzit data pro vyvoj dalsich,

ucinnych a napf. i selektivnich inhibitort CDK.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AA
AFF4
ANS
APS
BIS
CAK
CDK
Cip/Kip
Cyc
DTT
EDTA
EGTA

GSH
GSH-agarosa
GST
HEPES
HRV 3-C
Hsp
INK4
IPTG
MBP
MTG
pBR
P-TEFDb
RPM
SDS
Spy1l
TEMED
TFIIH

Tris

akrylamid

protein ¢.4 asociovany s elongacnim faktorem
kyselina 8-anilino-1-naftalensulfonova
peroxodisiran amonny
N,N'-methylenbisakrylamid

CDK-aktivacni komplex (kinasa)
cyklin-dependentni kinasa

s CDK-interagujici proteiny/kinasové inhibi¢ni proteiny
cyklin

dithiotreitol

kyselina ethylendiamintetraoctova

kyselina ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-
N,N,N',N'-tetraoctova

glutathion

glutathion-agarosa

glutathion-S-transferasa

kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova
proteasa lidského viru rymy 3-C

protein teplotniho Soku

inhibitory tfidy CDK4

isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid
maltosu-vazajici protein

1- thioglycerol

retinoblastomovy protein

pozitivni transkripéni elongacni faktor b
otacky-min™

dodecylsiran sodny

Speedy protein 1
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin

obecny transkripcni faktor

tris(hydroxymethyl)aminomethan
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