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1. Uvod

Cil této prace je ukazat vliv fosforylace tyrozinu 90 kinazy Src (v této praci je
pouzivano ¢&islovani z kufeci Src kindzy) na vazebném povrchu SH3 domény na jeji
vazebné schopnosti. Tato prace dale rozsifuje skupinu interak¢énich partneru kinazy
Src vazanych pravé pies SH3 doménu. SH3 doména je polyprolin rozeznavajici
interak¢éni modul zajist'ujici protein-proteinové interakce, ktery je strukturni soucasti
fady proteind regulujicich mnoZstvi bunéénych pochodt. Kindza Src je v burice
striktné regulovana, nebot’ jeji funkce zasahuje do tak zasadnich pochodu jako je
diferenciace, proliferace, migrace, apod. Jemny mechanizmus regulace je kromé
jiného zaji$tén i pfimo intramolekularni inhibici pomoci SH3 a SH2 domén.
V pfipadé intramolekuldrni vazby interaguje hydrofébni kapsa SH3 domény s
usekem CD linkeru a pfispiva k udrZeni inaktivni konformace kinazy Src. Muta¢nimi
studiemi byly identifikovany aminokyselinové zbytky, které jsou dilezité pro vazbu
ligandu na SH3 doménu (kromé jinych pfedev$im Tyr 90, Asn 135 a Tyr 136 (Xu et
al., 1997; Erpel et al., 1995). Mezi nimi Tyr 90 jako neddvno objevené misto in vivo
fosforylace. Na objevu tohoto mista spolupracovala také nase laboratof. K objevu
vedla srovnavaci analyza fosfoproteomu mysich embryonalnich fibroblastti a od nich
odvozenych fibroblasti transformovanych konstitutivn€ aktivovanym onkoproteinem
Src. U Src transformovanych fibroblatii byla vyrazné nabohacena fosoforylace na
Tyr 90 (Luo et al., 2008). Pomémé nedavno bylo publikovano, Ze fosforylace
tyrozinu 89 v SH3 doméné kindzy c-Abl (homologni tyrozinu 90 u Src) negativné
reguluje intramolekuléarni i intermolekularni interakce této SH3 domény (Chen et al.,
2008). Kinadza c-Abl je v inaktivovaném stavu udrZzovana obdobnym mechanizmem
jako pfibuzné Src kindzy. To naznauje moZny vyznam tohoto vysoce
konzervovaného tyrozinového zbytku pfi regulaci vaznosti SH3 domén s mozZnymi
disledky v bunééné signalizaci. Jak bude v této praci ukdzano Tyrozin 90 a jeho
fosfomimikujici mutace (Tyr 90 za Glu) ma negativné regulaéni vliv na vazbu
ligandd. Toto ovliviuje také kindzovou aktivitu a patrn€¢ i onkogenni vlastnosti

kinazy Src, které zatim je§t€ nejsou zcela vysvétleny.



2. Literarni prehled

2.1. Kinaza Src

Kinéza Src patfi mezi nereceptorové tyrozinové protein kinazy. Je nejprobadanéj$im
zastupcem rodiny Src kindz. Tato rodina obsahuje 11 ¢lent: Src, Blk, Brk, Frk, Fgr,
Fyn, Hck, Lck, Lyn, Srm a Yes (shrnuto v Roskoski, 2004). Pivodné bylo objeven
tzv. v-src, ktery je soudasti viru Rousova kufeciho sarkomu (shrnuto v Summy a
Gallick, 2003, Collett a Erikson, 1978; Hunter a Sefton, 1980). Bunéény homolog
c-src je pritomen ve vSech typech bun¢k vysSich Zivoéichii a ucastni se pfenosu
signalu skrze receptorové tyrozinkinazy, integriny, receptory spojené s G-proteiny a
daldi (Collett et al., 1979). Virovou transformaci vyvolavajici v-src postrada
regula¢ni C-koncovou oblast ve které je velice dileZity in vivo fosforylovatelny
tyrozin 527. Ten slouzi jako substrat SH2 doméné pti auto-inhibi¢ni interakci a v-src

je tudiZ vysoce aktivni (Cooper et al., 1986).

2.2. Struktura kindzy Src

Src kindza mé velikost 60 kDa. Strukturné¢ lze rozlisit Sest ¢asti. Od N-konce:
N-koncovou SH4 doménu, tzv. unikatni doménu, SH3 doménu, SH2 doménu, CD
linker, katalytickou doménu a C-koncovou oblast. SH4 doména podléha myristylaci,
coz vede k lokalizaci kindzy na membranu. Tzv. unikatni doména ma lohu napf. pfi
interakci Src s jinymi proteiny. Mezi jednotlivymi ¢leny Src rodiny je dosti variabilni
co se sekvence i funkce ty¢e (Shaw et al., 1990, Stover et al., 1994, Johnson et al.,
2000). SH3 doména, jak jiz bylo fe¢eno, je modul umozilujici protein-proteinovou
interakci. O této doméné bude dale v této praci podrobnéji pojednéno.

Mezi SH3 a SH2 doménou je kratky 6 aminokyselinovy linker, ktery mtize mit
vliv na zfetézeni obou domén (Young et al., 2001). Je mozné, Ze délka tohoto linkeru
uréuje miru vzajemného ovlivnéni schopnosti vazby obou domén. SH2 doména
podobné jako SH3 umoziiuje interakci protein-proteinového charakteru. Vaze
fosforylovany tyrozin s ohledem na ptilehlé sekvence, které velice zasadné ovliviiuji
specifitu vazby (Xu et al., 1997; Songyang et al., 1993). CD-linker je oblast 12
aminokyselin spojujici SH2 doménu s N-lalokem kindzové domény. Je nesmirné

dilezita v autoregulaénim mechanizmu, kde slouzi jako substrat/ ligand pro SH3



doménu a navic podobné€ jako linker mezi SH3 a SH2 ma funkci jako stericky
komunikaéni mistek mezi doménami (Gonfloni et al., 1997; Gonfloni et al., 1999).
Vlastni katalytickd doména mé strukturu velice homologni k ostatnim protein
kindzdm se shodnym mechanizmem regulace aktivace nezavislym na okolnich
modulech (Yamaguchi a Hendrickson, 1996; Xu et al., 1997, Huse a Kuriyan, 2002).
C-koncova €ast Src kinazy je dilezita pro udrZeni inaktivni konformace. Tyrozin 527
je po fosforylaci substratem pro vlastni SH2 domén. Tim dochazi k intramolekularni
stabilizaci inaktivovaného stavu kindzy (Cooper et al., 1986; Xu et al., 1999;
Cowan-Jacob et al., 2005).

Je zajimavé Ze vazebnd mista pro SH3 a SH2 domény slouZici pro
intramolekularni interakci vedouci k sniZeni kinazové aktivity neobsahuji idealni
sekvence vyhledavané témito vazebnymi motivy. To pravdépodobné souvisi
s vybalancovanym mechanizmem regulace. Tyto ligandy jsou ve sterické vyhodé
pied intermolekuldrnimi partnery, nebot' jsou na téze molekule. Tyto interakce
mohou byt diky niz8i vazebné energii snadno vykompetovany siln&j$imi

intermolekularnimi interakcemi.

2.3. Regulace aktivity kindzy Src

2.3.1. Autoinhibi¢ni interakce SH2 domény s Tyr 527 C-koncové

oblasti

Jedna se o piivodni model regulace aktivity Src kindz, kde dochazi k interakci SH2
domény s C-koncovou oblasti obsahujici fosforylovany tyrozin 527 (Cooper et al.,
1986; Xu et al., 1997; Xu et al., 1999). Fosforylaci tohoto tyrozinu v burice zajist'uji
kinazy z rodiny Csk. Tato interakce ma zésadni vliv na uréeni kindzové¢ aktivity a je
umoznéna pouze za predpokladu, Ze je tyrozin 527 ve fosforylovaném stavu (Xu et
al., 1997). Jak jiz bylo zminéno intramolekularni ligand pro SH2 doménu neobsahuje
idedlni vazebny motiv. PfestoZe pro tento motiv je zasadni fosforylovany tyrozin, je
sila vazby siln€ ovlivnéna dal§imi pfilehlymi aminokyselinami. Src C-koncova oblast
postrada na pozici +3 nepolarni zbytek (leucin, izoleucin). Misto n€ho je pfitomen
glycin. Tato pozice odpovidd mistu, které zapadd do druhé vazebné kapsy na

vazebném povrchu SH2 domény. To ma za nasledek mozZnost snadného



vykompetovéni vazby intermolekularnim ligandem s vyssi afinitou (Xu et al., 1997;
Sicheri et al., 1997; Waksman et al., 1993; Payne et al., 1993). Muta¢ni analyzy
ukdzaly vyznamnost tohoto regulaéniho mechanizmu sohledem na kindzovou
aktivitu (Cooper et al., 1986; Superti-Furga et al., 1993; Irby et al., 1999). Tato
interakce mezi C-koncovou oblasti a SH2 doménou je posilena iontovymi vazbami

mezi C-lalokem katalytické domény a opét SH2 doménou (Xu et al., 1997).

2.3.2. Autoinhibi¢ni interakce mezi SH3 doménou a CD linkerem
Intramolekularni vazebny motiv pro SH3 doménu se nachazi v oblasti zvané CD
linker. Tento ligand spadé diky své orientaci na SH3 doméné do tzv. II. t¥idy ligandd
(viz 2.6.1.). Tento motiv se lisi se od preferované vazebné sekvence SH3 domény
kinazy Src mimo jiné i proto, Ze obsahuje pouze jeden prolin. Prolin obsaZeny v CD
linkeru v8ak pfesné zapadd do prvni vazebné hydrofobni kapsy na povrchu SH3 a
naznacuje tak, Ze tato kapsa by mohla mit zdsadni vliv na vysi afinity. Vzhledem
k tomu, Ze tato kapsa obsahuje tyrozin 90, je toto zajimava informace v kontextu
regulace kindzové aktivity (viz dale) (Xu et al., 1997; Sicheri et al., 1997). Bylo
ukazano, Ze mutace nékterych aminokyselin tvoficich vazebny povrch SH3 domény
ma pfimy vliv na stupen aktivity kinazy (Erpel et al., 1995; Gonfloni et al., 1997).
To ukazuje vyznamnost vazby SH3 domény na CD linker kontextu regulace Src
aktivity.

V nasi laboratofi byl dale prokazan zasadni vyznam interakce SH3 domény a
¢asti N-koncového laloku katalytické domény pro udrZzovéni inaktivni konformace a
regulaci kinazové aktivity u deregulovanych forem proteinu Src (v-Src a Y527F
mutanty). Tyto mutanty postradaji pfitomnost inhibi¢ni vazby mezi SH2 doménou a
C-koncovou oblasti s Tyr 527 a je zajimavé, Ze mutace v CD linkeru k deregulaci
kindzové aktivity nevedly (Brabek a MojZita et al., 2002). To by mohlo ukazovat na
jakousi nadfazenost SH2 interakce v autoinhibi¢ni regulaci nad SH3 interakci.
Podobné jako u SH2 dochazi u SH3 také ke kontaktu katalytické domény a sice s jeji
N-lalokovou &asti. Ke kontaktu dochazi vytvoienim iontovych vazeb utvofenych
mezi aminokyselinami z RT-smy¢ky (Arg 95 a Thr 96) a n-Src smyc¢ky (Asp 177)
(viz 2.5.1.) s aminokyselinami na povrchu N-laloku katalytické domény (Trp 286,
Arg 318) (Xu et al., 1997; Sicheri et al., 1997). Vyznam téchto interakci je patrny
z mnohych mutagnich studii, které se zabyvaji zvySenim kindzové aktivity

v zavislosti na mutace v RT-smy¢ce, n-Src smy¢ce a CD linkeru (Levy a Brugge,
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1989; Superti-Furga et al., 1993; Gonfloni et al., 1997, Brabek a Mojzita et al.,
2002).

2.3.3. Model regulace kinazové aktivity Src kinazy

Jak jiz bylo zminéno, aktivitu kindzy Src ovliviiuji autoinhibi¢ni regulace
prostfednictvim SH2 a SH3 domén. Tyto domény interaguji s vazebnymi motivy
uvnitf vlastni molekuly a navic kontaktuji pfimo katalytickou doménu, &imz
kindzovou doménu stabilizuji v konformaci, ktera neni ptistupnéd vazb& substratu. Pro
regulaci zprostfedkovanou SH2 a SH3 doménou je vyznamny kratky linker mezi
obéma doménami (SH3, SH2), ktery ovliviiuje zietézeni obou domén a propojuje
jejich pusobeni (Xu et al., 1997; Xu et al., 1999; Porter et al., 2000; Young et al.,
2001). Nicméné ur¢itd nezavislost pusobeni obou regulacnich modulu patrné
existuje, nebot’ bylo pozorovano, Ze neni nutné zru$it ob€ inhibi¢ni interakce
k zvySeni enzymatické aktivity Src kinazy. (Arold et al., 2001; Lerner a Smithgall,
2002; Cowan-Jacob et al., 2005).

To vede k mySlence, Ze obé domény umoziiuji jemnou regulaci aktivity

zménou konformace kinazy. Téch je tedy patrn€é vice. ZruSenim jen jedné
z intramolekularnich interakci dojde k ¢asteénému navySeni aktivity celého enzymu.
To by umoziiovalo odli$it vstupni aktiva¢ni signal, podle toho pies kterou regula¢ni
doménu jde, a tim nasledné potencovat miru vystupni enzymatické aktivity pfi
pfenosu signalu dale (Porter et al., 2000; Lerner a Smithgall, 2002; Lerner a
Smithgall, 2002; Lerner et al., 2005; Trible et al., 2006).
Z krystalické struktury Src kindzy je patrno, Ze aktivni konformace bez
fosforylovaného tyrozinu 527 je SH3 doména stile v kontaktu s CD linkerem a
N-lalokem (Cowan-Jacob et al., 2005). Toto je v souladu s pozorovanim Src kinazy
pomoci SAXS (,Small-Angle X-ray Scattering”). Byla pozorovédna existence
inaktivni, pomoci SH3 a SH2 domén plné uzaviena konformace. Dale dvé odlisné
konformace u mutované varianty Y527F. Jedna patrné piedstavovala mezistupeii
mezi aktivni a inaktivni konformaci, kde SH3 doména zistala navazana na CD linker
a N-lalok kindzové domény a SH2 doména byla pouze v kontaktu s C-lalokem
katalytické domény. Druha konformace pak tuto interakci postradala (Bernado et al.,
2007).
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2.3.4. Ovlivnéni aktivity Src kinazy vazbou jinych proteini na SH3 a
SH2 domény

Oba interakéni moduly mohou byt vyvazany z intramolekularni autoinhibiéni vazby
jinymi proteiny nesoucimi vazebné motivy sidedlnéjsi sekvenci. U téchto
interak¢nich partnerd je vazebna afinita k obou doménam vyssi. Vykompetovanim
autoinhibi¢nich vazeb dochazi k zvySovani enzymatické aktivity Src kinazy.
K tomuto muze dojit jak pouze u jedné z domén, tak i u obou zéroverii s patfiénym
zvySenim kinazové aktivity (Kypta et al., 1990; Broome a Hunter, 1997,
Bonyaratanakornkit et al., 2001; Schreiner et al., 2002; Sonnenburg et al., 2003).

2.4. Src kindza v integrinové signalizaci

Patrné€ nejvice prostudovanou signalni drahou, kde participuje Src kindza je pfenos
signalu pfes integriny. Integriny zprostfedkovavaji komunikaci extracelularnich
komponent matrix (ECM), jako napt. fibronektin, kolagen, laminin, vitronektin s
intracelularnim prostorem. Krom¢ vlastni adhezivni vazby na matrix umozZiuji
integriny a s nimi asociované proteiny pfenos signalu/informace o tom, zda je burika
adherovand na matrix. To ovliviiuje celou fadu bunéénych pochodli vedoucich
k vystupu regulace proliferace, diferenciace, apopt6zi apod. Uvnitt buiiky dochazi
v zavislosti na interakci s ECM k remodelaci cytoskeletarnich aktinovych struktur.
Membranové struktury, kde dochazi k zakoncentrovani integrind, popf. i jinych
receptoru se fika adhezivni foky.

Na intracelularni stran¢ dochézi k shlukovani proteinl ucastnicich se pfenosu
signalu dale do buiiky. Jednim z nich je kindza FAK (focal adhesion kinase). FAK je
nereceptorova tyrozinova kindza majici v buiice zasadni roli v pfenosu signalu ptes
integriny (Polte a Hanks 1995; Polte a Hanks 1997). Pfi kontaktu ECM je FAK
daste€né aktivovana autofosforylaci na tyrozinu 397. Tento tyrozin slouzi jako
substratové misto SH2 doméné Src kindzy. Vlivem vazby SH2 Src na FAK dochazi
k rozvolnéni inaktivni konformace (viz vy$e) a k vzrustu Src aktivity. To mé za
nasledek nafosforylovani dalSich tyrozini na FAK (pfedev§im Tyr 925), ¢imz ji
aktivuje. Ten pak slouZi jako misto navazani SH2 domény adaptorového proteinu
Grb2 a tim propojeni s MEK/ERK signalizaci (Schlaepfer et al., 1999). Signalizace
z integrin mizZe byt i FAK nezavisla, nebot’ kindzy Src mize prostfednictvim Shc

proteinu pfimo aktivovat Ras s napojenim opét na ERK signalizaci (Wary et al.,
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1996). Dalsi protein ucastnici se regulace organizace aktinového cytoskeletu
v odpovédi na Src signalizaci je adaptorovy protein Cas (Obr. 1). Bylo prokazano, Ze
Src kinaza a protein Cas jsou funk&né velice provazany, nebot’ Cas mize byt pfimo
fosforylovan Src kindzou. Interakci adaptorového proteinu Cas a kindzy Src
zprostiedkovava SH3 doména Src kindzy (Polte a Hanks 1995; Vuori et al., 1996;
Fonseca et al., 2004). Paxillin je dal$i z fady proteind fosforylovanych kinazou Src
v odpovédi na integrinovou signalizaci (Burnham et al., 2000). Tento adaptorovy
protein slouzi jako ,,dokovaci leSeni* pro sestaveni perifernich adheznich komplexa

(shrnuto v Turner, 1998).

. ECM
integrin \ o

l Paxillin
A P p130Cas—b Crk—b gf’ﬁg“?‘ Rece-

Ve

Actin
polymerization

Obr. 1
Zjednodugené vyobrazeni signalizace kinazy Src od integrini vedouci k zmé&ndm regulace aktinového
cytoskeletu (upraveno Faccio et al., 2005).
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2.5. SH3 doména kindzy Src
2.5.1. Stavba SH3 domény

SH3 doménu kinazy Src tvoifi 57 aminokyselinovych zbytkl. Nabyva globularniho
uspofadani P-barelu sestavajici z péti B-fetézct (BA- BE). B-fetézce tvoii dva
navzéajem kolmé antiparalelni B-listy tvofici hydrofobni jadro domény. Pro usnadnéni
popisu SH3 domény, bude doména rozdélena do Sesti strukturnich oblasti (viz obr

2.).

1) N- a C-koncové p-fetézce (BA a BE) N- a C-konec polypeptidového fetézce SH3
domény se vzajemné piiblizuji a tvoii antiparalelni B-list stabilizovany interakcemi
postrannich aminokyselinovych fetézci.

2) Kratky 3j¢-helix pted B-fet¢zcem (BE). Tento helix zapfiCitiuje 90° uhel, ktery
vzéjemné sviraji oba B-listy.

3) RT-smy¢ka 12 zbytkt dlouha velice flexibilni oblast mezi B-fetézcem (BA) a tzv.
divergentni obratkou, je funkéné dulezita pro vazbu ligandu na doméné.

4) Divergentni obriatka zajistuje pfechod RT-smy¢ky do centra trojvlaknového
B-listu a je tvofena S) n-src smyckou a 6) distdlni-smy¢kou (Riddle er al., 1999;
Kaishan et al., 2001; Xu et al., 1997).

RT-smycka

Distal-smycka
- ) 3 10 —helix

Divergentni obriatka n-src smycka

BA  BE
Obr. 2

Schématicky zndzornén4 struktura SH3 domény: Zluté- B-tetézce. Cervené- a-helix. Zelené- smyeky.
(PDB kéd: 1JGFC. Data pfevzata z Kohda et al., 1994; vyobrazeno pomoci DeLano, W.L. The
PyMOL Molecular Graphics System (2002) DeLano Scientific, Palo Alto, CA, USA.)
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2.5.2. Vazebny povrch SH3 domény

Vazebné misto SH3 domény piedstavuje kapsu tvofenou pievazné RT-smyckou a
n-src smyCkou. Uvniti této kapsy jsou vesmés hydrofobni aminokyseliny, z nichz
nékteré jsou vysoce konzervované (viz obr. 3). Mezi tyto, pro vznik vlastni vazebné
interakce, dulezité zbytky napf. patii Tyr 90, Tyr 92, Asp 99, Trp 118, Tyr 131, Pro
133, Asn 135, Tyr 136 (€islovano pro mysi Src). (shrnuto v Agrawal et al., 2002;
shrnuto v Mayer, 2001)

Obr. 3

Modely SH3 domény: A) schématickéd struktura, B) zobrazené tyrosinové zbytky, C) povrchové
struktura SH3. Cervené- vazebna kapsa formovana zbytky Y90, N135, Y136. Zelené- vazebn4 kapsa
formovan4 zbytky Y92, W118, P133. Zluté- vazebna kapsa formovana zbytky D99, Y131. (PDB kéd:
1QWF. Data pfevzata zFeng et al., 1995; vyobrazeno pomoci DeLano, W.L. The PyMOL
Molecular Graphics System (2002) DeLano Scientific, Palo Alto, CA, USA.)

15



Zamény nékterych z téchto zbytkl jsou zodpovédné za preferenci riznych
PPII ligandi mezi riznymi SH3 doménami. P# mutacich vySe zminénych
aminokyselinovych zbytkl je ¢asto ovlivnéna schopnost SH3 domény nadale vazat
jeji ptirozené interakéni partnery. To ma ¢asto za nasledek selhani ¢i néjakou aberaci
signalni drédhy, které se protein obsahujici danou SH3 doménu ugastni.
Fosforylovatelnost nékterych konzervovanych tyrosini by mohla byt vyuZivana
k regulaci vazebné schopnosti SH3 domén v buiice.

Na hydrofobnim povrchu tvofeném RT-smy¢kou a n-src smy¢kou lze rozlisit
celkem tfi vazebné kapsy. Vyjma tieti tzv. specifitni kapsy jsou tyto kapsy pii vazbé
s PPII ligandem obsazeny dipeptidem sestdvajicim z vétSinou alifatické
aminokyseliny a prolinu. Specifitni kapsa je zodpovédna za urceni orientace ligandu
na SH3 doméné pomoci vazby tzv. ,kotviciho zbytku®, kterym je obvykle arginin
(viz obr. 4).

N> C

Obr. 4

Ur&eni orientace ligandu na povrchu SH3 domény: Cervené- vazebné kapsa formovana zbytky Y90,
N135, Y136. Zelené- vazebna kapsa formovana zbytky Y92, W118, P133. Zluté- vazebna kapsa
formovana zbytky D99, Y131.Modré P- prolinové zbytky nezbytné pro vazbu PxxP core. OranZové
X- u idedlniho ligandu misto pro pfemostujici prolin. Fialové R- kotvici zbytek. Hnédé X- misto
interakce neprolinovéno zbytku s SH3 doménou. (pfevzato a upraveno z Mayer, 2001)
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Tzv. core sekvence obecné znafend PxxP (prolin-x-x-prolin) je sekvence
rozpoznavana vazebnym povrchem SH3 domény. Optimalni ligand obsahuje kromé
téchto prolint 1 dal§i proliny propojujici oba dipeptidy uvnitt vazebnych kapes.
Tento sekvenéni motiv se zna¢i RpxPpxP pro ligand I. resp. xPpxPpR pro II. t¥idy
(kde x je jakakoliv aminokyselina, p je tzv. pfemost'yjici prolin a R je tzv. ,kotva“
vét§inou arginin).

Dale uréuje specificitu SH3 domény rozsahlejsi vazebny povrch domény, se
kterym pfichazi do kontaktu ligand. Pokud dand SH3 doména nevaze né&jaky
predloZzeny ligand, je to zvelké Casti zpusobeno tim, Ze tento ligand nema
odpovidajici tzv. ,Jlemujici sekvenci®“. Lemujici sekvence sestdvd z aminokyselin
obklopujicich vlastni PxxP motiv na ligandu. Ligand s nespravnou lemujici sekvenci
ma velmi sniZzenou afinitu k SH3 doméné. Pokud lemujici sekvence neodpovida
rozsahlej§imu povrchu domény, tak ligand nemize zaujmout na SH3 doméné
pozadovanou konformaci a tim je afinita domény k tomuto ligandu vyznamné
oslabena (viz obr. 5).

Pfitomnost vlastni core sekvence PxxP ligandu neni dostate¢nou podminkou
pro vazbu na SH3 doménu. Pokud cely vazebny motiv ligandu mé sekvenci
vyhovujici vazebnému povrchu dané SH3 domény. Dojde po prvotnim navéazani
prolini z PxxP core sekvence k zaujeti pseudohelikdlni (viz déale) konformace
ligandu na povrchu SH3 domény. Ligandy, které neobsahuji core sekvenci se aZ na
vyjimky na SH3 doménu nevazi vibec. Toto podporuje myslenku, Ze core sekvence

PxxP slouzi pro prvotni navazani ligandu (Feng e al., 1995).
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Obr. 5

Vazba ligandu I. t¥idy, resp. Il. tfidy na povrchu SH3 domény, kde je vidét jak aminokyselinové
zbytky ligandu pfesn& zapadaji do nerovnosti na povrchu SH3 (PDB kéd: 1QWE, 1QWF. Data
pfevzata z Feng et al., 1995; vyobrazeno pomoci DeLano, W.L. The PyMOL Molecular Graphics
System (2002) DeLano Scientific, Palo Alto, CA, USA.)
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2.6. Vlastnosti PPII - helixu a vyjimecnost prolinu

Jak jiz bylo fe€eno, oblast vazana SH3 doménou obsahuje kratkou prolin-bohatou
konzervovanou sekvenci. Prolin-bohaté sekvence zaujimaji protdhlou konformaci,
ktera dovoluje kontakt s SH3 doménou. Tato konformace ma podobu levotoCivé
Sroubovice nazyvané PPII-helix (pseudohelix). Na pficném fezu zbytky tvofi
pfiblizné vrcholy trojuhelniku. Helix ma tedy tfi zbytky na obratku. Tato skute€nost
ma za nasledek to, Ze kazda tfeti aminokyselina je ve stejném vrcholu trojihelniku.
PPII struktura svoji zdkladnou kontaktuje vazebny povrch SH3 domény (shrnuto
v Mayer, 2001; Feng et al., 1995; Lim et al., 1994).

2.6.1. Urceni orientace ligandu na SH3 doméné

Ligandy SH3 domény jsou schopné vazby ve dvou orientacich ,,+* (tzv. ligandy I.
ttidy) a ,,—,, (tzv. lidandy II. t¥idy) (viz obr. 5 a 7). Za preferenci vazby ligandu v té ¢i
oné orientaci je zodpovédna predev$im orientace ,.kotviciho zbytku“ vzhledem ke
core sekvenci PxxP ligandu. Oba typy ligandu (I. i II. tfidy) mohou tvofit vodikové
mustky mezi karbonylovym kyslikem prolinu a povrchovymi aminokyselinami na
SH3 doméné. Je zajimavé, Ze k témto interakcim u obou orientaci dochazi mezi
analogickymi zbytky na ligandu a vZdy stejnymi aminokyselinami na SH3 doméné.
Tyto interakce se li§i jen tim, Ze prolinovy karbonyl interaguje s danou
aminokyselinou na povrchu SH3 domény z opa¢né strany (viz obr. 6). Toto je
zjednoduSené podstata pseudo-symetrie PxxP ligandu. Vodikové mustky jsou
stereospecifické, aviak vzhledem k pseudo-symetrické stavbé obou typt PPII, nemaji
zasadni vliv na orientovanost ligandu na SH3 doméné. Tvorba vodikovych mustka
tedy jen zapti€ifiuje rozpoznani PPII-helix (Lim ef al., 1994).

Za uréeni orientace je zodpovédny bazicky zbytek na ligandu, umistény mimo
vlastni PxxP motiv. Tento zbytek je vétSinou arginin, lysin a méné ¢asto tyrosin. Jak
jiz bylo zminéno, je to jakasi “kotva“ urcujici orientaci ligandu na SH3 doméné.
Kotvici zbytek je umistény N- €i C-koncové vzhledem k PxxP motivu v zévislosti na
tom, do jaké tiidy ligand spadd. Rizné SH3 domény pak maji na své RT-smycce
vét§inou asparagin ¢i glutamat, ktery interaguje s,kotvou“ a tim ur¢i orientaci
ligandu (Feng et al., 1995; Wu et al., 1995; Lim et al., 1994).
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Je tedy zfejmé, Ze rozdily v orientaci ligandu jsou urCeny pfedev§im
umisténim kotvicich aminokyselinovych zbytkti vzhledem ke core PxxP ligandu (viz
obr. 4) (shrnuto v Argawal ef al., 2002).

Class | ligand

Class Il ligand

g
(/Y
)

Obr. 6

Ukézka interakce povrchu SH3 domény s prolinovym zbytkem.
(pfevzato z Mayer 2001)
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2.6.2. Vyznam PPII - helixu v sekvenci vazebného ligandu

Dalsi velice dilezity mechanismus ureni orientace je zaloZen na mife tolerance
neprolinovych postrannich zbytkii umisténych na konkrétnich vazebnych mistech
uvnité hydrofobniho povrchu SH3 domény. U vétsiny ligandd tfidy I. jsou na
vazebnych mistech P.; a P, tolerovany aminokyseliny jako lysin, prolin, valin. Na
mistech Py a P3 jsou naopak vyZadovany prolinové zbytky. Tolerance zbytkd lysin,
valin aj. na mistech Py a P; u ligandd II. tfidy je jakoby inverzni k pfedeslému
pHipadu. Pro vazbu ligandd II. tfidy je tedy vyZadovana ptitomnost prolinu na
mistech P.; a P, (viz obr. 7) (Lim et al., 1994; Yu et al., 1994).

Diivod pro¢ SH3 domény specificky rozeznavaji sekvence obsahujici prolin,
je v jedine¢nosti prolinu. Bylo zji§téno, Ze SH3 domény maji dva poZadavky na

ligand:

1. pfitomnost N-substituovaného zbytku na stanoveném misté v ligandu.

2. C%-substituovany zbytek pfedchazejici zbytku N-substituovanému.

Ve vyse zminéném uspotadani, jsou obé substituované skupiny oddéleny jen
jednim atomem uhliku. Toto uspofddéni tvofi relativné pevnou strukturu
schopnou umisténi do hydrofobnich kapes na vazebném povrchu domén. Prolin,
jako jedind N-substituovand aminokyselina spliiuje ob& sekven¢ni podminky SH3
domény na ligand (viz obr. 6) (Nguyen et al., 1998). Né&které vazebné sekvence
obsahuji napf. pouze jeden prolin. Tyto interakce byly pozorovany napf. u
intramolekulétni regulaci aktivity Src kindzy a maji zna¢né sniZzenou silu vazby
oproti PxxP obsahujicim ligandim (Xu et al., 1997).. Pfitomnost PPII-helixu je
nezbytna z divodu rozeznani ligandu. Peptid, ktery neobsahuje tuto sekvenci neni

rozeznan jako ligand a je tedy jeho interakce s SH3 doménou znemoZnéna.
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Class II Class I

Obr. 7

Vazba PPII — helixu na vazebném povrchu SH3 domény s vyobrazenymi pozicemi pro vazbu prolind
na PxxP core. (pfevzato a upraveno z Agrawal et al., 2002)

2.7. Tyroziny na hydrofobnim vazebném povrchu SH3

domény

Tyroziny na hydrofobnim vazebném povrchu SH3 domény jsou rozmistény
s napadnou homologii mezi jednotlivymi SH3 doménami nejriznéjsich proteini. To
naznacuje jejich potencionalni dilezitost pii vazbé konkrétnich ligandd a patrné i pfi
regulaci vazebné funkce SH3 domény a nasledné funkceschopnosti celych proteini.
Homologické tyroziny jsou v nasledujici kapitole rozdéleny podle toho v jaké ¢asti
SH3 domény se vyskytuji. Diraz je kladen na to, jaky ma vliv fosforylace ¢i bodové
mutace na schopnost vazby intermolekularnich ligandi. Téz je diskutovana neméné
vyznamna intramolekularni interakce u pfipadi, kde je prokézana.

Pro piehlednost je pfipojena tabulka 1 poukazujici na to, které tyroziny jsou
homologické u riznych proteinid. Pokud vtextu neni néktery tyrozin né&jakého
proteinu z tab. 1 diskutovan, pak zatim neexistuje studie zabyvajici se vyznamem

tohoto tyrosinu v zavislosti na vaznostech SH3 domény.
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tai-oop] 310-helix
Y112 Y134
Y225 Y263 Y268

Y37 Y52
Y209
Y369
Y92 Y131 Y136

Tab. 1

Vzajemna homologie jednotlivych tyrozinovych zbytkGi u vybranych SH3 domén. Homologické
tyroziny jsou umistény vZdy do sloupe¢ki. S vyjimkou tyrozini v distal-loop, kde jsou homologické
pouze Y263 Btk a Y131 Src. Ostatni tyroziny v distalni-smy&ce homologické nejsou, aviak v zajmu
zachovani ptehlednosti byly ponechdny ve spoleném sloupci. Pokud se u daného proteinu
homologické tyroziny nenachézi, neni ve sloupci napsana pozice tyrozinu.

2.7.1. Tyrosin v 3,p-helixu

Konzervovana sekvence nachdazejici se v 319 —helixu je PxNYV, kde x je nejCastéji
hydrofobni aminokyselina vétSinou agrinin ¢i serin. Tyrosin u Src kinazy Y136 je
prostorové blizky Y90 a Y92. Y136 spoluutvaii kapsu, do niz zapada prolin
z ligandového polypeptidu (viz obr. 8) (Erpel et al., 1995).

Je prokazano, Ze fosforylace Y138 (Y136 u mysi) sniZzuje vazebné schopnosti
SH3 domény lidské kinazy Src. Fosforylace na tomto zbytku v$ak neni nezbytna pro
aktivaci kindzy Src a nasledny pfenos signalu z receptoru. Po stimulaci bunék PDGF
rastovym faktorem je lidska kinéza Src fosforylovana na Y138 PDGF- receptorem.
Tato fosforylace sniZuje asociaci kindzy Src s PDGF- receptorem (Broome et al.,
1997).

Protein Grb2 ma v C-terminélni SH3 doméné tyrosinovy zbytek Y209. Ten je
spolu s Y7 v N-terminalni SH3 doméné velice dilezity pro regulaci vazby ligandu
proteinem Grb2. Fosforylace zbytku Y209 inhibuje vazbu ligandu Sos ¢i MEKKI.
Vazba Sos je esencialni pro aktivaci Ras proteinu. Pro vazbu ligandu je patrné
dilezita interakce obou SH3 domén Grb2 proteinu s ligandem. ZnemoZnéni vazby
obou domén je patrné nezbytné pro Uplné zruseni vazby k ligandu. Za fyziologickych
podminek je fosforylace tohoto zbytku zodpovédna za zeslabovani aktivity proteinu

Ras v zavislosti na dob& uplynulé od aktivace Grb2 EGF-receptorem. K zeslabovani
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aktivace dochdzi i u Y209F mutantt, ale daleko pomaleji. Za to je patrné
zodpovédny Y7 ¢i jiné EGF-indukované termina¢ni mechanismy (Li et al., 2001).
Tyrosin v 3j¢-helixu je velice dulezity, nebot’ patii mezi fosforylovatelné
tyrosiny. Jeho fosforylaci dochazi k inhibici vazby ligandu na hydrofobni povrch
SH3 domény. Je moZné, Ze tento tyrosin nereguluje pouze na urovni ,,vaZe/nevaze®,
ale Ze jeho fosforylace je zodpovédna za preferenci k jinym ligandiim nez vaze jeho
nefosforylovana forma. Podobné je tomu pravdépodobné i u tyrosinu v RT-smycce.
Dile je tento tyrosin zodpovédny za regulaci aktivity v ¢ase i za intramolekularni

aktivaci proteind.
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Obr. 8

SH3 doména Src kinazy s Zluté zvyraznénym tyrosinem 136. Je vyobrazen navazany ligand I. tfidy- 4,
C-pohled z boku, resp. 1. t¥idy- B, D- pohled z boku.(PDB kéd: 1IQWE, 1QWF. Data ptevzata z Feng
et al., 1995; vyobrazeno pomoci DeLano, W.L. The PyMOL Molecular Graphics System (2002)
DeLano Scientific, Palo Alto, CA, USA.)
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2.7.2. Tyrosin v distalni- smycce

Tyrosiny v distalni-smyéce jsou méné konzervované, nez ty v 3)o-helixu nebo
RT-smy¢ce. U kinazy Src se vyskytuje tyrosin Y131, ktery patrné nema zasadni vliv
na intra- ani intermolekularni vaznost domény k ligandu. Mohl by v$ak ovliviiovat
specificitu SH3, nebot’ spolu s W118 tvoii tieti tzv. specifitni kapsu ligand
vazebného povrchu SH3 domény (viz obr. 9). Experimentdlni data ukazuji, Ze
mutace Y131A neovliviiuje vazbu na SH3 doménu zdaleka v takové mife jako
substituce Y90A nebo Y92A v RT-smy¢ce, ktera vazbu na SH3 doménu zcela rusi.
Vazba p85 a-podjednotky PI3K a obdobné i vazba proteinu Sam68 na SH3 doménu
kinazy Src je mutaci Y131A sniZena zhruba na tietinu (Erpel et al., 1995; Broome et
al., 1997).
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Obr. 9
SH3 doména Src kinazy s Zlut& zvyraznénym tyrosinem 131. Je vyobrazen navazany ligand I. tfidy- 4,

C-pohled z boku, resp. Il. tfidy- B, D- pohled z boku.(PDB kéd: 1QWE, 1QWF. Data pfevzata z Feng
et al., 1995; vyobrazeno pomoci DeLano, W.L. The PyMOL Molecular Graphics System (2002)
DeLano Scientific, Palo Alto, CA, USA.)
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2.7.3. Tyrosin v RT-smy¢ce

Relativné¢ nedavno objeveny in vivo fosforylovatelny tyrozinovy zbytek uvnitf
vazebného povrchu SH3 domény kinazy Src nese oznafeni Tyr 90 (Cislovani
z kuteciho proteinu). Na jeho objevu se ¢aste¢né podilela i nase laboratof. K objevu
doslo diky analyze fosfotyrozinového proteomu mysich embryondlnich fibroblastt.
Fosforylace tohoto tyrozinového zbytku byla zna¢né€ nabohacena u fibroblastd
transformovanych onkoproteinem Src (Luo et al., 2008). Tento zbytek je velice
konzervovany (viz tabulka 1.) a také proto se dostal tento zbytek do naseho zajmu,
nebot’ jeho vysoka konzervovanost a fakt, Ze je in vivo fosforylovan by mohl
naznacovat jeho duleZitost v regulaci vaznosti SH3 domén. Tyrozin 90 se nachazi

v pomémeé konzervované sekvenci ALYDY v RT-smyc¢ce (viz. Obr. 10).
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Obr. 10

SH3 doména Src kinazy s Zlut€ zvyraznénym tyrosinem 90. Je vyobrazen navazany ligand I. t¥idy- 4,
C-pohled z boku, resp. Il. tfidy- B, D- pohled z boku.(PDB kéd: 1QWE, 1QWF. Data ptevzata z Feng
et al., 1995; vyobrazeno pomoci DeLano, W.L. The PyMOL Molecular Graphics System (2002)
DeLano Scientific, Palo Alto, CA, USA.)
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U kinazy Src bylo ukézano, Ze mutace v ALYDY motivu RT-smy¢ky (Y90A,
Y92A) stimuluji jeji kindzovou aktivitu. Tyto mutace pii pokusech potvrdily
dulezitost téchto zbytkl u intramolekularni interakce (Erpel ef al., 1995).

Pii intramolekularni regulaci je patrn¢ dileZitd stabilizace interakce SH2
domény s pY527 SH3 doménou. Obé domény jsou od sebe vzdaleny pouze né€kolik
aminokyselinovych zbytkd. To znamend, Ze neni mozZna idealni vazba SH2 domény
s jejim ligandem pY527, pokud ji to SH3 doména stericky neumozni. Permisivni
postaveni SH3 domény je patrné umoznéno pokud SH3 doména vaze prolin-bohatou
sekvenci na linkeru mezi SH2 a katalytickou doménou a neptimo kontaktuje N-lalok
katalytické domény. Vazba SH3 domény na ¢ast katalytické domény je vytvofena
pomoci jiného vazebného povrchu nez je ten klasicky rozeznavajici PxxP motiv
(Brabek et al., 2002; Erpel et al., 1995; Superti-Furga et al ., 1993).

Déale byla testovana u SH3 domény této kindzy mira ovlivnéni
intermolekuléarni interakce u mutantd Y90A, Y92A v RT-smy¢ce. Bylo ukazano, ze
mutace Y90A i Y92A naruSuje vazbu Samé68 i p85 a podjednotky PI3K
(Superti-Furga et al., 1993; Erpel et al., 1995).

U tyrosinové kinazy Btk ucastnici se pienosu signalu z BCR odpovidaji
tyrosiny v ALYDY sekvenci tyrosinim- Y223 a Y225. Btk je v burikach aktivovana
fosforylaci na Y551 kindzami Src. Nasledné se autofosforyluje na Y223 (odpovida
Y90 kindzy Src) uvnitf vazebného povrchu SH3 domény. Po autofosforylaci na
Y223 se vazba SH3 domény s WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein) zna¢né
oslabuje. Naopak fosforylace Y223 nema vliv na vazbu adaptorového proteinu c-Cbl
(Casitas B-lineage Lymphoma). Je docela mozné, Ze autofosforylace Y223 kinazy
Btk by mohla vést k intarakci SH3 domény se zcela novym ligandem, ktery tato SH3
pted fosforylaci nevaze. Po fosforylaci Y223 je totiZ Btk schopna interakce s kindzou
Syk, se kterou piedtim neinteraguje. Bylo prokdzano, Ze tato interakce neni
zprostfedkovana SH2 doménou Syk kindzy. Neni vSak zatim zcela jasné, zda je za
interakci zodpovédna pravé SH3 doména (Morrogh et al., 1999).

SH3 doména Btk je zajimavy ptipad, kdy je pravdépodobné intramolekularni
regulaéni mechanismus zodpovédny za regulaci kindzové aktivity Btk. Presny
regula¢ni mechanismus Btk aktivity v§ak neni dosud zcela znam. Je prokazano, Ze
nefosforylovatelnd mutace Y223F nebo uplnd delece SH3 domény vede
k transformaci bun€k (Park et al., 1996). Z toho by mohlo vyplyvat, ze SH3 je
nezbytna pro inhibici Btk aktivity.
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U adaptorového proteinu Grb2 v N-terminalni SH3 doméné se nachazi v RT-
smycce tyrosin Y7. Tento tyrosin je patrné také in vivo fosforylovatelny. Pokud je
fosforylovan, napt. vodpovédi na EGF stimulaci, je Y7 spole¢né s Y209
v C-termindlni SH3 Grb2 zodpovédny za zhor$eni vazby ligandu jako je Sos ¢i
MEKKI1. To miZe umozZiovat negativni regulaci jejich efektord jako napf. Ras
v zavislosti na ¢ase od EGF stimulace (Li et al., 2001).

Dalsi protein, ktery si zaslouzi pozornost je PSTPIP. PSTPIP je to protein
asociovany s cytoskeletem. Tyrosinim v sekvenci ALYDY zde odpovidaji tyrosiny-
Y367 a Y369. PSTPIP je fosforylovan kinazami rodiny Src, coZ umoZiiuje naslednou
fosforylaci na zbytku Y367 opét Src kindzami uvnitf vazebného povrchu SH3
domény. Tato fosforylace ovliviiuje vaznost domény k ligandu WASP. Pokusy
naznacuji, Ze fosforylace tyrosinu uvniti SH3 domény tuto interakci ru$i. Mutant
Y367F bez problémii vaze WASP na rozdil od mutanti Y367E & Y367D (Wu et al.,
1998). To by mohlo nazna€ovat to, Ze by fosforylace mohla byt in vivo vyuzivana
k negativni regulaci interakce PSTPIP/WASP. Timto mechanismem by pak mohla
byt regulovana dynamika cytoskeletonu prostiednictvim interakce SH3 domén
proteini u¢astnicich se formovani a pfestavby cytoskeletu.

Konstitutivné aktivni fuzni onkoprotein Ber/Abl je ptipad, kdy by fosforylace
tyrosinu v RT-smy&ce mohla vést k intramolekularni regulaci aktivity tohoto
proteinu. Jisté znamky Castené regulace jsou u tohoto proteinu zachovany diky
intramolekularni interakci SH3 domény a linkeru mezi SH2 a kinazovou doménou.
Vazba SH3 domény a linkeru na stejném polypeptidovém fetézci Casteéné stabilizuje
inaktivni formu enzymu a je ovlivnéna fosforylaci. Nejvice fosforylovany zbytek in
vitro, ale i in vivo v CML burikach, je pravé Y89 v RT-smycce. Déle je v mensi mife
dokumentovéna i fosforylace Y134 v 3,¢-helixu. Fosforylaci SH3 domény Abl ¢&asti
fizniho proteinu provadéji kindzy Src rodiny. Fosforylace Y89 i Y134 destabilizuje
interakci SH3/linker a tudiz podporuje aktivni konformaci Bcr/Abl.
Nefosforylovatelny mutant Y89F ma snizené transformaéni schopnosti na
hematopoetické buriky. To podporuje domnénku, Ze fosforylace tohoto tyrozinového
zbytku je opravdu zodpovédna za regulaci aktivity fuzniho enzymu. (Meyn et al.,
2006). O intermolekularnich interakcich Ber/Abl v zavislosti na fosforylaci Y89 neni
zatim pfili§ mnoho znamo, le¢ je pravdépodobné, Ze fosforylace bude mit podobny
vliv na vazbu ligandu jako u homolognich tyrozini na tomto mist€. Pochopeni

regulace aktivity onkoproteinu Bcr/Abl muze byt kliCové zhlediska 1é¢by
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chronickych leukémii, ale i pro pochopeni jinych regulaénich mechanismi bunééné
signalizace. Fosforylace je jev velice dilezity pro regulaci schopnosti vazby SH3
domény na ligand. Tyrosiny v RT-smy&ce jsou patrné vtomto ohledu nesmirné
dilezité.

Z vy$e uvedenych pfipadi nelze jednozna¢né odvodit obecny efekt
fosforylace tyrosinu v RT-smy&ce. V nékterych piipadech fosforylace v RT-smy&ce
vazbu zeslabuje (napf. Grb2-Sos, Btk-WASP) v jinych na vazbu nema vliv (napf.
Btk-Cbl). Tabulka 2 shrnuje dosavadni publikovand experimentalni data o vlivu
fosforylovaného nebo mutovaného tyrosinového zbytku v RT-smyéce na vazbu
ligandu podle toho, zda se jedna o ligand 1. nebo II. tfidy. Z tabulky je vidét trend,
kdy vazbu na ligandi II. tfidy fosforylace zeslabuje a vazbu na ligand I. tfidy
neméni. Z toho by se dalo usoudit, Ze fosforylace na tyrosinu v RT- smyéce by

mohla ménit specifitu/preferenci vaznosti SH3 domén pro ligandy riznych typu.

oty — C o bty -
Sam68 PATQPPPLLPPSA Sam68 SRQPPLPHRS naru$ena vazba Sam68
p85 PI3K PPRPLPVAPGSSK [p85 PI3K QPAPALPPKPP naru$ena vazba p85 PI3K
oo ; 7 R faa it o4 PP .~ Jvazba Cbl beze zmény
B S s RS % PAIPPPRORGGPE | - ]vazba WASP zeslabena
WASP PRGPPPPGRGGPP vazba WASP zru$ena
WASP PATPPPPGRGGPP
Sos T PVPPPVPPRRRPE vazba Sos zeslabena

Tab 2.

Publikovana experimentélni data o vlivu fosforylace tyrosinu v RT-smy¢ce na vazbu lidandu I., resp.
I1. tfidy. Vazebné ligandové sekvence jsou umistény do sloupeckl podle toho, do které tfidy dany
vazebny PPII peptid patti. Cervené je pak vyznalena core sekvence zaptititiujici orientaci daného
ligandu. Vliv dané modifikace tyrosinu v RT-smy&ce je shrnuta v pravém sloupci tabulky. Ozna&eni
modifikaci v danych experimentech: Y90A bodova (nefosforylovatelnd) mutace tyrosinu za alanin,
Y367E/D bodova (napodobuje fosforylovany stav) mutace tyrosinu za glutamat, resp. aspartat, malé
»p* pfed ozna&enim tyrosinu znati fosforylovany stav.
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3. Metody

3.1. Kultivace bakteridlnich kmenu

Na piipravu kultivaénich medii je pouzivana ,,miliporova“ voda z ptistroje Watrex

1xLB

10 g/1 Universalpepton M66 (MERCK, Germany)
5 g/l Yeast Extract (OXOID, UK)

5 g/l NaCl

1x LBG
LB medium
1% Glukoza

YTG

5 g/l Yeast Extract (OXOID, UK)
8 g/l Trypton

5 g/l NaCl

1% Clukéza

ZA2 4% zivny agar ¢.2 (Imuna, Sarisské Michalany)

LB/ IPTG/ Xgal plotny
LB medium

15 g/l Agar

po zchladnuti <70 °C
IPTG (1 mM)

Xgal (40mg)

Nalit plotny

sAgarose Top“

10 g/l Trypton

5 g/l Yeast Extract (OXOID, UK)

5 g/l NaCl

1 g/l MgCl,.6H,0O

3,5 g/l Agar6za

3,5 g/l ,,Jow temperature melting* agaréza

Vse sterilizovano v autoklavu 20 min pfi 121°C.

Selek¢ni antibiotika (zasobni roztoky pfidavame do zchladlych médii)
Ampicilin (Biotika, SR) 100 mg/ml

Kanamycin (AppliChem, Germany) 50 mg/ml
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3.2. Kultivace savcich bunék

Kompletni médium si pfipravujeme z nasledujicich komponent:
RPMI 1640 (Gibco, Invitrogen)

0,5% neesencialni aminokyseliny (MEM NEAA) (Gibco, Invitrogen)
10% fetalni hovézi sérum (FBS) (Sigma)

0,5% obecna anbtibiotika - antimykotika (ATB) (Gibco, Invitrogen)
SloZeni komponent kompletniho média:

Obecna anbtibiotika - antimykotika (ATB) obsahuji:

10000 pg/ml penicilin

10000 pg/ml streptomycin

25 pg/ml amphotericin

Dalsi pouzivané roztoky pfi kultivaci sav¢ich bun€¢k

0,25% trypsin-EDTA(Gibco, Invitrogen) 2,5 g/l trypsin 0,38 g/l kyselina
etylendiamintetraoctova (EDTA)

3.3. Prehled pouZitych protildtek

Nazev Charakteristika Specifita Vyrobce

Anti-Cas BD bioscience

Anti-FAK Santa Cruz

Anti-STAT3 Santa Cruz

Anti-Paxillin BD bioscience

Anti-hnRNP-K Santa Cruz

Anti-SF1 Santa Cruz

Anti-SF3al Santa Cruz

GAR-HRP Kozi polyklonalni Krali¢i IgG Santa Cruz
GAM-HRP Kozi polyklonélni Mysi IgG Santa Cruz

3.4. Standard molekulové hmotnosti proteinu na

SDS-PAGE PageRuller ™ Prestained Protein Ladder
MBI Fermentas (Lutva)
Lot apeciiic I WOu

— -1:0—1

Wesmane "'“‘n'g

-—— - % | e
- Y e
- - 3] —i —
aas i< e
- -% | e
- -1’ e
aun - 10-1

3 S

S30% Mo-ghycias S08-PANE
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3.5. PouZité vektory
PGEX-2T (Amersham)

pGEX-2T (27-4801-01)
Thrombin
Loy val Pro Ar 1(sly Ser|Pro Gly lle His Argr Aep
CTG GTT CCG CG GGArcp €63 A AT CAT CGY GAC TGA CTG ACG
BamH | —gmat EcoR | "~ Stop codons
|

[
Tth1111
Astl

|
pSj10ABam7Stop7?

Psti

pGEX
~4900 bp

pBR322
on

src-SH3

P

e~ oPGEX:src-SH3
5141 bps

2
3000 000\

/

Psti 2090
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3.6. Tris — glycinovad SDS - gelova elektroforéza
proteinu (SDS-PAGE) - souprava BIO-RAD Mini
Protean III Cell

Po sestaveni aparatury pro nalévani geli namichame smés pro separa¢ni gel a ihned
aplikujeme do prostoru mezi skla v aparatufe a piekryjeme vrstvou miliporové vody.
Po utuhnuti gelu (cca 10-30 min) vodu odsajeme a nahradime Cerstvé namichanou
smési pro zaostfovaci gel. Mezi skla vloZzime hieben na vytvofeni jamek pro
nanaSeni vzorkd. Po polymeraci zaostfovaciho gelu jamky nékolikrat proplachneme
pufrem pro SDS-PAGE.

Roztoky proteini ve vzorkovém pufru doplnime 1/20 objemu 1M
dithiotreitolu (DTT), inkubujeme 3 minuty pfi 100°C a po odstranéni pfipadnych
pevnych soucasti centrifugaci (10 000 g/0,5min) naneseme do jamek v gelu. Dvojici
geld (nebo jeden gel a dopliiujici nastavec) vloZime do aparatury pro elektroforézu
a zalijeme pufrem pro SDS -PAGE.

Dokud se bromfenolova modi ze vzorkového pufru (a spolu sni tzv. ¢elo
elektroforézy) pohybuje v zaostiovacim gelu, probihda elektroforetické dé&leni
pfi konstantnim proudu 10 mA/gel. Pozdéji nastavime protékajici proud
na 20 mA/gel. Kdyz ¢&elo elektroforézy dosahne spodniho okraje gelu, odpojime
zdroj elektrického napéti a gel vyjmeme z aparatury. Gel lze barvit nebo pouZit pro

ptenos proteinl na membranu metodou western blot.

Smés pro 2 gely silné 0,7S mm smichame v nasledujicim poradi:
10% separaéni gel: Zaostiovaci gel:
3,33 ml protogel 0,65 ml protogel
2,5 ml 4x Tris/SDS pH 8.8 1.25 ml 4x Tr1s/SDS pH 6.8
4,17 ml voda 3,1 ml voda
12 ) TEMED 10 ]l TEMED
60 jd 10% APS (NH4S,05) 50 pd 10% APS (NH4S,05)
Protogel 30% akrylamid; 0,8%  N,N’-methylenbisakrylamid;
prefiltrovano pies filtr s pory 0,45 um, skladovano v temnu pfi
4°C

4xTris/SDS pH 8,8 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8); 0,4% SDS; ptefiltrovano ptes filtr
s pory 0,45 um, skladovéano v temnu pti 4°C
4x Tris/SDS pH 6,8 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8); 0,4% SDS; piefiltrovano pies filtr
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s pory 0,45 pm, skladovano v temnu pii 4°C
SDS-PAGE pufr 25 mM Tris (pH 8,3); 190 mM glycin; 0,1% SDS

2x Laemmli pufr 0,125 M Tris-HCl, pH 6.,8; 4,1% SDS; 20%(v/v)
glycerol,0,002% bromfenolova modf

5% Laemmli pufr 0,35 M Tris-HCI, pH 6,8; 10% SDS; 40% glycerol; 0,012%
bromfenolova modi

3.7. Barveni PAA gelu pomoci Coomassie Blue barviva

Na PAA gelu je po prob&hlé SDS elektroforéze mozné nespecificky obarvit
rozdélené proteiny. Toto provedeme tak, Ze gel opatrné pieneseme do barviciho
roztoku (20% metanol; 10% kys. octova; 0,114% Coomassie Brilliant Blue R-250).
A nechame za mirného tfepani barvit nejméné 30 min. Po této dob& ptebyteény
barvici roztok slijeme. Gel promyvame do odbarveni pomoci odbarvovaciho roztoku

(20% metanol; 7% kys. octova).

3.8. Western blot (prenos proteinit na membrdnu pomoci

BIO-RAD Trans-blot)

Gel s proteiny rozdélenymi SDS-PAGE pieneseme na filtraéni papir Whatman
navlhéeny v blotovacim pufru a sestavime aparaturu pro pfenos na nitrocelulézovou
membranu (Nitrobind, MSI, USA) v nasledujicim pofadi: izolaéni houbiéka, filtraéni
papir Whatman, gel, memrana (omyté v blotovacim pufru), filtraéni papir Whatman,
izolaéni houbicka.

Pfenos nechame probihat pfi napéti 100 V za stdlého michani a chlazeni
ledem po dobu 1,5 h. Membranu s pfenesenymi proteiny oplachneme v TBS
a zatavime do polyetylénové folie pro pozd¢€jsi zpracovani nebo ihned provedeme
imunodetekci proteini. Gel po blotovani miZeme pro kontrolu pienosu proteint

barvit cca 30 min barvicim roztokem a poté nechat odbarvovat do druhého dne.

Blotovaci pufr 25 mM Tris; 192 mM glycin; 20% metanol; 0,05% SDS
TBS 20 mM Tris-HCI (pH 8,0); 500 mM NaCl
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3.9. Reverzibilni barveni proteini na nitrocelulézové

membrané pomoci Ponceau S (Sigma-Aldrich)

Po pfenosu proteinu z SDS-PAGE gelu na nitrocelulozovou membranu lze
reverzibilné obarvit pomoci barviva Ponceau S. Tento postup ndm umoZni
nespecifické obarveni proteint tésné pred imunodetekci. Po oplachnuti membrany
TBS po transferu z gelu na membranu aplikujeme barvici roztok Ponceau S 0,1%
v 5% Kkys. octové. Pfi mimém tfepani nechame 10 min barvit na tfepacce.
Odbarvujeme vychlazenou miliporovou vodou do odbarveni. Membranu umisténou
do ¢&isté polyetylenové folie naskenujeme. Takto obarvenou membranu podrobime

imunodetekci.

3.10. Imunodetekce proteinii na membrdané

Membréanu s pfenesenymi proteiny oplachneme roztokem TBS a blokujeme 30 minut
aZ 1 hodinu ve zvoleném blokovacim roztoku (viz niZze) na pieklapéci tfepacce
(Biosan, MR-1). Nasledné¢ oplachujeme 3 x 5min ve velkém objemu TTBS.
Opléachnutou membranu zatavime do polyetylénové folie a inkubujeme s roztokem
primarni protilatky pies noc (cca 16 — 18 h) na preklapéci tiepacce v lednici pti 4°C.
Nadbyte¢nou primarni protilatku pak odstranime odmytim v TTBS (3x 5 min).
Roztok sekundarni protilatky konjugované s alkalickou fosfatdzou nebo
kfenovou peroxidazou pfidame k membrané zatavené do polyetylénové folie, doba
inkubace ¢ini 1 h. Poté membranu odmyvame 2 x 5 min v TTBS a 1 x 5 min v TBS

v dostate¢ném objemu roztoku.

TTBS 0,05% Tween 20 (Serva) v TBS

Blokovaci roztoky:

3% zelatina (Bio-Rad) v TBS — blokovani 60 minut pfi pokojové teplote
4% BSA (Milipore) v TBS — blokovani 40 minut v 37°C

3% mléko (Sigma) v TBS — blokovani 30 minut pfi pokojové teploté
Roztoky pro nafedéni primarni a sekundérni protilatky:

1% Zelatina (Bio-Rad) v TTBS

1% BSA (Milipore) v TTBS

3% mléko (Sigma) v TTBS
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Pozn.: Membranu blokujeme a inkubujeme s protilatkou vzdy v roztoku se stejnym
typem ,,nosné latky*, tj. po blokovani v 4% BSA inkubujeme membranu s roztokem

primarni a sekundérni protilatky fedéné v 1% BSA.

Membranu ve vyvijecim roztoku pro kienovou peroxidazu inkubujeme 1-2 min za
stalého tfepani, aby se dostate¢né omyla celd plocha membrany. Membranu kratce
osus§ime a vlozime do pruhledné polyetylenové folie. Poté v temné komofte piiloZime
na membranu film (Amersham Hyperfilm™ ECL), nebo ECL signal pfimo snimame
pomoci ECL dokumenta¢niho systému LAS 4000 a nechame exponovat

pozadovanou dobu dle monozZstvi detekovaného proteinu a kvality protilatek.

SuperSignal West Pico Chemiluminiscent Substrate (Pierce Biotechnology) souprava
obsahuje roztoky:

Roztok luminolu s enhancerem

Roztok stabilniho peroxidu

Vyvijeci roztok pro kienovou peroxidazu ptfipravime smisenim roztoki z ptislu$né

soupravy v poméru 1/1.

3.11. Pasazovani HeLa fibroblasti

Sav¢i buiiky jsou standardn& kultivovany v termostatu pfi 37° C a 5% CO,
na miskach pro tkanové kultury (60 mm nebo 100 mm). PasaZovani provadime
zpravidla po 2 aZ 3 dnech v zavislosti na konfluenci misky. Na malé¢ misce (60
mm) kultivujeme buiiky v 4-5 ml média, na velké misce (100 mm) v 10 ml média.
Kulturu pravidelné kontrolujeme pod mikroskopem (Nikon Eclipse TS 2000),
abychom v¢as odhalili pfipadnou kontaminaci. Pfed pasaZovanim je tfeba nechat

média a trypsin temperovat v 37°C ve vodni 1azni po dobu 15 min.

. Odsajeme médium z misky. Pfidame trypsin (na malou misku 0,5 ml;
na velkou misku 1 ml), oplachneme cely povrch krouzivym pohybem, odsajeme a
nahradime novym trypsinem ve stejném objemu.

. Trypsin nechdme pusobit 4—6 minut, dokud se buriky neoddéli ode dna
misky.

. Aktivitu trypsinu zastavime dodanim kompletniho média RPMI 1640 (na
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malou misku 2 ml; na velkou misku 5 ml) a dokonale resuspendujeme agregaty
bungk.

. Na novou misku s pfipravenym kompletnim médiem pfeneseme pozadovany
objem bunééné suspenze - na malou misku (60 mm) 0,4 ml suspenze ke 4 ml

nového média; na velkou misku (100 mm) 1 ml suspenze k 9 ml média.

3.12. Priprava a rozpéstovani stabildtu HeLa fibroblastu

Pfiprava stabilatu

Pro pfipravu stabilatd z dané savéi linie kultivujeme butiky na velkych miskach
(2 100 mm) az do dosazeni Uplné konfluence. Z jedné velké misky pak lze pfipravit
do 1,5 ml mikrozkumavek Nalgene dva stabilaty bunék.

. Z misek odsajeme médium, oplachneme 1 ml trypsinu a opét odsajeme.

. Na misku pfiddme 1 ml nového trypsinu, pfeneseme do termostatu a nechame
pusobit po dobu 3—6 minut.

. Plisobeni trypsinu zastavime pfidanim 4 ml kompletniho média,
resuspendujeme, pfeneseme do 15 ml plastové zkumavky Falcon a centrifugujeme
(Eppendorf Centrifuge 5804R, 180 g, 3 min).

. Opatrné odsajeme médium, pfidame 1-1,5 ml zamrazovaciho roztoku,
dikladné resuspendujeme a rozplnime do zamrazovacich mikrozkumavek Nalgene.

. Mikrozkumavky pfeneseme do nadoby s izopropanolem, ulozime do —80°C a

druhy den (nejpozdé€ji do 24 h) uloZime do kontejneru s tekutym dusikem.

Rozpé&stovani bunék ze stabilata

. Zkumavku s buitkkami vyjmeme z tekutého dusiku a pfenaSime na ledu.

. Ve vodni lazni (37°C) nechame suspenzi bunék v mikrozkumavce 1-2 min
roztat a preneseme k 5 ml temperovaného kompletniho média v 15 ml zkumavce
Falcon.

. Suspenzi v médiu centrifugujeme (Eppendorf Centrifuge 5804R, 180 g,
3 min) a supernatant opatrné odsajeme.

. Piidame 5 ml nového kompletniho média, resuspendujeme, pieneseme
na pfipravenou misku s5 ml média (pfip. se selekénim antibiotikem) a
zkontrolujeme pod mikroskopem.

Zamrazovaci roztok 90% FBS; 10% dimethylsulfoxid (DMSO)
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3.13. Priprava proteinovych lyzdtu ze savcéich bunéek

Lyzaty ze savéich bun€k pfipravujeme nesterilné a na ledu (pfipadné v chladové
mistnosti).

. Velkou misku (100 mm) s narostlymi burikami pfeneseme z termostatu
na led, nechame cca 5 minut ochladit a nesteriln¢ odsajeme médium.

. Misku 2x oplachneme 5 ml vychlazenym 1x PBS a odsajeme.

. Na kazdou misku pfiddme 1 ml premixu lyzaéniho pufru RIPA,
Hepes/Nonidet* a inhibitord. Nechame lyzovat 12-15 min pfi 0°C na pteklapéci
ttepacce (Biosan, MR-1).

. Buiikky  zpovrchu  misky  seSkrabneme  Skrabkou, pievedeme
do mikrozkumavky a protahujeme 6x-12x injekéni stfikackou s jehlou 21G dokud
neni suspenze ¢ird a bez bunéénych agregata.

. Suspenzi centrifugujeme (Eppendorf Centrifuge 5417R, 11 000g, 20 min,
0°C).

. Po centrifugaci odsajeme opatrné supernatant, pfevedeme do nové
mikrozkumavky a odebereme aliquot 50 pl pro stanoveni proteinové koncentrace.

Lyzéty nechame zamrazit v —20°C.

. Pro pfipravu lyzati s naslednym Pull-down/MS experimentem pouZijeme
lyzaéni pufr Hepes/Nonided. Ten nabizi permisivnéj$i podminky pro vazebnou
reakci (viz dale) a separaci lyzatu na jadernou a cytoplazmatickou frakci.

. Po se$krabnuti bun€k Skrabkou zmisky (100 mm) prevedeme do

mikrozkumavek.

. Centrifugujeme (Eppendorf Centrifuge 5417R, 11 000g, 20 min, 0°C)

. Odebereme supernatant (cytoplazmatické frakce)

. Sediment resuspendujeme do 1 ml lyzaéniho pufru Hepes/Nonidet (tato

frakce obsahuje nezlyzovana jadra bunék) a podrobime French-press lyzi (viz déle)

. Lyzat pro French-press gentrifugujeme (Eppendorf Centrifuge 5417R,
11 000g, 20 min, 0°C). Tim oddélime bunééné debris od jadernych proteint.

. Odebereme supernatant (jaderna frakce)

10 x PBS 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 4,3 mM NaHPO,4.12 H,0O; 1,4 mM
KH,PO,, pH upraveno na 7,3
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pufr RIPA 0,15M Na Cl; 50mM Tris-HCI (pH 7,4); 1% Nodinet P — 40; 0,1%
SDS; 1% deoxycholat sodny; 5 mM EDTA; 50 mM
NaFHepes/Nonidet 20mM Hepes, 100mM KCl, 0,05% Nonidet, ImM

DTT
Zasobni roztok proteazovych inhibitort (100x):
0,5 mg/ml leupeptin

0,5 mg/ml aprotinin
12,5 mg/ml  pefabloc

3.14. Stanoveni koncentrace proteinii — Folinova metoda

Koncentrace proteinli ve vzorcich ze savéich buné€k byla stanovovana kolorimetricky

s vyuZitim soupravy D, Protein Assay (Bio-Rad, USA).

» Pfipravime si fedici fadu hovéziho sérového albuminu (BSA) néasledujicim

zplsobem:
‘7 ’, d - k t .
BSA 2mg/ml (ul) pufr RIPA (ul) .VsleBlSl: (ﬁ;‘/ﬁ; arce

0 50 0

> 45 200
10 40 200
20 30 800

37.5 12.5 1500

. Z odebraného 50 pul

mikrozkumavky a smisime s 25 pl pufru RIPA.

aliquotu lyzatu, pfeneseme 25 pl do nové

. Pfidanim 20 pl roztoku Sdo 1 ml roztoku A si pfipravime roztok A’.

Do mikrozkumavek pak pipetujeme 125 pl A" a 25 pl lyzatu fedéného pufrem RIPA
(viz ptedchozi krok) nebo standardu BSA.

. Do kazdé mikrozkumavky pak dodame 1 ml roztoku B, kratce zamichame na

vortexu a ponechame 15 min ve tmé¢.

. Po 15 min zmé&fime na spektrofotometru absorbanci vzorki pti 750 nm (takto

pfipravené vzorky jsou stabilni 2 h, absorbanci 1ze méfit i pozdéji).
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Ze zmeétenych dat standardi o zndmé koncentraci vytvofime graf
zavislosti absorbance na koncentraci. Dopoéitdme koncentraci proteind v nasich
lyzatech a upravime koncentraci ve v8ech vzorcich na srovnatelnou hladinu pomoci
fedéni pufrem RIPA. doplnime % objemu Laemmli pufrem (6x koncentrovany).
K takto upravenym lyzatim ptidame 1/20 objemu 1 M DTT, 5 minut povafime
v blo&ku pfi 95° C a nanasime na gel pro SDS —-PAGE (viz kap.3.2.13).

3.15. Software

Clone manager

Pomoci tohoto programu byly vytvoteny genetické mapy plazmidi pGEX.
(Sci-Ed Software)

Generunner

V tomto programu byla provedena analyza sekvenci ziskanych z genomu fagi (M13,
phage dispaly)
(www.gwnwrunner.com)

Clustal W

Tento program byl vyuzit pro alignment naizolovanych aminokyseliovych sekvenci
(phage display)

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html)

volné ptistupny

Swiss-PDB viewer

Byl vyuzit pro mutagenezi SH3 domény kinazy Src na pozici 90 (varianty Y9OE,
Y90F). Umoziiuje ukladani dat v PDB formatu (zohledriuje zménu soufadnic
jednotlivych atomi). Dale pomoci Swiss-PDB viewer byly k jednotlivym SH3
strukturam pfifazeny analogické soufadnice (funkce ,,Magic fit*), pro snazsi
vizualizaci v PyMOL.

(http://spdbv.vital-it.ch/)

pro studijni u¢ely zdarma

PyMOL

Pomoci tohoto programu byly vytvofeny vizualizace struktur jednotlivych variant
SH3 domén (WT, pY90, Y9OE, Y9OF).

(http://pymol.sourceforge.net/)

pro studijni u€ely zdarma
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SH3-hunter

Timto programem jsme v aminokyselinovych sekvencich MS identifikovanych
proteint hledali PxxP SH3 vazebné motivy.

(http://cbm.bio.uniroma2.it/SH3-Hunter/)
volné pfistupny

3.16. Afinitni purifikace GST- fuznich proteinii

LB1 pufr
50 mM HEPES (pH 7,4), 100 mM NaCl

LB2 pufr
5 mM HEPES (pH 7,4), 10 mM NaCl

50 mM HEPES (pH 7,4)

inhibitory proteaz
1000x- Aprotinin 1ug/ml, Leupeptin Sug/ml, Pefabloc 100ug/ml

IM IPTG (zasobni 1000x)
TritonX-100 20% v LB1 + inhibitory proteaz

Glutathione Sepharose™ 4B, GE Healthcare

s ZaoCkujeme bakteridlni buiiky BL21 s pGEX plazmidem nesoucim jednotlivé
varianty SH3 domény (WT-divoky kmen, E-mutace Tyr 90 za Glu, F-mutace Tyr 90
za fenylalanin, Prc-SH3 doména virového Src, 0GST-samotna Glutathion
transferaza) do 20ml YTG media s Ampicilinem pfes noc pii 37°C

* Druhy den rano zkontrolujeme OD na spektrofotometru. Hodnota by méla byt
mezi 1,4-2,4. Métime proti €istému YTG mediu (blank)

s Zinokula zaotkujeme na OD 0,4 do 40 ml ¢erstvého YTG Ampicilin media.
Ttepeme na tfepacce 180 rpm, 2,5 hod pii 37°C

= Po této dob& odebereme Iml kultury na SDS-PAGE vzorek' pro negativni
kontrolu pfed nartstem indukovatelného proteinu (SH3-GST fuzni protein)

= Tento vzorek centrifugujeme na stolni centriguze pii 4000 g, 2 min. Oplachneme
LB2 pufrem, poté resuspendujeme v 1 ml LB1 pufru.

= K zybteku 40 ml kultury ptiddme IPTG (vysledna koncentrace 1 mM) a tim
indukujeme expresi fuzniho proteinu z pGEX plazmidu

= Kulturu nechame opét rust na tiepaéce pii 180 rmp, 1,5 hod pii 37°C

s Zkontrolujeme OD — méla by byt v rozmezi 1,0-2,3
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= QOdebereme 1 ml vzorek® pro SDS-PAGE (pozitivni kontrolu)

= Tento vzorek opét centrifugujeme na stolni centriguze pii 4000 g, 2 min.
Oplachneme LB2 pufrem, poté resuspendujeme v 1 ml LB1 pufru.

®* Ochladime kulturu na ledu a pfevedeme do 50 ml falkon centrifugacnich
zkumavek

s Centrifugujeme 10 min, 3000g pii 4°C

= Sediment resuspendujeme v 40 ml LB2 pufrem a opét centrifugujeme 10 min,
3000 g pii 4°C

= (Qdstrannime supernatant a buné¢ny petet opét resuspendujeme v 2 ml LB1 pufru
s pfidanymi inhibiory preotedz

» Suspenzi pfevedeme do mikrozkumavek a sonikujeme na ledu 2 x 8 min pfi 40 W
vykonu*

* Pfiddme 20 % Triton X-100 v LB1 pufru a pfidanymi inhibitory potedz na
vyslednou koncentraci tritonu 1 %

* Inkubujeme 25 min pti 0°C, nebo preferenéné pies noc

= Lyzat pfeneseme do mikro zkumavek a centrifugujeme 15 min, 13000 g pti 0°C

» Supernatant pfevedeme do novych mikrozkumavek

*Tento zpiisob lyze miZeme pro vétsi vytézek zameénit za French-press lyzi

s Na pristroji French-press sestavime aparaturu pro lyzi malych objemu

Pro lyzi bakterii nastavime na ukazateli hodnotu hodnotu 900 (18 000 psi) pomoci
oto€ného Sroubu
* Po stlafeni pistu jimame lyzovany vzorek do nové mikrozkumavky (na ledu)

pomoci upoustéciho kohoutku.

® (QOdebereme 120 ul 50 % GST-agardzy na vzorek ze zasobni dozy

® GST- agar6zu 3 x promyjeme 1 ml LB1 pufrem s pfidanymi inhibitory preoteaz

s Vytvotime 50 % suspenzi agardzy pfidanim 60 ul LB1 pufru s inhibitory proteaz

= 120 ul promyté 50 % agardzy ptidame k bakteridlnimu lyzatu

* Inkubujeme lhod pti 4°C na rotatoru

= Centrifugujeme 2 min pii 4000 rpm

s Supernatant odstranime a sediment promyjeme 2 x v LBl pufru s inhibitory
proteaz s 1 % Triton X a 1 x v LB1 pufru s inhibitory protedz (stéle na ledu)

» Pfipravime 50 % suspenzi agar6zy pfidanim 60 ul LB1 pufrem s inhibitory
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proteaz

» Odebereme vzorek® 10 ul agarozové suspeze pro kontrolu purifikace na
SDS-PAGE
= Ze zbytku agar6zové suspenze vytvoiime proteinové konzervy pfidanim 120 ul 60

% glycerolu a skladujeme pti -20°C

= Z kontrolnich vzorki"? odebereme 10 ul a ptidame 50 ul 2 x laemli + DTT

= Ke kontrolnimu vzorku® &istoty purifikace pfidame 50 ul 2 x laemli + DTT

= Vzorky" %3 povafime na blotku pii 95°C a 2 min pii 100°C 10 min
LB1 pufr 50 mM Hepes, 100 mM NaCl, pH 7,4
LB2 pufr 10 x zfedény LBI
inhibitory protedz 1000x Aprotinin 1 ug/ml

Leupeptin 5 ug/ml

Pefabloc 100 ug/ml
IPTG 1000 x 23,8 mg/ml

Triton X-100, 20 % v LB1 + Inhibitory proteaz

3.17. GST-SH3 Pull-down

= K proteinovym glycerolovym konzervam (na ledu rozmrzlym) obsahujicim fuzni
protein GST-SH3 riznych variant (viz vySe) pfidame 500 ul LB1 pufru s inhibitory
proteaz pro odmyti glycerolu

= Agar6zu usadime entrifugaci pti 4000 rpm 2 min pti 0°C

= Sedimentovanou agarézu opatrné resuspendovat v 60 ul LB1 pufru s inhibitory
proteaz (celkovy objem 120 ul)

* Pro pull-down odebereme 10 ul 50 % agar6zové suspenze

* Pro snaZs§i manipulaci s agar6zou ptidame tzv. ,,nosi¢ovou* (prazdnou) agar6zu na

vysledny objem 40 ul 50 % agar6zové suspenze (stale pracujeme na ledu)

= K vysledné suspenzi agarézy pifidame 500 ul supernatantu RIPA lyzatu z HeLa
bunék (ptipadne Hepes/Nonidet lyzatu z HeLa bunék)
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= Jako pozitivni kontrolu pro SDS-PAGE odebereme 20 ul HeLa lyzatu (tzv. totalni
lyzat)

= Inkubujeme 2 hod pti 4°C na rotatoru pfi mirnych otackach

= Dale promyjeme 3 x LB1 pufrem s inhibitory proteaz (centrifugace pti 4000 rpm,
2 min, 0°C)

= Po promyti odsajeme pomoci tenké jehly zbyly LB1 pufr a ihned (na ledu)
pfidame 20 ul 2x Laemli+DTT

s Povafime spolu s vzorkem totalniho lyzatu na blo¢ku pti 95°C a 2min pti 100°C
10 min

s Nadleduje SDS-PAGE separace navazanych proteini

= Poté Western blot a imunodetekce, nebo piiprava pro MS analyzu

3.18. Priprava vzorku pro MS

Veskeré kroky manipulace s materidlem, ktery bude podroben analyze na
hmotnostnim spektrometru musi byt provadény se zvySenou pozornosti na Cistotu
préace, aby nedoslo ke znehodnoceni vzorkd kontaminaci keratinem. Praci provadime

ve filtrovaném prostredi laminarniho biohazard boxu s pouzitim sterilnich rukavic.

= Po SDS-PAGE ¢i IEF/SDS-PAGE 2D separaci nasleduje barveni gelu pomoci
Coomassie blue

= Po odbarveni a vizualizaci proteinovych bandi, tyto vypichneme pomoci sterilni
zastfihnuté plastové spi¢ky na pipetu

= Kousky gelu velikosti cca 1 mm pievedeme do sterilnich mikrozkumavek

vymyti Coomassie blue a SDS

= Nejprve provedeme redukci disufidickych mustki proteintt pomoci 1 ul IM DTT
= Pfidame 90ul roztoku 1:1 50% Acetonitrilu (AcN) a 25 mM NHsHCO3 (ABC)

s Silné vortexujeme a inkubujeme 1 min pii 60°C v blo¢ku

= Poté roztok AcN/ABC odsajeme a opét ptidame 90 ul

= Cyklus vymény AcN/ABC roztoku, vortexovéni a inkubace pfi 60°C provadime
do doby, nez se roztok zcela neodbarvi

= Poté zcela odsajeme zbytek AcN/ABC roztok

47



alkylace

» Pro alkylaci cysteinovych zbytki zamezime znovu utvofeni nechténych
disulfidickych mustkl. Proto ke kouskim gelu pfidame 50 ul 100 % lodoacetamidu
(IAA)

= Silné zvortexujeme

* Inkubujeme 20 min pti 60°C v blo¢ku za ob&asného vortexovani

= Supernatant poté zcela odsajeme a pfidame 1lul 1 M DTT a 90 ul AcN/ABC
roztoku

= Nasledné¢ siln¢ vortexujeme

= (dsajeme supernatant a ptidame 90 ul miliporové vody

= Siln¢ vortexujme

= Opét odsajeme supernatant a piidame 90 ul 100% AcN

= Siln¢ vortexujeme

s (dsajeme supernatant tak, abychom pfi tom nenasaly scvrklé (dehydratované)
kousky gelu

= Pfidat miliporovou vodu

= Siln¢ vortexujeme

= Nasledné opét odsajeme a ptidame AcN (gel opét zbéla a scvrkne se)

® Po téchto krocich hydratace a dehydratace gelu, zcela odsajeme 100 % AcN a
nechame uplné vyschnout v otevienych mikrozkumavkach

= Pfimo na scvrkly gel ptidame 1ul roztoku Trypsinu, ktery se ihned vsédkne do gelu
= Poté ptidame 20 ul ABC roztoku a uloZime do termostatu 37°C inkubovat ptes

noc

3. 19. 2D ELFO IEF/DODECACELL BioRad

rehydrataéni pufr: 7 M mocovina
2 M thiomoc¢ovina
60 mM DTT
4 % CHAPS
0,2 % amfolyty pH 3-10
barva (bromfenol blue)

ekvilibra¢ni pufr: 6 M mocovina
2 % SDS
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50 mM Tris pH 8,8
50 % glycerol
barva (bromfenol blue)

+ 20 mg/ml DTT

+ 25 mg/ml lodoacetamid

SDS-PAGE puft: 25 mM Tris (pH 8,3)
190 mM glycin
0,1 % SDS
Rehydratace

se IEF stripy pracujeme opatrn¢ pomoci pinzety abychom je neposkodily

ze stripu odtrhneme kryci folii a umistime jej gelem dolt

rehydrataci provadime v rehydratation tray srovnané pomoci vodovahy

na 24 cm IEF strip nanas§ime max 500 ul vzorku v rehydrata¢nim pufru
(nanéska na strip max 2 mg proteinti)

strip nesmi byt v draZce pfilepeny a zaroveri nesmi vzniknout bubliny
nechame strip 20 min absorbovat vzorek a poté pievrstvime 1 ml mineralniho
oleje

nechame rehydratovat minimalné 12 hod

izoelektricka fokusace (IEF)

malé navlh¢ené (milipor H,O) filtra¢ni papirky pfiloZzime na elektrody (vzdy
dva na jednu) fokusaéniho tray (BioRad IEF cell)

opatrné vyjmeme strip z rehydratation tray a oplachneme miliporovou vodou
pomoci pinzety naneseme strip gelem dolti na fokusaéni tray (pozor!
dodrzujeme polaritu)

prevrstvime 3-4 ml mineralniho oleje

spustime program IEF: 250 V linear ramping 1 hod
4000 V linear ramping 4 hod
4000 V linear ramping 12 hod
500 V linear ramping dle potteby (pro

zabranéni difuse)
celkem cca 70 kVhr

Ekvilibrace v pufru pro SDS-PAGE

po fokusaci vyndame strip z tray a oplachneme je miliporovou vodou
pfemistime strip do vhodné tuby s ekvilibra¢nim pufrem

jemné tfepeme 15 min na stolni tfepacce

vylijeme ekvilibraéni pufr s obsahem DTT a vyménime ho za ekvilibra¢ni
pufr s obsahem Iodoacetamidu

opét 15 min mirn¢ tfepeme na stolni tfepacce

vyjmeme strip a oplachneme miliporovou vodou a 2 x SDS-PAGE pufrem

SDS-PAGE
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* na ptedem nality PAA gel (10 % viz piiprava PAGE gelu vyse) pfitlac¢ime
pinzetou strip, tak aby mezi stripem a gelem nebyly Zadné bubliny

= strip pfevrstvime 1 ml roztavené agarosy (0,2-0,5 % low melting agarosa
v SDS-PAGE pufru)

* po ztuhnuti sestavime aparaturu pro SDS-PAGE

= zapneme chladici jadro na -20°C, zapneme cirkulaci pufru

* nechame béZet 6 hod pfi 200 V (proménlivé hodnoty podle druhu nanésky,
velikosti gelu, apod.)

3. 20. Phage display

Experiment byl provadén pomoci Ph.D.-12™ Phage display Library Kit (New
England Biolabs).

Blokovaci pufr (neklavovat)
0,1 M NaHCO:s; (pH 8,6), 5 mg/ml BSA, 0,02 % NaN3,

Tris-HCL pH 9,1

IM IPTG (zasobni 1000 x)

TBS

50 mM Tris-HCI (HCI upravime pH na 7,4) , 150 mM NaCl
TBS!+ 0,1 % Tween

TBS? + 0,5 % Tween

PEG/NaCl
20 % polyethylen glycol, 2,5 M NaCl

Eluéni pufr
0,2 glycin HCI na pH 2,2 + Img/ml BSA

Iodididovy pufr
10 mM Tris-HCL (pH 8), 1 mM EDTA, 4 M Nal

TE pufr
10 mM Tris-HCI (pH 8), 1 mM EDTA

Selekce vazebné sekvence

= ZaoCkujeme 10 ml LB media bakterialni kulturou K12 inkubujeme pii 37°C ptes
noc

= Blokujeme GST-SH3 agar6zu 1 ml blokovaciho pufru 1 hod na tiepacce pii 4°C
= Centrifugujeme pii 4000 rpm, 2 min, 4°C a odstranime blokovaci pufr
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6x oplachneme 1 ml TBS'

K GST-SH3 agar6ze pfidame 1 ml TBS a 4x 10'° fagovych partikuli
inkubujeme na rotatoru 60 min pti 4°C

Centrifugujeme pii 4000 rpm, 2 min, 4°C a odstranime TBS

10x promyjeme TBS'

Navazané fagy eluujeme 100 ul elu¢niho pufru 15 min pfi laboratorni teploté€ za
mirného tfepani

= Centrifugujeme pii 4000 rpm, 2 min, 4°C a odebereme supernatant do nové
zkumavky

= K eluatu ihned pfidame 15 ul Tris-HCI (pH 9,1) pro neutralizaci pH

» Pro stanoveni titru odebereme z eluatu 1 ul a ud&lame fedici fadu (10°-10°) pro
stanoveni titru*

= Pfes noc narostlou bakterialni kulturu K12 natedime 1:100 LB mediem na 20 ml

s K této ptidame fagovy eluat a inkubujeme 4,5 hod pti 37°C za vyrazného tfepani
= Po této dobe kulturu ptevedeme do centrifuga¢nich zkumavek a sto¢ime 10 min,

pii 4000g, 4°C

= supernatant pftevedeme do novych zkumavek a pfidame 1/6 objemu PEG/NaCl a
nechame precipitovat pies noc pii 4°C

= Precipitat centrifugujeme 20 min 4000 g pii 4°C.

= (dstranime supernatant a pelet resuspendujeme v 1 ml TBS

= sto¢ime na stolni centrifuze 5 min pfi 4°C 10000 g pro odstranéni zbytkovych
bakterii

= Supernatant pievedeme do novych zkumavek a opét ptesrazime 1/6 objemu
pomoci PEG/NaCl na ledu 60 min

= Pelet resuspendujeme 200 ul TBS (toto je amplifikat)

= Odebereme 1 ul amplifikatu a ud&lame fedici fadu (10°-10'2) pro stanovni titru*

Vyse uvedené kroky ptedstavuji jedno kolo selekce fagovach partikuli nesoucich
selektovanou sekvenci. Tyto kroky opakujeme celkove ¢tyfikrat pro nalezeni
dostate¢né ,,zakonzervované“ sekvence. Po prvnim kole selekce pouzivame misto
TBS' TBS?, coz zvyiuje preferenci sekvence s vy33i afinitou.

Stanoveni titru fagu

= *Z kazdé fedici fady, odebereme vzdy 10 ul a ptidame k 200 ul kultury K12 (ptes
noc narostla 1:100 fedéna)

= Zkumavky s K12 kulturou a fagy nechame 5 minut stat (infekce)

= poté K12 kulturu s fagy pfevedeme do ptedem rozehtéatého ,,Agarose top*

= pielijeme na pfedem vytemperované LB/ IPTG/ Xgal plotny a nechdme ztuhnout

* Inkubujeme v termoboxu pies noc pii 37°C

* Druhy den stanovime titr pfepoéitanim barevnych plakti (M13 nese lacZa gen,
proto infikované plaky jsou modré pokud jsou kultivovany na plotnédch s Xgal a
IPTG)

Charakterizace vazebné sekvence
Po poslednim kole selekce mtizeme pfistoupit k sekvenaci DNA z vypichnutych fagt

51



kulturu K12 narostlou pies noc fedime 1:100 do 1 ml LB media
pomoci sterilniho pératka vypichneme barevny plak a pfevedeme do zkumavky

s LB mediem

nechame 4,5 hod inkubovat pii 37°C za vyrazného tfepani

Po uplynuti této doby sedimentujeme bakterie centrifugaci

Odebereme supernatant a opét centrifugujeme pro odstranéni zbytkovych bakterii
500 ul supernatantu ptevedeme do novych zkumavek a pfidime 200 ul PEG/NaCl
Nechame stét pfi laboratorni teploté 10 min

Centrifugujeme 10 min pfi 10000 g

odstranime supernatant a pelet resuspendujeme v 100 ul iodidovém pufru

pfidame 250 ul 100 % ethanolu a inkubujeme 10 min pfi laboratorni teplote

(jednotetézcova DNA precipituje)

centrifugujeme 10 min pti 10000 g a pelet opladchneme 70 % ethanolem
nechame vyschnout a pelet rozpustime v 30 ul TE pufru (material vhodny pro

sekvenaci)
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4. Vysledky

4.1. Modelovadni vazebného povrchu SH3 domény kindzy
Src pomoci programu PyMOL a Swiss-PDB viewer

4.1.1. Modelovani ligandu 1. a II. tFidy na vazebném povrchu SH3
domény kinazy Src.

Pii modelovani proteinovych struktur SH3 domény kinazy Src jsme vychazeli
z voln¢ piistupnych PDB (protein data bank) dat. Ty je mozné ziskat na webovych
strankdch napf. proteinové databazi portalu PubMED. Jak jiz bylo zminéno SH3
domény jsou schopny vézat ligandy dvou tiid (I. resp. II.). Bylo proto nutné
vizualizovat obg situace, kdy ligandy jsou navazany na povrchu SH3 domény kinazy
Src.

Pfi modelovéani struktur obsahujicich proteinovou vazbu dochazi pfi
vykresleni struktury k ptekryvu obou struktur a tim k znemozZnéni vytvofeni
ptehlednych obrazku. Je potfeba ze zdrojového kodu vycist obé ineragujici struktury
a oddélit je do vlastnich souborti. Pfi tvorbé nového souboru je nutné stextem
pracovat jako s oby€ejnym textem. Po této upravé je mozné oba soubory oteviit
,»pres sebe®, coz umoziiuje samostatnou praci s kazdou strukturou.

Program Swiss-PDB viewer umoziiuje pomoci funkce ,,Magic fit* na zakladé
sekvenéni podobnosti piekryti dvou pfibuznych struktur. Toho jsme vyuZili pro
srovnani SH3 struktur s navdzanymi rdznymi druhy ligandi. Program obéma
strukturam pfifadi analogické soufadnice. To ndm umoznilo snaz$i praci nasledné
v programu PyMOL, nebot' program Swiss-PDB viewer umoziiuje ukladani dat
v PDB formétu. Tzn. zohlediluje zménu soufadnic atomti coZ PyMOL neumoZiiuje.

Vizualizovali jsme ligandy I. i II. tfidy navdazané na povrchu SH3 domény.
Porovnanim obou struktur se jasné potvrdilo, Ze proliny z PxxP core sekvence

ligandu na povrchu SH3 domény zaujimaji jiné pozice (viz. Obr. 11- a, 12-a).
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4.1.2. Modelovani vlivu fosforylace a fosfomimikujici mutace

tyrozinu 90 SH3 domény Src na vazbu ligandu.

Jak jiZz bylo zminéno fosforylace tyrozinu 90 SH3 domény kinazy Src existuje in
vivo. Chtéli jsme proto tuto situaci namodelovat a vizualizovat. Program PyMOL,
zatim neumoziiuje modelovani fosforylovného stavu ze struktury, kterd tuto
modifikaci neobsahuje ve svém zdrojovém PDB kodu. Bylo proto nutné tuto
nedostate¢nost obejit pomoci funkce ,,build*, kde jsme ptfidali methylovou skupinu
na OH- skupinu tyrozinu 90. Nésledné H atomy byly zaménény za O a C za P, tak
aby toto odpovidalo struktufe fosfatové skupiny. Takto jsme tedy vytvofili model
SH3 domény kinazy Src s fosforylovanym tyrozinem 90.

Pomoci funkce ,mutagenesis“ jsme vybrali energeticky nejvyhodnéjsi
rotamer pro tyrozinu 90 snavazanou fosfitovou skupinou. Program polohu
jednotlivych rotameri vypocitavd na zékladé pravdépodobnosti vyskytu daného
rotameru v krystalickych strukturach znamych proteind.

Po vytvofeni modelu jsme pozorovali zménu vazebné kapsy. To by mohlo
zéasadné snizit silu vazby SH3 domény k ligandu. Otazkou zistava, zda toto sniZeni
je stejné pro ligandy typu 1., a II., nebot’ pfi pozorovani modelu SH3 domény s
fosforylovanym tyrozinem 90 se zdalo, Ze ovlivnéni sily vazby by nemuselo byt tak
zasadni u vazby ligandu I. tfidy. To proto, Ze podle modelu nedochédzi k pifimé
sterické kolizi s navazanym prolinem z PxxP core sekvence ligandu (viz Obr. 11-c,
12-c). Ptitomnost fosfatové skupiny vSak méni nejenom sterické pomeéry, ale také
zésadné méni naboj. Tyto zmény se bohuzel nepodafilo zohlednit pfi modelovani,

Po namodelovani fosforylace na vazebném povrchu SH3 domény kinazy Src
tedy doSlo k vyrazné zméné vazebné kapsy a ptimé sterické kolizi s ligandem II.
tiidy, zatimco ligandu I. tfidy fosfat pfimo nebrani ve vazbé. Dale jsme piistoupili
k modelovani fosfomimikujici mutace Tyr 90, kde je Tyr 90 mutovan za glutamat,
protoZe tato mutace md i svij vyznam pii vlastnim experimentdlnim ovéfovani
vaznosti SH3 domény, nebot’ nevyzaduje obtizné proveditelnou in vitro fosforylaci
pouze Tyr 90, zatimco by ostatni tyroziny na vazebném povrchu SH3 domény

zustaly striktné v nefosforylovaném stavu. Mutagenezi jsme provedli v programu
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Swiss-PDB viewer. Mutovany glutamat nese za fyziologického pH zdporny néboj,
podobné¢ jako fosfatova skupina. Modelovani ukézalo, Ze pfestoze je glutamat
strukturné zcela odlisny od fosfotyrozinu, je jeho mutace dostate€nd k rozruSeni

vazebné kavity a vnasi zéporny naboj (viz Obr. 11-d, 12-d)

Dale jsme v Swiss-PDB viewer timto postupem vytvofili nefosforylovatelnou mutaci
Tyr 90 za fenylalanin. Tato mutace méla slouzit jako kontrola pro domnénku, Ze
fenylalanin strukturné mimikuje tyrozin a tudiZz zésadn€¢ neméni povrch vazebné
kapsy SH3 domény. Soucasné nemiZze vlivem absence OH- skupiny dojit k jeho
fosforylaci, coZ jsme opét vyuzZili pfi experimentalnim ovéfovani hypotézy (pfi tzv.
»pull-down* experimentech viz dale). Vlastni modelovani prokazalo, Ze k vytvofeni
sterické zabrany uvniti vazebné kapsy vlivem mutace Y90F nedo$lo a kombinace
téchto, v experimentalni praxi hojné uZivanych mutaci, je smysluplna (viz Obr. 11-b,
12-b).

Nase modelovani tedy ukazalo, Ze fosfotyrozin stejné jako fosfotyrozin
mimikujici mutace (Y90E), by mohla rusit vazebné schopnosti SH3 domény
k ligandim II. t¥idy, zatimco u ligandu I. tfidy by zruSeni vazby nemuselo byt tak
markantni. Mutace za fenylalanin v ani jednom z ptipadd vazbé€ ligandu nebrénila.
Vysledky z pogitatového modelovani jsou tedy v souladu s literaturou (viz Tab. 2).
Pfedpokladany vliv fosfomimikujici mutace na vazebné vlastnosti SH3 domény Src

jsme se dale rozhodli experimentalné€ ovéfit.
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SH3 doména kinazy Src s navazanym ligandem I. tFidy

a) IQWE_WT (lig. L) b) IQWE_Y90F (lig. I)

¢) IQWE_pY90 (lig. I) d) IQWE_Y90E (lig. I)

Obr. 11

Modely povrchu SH3 domény kinazy Src s detailem na pozici 90 a navazanym ligandem I. t¥idy.

K vytvoteni modelti zde vyobrazenych byla pouzita krystalicka struktura a jeji PDB kéd 1QWE, kde
ligand 1. tfidy je arteficielni sekvence App 12 (APPLPPRNRPRL) (Feng et al., 1995). Zabarveni
povrchu SH3 domény podle zastoupeni prvki: (', [{, N, O

a) Detail prvni vazebné kapsy povrchu SH3 domény kinazy Src. Zelené je zabarven ligand I. tfidy
s modfe zvyrazn&nym navédzanym prolinem. b) Zde je na stejném povrchu mutovian Y90 za
fenylalanin. V tomto obrézku je ukdzéno, Ze tato mutace zadsadnim zpliisobem neméni vazebny povrch
domény a je tudiZ pouzitelna pro napodobeni nefosforylovaného stavu. c) Model fosforylovaného Y90
uvnitf vazebné kapsy SH3 domény. Zde je ukézana zdsadni zmé&na povrchu domény. Z tohoto obrazku
viak neni patrné, zda tato zména je dostate¢na k zrudeni vazebné kapacity domény vii¢i liagandiim I.
tkidy. d) Namodelovany fosfomimikujici stav, kde do$lo k muta¢ni zdmén& Y90 za glutamét. Zde je
vidét, Ze mutace mé podobny vliv na zmé&nu povrchu jako

vlastni fosforylace. K této zmé&né& musime pfidist také vliv zaporného naboje. Data pievzata z Feng et
al., 1995; vyobrazeno pomoci DeLano, W.L. The PyMOL Molecular Graphics System (2002)
DeLano Scientific, Palo Alto, CA, USA.)
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SH3 doména kinazy Src s navazanym ligandem II. tFidy

1QWF_WT (lig. I) 1QWF_Y90F (lig. II)

1QWF_pY90 (lig. IT) 1QWF_Y90E (lig. II)
Obr. 12

Modely povrchu SH3 domény kindzy Src s detailem na pozici 90 a navédzanym ligandem II. t¥idy.
K vytvofeni modeld zde vyobrazenych byla pouZita krystalicka struktura a jeji PDB kéd 1QWE, kde
ligand II. tfidy je arteficielni sekvence Vsl12 (VSLARRPLPPLP) (Feng et al.,1995). Zabarveni
povrchu SH3 domény podle zastoupeni prvki: (', [, N, O

a) Detail prvni vazebné kapsy povrchu SH3 domény kindzy Src. Zelené je zabarven ligand II. t¥idy
s modfe zvyraznénym navézanym prolinem. b) Opét je zde mutovan Y90 za fenylalanin pro ukazku
zachovéni témé&f nezménéného vazebného povrchu domény (nefosforylovany stav). c¢) Model
fosforylovaného Y90 uvnitf vazebné kapsy SH3 domény. Zde je narozdil od ptipadu s ligandem I.
téidy ukazana jasna kolize mezi fosfatovou skupinou a navazanym prolinem. d) Y90E fosfomimikujici
stav. Opét je zde vidét, jak ma mutace obdobny vliv na zm&nu povrchu jako fosforylace, ale navic zde
vidime opét jasnou kolizi s navdzanym prolinem ligandu II. tfidy. Data pfevzata z Feng et al., 1995;
vyobrazeno pomoci DeLano, W.L. The PyMOL Molecular Graphics System (2002) DeLano
Scientific, Palo Alto, CA, USA.)
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4.2. Testovani vazebnych schopnosti variant SH3

domeény kindzy Src

Pro ovéteni vysledkd z modelovani pomoci programi PyMOL a Swiss-PDB viewer
a naslednému testovani hypotézy, ktera ptedpoklada zruSeni vazebné schopnosti SH3
domény kinazy Src po fosfomimikujici mutaci YOOE, jsme navrhli vazebné pokusy
(,,pull-down* experimenty). Pti téchto experimentech dochézi k vyvazani vazebnych
partneri daného proteinu (SH3 domény kinazy Src) z bunééného lyzatu (v nasem
ptipadé¢ sav¢ich HeLa bun¢k).

SH3 domény byly exprimovany v bakterialni kultufe jako fuzni proteiny, kdy
byly fizovany s GST (Glutathion-S transferaza), ve variantich WT (,,divoky typ®),
Y90E (fosfomimikujici mutace), Y9OF (mutace mimikujici defosforylovany stav),
Prc (SH3 doména z virové varianty Prc v-src).

Expresni vektory jednotlivych variant SH3 domén byly vytvofeny v nasi
laboratofi Dr. Roselem zaklonovéanim pfislu$nych sekvenci do pGEX-2T plazmidu
(Amersham). Expresi z tohoto vektoru Ize indukovat pfidanim IPTG do media. Po
indukci exprese je nutné proteiny vyizolovat v co mozna nejvét§im mnozstvi. SH3
domény fizované s GST byly purifikovany pomoci afinitni chromatografie na
agar6ze simobilizovanym glutathionem (Glutathione SepharoseTM 4B, GE
Healthcare). Po vyvazani GST-SH3 fuznich proteinovych konstrukti je zapotfebi
tyto ptenést do lyzatu ze sav¢ich bun¢k (napt. HelLa) a nechat na SH3 domény
navazat jejich pfirozené vazebné partnery. Nasleduje série odmyvani, kde se zbavime
nespecifickych interakci. Poté je nutné proteiny rozseparovat (v nasem piipadé
SDS-PAGE). Déle je moZno bud’ proteiny pfenést na nitrocelulézovou membranu a
podrobit imunologické detekci, nebo analyze pomoci hmotnostniho spektrometru
(viz kap. 4. 3.).

Pfi postupu purifikace dlouhou dobu nedochazelo k dostatenym vytézkim
napurifikovanych proteinovych konstrukti. Tento kriticky bod se podatilo vytesit
pomoci zmény zpusobu lyze bakterialnich bunék v kterych probihala exprese fuznich
proteinti. Pivodné€ jsme lyzi provadéli pomoci sonikace. Tento postup ndm vSak u
naslednych vazebnych pokusech (pull-down) nepfinasel uspokojujici vysledky.
GST-SH3 konstrukt se nam nepodafilo efektivné vyvazat z bakteridlniho lyzatu. To
meélo za nasledek nizké procento vyvazanych interakénich proteind. Tim padem jsme

se dost asto pohybovali hluboko pod detekénim limitem imunoznaceni. Tento
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nedostatek jsme nejprve feSili zmé&nami sonika¢nich podminek (napt. prodlouzeni
¢asu sonikace, rizné cykly pisobeni impulzi ultrazvukovych vin, apod.). Ve ale bez
vétsiho uspéchu.

Piistoupili jsme k lyzi bakteridlnich bun¢k pomoci pfistroje French-press. Pti
tomto postupu bylo ihned patrné zlepSeni. Zatimco pii sonikaci zlstdvala vétSina
veskerych proteinii v nerozpustné fazi bunééného debris, pfi french-press metodé
lyze téméf veskeré proteiny pieSly do supernatantu, tedy bunééného lyzatu (viz
Obr.13). Vytézek purifikace byl zvySen desetinasobné€, coz vedlo u naslednych
vazebnych pokusi se sav¢imi HeLa lyzaty k markantnim zlepSenim vysledkl (viz
Obr. 14). Pro porovnani vysledki lyze sonikaci a metodou French-press jsme pouzili
krom¢ SH3 domény z kinazy Src i paralelné SH3 doménu proteinu Cas. To proto,
abychom si byli jisti, Ze zlepSeni vysledkt je signifikantni. Sledovali jsme vazbu
znamych interaktort SH3 domény Src a Cas — FAK a Stat3. Obrazek 14. ukazuje, Ze
za novych podminek lyze bakteridlnich bun€k jsme byli schopni detekovat vazbu

SH3 domén na FAK i Stat3.

sonikace  french-press purifikace

. .

pelet super pelet super  sonik F-press

..

> -

L

R

D —— Y

8
Obr. 13

Ukézka porovnani uéinnosti lyze pomoci sonikace a French-press. V prvnich dvou sloupcich je pro
porovnani nanesen stejny pomér peletu a supernatantu vzniklych po sedimentaci po lyzi pomoci
sonikace. Z toho je vidét, Ze téme&f velkeré proteiny jsou v nerozpustné fazi buné&¢ného debris. Na
dalich dvou sloupcich je to samé porovnani po pouZiti French-press metody lyze. Je vidét markantni
rozdil mezi ob&ma sloupci, kdy do3lo k pfechodu téméf viech proteinti do rozpustné faze lyzatu. Dva
sloupce v pravé &asti obrazku ukazuji porovnani mnoZstvi naizolovaného GST-SH3 konstruktu.
Barveno pomoci coomassie blue. Velikost GST-SH3 konstruktu 33 kDa. Marker molekulovych
hmotnosti viz. 3. 4.

L |
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Obr. 14

Porovnani u¢innosti pull-down experimentu sonikace vs. French-press. Po inkubaci GST-SH3
konstruktu (sloupce oznatené Src je SH3 doména ze Src kinazy, sloupce oznatené Cas je SH3
doména z proteinu Cas- pouze pro ovéfené jestli k zlepeni dojde i v jinych ptipadech neZ jen SH3
kindzy Src) v HeLa lyzatu, byly navdzané proteiny separovany pomoci SDS-PAGE a pfeneseny na
nitrocelul6zovou membranu (Western blot) a navazané proteiny byly detekovany pomoci protilatek
anti-FAK, anti-Stat3. Sloupec oznateny jako GST je negativni kontrola, kde do vazebné reakce
(pull-down) bylo ptidéno pouze GST bez SH3 konstruktu. Sloupec oznateny jako TL je pozitivni
kontrola totdlniho lyzitu HeLa. Redéni primamich protilatek anti-FAK 1:500, anti-Stat3 1:200.
Redéni sekundarnich protilatek 1:5000.

Po vyteSeni tohoto problému jsme pfistoupili k vlastnim vazebnym pokusiim
(pull-down) s cilem zaméfit se na nékteré proteiny, u kterych byla zndma interakce
se SH3 doménou Src kindzy. Prevazné pak proteiny ucastnici se integrinové
signalizace (Cas, FAK, paxillin). Vlastni vazebna reakce probihala v roztoku HeLa
lyzéatu pfipravenym pomoci lyza¢niho pufru RIPA (viz. metody). K témto lyzatim
byly pfidany imobilizované fuzni GST-SH3 varianty. Nasledovala separace proteint
na SDS-PAGE a westernbloting.

Proteiny naSeho z4jmu byly imunodetegovany na nitrocelul6zovych
membrandch. Jejich navazané mnoZstvi bylo porovnano relativn€é mezi jednotlivymi
variantami SH3 domén. Nase domnénka byla ta, ze fosfomimikujici mutace (Y9OE)
musi alesponi v n¢kterych pfipadech rusit, ¢i minimaln¢ vyrazné€ sniZit vyvézané
mnozstvi interagujicich proteind. Jak vyplynulo z poditacového modelovani,
predpokladali jsme naruseni vazby u proteini spadajicich sekvenci svych
polyprolinovych motivi (PxxP) to tzv. téidy II. (Stat3, pravdépodobné Paxillin). O
zrudeni vazby proteini z tzv. I tfidy (Cas, FAK) jsme nebyli plné piesvédceni.

Tyto vazebné pokusy jasné ukazaly, ze Y90E fosfomimikujici mutace

vyrazné snizuje schopnost SH3 domény vazat a to jak ligandy I. (Cas, FAK), tak i II.
| (Stat3, Paxillin) tfidy (viz Obr. 15). Fosfomimikujici mutace (Y90E) je samoziejmé
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arteficielni situace, které nemusi ptesn€¢ reflektovat situaci, ke které dojde
pii fosforylaci tyrozinu. Nicméné toto zji$té€ni pravdépodobné naznacuje neplatnost
na$i domnénky, podle které by fofomimikujici mutace a nasledné fosforylace Tyr 90
meénila preferenci ve prospéchligandd 1. t¥Hidy. Nicméné domnénka, ze
fosfomimikujici mutace (Y90E) vyznamné redukuje schopnost vazby ligandii na
SH3 doménu kinazy Src byla potvrzena.

Pfi vyhodnocovani na$ich vysledkt jsme zjistili, Ze je problematické fazeni
interakénich proteinlt obsahujicich polyprolinové motivy podle typu obsaZené
ligandové sekvence. U né€kterych proteind je vazebna sekvence (PxxP) znama
z literatury napt. STAT3 (PMHPDR ¢ili ligand II. tfidy) (Schreiner et al., 2002).
FAK (RALPSIPKL ligand I.) (Thomas et al., 1998). Cas (RPLPSPP I typ)
(Nakamoto et al., 1996). U téchto motivt jsou vét§inou dostupna data z muta¢nich
analyz, kde zdménou prolinti za jinou aminokyselinu dojde k zru$eni rozpoznani SH3
doménou. Avsak u jinych proteinti jako je napi. Paxillin (PPPVPPPP) (Weng et al.,
1993) nelze jasné urcit do které t¥idy ligandu zapada svou orientaci na SH3 doméné.
Dalsi problém je ten, Ze proteiny vétSinou obsahuji vice prolin bohatych sekvenci a
¢asto obou typd (tfidy I. i II.) a nevi se piesné, které jsou pro danou interakci

vyuZzivany.
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TL v-Src Y90F Y90E WT GST

il A

Stat 3 .

Obr. 15

Z obrazku westernblotu je zfejmé, Ze u fosfomimikujici mutace (Y90E) v SH3 doméné kinazy Src rusi
schopnost vazby této domény k t€émto ligandim: FAK I. tfida, Cas 1. t¥ida, Stat3 II. t¥ida, Paxillin I1.?
ttida. Sloupec TL je pozitivni kontrola lyzat HeLa, v-Src je SH3 doména z virové Src kinazy (zde
pouze pro rozSifeni dat vaznosti této domény), YOOF je SH3 doména kindzy Src mimikujici
nefosforylovany stav, YOE je fosfomimikujici mutace SH3 domény Src kinazy, WT je ,,divoky typ*
SH3 domény Src, GST je negativni kontrola, kde do vazebné reakce bylo pfidano pouze GST bez
fizované SH3 domény. Red&ni primarnich protilatek anti-FAK 1:200, anti-Cas 1:500, anti-Stat 3
1:200, anti-Paxillin 1:500. Red&ni sekundarnich protilatek 1:5000. GST-SH3 konstrukty a samotné
GST vyzualizovany pomoci Ponceau S.

4.3. Identifikace novych interakcnich partneru SH3
domeény kindzy Src

Pfi coomassie blue barveni proteinti v gelu po vazebnych experimentech (pull-down)
vyslo najevo, Ze fosfomimikujici mutace (Y90E) rusi zna¢nou ¢ast interakci. Na gelu
to bylo patrné z ,,vy¢i§téni“ sloupce pievazné ve vyssich molekulovych hmotnostech
(Viz Obr. 16). Toto bylo ve srovnani s WT (,,divoky typ*) sloupcem natolik
markantni, Ze jsme pfistoupili k identifikaci n€kterych majoritnich bandd, abychom
identifikovaly dal$i interakéni partnery SH3 domény kinazy Src, které maji vlivem
fosfomimikujici mutace sniZzenou schopnost vazat se na doménu. Dale jsme touto

metodou chtéli identifikovat proteiny, u kterych zatim nebyla prokazana interakce

s SH3 doménou kinazy Src.
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WT Y90E

Obr. 16

Na tomto gelu po pull-down experimentu je patrno, jak ve sloupci s fosfomimikujici mutaci (Y90E)
dochazi k ,,vy¢ist&€ni* sloupce oproti WT sloupci. Veliké bandy okolo molekulové hmotnosti 33 kDa
odpovidaji GST-SH3 fuznim konstruktiim, na které byly interagujici proteiny vyvéazany. Viditelné
rozdily mezi ob&ma sloupci je nejvétsi ve vyssich molekulovych hmotnostech. Barveno coomassie
blue.

K identifikaci proteini se standardné pouzivda hmotnostni spektrometrie
predchazena, né&jakou separaéni technikou. V nasem pfipadé jsme pouZivali
SDS-PAGE, pozd¢ji IEF/SDS PAGE, dale kolonu s inverzni fazi po trypsinovém
St€épeni a kone¢né€ ZipTip® Pipette Tips. Vlastni identifikace proteind se provadi
bud’ tzv. metodou ,fingerprinting®, tandemovou metodou fragmenta¢ni sekvenace,
a nebo jejich kombinaci (pro ovéfeni dat ziskanych z fingerprintu). K dispozici jsme
méli sluzby pracovis$té hmotnostni spektrometrie Vini¢na 7 (Mgr. Petr Jedelsky). Na
tomto pracovisti byla analyza provadéna pomoci MALDI-TOF a pozdé&ji i
tandemovou analyzou TOF/TOF (Applied biosystems). K analyze byly vybirany
bandy s rozdilnym zastoupenim u WT a Y90E.

V pionyrskych pokusech byl pro lyzi HeLa bunék, vyuzivanych k pfipravé
proteinovych lyzatd, pouZivan lyza¢ni pufr RIPA (viz metody). Problém nastal hned
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v zakatcich pokusi, kdy se ukazalo, Ze nedochdzi k uspokojivému vyvazani
interagujicich proteind k poméru ptidanych GST-SH3 fuznich konstrukti. Problém
tkvél predev§im v prespfilisné koncentraci vlastniho vazebného GST-SH3
konstruktu. Veliké mnoZstvi fuzniho proteinu pfiddvaného pro maximélni vyvazani
interagujicich protein znemoziiovalo signifikantné odliSit signal pochazejici
z GST-SH3 konstruktu od nami pozadovaného signalu z interagujicich proteind.
Bylo proto nutné snizit mnozstvi GST-SH3 a zéroveil toto mnoZstvi muselo byt
dostateéné k vyvazani pro detekci dostate¢ného mnoZstvi interagujicich proteint.
Jinymi slovy zefektivnit vlastni vazbu SH3 na jeji partnery.

Jako prvni jsme se pokusili tento problém obejit tim, Ze jsme provedli 2D
proteinovou elektroforézu (IEF/SDS PAGE). K tomuto kroku nés vedla myslenka, Ze
pfidanym rozmérem izoelektrické fokusace dojde k shluknuti GST-SH3 fuzniho
konstruktu do jednoho bodu. To mélo mit za néasledek zbaveni gelu zamoteni GST-
SH3 konstruktu s naslednym zlepSenim identifikace na hmotnostnim spektrometru.
Bohuzel tento krok nam nepomohl, nebot’ koncentrace GST-SH3 na gelu byla tak
velikd, Ze nedoslo jeji dobré separaci na IEF. Nicméné k jistému zlepSeni vystupnich
dat pfeci jen doSlo. Z experimenti doSlo k identifikaci jednoho interakéniho
partnera-hnRNP-K (viz Obr. 17). Situace by se pravdépodobné jesté zlepsila,
kdybychom prodlouzili ¢as IEF. Od tohoto jsme ale upustili, nebot’ pii pohledu na
2D gel se jasn¢ ukazalo, Ze mnozstvi pfidanych fuznich GST-SH3 a mnoZstvi
vyvazanych proteinti je v takovém nepoméru, Ze podminky panujici ve vazebném

pufru jsou zcela nevyhovujici.
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b) YOOE

Obr. 17

a) Na obrazku je patrno pfedev§im obrovské mnoZstvi do vazebné reakce pfidaného konstruktu

GST-SH3 (Cerné ¢ara pilici gel). Toto mnoZstvi je nepomérné k mnoZstvi vyvazanych interagujicich
proteind (viditelnych jako te¢ky ptedeviim v pravé &asti spodni poloviny gelu). b) Opét velmi patrny
nadbytek GST-SH3 (Y90E varianty). Nicméné je i pfes neuspokojivy vysledek experimentu patrno, Ze
v pravé &asti spodni poloviny gelu doslo u fosfomimikujici mutace (Y90E) k zmizeni n&kterych tecek.
Barveno coomassie blue. Cerven& je oznafena tetka identifikovaného hnRNP-K (heterogenous

nuclear ribonucleoprotein K - 99,988% protein score).

Navrhnuti pufru ve kterém by efektivnéji probihala vazebna reakce
(pull-down) bylo obtizné, nebot’ se muselo jednat o pufr, ve kterém by doslo k lyzi
bun¢k. Nakonec jsme se rozhodli pro pouziti pufru Hepes/Nonidet. Tento pufr
standardnim postupem je schopen rozru$it cytoplazmatickou membranu savc¢ich
bunék, ale jadernou nikoliv. Tohoto faktu jsme s vyhodou vyuzili k dal$i separaci
lyzath na frakci cytoplazmatickou a frakci jadernou, kterou jsme museli dale
podrobit lyzi pomoci French-press pfistroje (viz metody). Navic tento pufr nabizi
natolik Setrné podminky, Ze pln€é vyhovoval na$im narokiim pro vazebnou reakci
(pull-down).

Po zaméné tohoto pufru bylo jesté nutné presné stanovit mnozstvi fuzniho
proteinu nezbytného pro vyvazani veskerych SH3 interagujicich proteini z HeLa
lyzatu. To abychom piedesli pfidani nadmémého mnoZstvi fuzniho konstruktu
GST-SH3 do reakce. To jsme provedli jednoduchym pokusem, kdy k fedici fadé
zvyS$ujici se koncentrace fuzniho GST-SH3 jsme pfidal vzdy stejné mnozstvi HeLa
lyzatu. Provedli jsme tedy pull-down. Nésledn¢ jsme po SDS-PAGE a pievedeni

proteini na nitrocelulézovou membranu imunodetegovali s Src SH3 doménou
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interagujici protein Cas. Po odecteni jsme zjistili nejnizs$i nutné mnozstvi GST-SH3
do reakce ptidaného proteinu k efektivnimu vyvéazani proteinu Cas z HeLa lyzatu
(viz Obr. 18), které odpovidalo piiblizné¢ 1/10 mnozstvi GST-SH3 nutného pro
imunodetekei pti lyzi v RIPA pufru.

TL 30 20 15 10 5 3 2

———r :

Obr. 18

Porovnani mnozstvi GST-SH3 nutného pro vyvéazani velkerého Cas proteinu z HeLa Hepes/Nonidet
lyzatu. TL sloupec slouZi jako pozitivni kontrola z Hela lyzatu. Cisla nad jednotlivymi sloupci
znazoriiuji ul 50 % roztok GST-SH3 navédzaného na agarézu (Glutathion Sepharose) pfidaného do
reakce. Protein Cas je imunodetegovan nahote. Dole je absolutni mnozstvi GST-SH3 ptidaného do
reakce barveného pomoci Ponceau S. Z obrézku je vidét, Ze mnoZstvi 10 ul 50% roztoku agarézy
nesouci GST-SH3 je dostatené k vyvazani vétdiny Cas proteinu z HeLa lyzatu. Red&ni primarni
protilatky anti-Cas 1:500. Sekundarni protilatka fedéna 1:5000.

Po této zmén€¢ vazebnych podminek jsme byli schopni vyvazovat dostate¢na
mnozZstvi interagujicich proteinti s pouzitim mensiho mnozstvi pfidaného GST-SH3,
tak aby nedochézelo k zastinéni signdlu pfi identifikaci hmotnostnim

spektromentrem (viz Obr. 19).
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Obr. 19

Zde je vidét coomassie blue barveny gel po pull-down. Mnozstvi pfidanych GST-SH3 fuznich
konstruktd dovolovalo identifikaci pomoci MS analyzy. TL totélni lyzat jako pozitivni kontrola.
WT-, divoky typ* SH3 domény kinazy Src, E-fosfomimikujici mutanta Y90E, F-nefosforylovany stav
Y90 SH3 domény, Prc-SH3 doména virového Src proteinu, GST-negativni kontrola nespecifickych
vazeb. Marker viz 3. 4.

Vlastnimu méfeni na hmotnostnim spektrometru pfedchazi piiprava vzorku.
Je nutné obarvené proteiny, které chceme identifikovat (v naSem piipad tedy ty, které
byly pfitomné u WT varianty, ale nebyly u Y90E mutace) vyfiznout z gelu Setrnym
zpusobem tak, aby vzorek neobsahoval jiné proteiny, které by zvySily komplexitu
analyzovaného vzorku a tim sniZily pravdépodobnost uspé$né identifikace. Dale je
zapotiebi z vyfiznutych kouskil gelu odstranit zbytky coomassie blue barvy a SDS
(viz metody). Alkylovat rozvolnéné cysteinové zbytky, aby nedochézelo
k opétovnému vytvofeni pfedtim rozvolnénych disulfidickych mistkd. Konecné
podrobit trypsinovému $tépeni proteint v gelu na peptidy.

Zatazenim tzv. ZipTip® Pipette Tips po trypsinovém St€peni proteinti
vyfiznutych z gelu jsme déle docilili zesileni vystupnich hodnot hmotnostni analyzy.
ZipTip® Pipette Tips funguje jako rychld reverzni faze pro trypsinem na$tépené
peptidy, ktera vede k jejich znaénému zakoncentrovani. Po provedeni téchto pokust
se podafilo nakonec identifikovat dalSich 11 proteind (viz Obr. 20) interagujicich
s nemutovanou WT SH3 doménou kindzy Src. BohuZel se nam nepodafilo

identifikovat zadny z proteinu interagujici s YOOE variantou SH3 domény.
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Obr. 20

Gel po pull-down experimentu s vyznalenymi pozicemi identifikovanych proteini. Popisky ,,jadro*,
»~Cytoplazma* oznatuji frakce HeLa lyzatu (viz metody), které byly ptidany do vazebné reakce. WT-
»divoky typ* Src SH3 domény, E-oznatuje fosfomimikujici mutaci Y9OE SH3 domény kinazy Src.

1) Diaphanous homolog (mDia)- 141 kDa, cytoplazma
2) Inositol polyphosphate (SHIP2)- 138 kDa, cytoplazma
3) SF3al (splicing factor 3a)- 120 kDa, cytoplazma

4) SF3b2- 100 kDa, cytoplazma
5) Dynamin- 98 kDa, cytoplazma
6) Splicing factor 1 (SF1)- 70 kDa, cytoplazma

7) Enabled homolog- 66,5, cytoplazma

8) WIRE- 46,3 kDa, cytoplazma

9) Cyklin K- 64 kDa, jadro
10) SF3a3 60 kDa, jadro
11) WASL- 55 kDa, jadro

SHIP 2

regulace

RNA processing
signalizace

cytoskeletu Tab. 3

RS B SH-hunter | MSproien |
Diaphanous homolog
(mDia) PSR 99,90% 1248 100%
Dynamin PQPSR 99,90% 866 100% |
Enabled homolog (enaH) neznamé PPPPPLP | PPLPPG 90/07% 581 99,37%
WASL Zndmé RGGPPPP / PPPPAR 97/90 % 485 100%
WIRE nezndmé RQPPGVP /PSVPSR | 100/99.9% 440 99,80%
hnRNP-K Znama RNLPLPP 100% 440 99.90%
SF1 neznama WMQPPPP 97% 548 99,93%
SF3a1 neznama FPPPTTP 70% 793 100%
SF3b2 neznama RGPPPPP / PPPPLR 97/80% 840 94,58%
SF3a3 neznama GTFPGWP 50% 501 97.96%
znama PPLPPR 99,90% 1258 97.87%

Tabulka s identifikovanymi proteiny popisuje jejich moZzné PxxP vazebné motivy
ptedpovédéné pomoci algoritmu SH3-hunter (Ferraro et al., 2007). Ttida ligandové
sekvence je barevng odlifena. Modte jsou vyznageny ligandy I. t¥idy. Cerveng jsou

vyobrazeny ligandy II. t¥idy. SH3-hunter score uddva pravdépodobnost s jakou je
vysledek obdrZeny algoritmem signifikantni (&islo poskytuje sdm SH3-hunter).
Velikost proteinu je uddna potem aminokyselinovych zbytki.
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U nékterych z té€chto proteint je sice znama interakce (Dynamin, SHIP-2, hnRNP-K,
Diaphanous homolog, WASL), nicmén€ nebylo jasné jak k interakci dochazelo
(Ostareck-Lederer et al., 2002; Ahern-Djamali et al., 1999; Ahn et al., 1999; Prasad
et al., 2002; Tominaga et al., 2000; Martinz-Quiles et al., 2004). U zbytku
identifikovanych proteinti data o interakci s SH3 doménou kindzy Src chybi. Protoze
chybéji tato data, nebylo moZzné jednozna¢né ur€it, do jaké z dvou t¥id liganda
identifikované proteiny spadaji.

Jako urcité voditko nam opét poslouzil SH3-Hunter algoritmus (Ferraro et al.,
2007). Pomoci n& se podafilo ukazat, ze vSechny identifikované proteiny
pravdépodobné obsahuji PxxP vazebny motiv rozpoznavany Src SH3 doménou. Toto
stanoveni neni dostacujici diikkaz, nicmén¢ dodava vysledkim smysluplnost.

Pro dal$i ovéfeni naSich vysledkid ziskanych z MS analyzy jsem tedy vybrali
n€kolik identifikovanych proteind (hnRNP-K, SF1, SF3al) a podrobili jsme je
imunodetekci na nitrocelul6zové (po SDS-PAGE a Westernblot) membrané po
pull-down experimentu. Tedy jestli se proteiny opravdu vazi na SH3 doménu a dale
platnost domnénky o zruseni vazby na SH3 doménu Src u fofomimikujici mutace
(Y90E) zatimco by u WT i Y9OF variant vazba pietrvala. Toto ovéfeni ndm ukazalo,
Ze data z MS analyzy jsou spravnd, Ze se proteiny skute¢né vazi na SH3 domény
kindzy Src a hlavné, Ze fosfomimikujici mutace (Y90E) zrusi vazbu vsech téchto

proteind (viz Obr. 21).
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GST TL Wi E F

Obr. 21

Obréazek z imunodetekce proteini hnRNP-K, SF1, SF3al. Po pull-down experimentu byly proteiny
separovany pomoci SDS-PAGE a nasledné pfeneseny na nitrocelul6zovou membranu (Westernblot).
Sloupce oznatené: GST-negativni kontrola nespecifické vazby, TL-pozitivni kontrola-HeLa lyzat,
WT-,divoky typ*“ SH3 domény kinazy Src, E-fosfomimikujici mutace (Y90E) SH3 domény kinazy
Src, F-nefosforylovany stav (mutace Y90E). Je zde jasné& vidét, Ze u fosforylaci mimikujici mutace
(Y90E) dochézi k zna¢né redukci vazebné schopnosti SH3 domény. Narozdil u mutace Y90F, ktera
mimikuje tyrozin v nefosforylovaném stavu vazba vybranych proteinti pfetrvava. Redéni primarnich
protilatek anti-hnRNP-K 1:200, anti-SF1 1:200, anti-SF3al 1:200. Sekundarni protilatky Fedény
v poméru 1:5000. Nitrocelulézovd membréna barvené Ponceau S pro porovnéni stejného mnoZstvi do
reakce ptidanych GST-SH3 fuznich proteini a samotného GST.

4.4. Phage display

Phage display je selekéni technika, kde jsou na povrchu bakteriofaga M13 peptidy (v
nasem piipadé 12 aa dlouhé) fuzované s obalovym proteinem. Flizované peptidy jsou
tudiz vystaveny na povrchu fagové partikule, zatimco uvnitf virionu peptid kdduje
DNA sekvence. U Phage display metody tedy existuje fyzické propojeni mezi
pocetnou knihovnou ndhodnych peptidi (komplexita peptidové knihovny v nasem
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pfipadé byla 2,7 x 10° ) a DNA kédujici kazdy z nich. To umoZituje pomoci této
metody identifikaci peptidickych ligandd pro nejriznéj§i vazebné povrchy proteind
(protilatky, enzymy, receptory, apod.). Selekce je provadéna inkubaci knihovny
peptidi vystavenych na povrSich fagh (v poctu 4 x 10" fagi) s cilovym proteinem
(mnozstvi 100 ug proteinu), tj. proteinu ke kterému hledame sekvenci ligandu (SH3
doména kinazy Src). Nasleduje odmyti nenavazanych fagovych partikuli a eluce
specificky navézanych viriond. Po eluci specificky navazanych fagi provedeme
jejich namnoZeni uvniti bakterii a cyklus selekce opakujeme 4 x. To je dostate¢ny
pocet opakovani pro selekci konzervované ligandové sekvence. Po &tyfech kolech
vazebné selekce charakterizujeme peptidy DNA sekvenaci.

Pro dalsi testovani vlivu fosforylace Tyr 90 a piedevsim fosfomimikujici
mutace Y90E na vazebné schopnosti SH3 domény kindzy Src jsme navrhly
modifikaci Phage display experimentu scilem porovnat vazebné sekvence
preferované WT SH3 doménou a SH3 doménou nesouci YOOE mutaci. Po &tyfech
kolech selekce fagl vazajicich se na WT SH3 doménu jsme vybrali 20 nadhodnych
klonua fagh. Poté jsme jejich DNA podrobili sekvenaci. Po ptevedeni DNA sekvence
do aminokyselinové sekvence (viz Obr. 22), jsme vyselektované sekvence porovnali
se znamou Src SH3 vazebnou sekvenci RPLPPLP (Sparks et al., 1994). Ukazalo se,
ze 5 z20 nami vyselektovanych sekvenci plné odpovidd konsenzus motivu
RPLPPLP. Zbytek sekvenci byl konsenzus motivu velice podobny. RPLPPLP Src
WT SH3 vazebna sekvence je jiz del$i dobu znama (Sparks et al., 1994).
Z porovnani jednotlivych sekvenci je vidét i vyrazny trend k pfitomnosti
histidinovych zbytkd v N-koncové oblasti vazebné sekvence (viz Obr. 22). Pfesna
pozice téchto histidinti neni pfili§ konzervovand, avsak je zcela patrné, Ze k selekci

histidind N-koncové od PxxP core sekvence dochazi (v 16 sekvencich z 20).
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03 -THQLRPLPSVPQ-
11 -THQLRPLPSVPQ-
18 -THQLRPLPSVPQ-
20 -THQLRPLPSVPQ-
05 -QHVHRPLPPVPL-
01 -THPTRPLPPLPD-
12 --HHVRPLPPIPLQ
13 -=-HHVRPLPPIPLQ
15 --HHVRPLPPILFR
08 IDRHQRPLPPIP--
07 HHMTHRSLPPVP--
14 HHMTHRSLPPVP--
16 HHMTHRSLPPFR--
17 HHDSYRPLPPLP--
09 --GNQRPLPPLPLH
10 --TLNRPLPPLPFG
02 --APGNPLPHPPPA
19 --APGNPLPHPPPA
06 --APHTRLPALPPP
04 ——QHTRP%ELPPKL

Obr. 22

CLUSTAL 2.0.10 multiple sequence alignment naizolovanych sekvenci pro WT SH3 doménu kindzy
Src. * jsou ozna&eny pln& konzervované aminokyseliny. Cerven& podtrzené jsou motivy pln&
odpovidajici sekvenci RPLPPLP znamé z literatury. V N-koncové ¢asti sekvenci je patrné preference
pro histidinové zbytky.

Tato sekvence (konsenzus RPLPPLP ttida I. ligandii) byla tedy s uspéchem
vyselektovana u WT (,,divoky typ*) SH3 domény Src kinazy (viz Obr. 23). Zadna
z dvaceti osekvenovanych sekvenci nespadala do tfidy II. Toto ukazuje, Ze ligandy
II. tfidy maji pravdépodobné nizsi afinitu k SH3 doméné kinazy Src.

Piotoze po 4. kole selekce WT SH3 domény smés fagovych klonl jiz
neobsahovala zadné ligandy II. t¥idy (to protoZe maji pravdépodobné niZsi afinitu),
vzali jsme smés fagi po 3. kole selekce a pfidali je k YOOE variant¢ SH3 domény.
Doufali jsme, Zze sekvence na fagovych partikulich jsou po 3. kole jich pomémé
konzervované a zaroven smés jes§té obsahuje néjaké klony nesouci sekvence ligandti
II. ttidy. Do reakce bylo pfiddvano standardné 4 x 10" fagd na 100 ug GST-SH3
navazanych na agarézu (Glutathione Sepharose™ 4B, GE Healthcare). P¥ porovnani
titru po probé&hlé vazebné reakci se ukazalo, Ze na YOOE mutaci SH3 domény kinazy
Src se fagy vazaly v pruméru 100 x méné (viz Obr. 23). To je v souladu s nasim
predeslym zjisténim o sniZeni vazebné schopnosti YOOE SH3 domény kinazy Src. Po
osekvenovani 5 nahodnych klont jsme zjistili, Ze vSech pét odpovida konsenzu
preferovanému i WT doménou. 2 z 5 kloni pfesn€ odpovidaly publikované sekvenci
RPLPPLP (viz Obr. 24). Cela vyselektovana sekvence byla daleko vice
konzervovana nez sekvence selektovana &ist€ s WT SH3 doménou. Dale se ukazalo,

Ze i zde doslo k preferenci histidinovych zbytkti N-koncové od PxxP core motivu.
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Obr. 23

Relativni porovnéni mnoZstvi vytvotenych M13 (nesoucich SH3 WT ligandovou sekvenci na svém
povrchu) fagovych plakli (modrych viz 3.20.) po eluci vazebné reakce na WT (,,divoky typ*) SH3
doménu kindzy Src-vpravo a fosfomimikujici mutaci (Y90E)-vlevo. Rozdil v po&tu kolonii mezi WT
a Y90E dosahoval aZ dvou tadi. Toto nepfimo ukazuje na snizenou vazebnou kapacitu Y9OE mutace
SH3 domény Src oproti WT.

Déle jsme se pokusili otestovat hypotézu o preferenci ligandu I. tfidy u
fosfomimikujici mutace (Y90E) SH3 domény kinazy Src. Zopakovali jsme postup
hledani vazebné sekvence pomoci metody Phage display, tentokrat od zacatku
s variantou Y9OE SH3 domény. Méli jsme v umyslu porovnat naizolované sekvence.
Tedy sekvenci preferovanou WT typem SH3 domény (RPLPPLP) a sekvenci
preferovanou fosfomimikujici mutaci Y9OE. Izolace preferované sekvence pro YOOE
mutaci se bohuZel nezdatila. Pro ziskani uspokojivého vysledku by bylo nutné tento
Casové velice naroény experiment zopakovat. Nicméné vysledky z pull-down

experimentli naznaduji, Ze tato hypotéza neni spravna.

01 HHDSYRPLPPLP-
02 HHMTHRSLPPVP-
03 HAHHPRPLPPLP-
05 IDRHQRPLPPIP-
04 -THQLRPLPSVPQ

* Kk k *
Obr. 24

CLUSTAL 2.0.10 multiple sequence alignment sekvenci po vazebné reakci s Y9OE SH3 doménou
kinazy Src. * jsou oznageny pln& konzervované aminokyseliny. Cerven& podtrzené jsou motivy plné
odpovidajici sekvenci RPLPPLP znadmé z literatury.
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5. Diskuze

Vizualizace a nasledné modelovéani povrchu SH3 domény kindzy Src ndm umozZnilo
vyslovit hypotézu, kterda pfedpokladd sniZzeni vazebné schopnosti SH3 domény
v odpovédi na fosforylaci tyrozinu 90. K vysloveni této domnénky bylo zapotiebi
vytvofit modely, které ukazovaly rozdily na povrchu hydrofobni vazebné kapsy SH3
domény. Pomoci programii Swiss-PDB viewer a PyMOL jsme vytvofily model
fosforylace tyrozinu 90, kde se ukézalo, Ze tato fosforylace stericky koliduje
s navazanym ligandem II. tfidy. Dale jsme pomoci modelovani poukazali na to, Ze
tzv. fosfomimikujici mutace, kde se vna$i misto tyrozinu glutaméat, ma své
opravnéni, nebot’ vneseni zaporného néboje opravdu zménou povrchu pfipomina
fosforylovany stav. Pfi modelovéni jsme nedokézali pfedem jednoznaéné odpoveédét
na otazku, zda zruSeni vazby po fosforylaci Tyr 90 nebo vnesenim fosfomimikujici
mutace Y90E bude platit pro ligandy I. i II. t¥idy.

Jak bylo ukézano pomoci vazebnych pokusi tzv. ,,pull-down, k zménam ve
vazebné schopnosti SH3 domény kinazy Src opravdu vlivem mutace Y9OE dochazi.
Podafilo se nam potvrdit pfedpoklddané snizeni vaznosti SH3 domény k ligandiim II.
(STAT3), ale i L. tfidy (Cas, FAK). Poéitatové modelovani tedy tento vliv spravné
odhalilo. Da se tedy ptfedpokladat, Ze stejny vliv bude mit i fosforylace, kde byla
pozorovana podobnost zmé&ny povrchu. Pro potvrzeni téchto poznatkd bude potieba
pull-down experimenty zopakovat s SH3 doménou kde bude nafosforylovany pouze
tyrozin 90.

Modelovani tedy sice naznacovalo, Ze by fosforylace tyrozinu 90 i piipadna
mutace za glutamat 90 nemusela ovliviiovat vaznost ligandu I. tfidy, to se ale pfi
pull-down experimentech nepodafilo prokadzat. Moznym divodem pro rozpor mezi
vysledky modelovani a pull-down experimentl by mohlo byt fakt, Ze okolo fosfatu i
glutamatu v in vivo podminkach dochéazi k vytvofeni tzv. ,,vodného obalu®, tedy
preuspofadani molekul vody v misté navazané fosfatové, nebo karboxylové skupiny,
které by pak mohly branit vaznosti ligandd I. tfidy. Tyto zmé&ny ndmi pouZzité
programy neumoziiuji namodelovat.

Dale se nam podafilo pomoci ,,pull-down“ experimentu spojenému s MS
analyzou rozs$ifit seznam proteind interagujicich ptimo s SH3 doménou kinazy Src
(Diaphanous homolog 1, SHIP-2, Dynamin 2, Enabled homolog, SF1, SF3al, SF3a2,
SF3a3, WIRE, WASL a Cyclin k). Jak jiz bylo zminéno u proteini Dynamin,
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SHIP-2, hnRNP-K, Diaphanous homolog, WASL je interakce s kindzou Src popséana.
U zadného z téchto proteinl v§ak nebylo znamo jak s kindzou Src interaguje. Zbytek
nami identifikovanych proteinti neméa dosud popsanou interakci se Src kinazou. To,
Ze se pravdépodobné jedna o pfimou interakci pfes SH3 doménu Src je nutné jesté
podlozit dal§imi dikazy.

Nicméné vSechny proteiny obsahuji alespoii jeden motiv, ktery bychom mohli
zafadit do jedné z tiid ligandti SH3 domén. Toto bylo provedeno pomoci algoritmu
SH3-hunter. Je tedy mozZné, Ze se pies néktery z nich vazi na Src SH3 doménu.

U proteini hnRNP-K, SF1, SF3al byla provedena imunodetekce po tzv.
»pull-down* experimentu s nami ofekavanym vysledkem. Tedy, Ze fosfomimikujici
mutace Y90 rusi vazbu té€chto interagujicich proteint. To, Ze jde o pfimou interakci
je pravdépodobné s pifihlédnutim k velice slabé sile vazby SH3 domény.

Je zajimavé, Ze téméf polovina identifikovanych proteind spad4 do kategorie
RNA metabolizmu. Vét§inou se jedna o sestiihové faktory. Tento fakt je zajimavy,
protoZe kindzy Src je vétSinou spojovana s integrinovou signalizaci. O propojeni
s RNA metabolizmem se toho zatim mnoho nevi, i kdyZ bylo zjiSténo, Ze vice nez
20% proteint diferencialn€ fosforylovanych na Tyr v Src transformovanych burikach
spada piimo do této kategorie (Luo et al., 2008). To spole¢n€ s naSimi vysledky
ukazuje na nové zatim neprobadané pole ptisobnosti kinazy Src.

Pomoci phage display experimentu se nam podafilo naizolovat jiZ znamou
preferovanou vazebnou sekvenci SH3 domény kinazy Src (RPLPPLP). Tuto jsme
dale rozsifili o histidin bohatou oblast lezici N-koncové od vlastni core PxxP
sekvence. Je zajimavé, Ze histidiny nejsou pfili§ konzervovany na konkrétnich
mistech. To by mohlo byt zplisobeno moZnosti tvorby smyc¢ek ligandového fetézce
mimo strukturovanou oblast PxxP. Takovéto smycky by pak umozZiovaly
histidinovym zbytkiim zaujmout jejich misto na povrchu SH3 doméné. Dale je
mozZné, Ze se jedna pouze o artefakt vznikly uspofadanim experimentu, kde knihovna
nahodnych peptidl obsahuje pouze fetézce 12 aminokyselin dlouhé.

Pomoci modifikace Phage display experimentu jsme se snazili testovat
hypotézu o mozné preferenci ligandd I. tfidy u fosfomimikujici mutace (Y90E).
Bohuzel tato metoda nepfinesla jednoznaénou dopovéd’. Experiment by bylo nutné
zopakovat coz by bylo &asové velice naro¢né. Spokojili jsme se proto, s vysledky
z pull-down experimentli, kde se tato hypotéza ukéazala jako mylna (viz vySe).

Nicméné pfi postupu bylo ukazano, ze Y9OE mutace sniZzuje aZz 100 x mnoZstvi
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navazanych fagovych partikuli (M13) v porovnani s WT variantou SH3 domény.
Coz nas vede opét k pfesvédCeni, Ze toto podporuje nasi domneénku o sniZeni
vazebné kapacity fosfomimikujici mutace (Y90E).

Vzhledem k vysoké konzervovanosti tyrozinu v oblasti RT-smy¢ky (Tyr 90 u
kindzy Src) je dosti pravdépodobné, Ze by mechanizmus regulace vaznosti SH3
domény v zavislosti na fosforylaci tohoto tyrozinu, byl obecné platny pro viechny

SH3 domény obsahujici tento in vivo fosforylovatelny zbytek.
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6. Shrnuti

. Podafila se potvrdit domnénka, Ze fosfomimikujici mutace tyrozinu 90 (Y90E)
v SH3 doméné€ kindzy Src vyznamné€ sniZuje schopnost této domény vazat jeji

ligandy.

. Byla zavedena pomémé obtiZznd technika identifikace proteini pomoci
hmotnostni spektrometrie po tzv. ,,pul-down“ experimentech. Tato technika bude

nasi laboratofi v budoucnu vyuZivana pro obdobné aplikace.
. Podatilo se identifikovat celkem 11 proteint interagujicich s SH3 doménou
kindzy Src. U 6 identifikovanych proteinii nebyla nikdy popséana interakce s Src

kinazou.

. Zavedena ¢asov€ velmi naro¢na technika Phage display screeningu pro kratké

ligandové sekvence. S pouZitim této techniky v nasi laboratofi se také déle pocita.
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