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Abstrakt

Kingza Src hrm$enasss aingrnw®lotand oeh povrchov'
Je soul 8st2 sign8ln2ch drah pod2lej2c2ch se
moi | ity. Jej?2 aktivace protoinnpktdi @hg ES8héEpD®n

Src dmdgemmol ekul 8r n2 mi inhibilnpmiypraalbiamovT
helixem CD I|linkeru, zat 2 mc ok cSrH2o vdio m®ynr&obsid §ng e~
regul aln2 dom®nkyaubdkyguk?nfgpnav@akdygm®ny, | 2 mg

neaktivn2z for mu. PSechodzdogakimvnBhlot ctiamnwhii
Vgechny konformaln2 pSestavbfosfouylvdlzm2amnt
kl 2]l ovich tyrosinT 416 a 527.

Byl nal dnvieafosforgov 8t el nT tyrosseopifopgéyi ekj al
regul 8tor aktivity kin8§zy. Jedn8 se o Tyr 9
zhydrofobn2chkampag e bnreljczhh o i nterak| n2ho povr
fosfomi mi kuj 2 c 2k vreustidngoggbenSrlda n90E SWF j e patr n(
Tyr 90 vede ke zvigen2 kin§zov® aktivity Sr
do hydrofzebm®ho wavrchu SH3 dom®ny, CPog zp-
l'inkeru. Src 90E m§ | 8stelnl transformaln?
tedy abB®srtarkt n2 akti vaci Src.

+1 pél OU Ol 1T OA

kin8za Src, S H3 Sdhazoa&@meamycds pomB&Y R lini€ srdnsformace




Abstract

Kinase Src playanessential role in signal transduction from activated surface receptors. Src
is involved in signal pathways that participate tihe control of cell proliferation,
differentiation or ratility. That is why Src activation undergostrict and complex regulation.
Inactive comormation is maintained by intnaolecular inhibitory interactions. SH3 domain
associates with polyprolin helix in CD linker whereas SH2 domain binds phosphorylated C
terminal tyrosine 527. Both regulatory domains maintain contactsthgtlobes ofa kinase
domain thereby stabilizingninactive conformation ofhe catalytic domain. Transition tan
active state isaccompanied b disruption of these inhibitory intactions. Conformation
changes are substantially influencedtbg phosphorylation status of key tyrosines 416 and
527.

Phosphoproteomic analysis revealed new Src tyrosinedueesiwhich can be
phosphorylatedh vivo. It has beerfound, that tyrosine workasanadditional regulator of Src
activity. This is Tyr 90, whicliorms one of the hydrophobic pockets in bieding surface of
Src SH3 domain. Based time expression of phosphomimic mutant Src 90B ipomber in
SYF lineage, ithas beerobserved, thaTyr 90 phosphorylation elevates Src kinase activity.
The reason is that the phosphate introdwceegative charge intthe hydrophobic inding
surface of SH3 domain wth causes decrease irthe affinity to CD linker. Src 90E haa
partial transformabnal potential. Deregulation @hosphorylation of Tyr 90 could therefore

lead toanaberrant Src activation.

Key words
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1.2 61 A

Src je prvn?2 objevenld onkopr ot en&zaa plrevr
nezbytnlT pro udrgovg&n2 homeost8§ze vnitSn2ho
dal g2ch bunhDlnifch dnRjT. Je viznamnou kompo
proliferaci, di ferenci aci a mi dgvara & polarizacen Nk . i
bunhDk | i udr dPkwd m2 mk o btueRkktaTmis a extracel ul §rr

Src patS2 do skupiny nereceptorovich prot
zextracelul 8rnz2ch receptorT na i@adnéaceliwgln&yrr
uzel, na ktienrt®nyg rdaoccih 8vze2l kkeho mnogstv2 rTznlcl
zej m@niaghwal i zaci pSes aktivovan® rece®torove

proteiny a integriny.

Vzhl edem ke sv® rndke@mrsa@®@bualRi nVch procesT
Src pS2snhD regulovgna. PSev§&§gnh8u RkBt i nnaacpé
vi naktivn?2 konf or maci . Ta je wudrgovs8na intr.
jsou zprostSedkov§nyH3r emg WSIH&2|. n 28 e cchoom® ndaomi k a
stavujespjats 0 zr ugen2m t NcThstloe dvkawz evba zab yt oprvot ei nov 1
fosforylaln2ho st art8mscui ks t2rl wkvtTwrhy tSrrco.si nT v

Deregulovan® for my Src mo hfoour mag T s obbuonviakt .
schopny navodit zvigenou bunhR]lnou proliferac
ukot vpeov2r ckhu. rPoclg@ni zlkci aktinov®ho cytoske
kontaktT a semnx?tgermnc?e |l adchBagmne& skmatdnt xi nvadov§gn2 |
tkg&n2. Zvigen§ kin8zov§ aktnmnvoihtaa tay peexcphr ensSed 03

Tato pr8ce se vhDnuje BSH3ndom®hBskongksgcsr
objevena pSi anal T zeb rfyoosnf Sl prr2oct he ofmiub rmoybgl2acsht Te
king§zou Src. Tyrosin 90 se nach8z2 na inter
jednu z hydrofobn2ch kapes pro asoci aci s |
zbytku a n8sledn8 @mIDnpowraklu nmffge mazebmrmgol

interakce zprostSedkovan® SH3 dom®nou. St §ve
fosfotyrosinvt ®t o pozici nRjakl funkln2 vIiiv na prT
fyziologii buRKky.
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2., EOApOUBDGAEIT AA

21Hi storie vizkumu kin8zy Src

Pol 8tky vIizkumu kin8zy SrPeyorsRousdalt @iz P koSe
nesouc? zslahrk¢g mpSi pravenlT bezbunhDlnT filtr§t
vdal g2ch kuSatech. NavzalindekagRnsnawd pp Na
byla pSijata se g@mapSedpskledPdal opr @ esopy?@per ov
endogenn2ho neg infekl|] n2ho0.pTlveotdeuc.h B0 .a sdtoa
podaShumDRzx ht o izelo§vdaotr Tr et rovi rus schopnl n8§dc
nazvsn RousTv vVvir(@RSV)auSemadhosesatrakkompr vn2zm \
v tumorech(shrnuto vBjorgeet al.,2000; Martin, 2001; Guarino, 2010)

Ng§sl ednlT vizkum, zejm®na objev mutantn?2ch
vedl kidentifikacipr vn2 ho genu odpov RrkogéhlvercBpb vizthi kKalnig
experimenty s DNAmpulkeS8mexd fy& r mfoer m8§ | n 2 bunni| nl
konzervovanl mezi mn dStehdinenan 197d; Buraietoar, §981) i s my
Byl definovgn nerbm2nid| pulro tporeenkkuongier roa shfoo rgreanlun ?
potenci 8§l empr Tkbtfehrul ebvyoll uxe i nkor pdéhrmuto&n do
Martin, 2001)

V roce 1977 Brugge a Erikson imunoprecipitodli0 k Da vel kT1-Sré osf op
zlyz §tRSV-zr ansf or mo v a rnBrugde &fEiikson,dWwTa sk Bz alje $ ak
v-Srg, takj e ho b un NI nSrc jshuopmoteinyokgi nc§ z o v o u(Colek étialy i t o u
1978; Collett & Erikson, 1978; Levinsoet al., 1978; Opperman et al., 1979) N§s | edn T
obj ev t ysfooylmce(Eakivarket dl.,4979) kterlT pSekonal do t®
ge Kkin8zy | sou s othnypouye nd sesneah mgbbtretninadh ved r
kpozng8n2, gespSercc fjiec kt8y(Hpotspi& Seftom, K9BA) § z a

Porovngn2vssakscgran?l vy enhkaéanikloydle!| i novli c
alteraa®na v I znalknoonuc oovdgle jgingodstt2pr odukt T, k de
19 aminokyselin<Sr ¢ zamhRnNno 12 odIl i-SgcfThkeya & Hanafusa k y s e |
1983)Dal g2 rozd2| kimglzyv®bjakyt é vy t ), kter8 byl e

(Coussenet al.,1985)a r ovtnrfagn svf or mal n2 m pot Smci, §lna h oma

11



odwSr c, nezpTsoboval an8idopSivowl rtazam& (filvaatdarcd d u
al., 1984; Shallowat al.,1984) Experimenty £ hi m®r n 2 miSrcfa@Irnta mi k &z al y
ge vygg2 kin8zov8 aktivita a schGpeominglrm2n
oblasti vSrc (Iba et al., 1984; Tanaka & Fujita, 1986Bun | nT -SorTev,odj avk o gt o :
vedouc?2ho ke vzniku n8&acornfor mgylIn2d PbkuanZdd m ®& ale
nepatSilnhD aktivovs§ny, ywh6ukpredopapdijiayko?2 on |
mol ekul 8rn2ch mechani smT tumorigeneze.

Dal §zkum se zamRSil zejm®rnaihyg ROpBpYemBY
strukturu. Byl odhal en akt ifwalf orydmedadr? hauvbri U knt?2
Srg definov8§ny SH2 a SH3 dom®ny jako? stave
protan-pr ot ei novI® iinnter arkaleekul 8rn2 vazby regul ¢

interakl|l n2ch partnerT ScZc¢h sjigm@l mkah vikiasgk
lokalizaciast udi um eflekho®SmpaimeBHsob?2 na burkllemo®u fy
vp S2 p-SrdVkdoukn §dor ov ® t r a (sterfuto vMiarting 20010 u n Nk

12



2.2 Struktura aregulacek i ng§zy Src

Soustava mechanismJy uimogRe{ 6 ¢? c prSeejkw?pd en |
rozvinutlch siJgmedltm2oauh sDyht8§@mP.ch s2t2 regul
bunhD|l n® procesy pol2?naje genovou expres?, n
di ferenciac?2, transportn?2mi mechani smy | i ap

Jednimij 2z h hlavn2ch kompogermtk grsyoat pyeotije
nad odi nu proteinT, kter®Jephai kl gndv®esdéhtnik
kter8 je mezi ni mi s tseouddriuunrenjlv Iktogn?zcelr rogorvoatneSi. n
jeg tivwSevgech eukarwmgiirc& Tkcihn §zavfl.ch rodin j
me t aMamrfinget al.,2002)

Src pat $2 me z i nereceptorov® proteintyros
rodin: Src, Csk, Fak, Abl, Jak, Fps, SykaTecJej i ch spolelnim typicklI
povaha jejich struktury. KromhD ki h8dowm®ndam
strukturn2ch prvkT, kter® zprostSedkovs§vaj?
partnery,tak nt r amol ekul 8§rn2 vazby umogRuj2c2 regu
proteinu do patSilnTch bunnhl2nT<ihg hs8timmakehuF ¢
tvorboudokovacprecd médmotl|l i v® proteiny.

Rodi na Kk$FK)§z2 Sr d | ov Dk a: Srov YeS, &ynaBlk,1Btk, Arkl e ny
Fgr, Hck, Lck, Lyn a SrmSr ¢ Yes a Fyn jsobureBRlpnlicmovEnpye
Ostatn? tRutroot edodiyny j sopuecprfodukKv §hbuyuRkj§n®n a
hemat opoet i Jqshr®utoovThpnias & dBrugge, 1997 S FK maj 2 mol ekul
hmotnost w 0 z m&2% 62k Da a jsou tvoSeny ge-kondijestr uk:
|l okali zov8§na SH4 toylm®navn Dkt @SB pe € eylongur p al mi
kot vu. D8l e za touto oblast?2 n8sleduje unik:
SH3 dom®ha@am®rrsad2 ki n8§z ov SkontoEBH 1Ir)e gdud na@hmeto veo b@ a s t
Tatosyan & Mizenina, 2000; Boggon & Eck, 2004; Roskoski, 2004) o b j a stiRliuvy§ n 2
SFKa zt oho vypl2vaj2c?2ch mechani smT jejich r e
krystalografick® an al(Yamaguchi & Bendrickso, 1996; 8icheriHc k &
et al., 1997; Xuet al., 1997; Schindleet al., 1999; Xuet al., 1999; Breitenlechneet al.,

2005; CowanJacobet al.,2005)
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221Struktura kin8§zy Src

Proteintyr oioteiko vel§asta60 Dac j pbog st rkorkg)ur a |
t voSena S HdmyridtoyloM®un kotvou uni k8t n?2 dom®nou, SHS3
dom®nou, CD linkerem, &Gkonmf@xzouowe@&Ha)ndom®h
soul| 8tstrrosjien 527 (]l 2sl ov8hAhob(Gdéa)Vui n&&Dn o np oc
stavu je struktura Sric ivretcrea mkod mkald t8mr2n.2 U chrt g
vazba SH2 dem@y 8da2C g meorstf oabyd sohviajnd@D Tyr 5
linkerusSH3 dom®nou. SH2 at &H é&kgtaocko®@bhom®INBdoa a t o
strmm®dt il ehl ® katalytick®mu rm2zstuuj.e nRPSin D&k teir
vgech intramol ekul 8rn2ch vazegXuetal,P97r199t ur a s
CowanJacobetal.,2 0 0 5 ; Btealr, 20@8Y -

175 416 7

Y - p
< Q0 0 ,‘
LE SH3 H—‘Ww 77‘,’(]@30.;6&;)‘ ‘}__'w

Myristoylacéni Konzervovany PPII Aktivaéni C-koncovy
misto arginin helix tyrosin

smycka

Obr . 1: Sch®matick® zn§zornBne fem®rmo$@®nat #ul
uni k8tn?2 dom®nou, SH3 dom®nou, SH2 dom®nou
zn8zornhNDny z8sadn? regul al n2(p $ien maotky sel upoa
Boggon & Eck, 2004)

22.11SH4 dom®na
SH4 dom@mn%ern & S oaumienokysel i Bddhlemi pzbyteloy yn
jeNkoncovl Me t (Gdtberetdhlg 19Bx) & Gly 2j e a c yyristoyl§vou
skupi nou, kmed Bu jké né&e ebir @ @asen& Sefton, 1985)Jako
myristoylaln?-teirgnm §I§8| 8P o iRelfenanitraltl1O§5s Kaplanet

al.,1988) U v DNDtginy SFK, ni kol i ale u Src samot n:
palmitoylem.Uk ot v e nme nforrcEny) j e proto stabilizov8no
aminokyselin na rozhran2? SH4 a uni k8tn?2 dome

inter aguj2 se z8&pornhD nabitl mi pol BResh2984) s kupi

14



2212Uni k8t n2 dom®na

Uni k8t n?2 dom®dhlao kh § 8§&6y &Smichgkpse el ji 1 ®d BIFKa |
asekvence . Fnketc®tfo ckl8l asti JegthD nebyla uspok:
jej?2 struktura, jS&Ki ko gu nr &K rnaztetingem ®Swéaz ksm§
rozpustnost a st&biykbiwlj zacd anemsBylewqak di f
pozor,ovgemNDhem mit . - zZfyosd maly§d ma%s &rtihmue okii m§z cau
(Morganet al.,1989) Uni k8t n? dom®na kin8zy Src je rov,
receptoru(Yu et al., 1997) PSedpokl §d§8 seYpastpn2cyyesgesp®
interakc?2 j edznlodvTl mil chhr &tFKi sy a interak]| n2 mi

2213SH3 dom®na

SH3 dom®na kin8zy Src je globul 8§rn? strt
zbyt kT (aydlndk2>el Jej2 hydrofhbdat2bajishiE)y o | e
kter® se uspoS§dg§vaj2? do dvbeu sviap.elfjle mp dkwrl ot
rovnhDg hydrofobn? obl ast-SrdesmhlhRoul emcoBT |
Spoj bA £bB8%B sbhC.Obsahuje 2 vazebn® ISapsktarnzed
mut aln2 anallzy umognily identifikovat amino
Tyr90,Asn 1359 yr 136 jedn® vazebn® kapsy, Tyr 92
kapsya Asp 99 a Tyr (YG8 ét al.s1pR;cErptlet al.n1095;K<a gt al.y
1997)
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Obr. 2 : Schematickl model struktury SH3 dom®n
Zn8zornMmon®yasml iny jsou Nigaatdhy® BaovmaspcvikTi
C,H,N,O;CDlinker-z el en8 ( PDB etlaD1997 $BE@;v@e®aun mdtzov g, 20

SH3 dom®upralin-bvo8hgaete® vence nesouc? jExyRk&aoi
aminokyselna) (obr. 2) jpeon gi nt er ak ci prolinT sz&wajpsmaaj 2 |
konf or maci | evot ol elixu®ypwll (PPH)I(Wuetrab,1994) ¥a ®k b n &
afinita a spectifZvitakotvdd&d eampiosé Kk ywaalhi8rzey 2
sevsoused®t mdt Pxx. Tentdo zlpeice b palletdho,Zdeses vy
nachs8tzermN ngt eflmiln8IN od PxxP, nawovichujSel3 or i er
d o m®Bejinujene protoligandy L (RxxPxxB a I. ( x P x x P x FFenget &.21894,

1995)

VuzavSen ® onfamaé RT asB R ¢ ks myr| akgyWNjk2mnseov i m | al ok
ki n8zov ®CDdioken@talyme z i tgom®rdw Nv. Asp 21& BSernc s my | ky
t voS? solAdg mIsk8 eki 38§zo0v® dom®ny. Kont akt s
zahnuj e jJjak vod2kov® vazby, tak (Muenal.t©O87 Waal s

2214SH2 dom®na
SH2 dom®n a kingzy Src ] e struktur a gl ok
aminokyselinovimi zbp&HkyJeépmi nehkhysb8limstty, | §dedn (

jezobou stran oabhklkempen jednzm
SH2 dom®ny r ozpeozmesvay @2 sfeksvfemrcyl ovanl ty
jejich vazebnim povrchem v pBldem®ntvyol s1ékinc
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sttk t ury a smyl ky, jeng je smojchjg?2 , edyntav § 22 uc
fosfotyrosin a dr uh§, nbaistu, o ipterdguje® & ysdtrroafnolb n & e
aminokyselinou pozici+ 3Gt er mi n81 nN oBrVymwmxsfvayebw@nkaps.
vysoce konzervovanl arginiknt el 8Sfektjreost @t
fosforyl ovanT (Waksmanstal.neoe, 1992 BEcettalk K093)

Vazebn®fotsdoipepti dovIi mi Kni hovnami uk 8z al
rTznTch tS2d podle tohoi5 jaankionuo ksypseecliifni§m nv8ysk
fosfot yr osi nu. Src kisekiena pTp@weGiud d £t. n 1 sw§ arci n  j
dohydrd obkna2psy a kysel ® zbytkpaeiekimostaanti noky :
vazebn®ho povrchu. SH2 dom®na Srcmno@glsd o8B mbh
' igandT, kter ® nemaj tSongyardeoa,d993) pt i m8l n2 sekve

Kr omRD i nGteerakicre§Isn2 m koncem Sr ckatalytick®?2 SH2
d o m®mA helix SH2j e or i ent ov 8§ helixaaEt ikp anr8azloevi@ Nd okm®n vy .
tyto struktury nej sou Spojeny ni kter ak tr
kompg ement 8rn2 a navz8jem interaguj ?2 nNkol i k a
Set (Xaatal.,1997)

2.2.1.5CD linker

CD linkeramienoktyse$ctniov8 sekvence spojuj?
Vestrukt vl virrtc kwnfor maci j Amvy 8pBygs &SHI3n adw®n®
2497253 |l evotolivl polyprolin®H3 jhakd x| itgysgonud |
CD linker nenese klasickl PxxPxR konsensus.
v8gevahéd mrydrofednin2Tkrapsdy, mAsn 135 a Tyr 136.
kde bid¥%paldkEl n2 sekvence zanoSen druhl prol i
pol §rn2 SetBNaejcmmu2 bp&nSi vn® pol ohy oprotizpTsob
opti m8Il n2 (Hudtal.dg¥ond T m

2.2.1.6Ki n 8 ASH¥)8 o m®n a

Src m8 katalytickou -dalim®k & nc{kreghtanietide,tr u sy i ¢
1991)s pol el nou vgem Madieikd niShn&§28nm al ok (amino
2671 337) s e5bsSkelt8Xz8& Tz t v o S 2bdist & jednohmhelixug(@).r aV B @ 2
Ckoncovl | alok (amOhokegspeBretMbegad, MM el i k §
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Vazba substr 8t Prabpit®&8nee goBiBitoN mezi ol
adenosin trifosf 84alok s&Sptl astse? segmam®@h @ MNspo
orientuje ATP do -bph&v 8 ®sspmwy |bkhay)( GG tgesrihaBgd u j e
a-ab-f osf &t kojosai novg&ny Lyg3sl @®BEm jpea pzaosdadpsoivaladin T s
lalok (Xu et al.,1997; Breitenlechnest al.,2005)

KromhD Lys 295 byly i deant® farkiowv@lkyys ed ailngy?,
katal yti ck® ejdfrdr os ee nzzvylngug.t DJ o IAa pa [3y8t6i cnka® hsBn
(sekvence HRDLRAAN)C-k oncov ®h o | al oku. orKiagmtl wjted ckVr oa
zbytek substrddop®hohyr catheligzRiuj 2ZSejknmaX r ovn N
obecn8 b8ze, ktheyrd8r ooxdynl2onv8® psrkoutpoinnyz t yr osi nu
atakgf osf 8§t u ATP. Dal g?2 konzervovarmpaw n& mizrboyk yes
aktival n2-l aslnmoykluk.y VCh®et kdavnotuymolcb Séf ®ubk@@r di nuj
fosf 8t ov® (shinugvRoskpskiA2U08; Cowadacob, 2006)

Kagdl | aloeam@riywS8abs®huwje Gegmabivatktakdiw
inaktivn? WNd refrani m&d en.2 naC | & e b k 2¢ vzhjlegeenkegzbytku
obl asti pohybuje a rotuje, | 2mg tvoS2- nebo
|l aloku na stejn®m principu funguje aktiwvaln
vede ke stabil i z@wetal, 999, Breitenfechriex al. 2QD5) ma c e

Lal oky kin8zov® dom®ny se vz8jemnl pohybu
katal ytick®@tev®eatakonformace je nezbytn§ p
UzavSen2m katalytick® gtRDrbiny umogRuje subs
Blokov §n2 t Rchto konformaln2ch pSechodT |i ovl
zmDnNND akti vi t yshikutaovmBoskoski®00d)o m®n y

2217C-koncovIl segment
Na %pl-km®mciC Src se nach8z2? kr8tk8 aminoky
5211533), kter8&8 nese reguloasl|frold ydTazn amnylr oBy rn u5

segmentu na [@Bdt2l adloem®n uk aat a | (Youngeka®, 200K Tatovi ty k
interakce |je vgak Fteelranmti invuns)  Ssrlca b 1§ e lighpsleal hi ukj oeg
shydrof obn?2 ami ncogkly s etl i3n,0 uk tnear §mabzyzib @ plaap aay di
sekvenci TwGIn-ProGly). Asociace S H2 dom®nou tak prob2h8 pou
527 (Xu et al.,1997)
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222Regul ace aktivity kin8zy Src

Prd ei nking§zy senpddiwyreizlhml ¢S zemédcesT od me
ag po diFRaApacri@cdhybyabbeyr amaml2y sv@santal k zaci i
mus2 epiTthj katal yti ck® akt iBuiitsyt ugced Spali2as nnoeuc h
jsou schopny wdpov DN | m® patddinty kin8zy alkMea vovat

nej |l astnNj g? pat S2 fosforyl ace, defosforyl ac
Mezi jednotly T mi | ' eny pr oodireyi nke n@alboe® mnaglllail izt :m
cykinndependetneinAkipnrBoa gyt rjslowv 8ny cykliny, prot e
AMP a kontaktem s egul al n2 mi podjednot kami , king8zy

dom®na.mi atp

Strukturn?2 studie wukatuj?2,dejtee rwg encun Ry Kktiynt
aktivitu ovivnBdn2 m pouze nRkolika kIl 2] ovIchKokia@cmp®n e
efektorov® str klkattwmrlytji s@a®heowgcledstra a obsahu
nezbytn® pro katalTzu nebo voothatowbstmy§kTD. a
aC (PSTAIRE helix u cykindependent n2komclhiv®gn) | Bl oku a Kk
aktival n2- aslmylHk.u ZLmDny konf or mace das |peodlkouhy
fosforylac?2, def orsdpulydlanc2mi a ot eamioi Xk a Bi n ¢
aktivitu. Ta j e nav2c rovnRhRg ovl i NWBGk&€naow®&liEg emab
kat al yt i ¢hr®tod dohm8oatal.,1996; Hubbard, 1998)

2221Regul al n?2 dom®ny

Mechani smy ramlgtiklowj 2ackktmivik u kin8zy Src | s
dom®na a fosforylaln2z st aVYiurmsa ktyirwrs2 nkKbanfao rpmeaz
dom®na -k@8geovd deogmeontyl svanl @8H3Tydom®&r7a i nt
sl evotolivim hevi®hxoem ypol yidbrdbolno®myet ak z 8r ov
na povrch king§zov® dom®ny ze aAhelkiSy2t po&eil e
i ont ov ®a nvtaizpbayr asl @l aal @k o rheed M &hyo | al ok u. SH3 dc
Nl al ok prosteré&kesR hi smyb2kbd Set NDzci | aloku a z§-r
MT st e KAspm&7:$r ¢ s mArd 3k8yPaweson, 1997; Xet al.,1997)(obr. 3)
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Obr . 3: Stugkovl modelakst vwaoRt kSoW3f bd amB@rnya Sa s
spolyprolinovim helixem CD I|l-kokeowul gag¢gfhecbD
fosfotyrosin 527, ObN rebal akp? kdomnERDB I 0 la® 2
ID: 2SRC; Xwet al, 1997)( p SevGeartodtzov§, 2008)

Mol ekul 8rn2 dynamick® simulace uk8zaly, ¢
intramolekul 8rn2mi |igandy, tvoSdTkr&dku ol
doch 8ynam &k ®muengp aoghy b T obou-SHEmM®m agment T t 8k
jakousi svor ku, kteri8nadkrtdg2v nki rkBand ol gmaktnp ex® p o
korel aci me z i p o dhalpku.yYouddeBal., 100 ImBmeyet alg, 20@2) Helix
aCspoluskonzervovanim Glu 310 je vyt llkdteal Tdzoo up c
(Gonfloniet al.,1997;2000)a z8roveR je br&nhNDno otev2rgn2 a
rozhranPyrl adlo&k Takt i dakyn2zmbiyDkjyed enesnr uk$us tytL
fosforylaci(Xu et al.,1997;1999; Cowarnlacobet al.,2005)

Uvol nDn?2 S Hj2e j®o m®G-Gonc pavciem gsment em vede ke
flexibility SH3-SH2 | i nker u, desynchrom®a aakt ipoahgbTkIiS
Simul ace ukg§8zaly, HQe dowm®dmen § omediimd cncBibans od
sdiefosforylovanTm Tyr 53H3] & om®@ s vneSiraTksktru pj Seej
pohyblivostiv T | talokh ( v por awma&rnd vea2 m stavem) a o0s| ¢
t Dmi t o dv Dm@ousgetralu20@Qlu r a mi

SH3SH2 Ilinker je tvoSen .8Pokadme Sro W ynsa&ltiivavl
konformacisr egul al n2 mi podj ednot kami v8zanl mi na

tato spojovac? bodloV &ryc en §sih ralikertv & stabilizovadou
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nNDkolika vod2kovT mi mTstky. Nahrazen? 3 ami
glycinyvedlokr ozvol nDn2 | inkeru do podoby fl exibil
(Younget al.,2001)

Pro asoci aciCk®HX odm®rsyegsnentem je nezbytn
hydroxyl ov® skupinD tyr o€skaChk®&aperet ak,01986; ou z a
Okada & Nakagawa, 1989¢Csk jechaa kt er i sti ck§8 svojt2er¥yhz h@d ns
tyrosin527 kin8zy Src. Td ajekfs&hat achopokbeth &
asociovat, | 2mg se Csk dostane pSesnh do p
aminokyselinovl SetRDzec obsahuj fevihsonBtyat, 52 7,
2008) Chk | e oklimyzask, kt er 8§ njDét e g hhk htpkSsnp2e.mn
Vyjma fosforylace Tyr 527 je schopna Src inhibovat tvorbou komplekatadyticky
aktivn2zmi (€hongena.ja006)&t er mi n81 n2 tyrosin 527F n
intermol ekul 8rn?2 autofosforylaci, kter8 wvga
regul aci aktivity (C3uskyetpl.deo3)l 2 j en vel mi m81 o

Defosforylaci Tyr 527 zprostSedkovg§vg Sad
fosfataz y THRPTILB, Shpl, Shp2 | i (€hhdtdviHoman&t op o0 et
Brugge, 1997; Frame, 2002)

SH3 a SH2 dom®ny iatsmotelu % n2smi swdzrdbnl mi
spomRrnN n2 zlkeo ut oa fdiSmiot otk.mgagdTanespkeRepezopt
ani el ekpog&kthavdecrk@® vazebnT m plDvriciheknerdosmi®n
polyprolinovl helix, a Isekvemsé RxkPoobsdhugmtan®h@ pr ol i
termin8l n2 segment nesouc? regul aln?2 tyrosi
preferovan@®@umaal|ll®DAl kol i se tedy jedn8 o vel
|l okalizace na stekh@eml pepbiSd§mn poskiuieRetropTi®d i2
vihodu jaejviedle kazbh na Irnetgeurlaakl|nn?2 dpoam@nnye S i St

vazebn® motiwvygt kamepled kug 28 rsn2 mi l i gandy, mo h
regul al na2 Zvotm®niyn § z ovloiu oavkltiivvniittu jSerhco | okal i z
Src mT g e bTt t 2 mto zpTsobem aktivov§gn vV a:

tyrosinking8zy, (Maaetoal, 1095p FEDGRKR(Kypta etIGIO0) ERBB2
(HER2/NEU) (Muthuswamyet al., 1994) FGFR1 (Landgrenet al., 1995) nebo CSFLR
(Courtneidgeet al., 1993) Me z4 p@radtgei nyr eqgulealamumid cdom®n
mTgeme Sadit napS. transkri pl n?2(Sdraiketeteak, STAT?:

21



2002) fosf ata$Souw i BAP c @ o €8®menburget al.,2003)| i king8zu FA
(shrnuto v Hanket al.,2003) a d a pt o rph3@as(Bumnharhee dl.,2000)a Sam 68

(or ot ein pod21| ej 2 cRNAj(Fayloret al.r189)u | latcér ® ejsg Su hlui g
dom®n.

Rigidn2 spojen2 SH3 a SH2 dom®n | e (mezbyt |
SFK obedaark@kol i udgl ost gz plStagjrefr 2 p kweda i rkov a
regul al nzachr odcom®men2 Asvorkov®hofi mechani smu
dom®, bude m2t za n8sledek aktivatrsinkGnsgzy.
koncov®hopSeégmentvazbu protei takovnyav §kiSm®& z oSvH2u
SH3 dom®@npy ch inhibil n?2 i(futeteat, 299 Maetjal.,2000m pr o't
Younget al.,2001; CowanrJacobet al.,2005)

2222Ki z®v 8 dom®na

Katalytick8 aktivita Src e d8§gna Hloanvfno?r i
strukturn?2 elementy S2d2c2 pSec o delixne zi a k
koncov®ho | aloku -halakhuvaPokudmybka? Baj 2 S ¥
pozicit v20 Sk1 2| ov® pr cektgan kab yatl y® i gkk®hwazbu subst
fosf8tov® skupiny.

Ve struktuSe king§zgea® bdem®Pryvhkhamnédhos Su k
m2 st a. Obsahuje konzervovanl Gitowu vazbDdys j e ho ¢
295. lysin pak spoludsp 404 v§z4&jkoormdiinonte Mgsfddtov®
pol ohy vhodn® pro katalTlzu.

Po pSechodu Src doaCnakthibhenfpopemgvPephiebd
310 smRSuje moanesppé&mhi vod2knd ek mArngT s4 k%e.m NemT ¢
interagovat4 ys 29 %t otkd edTBWed UAs p 4 0 4r,0 zlrzungge nko jvdaez ek
m2 st a pr o afhdixuje\Pionl aokhtanforrmmagin av2 c stabilizovs8na
i nterakcemi a md yntokkTy sread i jn e h(Bhe B78,1eu2872 Mes 302, a n N
Phe 307, Met 314, lle 336)dsk oONcovou | 8st?2 aktivaln?2ho segn
411).OrientacecaC hel i xu je rovebPMmi oSl n¥ MkéaE e § e@ o@D
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Trp 260vi n a k t mfornmagiS rkm krB2%te@¥inuaCa pom8&h§ | kajalytiokf r go v at
nekompet e{Xutetdl, 1990 299% Cowadacobet al.,2005)

Druhl ze stRgejn2ch r egulaminokysaity 408 432K T | e
Vaktivn2 konfor maci je to rozvbhNes®nTyBSetdDBec
je jedno ze dvouh| avn2 chchrefgosfhidonyl al n2cKa mz2dgk | aki n
krystal ogr afkitdkw®@vama®l Tkay al yti ck® dom®ny ki n
na pozici 416 (394 u Lck) interaguga mi no ky s e | i g 285,mMig 409 0Alatd18y
(Arg 363,Ar g 387, Ala 396 u Lck), | 2mg dojde ke
umo g Rwjp% ¢ Mg § m ddt proteinov® substr §t Jatoa k at
konformace spolué h o d n o u atCrhéldaumedeakp P n ® a k t i(Yamaguchi&ki n8§8zy
Hendrickson, 1996; Cowabacob et al., 2005) Vaz b a fosf 8tu na Tyr
autof osforyl al rfBarkerema.clI®®INM2sme mf osf oryl ace t ol
koreluje skatalytickou aktivitouBoerneret al.,1996)

Vinaktivn?2 -komé¢ov@atBsiN aktival n?i 48my| ky
tvoS2akeBit kT (A loop helix), kterlT je vkl2nDn
tak ukryt uvni8 t ®t o0 struktury a Anleop helixp$28ant2u ppng2 sft a
substr8tT do katal yt i c&&dbiizujemekatalydickdu ipozigiG j i ¢ h
helixu (Xu et al.,1999)

Vipol et n2 famramhdlzry?2 hloonpSechodu mezi aktivr
uk8zalge hl akmu édmei Peiuc t o hat oh ep ri oxcue s uP §eec hp
jednot !l i vl mi aktival n2mi saCé@luangefjae,20124d2 g wur | e

ZpTsob, | akaCjhaixubppnataa leigzu3Had&SH d o m®nvaynsiv Dt | uj 2
dvhD hyprovip@zeyd.p okt Bal§n Nm2e Asvor kov®hofi mechani
SH2 segment | al okiyn &k tniSvzrngfdn® psdtoam@mn,g n® z mNDnou
CD linkeru az e j ne®rnuag) eambyymeziTrp 260aaC hel i xem, ¢ @@doumogn?
kat al ytoidnk®y pwizi ce A De®otpa thielliixaicedovol 2 aktiv
rozvol nDnou konf dirlrBac ij, e hodik rayy teovfylrysufopdreyn?a c e
aktivn2ho katalytick®ho centra. Podle druh®
dom®n nepdgahketix akti vadmegng myfl ksyf oa.yl ovat
Rozrugen2m A loop helixu pSestam@helxiaArgst abi |
4009, kterT pTvodnhD tGb6il3100pd2jkeov Vy wnElzs&nre k
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sfosfotyrosinem,c 0 g n 8vseldeed nle z mlCnMhepolkxahy obnoven?
m2 s($chindleret al.,1999; Xuet al.,1999; Cowarlacobet al.,2005; Huanget al.,2012)

2.2.2.3Struktur a aktivn2 kin8zy Src

Podobu kinBaktiSvmw2mnw stavu | ze povagovat |
vySegena detail n? krystalick8 stCkohtcov®muwo bl
segmentu (ami nokyis583) (Xm et\al® 1997190k Krystatizdvat se

nepodaSi l pobereaujffraigm&hd aadaki kytpradkitdi &me&En uv.
konformaci je nicm®nhD st8&le jegthD ots8zkou.
Je zn8mo, ge rozrugen? intramol ekut 8rnz2cl

termin8§l n2ho tyrosi ndual grauti a cperkipd geci bneyé, u avdeodcen & t
konformace PS2t omnost dvou t Dchto negativnz2ch
mol ekuly mT¢geromadmeproatSeby co nejpS2snhDji ko
rTzn® stupnhD aktivace. Jednoadnz® mongtnroasno?l etk
inhibiln2 vazby je dostatelcrm® pryé wierddwlyckij eld
aktivn2z formhD Src. Podl e altedeaatalvinl2i zhaygiot |
regul aln?2 interakce, tnmfum ac ela@hb anuit®h ijkeidlnm®? huo |
konformaceVp S2 padhD kin§8zy Src (ale nap$vnet Heb)i
Druhg8 je podporovgna molekul §rn2mi (Mowngami ckl
et al.,2001)

Z&8kl adn?2 opBedsnavkomdokytalca Soemz ganal §z a
nef osfor yl ov al@anibkgseling r82it &i3 13 | kryst akbmplexuv an ®h c
sinhibitorem(desmetyl analog imatinibujCowanJacobet al.,2005)

VT sl ediddienyl a Aot ev Se&rn i zotvowk tdorme®noau  z auj
aktivn2  kvahtedemrkma@g$i bl pgaD®@mwr éshbuadB® Ao oproti
inaktivn?2 mue sraeviug lz @ | A fobr. dioAl®NegNnce f orsSR78t u n a
neumo (SRR edom®nMongpal , Eecpmkptedirrugen2C i nter
lalck em a rozpadu kompaktn?2SH3nd o mnvkentleudd-nakt i v
|l al okem a s katalytickyd n eja&kk a v rv2 f or nsiCD IBkeem. as oci
Nefos f or yl-beaml nGs se ssegolChlokn e &kyomc v\8igeLeu 5
inter kal uj e do kapsaD, aEpafF,mabl \C4aloki. Khrleokyk 8 gec vyt v § S
vod?2 kov® uvsazkbyy ush | 2 k a & ®ydrdxygosadu rskypinpueTprt527d Tato
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interakce je d8le st &inlziezovw&ma | ans ®Pa ied 522 9t yal
fosforylac?2.

V kapse k't ee §stjreukvt uSe akt i-tvenrzrhion §3rn@ mo bLseauz es
ki ng§zym#Adtil Dn myAbl ts2t Btzaav k n@ k¥ i v n 2 (N&garetfalgr ma c i
2003; Hantschekt al., 2003) Tat o vazebn8 struktura vykazuj
sekven|l nz | strukturn2 thonmype oglioug? |jzaek ot ank? s
myrist8tu rovnRg u Tyr 527 fodfosrMywlrgytav@mad i
nefosforylvp8anbdbmn&sti kys allkiSrzyal gy r igset ymya i st ¢
sfosforyl ovanou f or motu vpyrsovti®tilneum a zabkifges®R@ TvEen 2 n
koncovim |l eucinem 533 raikgti on® mekmBri€myd Uk gt i e
byl o nezbytn® [CowanJadkletialy28@5) ki n§zy.

N lalok

Obr. 4: Stugkovl modektsvnéakkonyokmagzy SHe
V8ze&ktnom@®Il segment, nicm®nhN SH3 doDtikkeram,taki z a c h
sN-t ermin8l nzm | alokem katalyt i-JadoiRet ad, 2008)n y . (F
(pSev@artmdtzovg§, 2008)

Jelikog se jedn8 o0 strukt uence nebylinowd or yl o
proks8z§8na, mohl o by blt mogn®, ge je tato Kk

inhibitoru |i stabil [CowawJ8nobatalk2005)st al ov T mi kon
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fFada studi@p%kti®» 8y Hrck ,r &déi3n y ) SHK®EIDI NE® N y
regulovatkatalytickoua kt i vi tu nez8visle na sobbD

Modifikace CD linkeru Hck ve vysoka f i n n 2 |l igand neschopnl
dom®ny nebr §n2 aktivaci ki (L&renetalz3005pst Sedkov a

Exprese Hckv kvasince Saccharomyces cersiae cog je oktgam®mmu s
nebyly nal ezeny g8dn® endogenn? tyrosinkin
kul tury, kt er®kipogzovou DakbpiukiSz@ée ys pSedegl ®
cerevisiae t r ans f or mo v(Marphyniet alSr1693). Vzhledem k absenci
proteintyrosinkin8#zyr sk 8| (Pkadnt&iNekaghvan 989U j e C
vykazuje Hck katalytickou akt iNeift,u.pra®a jjee z
obsaggmmuwuHML, kterl v§jeefMIFgddm@okusmentova
(Leeetal.,1995)a | e t ak s c hiompheinbijlin 2CHiinmg&eeata ks¢ en8$ n D
u | 8sti popul ace Hck kin8z |je ChkhRetemizachov
vsituaci, kdy SH2 -dom@®npal rlemsgeye, 8008 zat C

Kompl ement 8rn2 experi memrtmi nlBK § 12 dhloy ,s-egemem |
af i nn2atddingsehoptost uvolnit jejinterakce SSH2 d o m® n oaltivacitdekb r 8§ n 2
pSes SH3Vaom®nproteinu Nef na SH3 dom®nu a
fosforyl aln?2 st afaner&Saithgalh 20@2h o t yr osi nu

DTkazy 0 v2cestupRov® akti v ®alporuje 5ijak e s | [
krystal ovs8 strukt u(Caewandadbet alf2005)y | sk n®bbalSnt a
v-Src a eSrc.

SH3 dom®na N-kniareacomwiumel sl okem katalytick®
RT- a nsrcs my | Mutace R95Wa T 9 6 | usvmyi [tkSy RaTkt i v uj 2 Src
| §stelnh transf or(Kaowetaah, 1986f Miyarakiet al., 199912 BknNn a
D117Nvn-sr ¢ s myl ce pr avdDDp oN-laldkeniiXuetalg®97)Pokud i nt e
je spolu RI5W a L124V alteracemi vnesena d& ¢ C , dojde ke zvligen?
proteinu opr ofMiyazagkiptvab, 8998% mZ aSreaden?2 ami nokysel |
R95W, T96I,D117Na Ll24Vdk onst i tuti vnhD aktivn2ho Src, }
tyrosinu nefosforyl ovat elbm®mie nzyviTagl ean?i nj e hvoe
DisociaceGt er mi n8l n2 IBdl2s e g m®mty u t@ldP@mun ezvrewdgee rk2 i n
interakc? EZohoSHS e(dBrmg@bminRD02)
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RTzn® aktivaln2 sign8ly zprostSenRbolainkRa r
odlignTm aktivn2m konformac2m KHh8azySHXt @&o ®G
Rozd? I n® interak]| n? s ¢ haspciaa §tiinT mak smb&bu§tv
vazebnimi partnery, cog z@Vgsl b§ti meahapoil $me
fosforylovatktrdrzr@esegye&d bdzlynT mi dr 8 hami | i

proteinu.

Kr omnD k| atsgiecnko® @ okerlmyyd taa | koeg r satf @ raockvt e m8m 2 htor u k
pougi tdai fir ajkilnn§2A Xrse t(onkaz.k o %hl ovl rozptyl roent
mnNSi t zkoumam®z tnoK ke karl yylwnout s e ktrayks t @b ti Zz@q@rc
ni cm@&rmaMleko nigg?2m rozligen2m neg krystalogra

Studie vyug?vaj(2Be?r emmdt2008)p o SKWXBal a na skut
oprot.i nati vn?tomakuvSrsk,yt ue ¢ j E8mmE g kddformaci
odpov2daj2c?2 strc(@Xketaldeo7;198%9 k tkiomms2tha u$ i vnhD ak
nesdwa2sin 527 mutovanl za fenylalanin je z
stavy.8 5 % Vv § e cphS entoslkeakmpla e tun®® ¢ f ex mer i ment §1 nND ne
od inakt,ivhddovHak neamfidgrecCkooclh§RdD Ikegment u
dom®hgdng se zSejmhND o mezistupeR m@®wviis li msatkit i
regulaln2ch sign8§lech pSejzbwgek pbulacgjeed noh oS € ni
mi ni m8Il ni j ednou rgzenpv nkabypge ko af orpnoadco?b n
nef osforyl ovaniantlaeoketal., 20083 ho Sr c
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2.3Tyrosin 90 ar egul ace vazeb8H3c h \
dom®ny

Vroce 1988 byla pSiCrktudientrohrhkkipvidamo vk - o
sekvence oblast, | ej yapupnoddbredlod ggyp SkkywinyWzma ISe xe
odpov2dala aminokygelrimma8®mui) oag BdHRt W oM®ny .
SH3 do(Me®ereial,1988) VI zkum juek 8tzoalablgaest evol ul nh
kvasinek poses anachasdzket aevag g2 ah o opejirmd@ra | e
procesech si gMudcahivetd. 1®2PdvkéedTkaz, ¢Jge se |
zprost Sedkpurj étcéi nprvodt eiimt er akce, pSinesl secr
prove®&d] dom®nou proteintyrosimkijné&agye g v k
m2sta byla identifiblodwad ®a Qedhkttecnak, 2992, Re®et pr ol i |
al., 1993) Odhal en?2 podobdal @BAdovi mFclhv zaSadil o SI
bNgn® proteinov® interakl|ln2 modul y.

Byl y stanoveny struktury SH3 dom®n nNkol
hydr of obn? j §drb®etjlezct vosSestoavdnl mkoldmo chlvol
antiparbdlieslti2chRel ati vnhRD pl ocsht8 udkbeluabsstd rrmoad ojbir
vazebn®bms2ahtug.e 3 vazebn® knanposishk vjifeerivooani o
aminokyselink t er ® pSev §gnahSng| s @Bt Irdikkat Rfint2al n2 anal
uk8zaly, ¢ge u kin8zy Src sTeyrj eld3n68 |zeed nnB® nvaa zoe
Tyr 92, Trpll8 a Pro 133 druh® vazebn® kapsy
podl e k u $ve etalhle92; Emek)al.,1995; Xuet al.,1997)

Ligandy SH3chaom®nyerisstickim motivem Pxx
|l evotoli v®ho pol yproli RBV®hohehieki xjue Selzpku§ |
ami nokysel i nami na ot8] ku. PS2| nT prTSez m
z8kl adneaspasochejm SH3 -diom®eyoptiec®lEn2 vazebn
vazebn® k apipeptidembi, kdeFejney hydr of obn2 ami nokysel
gt Drbina obvylklzd ckhmeraang mjokkysel inovim zbytk
jednomneb dr uh ®m o kkP&EP (shrraite k Katralc, 2000; Mayer, 2001)

Al koli je tyrosinovg fosforylace zn8ma pS
proteinpr ot ei nov® i nterakce mezi sekvencemi obse
ukg8zalo se, ¢ge je rovnhRDg viznamnim reigul aln
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SH3 doAm®snf.oryl ovan® tyr &3 dymenyBlcyh padimjise t eerky

Porovn8n2 jejich sekvenc? odhalil o, ge vDhDtg
kt erk@Sec2m Src 6@ dw 23t & at Setyaly 12) Oba dva
aminokyselinov® zbytkyl igaendelmstan2 t oi nj ak ak

komponentpr vn2 a t Set? hydrof dibpeletalkl@ads)sy vazebn®h

Anal lza skvemkcPchp fosforylovanim tyr os
konzervovanost aminokyselin obk2op w96 2 ch T
obvykle nach8z2 dleariim, m&p@o2 i8jce nvalDt+dli nao up oo

aminokyselinou st r 0 ma t kruhdml Motiv ALYD(Y/F) RT smylekyt ud2 g nej
preferovan8 sekvence podIr@m8H3cdom®nos iNmech®@
pSiblifgnd % I3 dom®n IPiods kel ph epi kit @2 rcTh. prog
Tyr 7ALYD(Y/F) motivujere j pr avdBDpodobnnj i f osf, ormpySl2pw&m Nl
ki ng§zami FARnRpeboB\bIk T a tP &rad208)

Jednazpr vnp el idkoakciument uj 2 c? fosforyl aci SH:
mitogenn2? signalizac?2 po stakitul aovaRDXeFPDEEB

SVOoj i SH2 dom®nu. By fostorylacijTiyg t Mn306,, ¢ceo gd ojceh 8§k &
tyrosin speci fitn? kS&ld d 9 m@vSagz Edsfaryalceotohoge o v r ¢ h t
aminokyselinoe®khoi vzhhoyvtaklua akti vaci Src zpr

sni §avachopnost SH3 do m®&Brgome &Humatdr, 198 pt i dov ® |

Pilotn2 pr8ce o regul a3t mdom®mwii desvyBmy\V
Btk a signalizaci pSes receptodriymnyB neurBlpf(E
proteintyrosinki-dém®Te@evcvou Bs kr mt urud .t iHRr o mnD k
dom®ny obsAbugce P& NomMm®DMuat® B edamiam oe.anVch
|l ymfocytech se Yl aBCR.nAktivapeSBER wvedeik ss tginmgu lua cz k
zrodiny Src, fosforylaci Tyr551 ki n§zov® dom®nN Btk a (feSechod
Weerset al., 1994; Rawlingset al., 19%6). Na vazebn®m povrchu SH3
kaut of osforyl aci Tyr 223 (28 motahatd §rosihwza 90 u
fenyl al aninkonsese¢ensi doDD aktivn? for my Bt k
transformovat ST3RAT2 f i brobdiaddgygh ez ® ozymNDn Ny, ki n§zc
fosforylaln2 status Tyr 223 ovl i (Parkgtal., zSej m
1996)

Vazebn® GsSStTu dfi 6z ng mi SH3 dom®n a mi kingzy E
fosf8&8tu na Tyr 223 mTgEgeda o tlijaily Fobfotykosinna na a

29



pozici f®8d8nhemBiv na G6BVERE&@NnSHBr doen®mMu . c PS2
vg a k i rnnteiakeitsgroteinem WASPa naopak zwvpg Peobwj eaf i ni tu |
Syk (Morroghet al.,1999)

Podobnim pS2klademP$EPIMtelakecet WASPoOtsei n
regul ace aktinav®hmhomuc nteamsblyailineRcuprloorti k8l n2t
cytokinezi(Li, 1997) PSTPI P j e KiosEonamil ov@di ny Sricc hmga d\
jedno je Tr367 SH3 dom®ny (odpov2d§ Tyr 90 kusS
fosfomi mi kuj 2 c?2 n8hrada tyrosinu za glutam§:
knarugen?2 jejich kol30kdaolm®naac eP SuTvPn iPt $ bbsuarhlukj .2 c
Tyr 367 nebo Ph&367 sproteinem WASP asociujegFosf oryl ace tyrosinu
prostSedkem kontroluj2c2m |lokalizaci obou pr
na regulaci formov@meé ay(Weed edasyeb akt in

Fosforylace SH3 dom®ny ovlivRuje rovnhRg Kk
kingzy AWblMzaz? hej pAIt ei Alnl Bce nerecepterovs§g |
koncovou obl ast ? obsahuj 2 c? myristoyl ovou }
Vinaktivn2m stavu ji udr guvedoy i ppdamobDekak®r r
Src nebo Hk, knav 8§z 8#H2SKH3ruktury na | aloky kat al
dom®ny pak funguj 2, jjakmog |jdarkeg?s i k ikmforomekoaui d o

neslul kaeah®z su. Jedn8 se |lonkeoeimacsipobPi3 2 d-
kin8zovou odom®nher aak C i mykonices $Ca elr onv an3®mME mN | al
kat al yt i ¢Nagaretdlq20@ nHantschel &upertiFurga, 2004; Nagaet al.,2006)

Reci prokou t cabllpslodlkadk2 gmezim | okalizovanlm

bcrl okusem na chromosomu 22 vznikne kromhD poz
chromosom, cog je cytogeneti ck(CMW.k aziasled d kcenm
je exprese f%zn2ho -Amkogkhe?hovpkarejeukBos
aktiviitua zpTsobuje transformaci he ma tVopooreotvincgknizc f
skingzou ABbI neaguBovk8onn cacsvo&hi oa €t eag\noekretmy, sni ¢ m
u nhj zTst8vs8 | 8stelnhD zachov8na iardm bil| n?2
Spojuj?2c?2m SH2 dshrhutorv §Vong & Wiite, 2004mkkantschel & Superti

Furga, 2004)

King8zy Hck, Lynr oadi mydn Sm &l effdsallast BciAli j 2 SH:
proteinu na 7 tyrosinech,rei ch g 2 | s o uSH30 kdaol m®nbl®, 8 ddp mM@®n N a
v linkeru mezi nimi.Zt Dcht o m2st j e nej viSzH3a ninoMmj@penN fBocsrf
(homolog Tyr 90 SH3 dom@nly zZwiSeertTh ov iSsrkcy)t, b
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VCMLbunRN| nT c k562 aiMed0R. BuiacekTyr89za ef os f or ferylalaniat el n T
vedla ke sn2gen? csephotpinopTiAbld mRienjs\vf Bg gialcte? an s
aktivitu v g arykazuje BcrA b | protein, jehog vgech 7 tyro
znich se totig nachg8z2-SH2 segmemaklnamkriaoag8ho
svim negativn2m n8bojem tud2g desNeyeial,i zuj 2
20060)Fosforyl ace tyriomhinluuj8e aksi onc8izajmkérd8 ithk d o m®
sint er mo |l lgdnden m1{Chemet al.,2008)

Uk§8zal o se,S2deé nj ecirllszwehilcie jBelho inhibitor

poug2vsg pSi | ® bN chronick® myé&lgi dnre? ilnauke
preferenlnlD v83dge na inaktivn?2 formu Abl , p
i nhibiln?2 vazby mezi SH3 dom®nou a | inkerem

Ber-Abl, vede kp Sechodu do pl nhR akt i byidhibioru@zametu a z 1
al., 2003; Cheret al.,2008)

Dal g2 bad lghdvyilneaa objevaemabh®sBbdopyphvacbuv SH3
adaptoropi3@CAaASeihe to jeden ze skttiegrelj ns2ec hp osc
i ntegr i nov &shrmuto gvrDafilippiz et cal.,, 2006) Exprese CAS wny g2 c h
embryon8l n2 c(MERt mhamdflarshewxwainl ch Src zvyguj e
b un(DB&r Sbak,R004;2005) SH3 dom®na -kseen cnoaavc@® 8lz&mdénia QNA S,
tvoS¥asekng§ dom®na. Mezi nimi je lokalizoveé
moti v T-XX-FPyo, ko &0 @ bTt fosforylov8ny Kin
Vnetransformovanlich byR&€&chsdbshggenmk® é¢ddm®
bunhND| n® adheze zprost Sesdtkionvualna® ii nstieggnr & lnny?, c hj e
moti |l itu a (shinuoby Défilippietal.,B006) N k

Vmyg2ch embryon8l n2ch fibroblastech trans:?
m2ra fosfo(flydmaleodgyTFynr 29 0k tkeurSe cj2eh os oSur|c§st 2 pr
SH3 do m®hup et &l.A22808) F o s f ocnfnutade Kyu j2 Za kyselinu glutamovou
vede ke zt rS8H3D dsounBRenpyz o & IFIMEK a f #EST.Z0 Bz wb wPjTeP
uvol nNDnpelCASpEvodn2 | okalizaZd&rveeRokE8ygufh
motilitu ainvazivitu( pr avdRDpody 9N mepaklydbPuRke Seypri muj
CAS, jehog fosfi@dryleacd oka v pgaazakyhblanini tnmiacj22 t vy
abnorm8l nND zvDNt,geknt®e rf & kvdyljkeahzouaj &’k é he ®p z padu. B L
ma n i f defektywimigraci. Fosforylace Tyr 12 $H3 dom®nnND CAS tud?2g o
jeho vazebn® schopnost. a | okalizaci, al e s
dynami ky adhezn2ch st(rluknteagat,20htki gr ac i a I nvaz
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Fosfoproteomickou annaylgl2zcohu eenxbprryeosmn®lcnh? pfriobf
transf or mov an (Lootet ak, P00 z onua Sr2cg se podbyloel a i
detekov8§no nov® rfSomschio ey polvmcthm? sStH8 W om®ny St
o tyrosin 90kormroer vjoev ajnd addéin ammi nokyselinovl cl
v a z ekbpsy@ru et al.,1992; Erpekt al.,1995; Xuet al.,1997)

Prvn2 dTkaz o viznamu tyrosinu 90 (a pSil
Src pSinesla studie zablvaj?2c?2 se tSransfor |
ExpreseSr ¢ nes oaimiz n akey seeclii mav TpcoR0iiz®Bycehdk ITa ke z mn)
bun Dl n® morfol ogie, schopnost.i bunhDk rTst nez
protei novIi(Rotisetalylbs8)t r §t T

Dal g2 pr&§ce, j80g mapowabalalindamrkonzer v
zbyt kT vazebn®ho povr c hBxpreseSSHSrc vioem®mnwnk §8hc
Schizosaccharomyces pombeg p Tsobuj e abnor mgl nD vysokT
vintracelul 8rn2zch prot.eKoexpeseh-Srcask i m&z dbw cCs k Ts
fosforylue Gt er mi n81 n2 tyrosin 52poal aPemnSrctcohomtad:
(SupertiFurgaet al., 1993) Pokud byly kvasinkyS. pombe r an s f oaskao viSmwn N g
pl asmidovim konstrudtremsree g@umdnmud aylrp 9do wze
kmal ®mu zvigen2 rTstov® rydalzedni® kRux@®IFk i mgmo
f azovanl mi SHBu ki®zre®nyamiagekstubshbstice tyrosi
alanin vede ke ztr8thD @acbgpbaHdh®tdrmg8izlktu kr o§i
(p83) (Erpelet al.,1995)

V r Smcziibbmsforyl ace Tyr rDeak aSbH3r adtoonS8&n yb ySryc
varianty Kkin8zy Src neBypyucd®0f aaf ogrhiumiakngjtz c(?
snefosforylovatelnim aminokyselinovim zbytke
aktivnAD@Er&wineovl regulaln2 tyrosin 527 nah
Konstrukty byly s po |l emh enfu tso v {whcSrc) e x pr i mok\Bansyi nk § ¢ h
Saccharomyces cerevisiabay | a an al yosforyagep @ dmdt &i viTyedl6 f or em
vaktivaln?2jemyl kkatrell ywtjiec kso u (Badtneret\ali, 1996uSrk i n 8§ z y
sfosfomisukut9p®tEdwvy kazoval zvigenobr.5h@stf wd 3 ¢ aic
vygag? ki n8zoproat iakndfva stSwoaf wlngyVy am @&mu n dScc®mu mt
90F ( Ge20A8).t ov §
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fosforylace
Y416 3
(m2 raktivace)

7
1

Y90E-Src Y90F-Src c-Src c-Srch527F

Obr.5: Autofosforylace Tyr 416 akbDewvako¥%¥as@ymk
fosforylace Tyr celkd® ebxypraesviztSrgcena kynesena
k fosforylaci eSrc PSevzat o( Gerumpeaa®.eér o z

RovnhRNg byly @g%izmrzaveH3y doST@lterace 8a pozicin9d,s o u ¢ 2
kter® bylyl ynBtHedwg royu ndk . N§s |(ebd 68 jiemug oldelt
zamNDSena na proteiny YW astn2c2 se integrino
ukg8zala, ge fosfomimikuj2c2 mutaced®®EmivTr e

vazebnl mi(Sztpcaa, 2000g r y

TL v-Src YOOF YO0E WT GST
FAK () s s

paxillin

Obr. 6: Imunobloty oull-kd own anal 1T zy v azSech0fF, 60F a wtcStcGiH3n 0 s t 2
dom®n. SSHh pdhom®ny Y9O0E v8zat FAK, CAS, STAT
inhibov&§na pS2tomnost?2 fosfomimikuj?2c? kysel
jako pozirtilwanznakhBeslea byrzBk. zGST pSedstavuj 2c
vzor ek, kde bylo do vazebn® reakce pSid§no p
(Sztacho, 2009).
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Zuveden®ho vyplTvsg, Y3 fdechm®my | fcjem8 Ty r Sro
homol ogn2ch SHBr odsoinmm®&n §¢h davoBeb2 pt &sei nplr)vn?
vazebpns® ,kam§ zSej mNDovieiguR@j né2 viem@apmnost SHS3
sv i mi |l i gandy. Negativn2 =elektrostatickIl po
hydr of obn?2 charakter vaakbn®miprace@wo vafcihmi t & c |
kj ednotlliigvalnnd T m. Visledkem mTge blt jak zmr~
vdTsl edku rozd?21| n® schopnosti zprost Sedkov
interakce,takj i N® spektrum vazoednildgmnms plaokenpstode cree. b o
mTge wa®s$i vhci | i i nhibi,cij eenfg8smagjlibn i go&ll ni of

procesy uvnit$S bunhk.
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3.- AOAOEUI A [ AOT AU

3.1Mat er i 8§

3.1.10rganismy

1 Escherichia cb kmen DH&: + 80dlacZX M15, recA, gyrA96, thil, hsdR17 ,
mk*), supE44 relAl, deoRX (lacZYA-argF), U, 169

1 Schizosaccharomyces pombenen PN559: h leul-32 ura4D18 adeéVi216
(Decottignieset al, 2003)

T Sav|?2 bunD|ln® |linie
T Phoeni x ECO: bunhD|l ng | inie pro produkec
293T bunD|l n® linii, do n2¢g byly inkorp
gag pol aenv(Kinsella& Nolan, 1996)
1 SYF (src -/-, yes-/- fyn -/-) : bunhD|l n8 I inie myg2ch eml
vytvodemBPkz E9, 5 embry? i mortalizovanT c

SV40(Klinghoffer et al, 1999)

f SC buRKky-my@QAS embryon8§8ln2 fi broovbana®& tay r
selektovan® na konstrukty nBs®di@R geny
2004)
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3.1.2 Vektory

 pJR23XU (Moreno et al, 2000) vektor sthiaminr e pr i mov atotolemT m pr

nmtlpro expresi\&. pombe

EcoRV
(/Smar ) EcoRV
~\ Sphl
Hind Il ura 4+ . (Pst1)* MCS1|MCS2
\ Xho! Xho
nmt 1 Sall Sall
r)?u}‘t:‘;?rm X \ Nrul Nrul
3 ) '] B B Ascl Ascl
‘f 1 ori v Hinalll Nsil Pstl
pJR-U Apal Apal
Sacil | Sacl
(9-1 kb) Neol Kpnl
nmitt f Spel Spel
R stop /= Not1 Notl
\ Amp P/ BamH 1| BamH |

ars 1 ; Smal Smal

Sac|

ori EcoR |

EcoR |
T pBluescript I 1 SK (Stratagene, USA):

A1 (+) ori

ampicillin
: lac?
[ —Kpn |
| .
| 'pBluescript Il SK (+) Mes
| - CIC
i 3.0kb
]
' P lac
plUC :::un'J
pBluescript Il SK (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-826) _
Apa | ;anll
Bl 7 Promater > Ken Elf-ﬁ o Yo ?c;lcl
TTGTAAAACGACGGCCAG'I;GAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCI_GAATTGGGTACCGGGCCCC CCCTCGAGGTCGAC. ..
M13 20 primer binding site T7 primer binding site v K3 primer binding site_..
Bspl0é& | Mot |

l.lflu I ‘lind Il Elco?‘-f IliccR I ||°sf| f.l’rnc I l?umH | IS::E Jlinu | FCQ |=.I\s'."1l Secl fnc I
.. .GGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTC. ..

...KS primer binding site SK primer binding site

- T3 Promoter |35;H | M
I ]

- CAGCTTTTGTTECCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATEATGGTCATAGCTGTTTCC
- 3 primer binding site “M13 Reverse primer binding site
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PART1 (McLeodet al.,1987) vektor sk onst i t ut iadhpfdmotokem prg n 2 m
expresi VS. pombe

Ncol Sse83871 Pstl BarmHl Smal Sacl Miul

adh promoter

EcoRY

" ART1
LEUZ2 I[’? seibd

Dralll Aatll

PEFIRESN
EHindlI!

.Pstl
Nhel

pEFIRES-N NTRON W q Xnol
MCS )I\élll)ull

5648 bps Xl
Sall

Smal

‘"I Notl
Hindlll

BamHI'
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3.1.3 Primery

Csk F GGATCCATGTCAGCAATACAGGCC 5 Esk

Csk R CCCGGGTTACAGGTGCAGCTCGTG 3 Esk

Src SH3 F GGATCCATGGCTGGCGGCGTCACC 5 E-src SH3

Src SH3 R GAATTCTAGATGGAGTCTGAGGGCGCG 3 E-src SH3
3.1.4 Enzymy

Restrikln2 endonukl e8zy

BamHlI BamHlI
Bglll O

EcoRl EcoRl
Hindlll R

Hpal B

Ncol Tango 1x
Notl O

Smal Tango 1x
Xhol R

Byly pougity enzyThegrmaaScigntifit JFA).spol el nost i

DNA modi fi kaln2 enzymy

T Kl enowTv fragment (Thermo Scientific, USA
T Al kalickg8 fosfat8za SAP (Thermo Scientifi
1T T4 DNA lig8za (Thermo Scientific, USA)

1T Taq polymer8za (Fer mentas, Litva)
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315Standardy

GeneRule! DNA Ladder Mix
(Thermo Scientific, USA)

bpng/05Spg %
18.0

/. M00
1500
/1200

Oy bk ke ke @Y b ek ke ke @ b ke ke ke ke
S NNNND D DD DHS000W 00
OO OO OOOOo OO

B B SR COCOLOLO RS 00 D00 CORSLILOL LOLILI

OO OO bLbEELEON NN NNOOIGIOHTIOHS)

1% TopVision™ LE GQ Agarcse §R0491)

0.5 pg/lane, & am kngth gel,
1XTAE, 7 Vicm, 45 min

316Protil 8t ky

Aktin

CAS

pTyr 410 CAS
Csk

FAK (C-20)
pTyr 861 FAK
Paxillin

pTyr 118 paxillin
v-Src (Ab-1)
pTyr 418 Src
Fosfotyrosin 4G10
DAG-HRP

GAM -HRP
GAR-HRP
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N N | —Q | wQQ|w|Q || w || Q| N

N NN N N —

— 3| === =
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T oo 3|3

NTO
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veli kdbsa2pDolAef ndgment
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PageRule™ Plus PrestainedProtein
Ladder (Thermo Scientific, USA)

250 -

130
— 95 —

-n

— 36 —

- -

==

17

11—

Gel

(==}

Santa Cruz Biotechnology
BD Transdution Laboratories
Cell Signaling

Cell Signaling

Santa Cruz Biotechnology
Abgent

BD Transduction Laboratories
Cell Signaling

Calbiochem

Invitrogen

Mill ipore

Santa Cruz Biotechnology
PIERCE

PIERCE

Blot

-16% Tris-glycine SDS-PAGE

1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:500

1:1000
1:1000
1:1000
1:500

1:1000
1:1000
1:5000
1:2500
1:2500
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3.2 Metody

3.2.1 Kultivace a transformace

3.21.1Ba k t e Kkultgyl n 2
Bakterie kultivujeme j i vn®m pB®cil wgs T mi sel ek| n2 mi an
37 AC.

32111 Gi vm@&di a
M®di a pSi pi avpjoeme ®z vodygurolslt&viul p3iuj & e
20 min. Po zchladnut?2 na cca 50 AC pSidgv§gme

13 LB 10 g/l Universal pegtn M6 6 ( MERCK, NRDmecko)
5 g/l kvasnilnl extrakt (OXOI D, UK)
5 g/l NaCl

23 LB (SuperLB) 10 g/ | Uni ver sal pepton M66 ( MERCK,
5 g/l kvasnilnl extrakt (OXOIlI D, UK)
5 g/l NaCl

GA | . 2 4% ¢givnl agar | . 2 (I muna, Slovensk

32112 Sel ek | motka ant i b
Sel ekl n2 antibi ot i %kao npcSe nptrraovvug ne@nez § sackbon 21 0r0a0z |
Ampicilin (Biotika, Slovensko) 100 mg/ml
Kanamycin (Appli Ch#mg/mNNDmecko)

32113 Gl ycer ol ovERcok onzer vy

Bakteri 8l n?z kmeny se podldobHho dgvdyicheu @tbnwz &v
vmraz2c2m bo80 ASi (kepthotobh jgakvon Tkro laognairee m
4 AcC) .
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PS2prava

T

LB m®dp $2Zms Isugnl mi sel ekl n2 mi antibiotiky
na tSepalce pSi 37 AC pSes noc.

Kul t ur u goSl&mlenikreziuenavky a centrifugujeme (11000 g, 30 s).

Odsajeme supernatant a pelet resuspenduj@n@ ¥ ( v/ v) steriln2zm gl
USA).

Po zchl azemmr?2a zus k8 ApBtei v

Bakteriemi 2z akt o pSi praven® konzer vdumjebo jeno g n o

rozpNst ovagti vinal np laogtarnr I& ns.

32114 PS2prava kompetentn2ch bunhRk pro trans

1. den(odpoledne)

l

Dvlma ag tSemi | erstvhD narostlTmi kolonie
LB me@abamv Erl enmaydr owl) etmeRmna. tiSepal ce
neg kultura dos8&8hne stlodiObnSash2 f8§ze (pSe
den (r8no)

Kul turou zZ2&|0k unjl e rhd@50¢htBiahiina (0,4 mg/m)¥21 i trovich
Erl enmayerovi choObs REE c Kuhtai WDj eme za st §I
tepl otD 3g05A06. do OD

Kul tury nielsmig onaditicedov® | §zni . Dal g2 mani
ledu.
Kul tury pSelijeme do 4 vychlazenlTch steri

asedimentuyme centri f uga3seoi J0Dapmmt z&i ABRB2610 mi n.
Supernatant odsajeme a sedimenty resuspendujeim® v ml |l edov® dei o
vody, kterou pot® suspenzi dopl n2 me do
centrifugujeme (Janetzki26, 35001 4000rpm, 0 Ac, 20 min.).

Sedi menty obdobnhD resuspendujeme do 50 ml
do 50ml zkumavek Falcon a centrifugujeme (Jouan MR 22i, rotor SWM 180.5; 4200
rpm, O AC, 20 min.).

Sedimenty resuspendujemelv ml | edov®ho 1®% dgplpy cnernmel uj
objem suspenze na 25 ml. Opakujeme centrifugaci.

Odsajeme supernatant a opakujeme promyt?2
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T Sedi ment resuspendujeme ve zbytkov®m obj e
po100i 200M do mi kr o0z kuma we&k.t Rha druaszZ22 me v
9 Dlouhodobhn s&0 adl@.j eme pSi

32115 Transf ormace el ektroporac?

1T Pracuj eme na | edu. Do vychl azenm® mi Kk r
el ektrokompetendm2clozbohlOk pha@mbdov® DNA
5 pgi 05Ny DNA) . Prom2ch&§8nyec hd apg@ewe dg ec md e | e
kyvety.

f Poraci provg§d?2 me-Rma, GaJSeA)P plSs e rua s(t Rivee n2
kyvetu (naphDt?2z 2npr5odgoNV2000Mk.aplagds doa® ckorRdt ant
bT tr oz mé 5rs. 4

T Po aplikaci pbusl azhu  kpySveevteyd edne ok | e nIm® kul t
LB meAO™®Msgl uk-zou. Kultivujeme za st 8l ®h

f Kulturu vysejeme na plotnyi vnIi m agarem obsahuj2c2m s

(obvykle 2, 20 a 206 kultury) a inkubujeme Ses tredamowt at u pSi 37

3.2.1.2Kultury Schizosaccharomyces pombe
S. pombéultivujemevp S2 sl ugn®m gi vn®m m®diu pSi tepl

32121 Givng m®di a
YES 0,5% kvasni|nl extrakt (For medi um,
2% gluk-za (Sigma, USA)
0,025 SP suplements (Formedium, UK
miliporov8 voda
T Roztoky kvasinkov®ho extraktu a gluk-zy s
a sm2ch8me dle uvedenich koncentrac?2. Po
(Biotika, Slovensko) mgam.vIislednou koncent
T Pevn® m®divoerS2 me pSid&§n2m 2% agaru (Difco,

f Gluk:-zu pSipravujeme jako 20% z8sobn?2 roz
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MB 11,3 g/l EMM broth (Formedium, UK)
2% gluk-za (Sigma, USA)

mi |l iporov8 voda
f Roztoky m®dia a gawtkokly8§wu efi121 zACEmM20 vmi
uvedenlch koncentrac?2. Dle potSeby pSidsgnm
0,2 mg/ml a thiamin na koncentracing / ml . PSi d&§me ampicilin
na vislednounigmncentraci 100

f Pevn® m®di unB%miupDifm wWsAe z

Roztoky aminokyselin
1 adenin (10 mg/ml)
1 leucin (20 mg/ml)
1 uracil (5 mg/ml)

32122 Gl ycer ol ov®poklzen zer vy
Kvasinkov® kmeny s e dpl ooduchbolX o g Ny cuecr hool voSvvI acj
vmraz2c?2m bo80 ASi (kePtbhbob®obND na pevnich m®d

PSprava
f Zaol kuj eme 5 ml B50Shls | Erglne®rhnoa yne®doivad vb a Rc e
kultivovat na tSepalce pSi 30 AC.

T BunD|l nou suspenzi pi petuj eme poboonDmukrloZk u
st er 60% (vA/)glycerolem (Sigma, USA)
Nech8met zoaAl bddu88 ACo0g2 me v

Kvasinkyzt akt o pSi praven® konzervvhyo drnd zmp IPsetvonv §
m®di em.

3.2.1.2.3 TransformaceS. pombdithium-acet 8t ovou met odou
Upravenopodl¢ Mor i ta & Takegawa, 2004, B2a2hler &

T LerstvDi narostl ® recipientmévn®hRkymesieé @k
pSevedeme do 1, 5ml mi krozkumavky.
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1 PSi &®m50% (w/v) PEG, 1 1M LiAc, 7mi 10® TE pufru, 1i 5 ni pl asmi dov
DNA a2 denaturovan® ssDNA.

PSekl §pnNDn2m prom2chg8&me a inkubujeme 60 mi
Tepelnl gok navod2me pSenesen2m do 42 AC
SmNs nech8me vychl adnout pSi pokojov® t e

plotny, kter® potdm KkKulktrimowjteamhes PSi teploth
f Pro ovRSen2? pozitivity pSeneseme narost

inkubuiemewt er most atu pSi 30 AC.

Roztoky

9 50%PEG 5 g/ 10 ml (w/v) PEG 4000 (rSamgma, US

1 1M LiAc 1,53 g/15 ml; pH 7,5, sterilizujeme

1 108 TE 100 MM TrisHC | 10 mM EDTA; pH 7,5, steri

1 ssDNA single stranded sal mon sperm DNA (
95 AC 10 min. a zchlad2me na | edu

32124 Sl edov 8§n?2 ryrSTpormbep ok uvilntduwwu k ci  exprese ki n§:z
T Kmenem S. pombe (transformovanTim expresn
repri movatelnim promotorem gen pro Src) :
aminokyseliny a thiamin (v koncentracn®/ml). Kultivuemem t Sepal ce cca

pSi 30 AC.

T BunD| nou suspenzi pSevedeme do uzavarat
centrifugujeme (Jouan MR 22i, rotor S WM
teplota)

f Supernatant odstran?2nmeSia]l p ai®datipas easlusprini
aminokyselinami bez thiaminu a opBhDt cent:
opakujeme jegthD jednou.

T Sl edov8§n2 rTstu je mogno provs8dNDt manus8l
kontinu8l n2gpommdesd?2 ml Oidskan Fresh (Fharmo/Szientific,

USA).
T Manus8l n?2 mNSen?2: Pro indukci exprese pro

spS2slugnl mi ami no k y2s5e0l mln abkhwil ebnenza yteksd oavni nbus
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0,05. Kultivujeme na t&lopaloveEdp e dAbACY
spektrofotomgdtruemdf2mas®Pou z8§vislost vy
MRSen? pomoc?2 fluori metru: Kul turou =zaol
thiaminu v12j amkov® deps0j 0b6e DastOD ku vl og?2 me
Nastavpmrametry pro inkubaci (teplota 30
rozkmitu 20 mm) a vlinovou d®l ku (600 nm),

15 min. po dobu cca 40 hod.

3213Tk&8Rov® kultury

3.2
1
1

1
1

3.2.

131 Kultivaln2z m®di um DMEM

DMEM ( Dul bec coEsmedium)(Gibdo,dift Téelngldgiesk s
10% fets8lnz hovinDz?2 s®rum (FBS) (Si gma, l
pot Seba FBS t emdlISA N §inApnkdbisdd Gid.a tA C
1% neesenci 8l n2 aminokyseliny (Gibco, Lif
2 % o0 b e c n RBaamtimykatika i(Gabtoi Life Technologies)
T z8sobnz r IMmymlipenicilin
10 mg/ml streptomycin

25 nmg/ml amphotericin

132PNDst ov@sdgavegn2 tk8&RovIich kultur

Sav|? DbuRKky standar o®t &tud t pSiuj empl ot D 37

CO..
t k8§
misky:

PNDstujeme je na pdeassttiilgkovddhche mi sRBatenrl

Rov® kultury. M®dium obvykle mRDn2me kagd
Vel k8 mi s| 100 mm 10 ml
Mal 8 mi s k. 60 mm 47 5ml
6j amkov§g 35 mm 2 mi
12 amkovs§ 20 mm 1ml

Mi kroskopem (Nikon Eclipse TS 2000) pravi

pS2padnou kontaminaci
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BuRkYy pasB8§uiseimesvi na konfluenci po 2 ag 3
f M®di um DMEMna ptSreydeehSej eme ve vodn2 | §zni
f Zmi sky odsajeme mOFPBE. aPSpldEmeneémg pjsi nl (

1 ml, na malou misku 0,5 ml), jeg n8sl edn
inkubovatvt er most at u, dokuddmsae bRkl inerod dad| mi
f Aktivitu trypsinu inhtédu@rmmeuRISYy dBat & m&s
Odebereme pogadovanou | 8st suspm@adicem. pS
Krougivim pohybem miskou buRky rovnomRDrnh

Roztoky
T kompIlmetdri2um DMEM
1 TrypsinEDTA 2,5 g/ | trypsin, 0, 38 g/ | kyse
(EDTA) (Gibco, Life Technologies)
1 13 PBS pSipraveno ze 1@ PBSo(®igma lBA)r ozt ok u

32133 PS2prava a rozpRstovg&n?2 stabil §tT
PS2prava stabil §tT

T PInD konf | umdmtknuz dlahO®mns av| 2 | inie trypsin
4 mil m®di a. Suspenzi pSeneseme do 15 ml
(Eppendorf Centrifuge 5804R, 180 g, 3 min.).

T Odsaj eme m®di um. Pl mlt zewuaspewadwoui eomer ozt
do 1, 5ml Zamrazovac? mi krozkumamBygobNRI ge

sisopropanolemde8 0 AC po dobu pSiblignnD 24 hod.

stekuti m dus?2kem.

RozphDstovg8§n2 bunhDk ze stabil 8tT
Mikrozkumavku vyjmeme kontejnerus ek ut T mad pS&h&m2 me |ji na
f Ve vodn2 | 8§zni vyhSg8§t® na 37 AC stabil &

pSevedeme do 15ml 5 zkkmuman®dy aFalCemnrt rsf uguj
Centrifuge 5804R, 180 g, 3 min.).
1 Odsajeme supernatant. Pelet resuspendujemg V®m mnogstv2 m®di a a

miskusm®d i e m. K uterinastatu. ] e me v
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Roztoky
T Zamr azov a®@% HRBS ZSigmg, : USA), 10% dimethylsulfoxid (DMSO)
(Sigma, USA)

3.2.1.3.4 Transfekceplasmidovou DNA

T Transfekci provsgd? me pl as mi doNudeoSpiBRNA p S
Plasmid (Macherela g e | , NDmecko) . p Piolgii § efne7 ontto s k @
bunnDk.

1 Do mi kr ozkumavky pi petuj eme d a N gufrimnogst
(Polyplust ransfection, Fracie) a DNA. Prom2chs§
1 PSi d8&§me NreaggntRRolMiiss r ansf ecti on, Francie), d
nech&8me inkubovat pSi pokojov® teploth po
Transfek| n2 smhRs buRKk&pre me pd ® mhi@diSanek
BuRky nec lefmostaturPb616 vhod. vymRDn2z me m®di um,
Exprese pr ot eevihadi 48 lod.petramsiddcia o0 b |

Vel kK8 mi sl 500 10 20

Mal 8 mi s ki 200 4 8

6 amkov§g 200 2 4

12 amkovs§ 75 1 2

32135 Produkce retrovirovich partikul?2 a inf
Janou zmognost 2 jak dos8hnout stabi lsn@v|eéxpr e

bunDl n® | inid.i je retrovirgln?z transfekce.

buRkami, buRkami produkuj2c2mi viriony a ret

Lini?2 pro prTodbulkvcaij 2r eotbrvoywkil e 293 T buRky,
fibroblasty, do jejichg genomu bhyggpplaenvogeny
(shrnuto vCepko & Pear, 2001cagd 8v8 vzni knout skupiml prote

k- duj e feunnzkycnt sreverzn?2 transkript8zy, RNS§8zy
protein.buRkkKaclhi dwch?§ungdg pel, enva ang§kt edaoi® prote
produkt T, rnieovnzyni klkatjeér & iby nesly inkorporovar

vt omto pS2padhD bylo neg8§douc2? a potenci §lnh
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sign§gl pro sbalen?2 do virov® partikule. Ten
kter ®@eziby2 LTR sekvence zakl onov§8n n8mi ZVo
Konstrukt je transfekov8n do bunDiDk, kde |
zalnou sestavovat vVirov® proteiny. Vzni kl ®
pSids8n? ok® savl 2 atdbDniiint e Nakcze§kBmows t igtl lkkplr
receptorem dojdeknt er nal i zaci retrovirovich | 8§8stic,
do DNA a integraci do genomu. Vispedhdmvar®s
i ni i . Jel T &b gp&®NAi kgadr folami enkg-ednuyj,e i nf ekce se
mimo ji¢g zasagen® buRky.
f Mal ou mi sku Phoeni xm@&adinudkDt\&letls nvido vi annal ket hi vv

s®rem transfekujeme retrovirov| mRBESektor e

GFP)

T 24hodpo transfekci zkontrolujeme procento
transfekce %% inn8, buRky zpas8gujeme a p:
je pouzeve ml m®di a.

T BuRky nech&8me adherovat . terRastat®seglomu3@S eAsC no ¢
(f8ze kdy se produkuj? virov® partikule).
T M®di um obsahuj?2c? retroviry odeber eme,

5804R, 500¢g, 5 min.) a supernatant pSefi

pro produkci virovich | 8stic poug2t nhkol
T M&ium obsahuj2c2 retradawifrejkcmT eumed ki mnreebdo
zamrazit: pi petujeme | ej do zamrazovac?zct

na such®m | ed#80aACsKmaadnm@én¥ 6 mNs2cT) .
f Infekce c2lovichNRbuBNDkhdBYFPSedpSplbgngwnano
pSeneseme do I®%Wi e PMEMND si nakti vovani m s
takto pSipravenlch burnbk ypi BatRkjyeinteul 2 i mlu
hod.v32 AC.

T Odsajeme virov® m®ddaur dan 2kcuhl tpi ovdunmzenneek .z al nsff
mini m§l nD 3kr 8t . Na misce vznikne ur /| it

sortovat na z8kladhD sign8lu GFP.
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322 Medody PpNASce s

3221l zol ace plasmidov® DNA al kalickou met od:
1. den (odpoledne)

T V Erl enm&cer ovI¥y hmadn®m objemu zaol kuj eme
(obvykle 50 ml), jeng obsahuje vhodn® se
noc pSi teplotn 37 AC.

2. den (rs8&8no)

T Kul turu nechs§8me Ledoni@®& . | &zcrhil,adpSelvi j eme
zkumavky a centrifugujeme (Jouan, vikyvnl
Sediment resuspendujeme ve 2 ml roztoku |.

Zkumavku vyjmemet edov® | §znhN, pSid&me 4 ml rozt
maxi m8|l n 5 nhianb.o riantkourbno?v atte pvl ot D.

 Zkumaviu vIiog2me do | edov® | 8znh a pSid§me
inkubujeme na ledu 10 min.

f Obsah pSevedeme do vychlazenlTch polyprop
(Jouan, ¥hlovl rotor K24, 15000 rpm, 20

T Supernat ant pSenmaswkne Rol cobhml szlkawmov?2 me
sm2ch®meén8§sobkem zjigthNDn®ho obj emu i sop
(Jouan, vikyvnl rotor K23, 4200 rpm, 5 mi

T Odstran2me supernatant a sedi ment mnech§8m
redestidy,vam$®e weodeme do mi krozkumavky a s

T Sm2s2me se stejnim objemem 10M LACIA@ in
(eventuel #/M JAC)mi n. v

T Srageni nu us a dniknezentdfeza (13000frpmg Bmik) a supernatant
pSeneseme mi krmekumavky.

T PSid8&me jeden objem 9660 mntv2rio IAC & rierskpwetku ji
mi n.-7®SAC), |vyrsgr §dog nd2e pkl sostoki.d ov® DNA z

T Vysr8genou DNA s edi meknoteatjifzen(@3000 eomt5rminf),u g a ¢ 2
sedimen2 kr 8§t opl §chneme 70% etmnoelteam o(l puSiad &m
2 min. pSi 13000 rpm).

T Nakonec nech8me sedi ment 102Cnh(dle vetkosta r oz p

pel etu) vody | i TE pufru.
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Roztoky
1 roztok I: 25nM Tris-HCI (pH 8,0), 10mM EDTANa OH , 1% gluk-za
1 roztok II: 1% SDS, 0,2M NaOH
1 roztok lll: 3BM KAc: 2M kyselinao ct ov8, pH 5, 4
1 210M LiCl

32221 zol ace plasmidov® DNA pomd('@lasmildomer!nz’h(
1. den (odpoledne)

T Bakteri 8l nz2 kol oni 2 zaol kuj eotbes aphaug & & & \h«

pS2slugn® sel ek]| n? ankulbti iotalkmdm;, zibbmy kit

v5 0 ml Erl enmayerovh baRce. Kultivuj eme z

2. den (r88no)
T Pl asmi dovou DNA i zol uj eme po'?hﬁ’las’mid komer
(MachereyNagel NPDmecko) . Postupujeme dle n8vo
f Koncentraci DNA zmhRS2me pomoc?2 pS2stroj ¢

3.223Gt Dpen2 DNA restrikln2mi endonukl e8§zami
1 Do reakce (obvykle &t,5ml mikrozkumavce) pipetujeme:
pl asmi dov8 DNA objen obsahumgbBNA 0, 3
10x restriklnz 22mfr
restrikln2 endohSiRie§za
miliporovg vodadoplnit na crl kovl o
T Sm2ch8&8me a i utbad eprRili B@denofinak).( n e n 2
Pozn.:
f objem pSid§vanutklreeSsztyr i zZk§ wi2s 2enmdaonj ej 2 konc
j ej 2 apkotuigviitt@m vr estri k|l n2zm pufru

T hodnoty jsou uvedeny pro restrikln?2 endon
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3224DNA el ekt aghoo®pa®mn gel u a i zol ace DNA
1 Za pomal ®hroo zzpauhsBP2vngen Avay er ovlD baRce dan® m
pogadovan® kodcTdBpgufruace gel u) v

T Roztok nech8&8me schladnout na pSiblignhD 5¢
aparatutu a vliog2me hSeb2nek pro tvorbu |

Do pSiprawem@&Ildpgaemet wrychladll roztok a ne
Do n8§doby aparatury wvilijeme 1x TAE pufr
milimetrT nadVy meimkel hGep@eeéim, viengS?e| amk
Do jamek naneseme mar k&ovamvpofkgmsm2chan

El ektrofor®zu pSipoj2me ke zdirldydn VzorKky
Po dobDhnut? elektrofor ®zy 1926 min. vrgziokne me a
ethidium bromidu.

1 Gel pSenesemededd i INnGEwWarmoyu svodolk oai kne mh 8 n
odbarvovat.
DNA vizualizujeme pod UV lampou.

Takto rozdhRlen® mobgekul yzbDNAvpe mo@gon®gzt

kr8tce prosv2t2me pod UV | ampou a pomoc?
fragment. PSenesen®& 1j,e5mldomipkSeodzeknu meaw&dye na
hmotnost.

i ProizolaciDNAzagaru a n8sl edn® pée!igtr)nEj pougi
Extract (Machere;Nagel , NDmecko) .

Roztoky a dal g2 materi §lI

TAEpufr40 mM Tris (pH 8,5), 20EDIM kyselina
agarosa NuSieve a SeaKemw mPDru 1: 1 ( FMC, USA)

roztok ethidium bromidu (0,6g/ml)

vzorkovl pufr: 60 % glycerol, 0,6 % br omf
markerGeneRule! DNA Ladder Mix (Thermo Scientific, USA)

= =2 =4 A -

3.2.2.5Ligace DNA
Ligace molekulDNA$ Se falPuwji konci
1 Do reakce pipetujeme (obvykledv, 5 ml z kumavk&8ch):
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DNA (inzert a vektpomlBr kodcéehntraci

10x ligaln2z pufibn
T4 DNA | ig8za 0,2m
miliporovg vodadoplnit na crel kovl o

T Reakci prom2ch8me hodechSmel abkubbuwuah? 4t e
pak mTgemel pbugéporkaci bakter 2,

Ligace molekulDNAg upT mi konci
T Konce vektoru defosforylujeme za pougit?2
DNA 1 jednotka SAP, inkubace 3060 min. v3 7 AICi,biicne enzymu z ah
reakce na 65 AC po dobu 15 min.)
1 Do reakce pipetujeme:
DNA (inzert a vektpomlBr kodcekentraci

10x |l igaln? pufibn

50% PEG4000 1,5m

T4 DNA | ig8za 0,51 1ni

mi|liporovsg vodadoplnit na crl kovI ol
1 Reakci prom2ch8me a nech8me inkubovat 4

pak mTgemel pbugéporkaci bakter?2,

3226Pol ymer§zov§ SetNDzov§ reakce (PCR)

T Pro jednu reakci sm2chg§8me:
Templ 8t ov8 DNA 0,5i10ng
Forward primer (10riM) 2m
Reverseprimer (10nM) 2m
10x Taq pufr 2m

Taqg polymer8za 1U
Phusiof Hot Start Flex 2x Master Mix
Mi | i por ov 8 v od adoplnitnaobjem2di
f SM v PCR mikrozkumavep&edkeb§EméEmduoz>kgml éF
200, MJ Research, USA)

T Nastavgrame pr o
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1) 95AC 2 min

2) 95AC 30 s

3) XAC 40 s (X = PDeplota nased8§n2 p

4) 72AC 1 min

5) 2x opakovat kroky 2 4

6) 95AC 30 s

7) YAC 40 s (Y = Telpthstkandnaked§ @2
nep8pwjodngd sekvenc?)

8) 72AC 1 min

9) 21x opakovat laky 61 8

10) 72AC 2 min

11) 4AC|mhonekone

323 Met ody mateig e s

3.23.1PS2 pr a v akvdsigek S. pombez
1.7 2. den

T

Bu Rk ami narostlTmi na pevn®m m®diu zaol ku
za st 8§l ®ho tSeps&n2z pSi 30 AC

Pokud pSipravkyemenelkyz€&t gnsZf or movanich
sinducibilnZm promotorem nmt1l), nechs§8me k
vhei nduci bi |tmatmimem nBarg/inlu Zts®t o kul tury pot ®
induk|l n2 m®dium bez thiameamSe & &Kl gbk/u Iptou
1

2. (resp. 3.) den

T
1

Po celou dobu pracujeme na ledu.

Kulturu zchad2?me na | edu, pSevedeme ji
centrifugujeme (Jouan, rotor SWM 180.5, 5
Supernatant slijeme, sedimentusgendujeme ve 2 ml STOP pufru a centrifugujeme
(Jouan, rotor SWM 180.5, 5000 rpm, 3 min.

Sediment resuspendujemdv ml stop pufru a pSeneseme dc¢
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Centrifugujeme (5000 rpm, 3 min., ¥ AC);
80 AC.

Po sts8len? odsaj eme super nddnh(dlé velkosts edi me
peletu, | ze poug?2t i meng2?2 mnogstvz2) wvych
objemu prote8zovich inhibitorT FY (Serva,
Dol n2 k-nickou | 8sv2Rknmémmhn&plozkmenaskkemsD

(42571 600mMm, Si g ma, USA) a nech8me zchladit na

Suspenzi bunhNk pSevedeme na kulil Kky.
BuRKky rozbijeme po#hdc?i MPSBstormejdé cBast Prre |
20 s nchl ost 2 5, 5. 3kr 8t opakuj eme (mezi j

zkumavku chladit na ledu).

Do mi krozkumavmk |p&iad émeno6pufru (s FY a
stanovit dle velikosti peletu.

Centrifugac?2 (Jouan, rotoryzSWMpBeoeBemao
mikrozkumavky.

Centrifugujeme Ependorf Centrifuge 54120000 g, 20 min., 4 AC)
Supernatant (tj . fingln? |l yz§8t) odeber e
vmr az § KW pAST,

Roztoky:

T

Lyzaln 2 p @s-mM HEPES (pH 7,6), 0,/4aM EDTA (pH 8), 150 mMKCI, 0,1%

Triton X100, 25% glycerol, 1M urea; pH 76 H upr avi t pomoc?2 KOH
kl 8vovg8§n2m

STOP pufr150 mM NacCl, 50 mM NaF, 25 mM HEPES, 1 mM Nalgst 8

3232PS2prava |lyz8&§tT ze savl2ch bunnk

1
T
T
T

Lyz§ty pSipduavuj eme na |

Miskusnar ost | T mi buRkami nech8me vychl adit
Odsajeme m®di um a 2kr 8t opl 8chneme vychl a
Dl e velikost:i mi sky na ni pi petpommihreu | vz

1: 100 prote8zov® a fosfat8zov® inhibitor
15 min. neca€meal gdnligpmxiel.ce v
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f Zpovrchu misky DbuRky segkrabeme gkrabkol
mi krozkumavky a nDkol i kr §tjehlpu2b& §hneme i nj
Centrifugujeme (Ependorf Centrifuge 5417, 11000 g, 20 min.).

Supernatant (. y z 8§t ) pSeneseme do nov®mmiAkCG.ozkume

Roztoky:
1 10x PBS 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 4,3 mM N&PO,.12 HO; 1,4mM KH,POy,
pH upraveno na 7,3
1 pufr RIPA 0,15M N&CI; 50mM TrisHCI (pH 7,4); 1% Nodinet P 40; 0,1% SDS;
1%deoxychnoll;§t5 sroMl EDTRA; 50 mM Na
1 Z8sobn2 roztok plrMixMESeme v INOQMOB myml Apratimny
0,5 mg/mliLeupeptin, 12,5 mg/ml Pefablog&dh 2 1 0 0 x

3.233St anoven2 proteinov® koncentrace (Folin
SDSPAGE
f Prdaeinovou koncentraci l yz8§tT stafovujem

Protein Assay (Bidrad, USA).
T PSiprav2me si Sed2c? Sadu BSA (hovRhRz2 s®r

0 0 50
200 5 45
400 10 40
800 20 30

1500 37,5 12,5

1 Do mikrozkumavky napipetujeme 120% | yz 8t u z e s alv | I2yxza lbru2nH
pufru. KvasinkovG@i |l yyg&lyulSeada|sre2 wé creuf r5u.

f Zt akto naSedPRDn®ho I|yz&§tu (a ruomvndg BSA®
mikrozkk u mavky a piSird&ateoKIR5AE (pSiprav2me je
A s20nm roztoku S) a 1 ml roztoku B.

T Prom2ch8me a nech8me 15 min. inkubovat ve

f Na spektrofotometru zmRS2me absorbanci vz
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l

T
T

ZnamNSenich hodnoadyptagydaondT mSegtadf S8vi
koncentrace na absorbanci, kterl Vyugij e
viyz8tech.

Pomoc?2 |yzaln2ho pufru |Iyz8ty naSed2me na
PSid&§me 6x Laemml: pufr O( /b4 eomlnj) e mP)r oan? &
inkubujemew Sedeh S8t ®m bl ol ku pSi 95 AC po dob

Roztoky:

)l
1
1

DC™ Protein Assay (BicRad, USA)

BSA 2 mg/ml (BieRad, USA)

6x Laemmli pufr: 0,35 M TriHCI (pH 6,8), 40 % glycerol, 10 % SDS, 0,012 %
bromfenolov§ modS

1M dithiothreitol (DTT)

3.234SDSpol yakryl ami dovs8 gelPABEB el ektrofor ®z a

1T ProSDSPAGE pougi j e mRad$imilPmwtean Ul CellBi o

T Sestav2zme aparaturu pro nal ®v 8n?2 gel T. \Y
separaln?2 gel (o zhlradipias)s adt&l, a apSi Glei gn
pSipravrefidichduy 2c2m kroku. PSevrstv2me nm
ztuhnout (10" 30 min.).

f Odstran2me vodu a vysug2me. Na vznikIT s
roztok pro za&osrtdopiax). gleHne(dvimezi skl a
vhorn2m gelu vytvoS2 jamky proi3mmEgen? v

3,33 ml protogel 0,65 ml potogel

2,50 ml 4x Tris/SDS pH 8,8 1,25 ml 4x Tris/SDS pH 6,8

4,17 ml miliporovs8 3,10 ml miliporovs§
12m TEMED 10m TEMED

60mM 10% APS 50m 10% APS

f Vyj meme hSeb2nek. Dvojici gelT (resp. jed
ekt rof or ®z u. El ektroforetickim pufrem pSe

f Do jamek naneseme marker molekulovich hmo
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T Aparaturu vliog2me do n8doby pro elektrofoc

UzavSeme v2kemtapSéechk®mestaBtn2zm proudu 1

elektrofor®zy projde rozhran?2m obou gel T,

T Po dobBDhnut2 elektrofor®zy vy meme gel zZe
|l i mTgeme rozdRDl en® prraatoke Coogassee BrillieankRlve at b a
(30 min. barven?2 za sodSha®hvoo vtaSce?png nr2o, z toodkbue
t Sepal ce) .

Roztoky:

T protogel: 30 % a-kmeyhwamedbi ©alBr Wi amiNd; pSe
sp-ry o venmi kosti 0, 45

q 4x Tris/DS pH 8,8: 1L,5M TriHCl (pH 8, 8), 0,4 % SDS; p
sp-ry o venmi kosti 0, 45

1 4x Tris/SDS pH 6,8: 1,5 M Trisl C | (pH 6, 8), 0,4 % SDS; p
sp-ry o venmi kosti 0, 45

1 N, N, N9, NStetrametylethylendiamin (TEMED) (Sev a , NDmecko)

T 10% APS (amonium persul fg8t) (Sigma, USA)

1 SDSPAGE pufr: 25 mM Tris (pH 8,3), 190 mM glycin, 0,1 % SDS

9 mar ker mo | e k ul oPageRute™ PlusoRrestaired Protein Ladder
(Thermo Scientific, USA)

T barv2zc2 roztok: 20n & ometbad®ol 0, 104 %%kgse
Blue R250 (BioRad, USA)

f odbarvovac? roztok: 20 % methanol, 7 % ky

3.2.3.5Western blot

1
1

T

Western bl ot prov8dRath@anplotmoc?2 soupravy Bi

Sestav22me aparaturu pro pr&ennuos( Niat rmibt mal

USA). Na destilku m2S2c¢c2 ke katodhD vrst
Whatman, gel s 0 zd DIl enT mi proteiny, nitrocelul o
What man, izolaln?2 hpddidkav®mdgeufnraw) .h| en®

UzavSelmeg2amev do aparatury.
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T Zali jeme blotovac2m pufrem a za st8l ®ho
110 Vpo dobu 1,5 hod.
f Membr  Bteneseni mi profBSiny opl §chneme v
Roztoky:
f pSenosovi pufr: 25 mM Tri s, 192 mM gl ycin

T

TBS: 20 mM TrisHCI (pH 8,0), 500 mM NaCl

3236l munodetekce proteinT na membr 8nhD

T

Me mbr §nSuie nesenl mi proteiny rozstS$S2hg8me na
mol ekul ovich hmotnost 2.

Blokujeme v4% roztoku BSAVT BS na pSéllr :pbBlt aépovdghSi 37

45 min.1 1 hod.

Membr 8nu zat avome odemf plti m38usBSA vpliBSt i | §t k
|l nkubuj eme na pSekl §pnRlce pSi 4 AC pSes n
Membr 8nu vyj meme a pTFiBSnyj eme 3 x 10 min.

Zat av?2 me j ir odtoo kfeanl i @S2sl ugnp® Glanjndgowa,
sk Senovou per%x iB&Rzow) TVBS. |l nkubuj eme n
| aboratorn2 teplothD po dobu 1 hod.

Opl 8chneme BIBSallx® mmwBs. v

Membr 8nu vliog2me do vyv2jec2ho roztoku s
VI ogdme folie. Luminiscen]| n? sign§l det ek

(Fujifilm, Japonsko).

Roztoky:
1 TBS: 20 mM TrisHCI (pH 8,0), 500 mM NaCl
1 TTBS: 20 mM TrisH C | (pH 8, 0), 500 mM NacCl, 0, 05 %
1 4% roztok BSA (Millipore, USA) IBS
T Substr 8§t pr o kSenovou peroxi d8zu: Super

Substrate (PIERCE, Thermo Scientific, USA
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3237Stri povs8n2 membr 8n

f PSiprav2me stripovac? pufr: 40 ml mMl10% SD
2-mer kapt oet hS&me.l . Pr om?2 ch

T Zkumavku Falcon napln2me stripovac?2m pufr

f Inkubujemew emnu za st &8l ®ho tSepg§n2 pSi teplot

T Membr 8nu promyj &@m8. 3 x 10 min. v

 Blokujeme v4% roztoku BSAVFBS na pSélklr g2oBlt a¢povdghSi 37
45 min.i 1 hod.

1 Inkubuiemesial g2 =zvolenou prim8rn2 protil 8tkou

Roztoky:
1 10% SDS
M 4x Tris/ISDS pH 6,8: 1,5M TisiCl (pH 6, 8), 0,4 % SDS; p

sp-ry o venmi kosti 0, 45
1 2-merkaptoethanol (Sigma, USA)

324Dal g2 met tkdSyRopvri&mwie ksul t ur a mi

3.24.1IMi gr al n2 tteesal iArwgfu n d

f BuRky narostl ® na kultivaln2 misce tryps.
Falcon. Centrifugujeme (Eppendorf Centrifuge 5804R, 180 g, 3 min.).
Supernatant odsajeme a pelet resuspendujemaV ®mj e mu m&®Bal)i a (1
PomBgxr kerloomTr ky spol 2t 8&menl mm®gs tav2 bunhk
Na dno jamek Wj amkov® destil ce pSepdgkeédme (kb
NDmecko) .

T Do obou | 8st?2 kommTmedi mai pdtsajhemé cZ®ho 7000

Inkubujeme ver most atu do doby, neg buRKky vytvo
hod.).
OpatrnihD sejmeme komTrku. Vznikne mezer a,

Vyhodnocuj eme pomoc? mi k r < 9dbjekpvudx/HHMCk o n E ¢
PoS2 d2 me doby§hned aosejrau2 k omTr ky a po uplynut 2
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3242Test bunhDk na schopnostpodklbdut nez8vi sl e

T

= =2 =2 =

BuRky narostl ® na kultivaln2 misce tryps:]
Falcon. Centrifugujeme (Eppendorf Centrifuge 5804R, 180 g, 3 min.).

Supermtant odsajeme a pelet resuspendujemmeavi ® m o bj e mdmm®di a (1
PomdBgar kerloomTr ky spol 2t 8&menl mm®gs tavu2 bunDhDk
PSiprav2me 2x DMEM a 1,6% agar . Dr g2 me | e
Do jamek 6jamkov® destipbklkl pdpet®Paupemgat ut
sm2ch8n2m 2x DMBEM mdrlu, 61% la.gaNeu hv8 me zt uhn
VO, 4% agaru (pSiprav?2 me sm2 s epnoPmidr u 24 : D)V
resuspendujeme 2000 bunniDKk. SmRe ptpbhui &
pSevrstv2me 1x DMEM

Za oblasn®ho pSidg§vsgn2z 1x Didimdstampodpbavr ch
14 dnT.

Jamky naskenujemerso z | i gen2z m 1200 dpi a sn2zmky vy
NIS-Elements.
toky a dal g2z materi 8§l

Agar noble (Sigma, USA)
2xDMEM (100 mly 256 g pr 8gkov ® DME M S pyLifeu v 8t em
Technologies)
66,2 ml k|l 8vovan8 miliporovsg§ vod
9,8 ml 7,5% NaHC®@
20 ml FBS (Sigma, USA)
2 ml neesenci 8l n2 aminokyseliny

2 ml antibiotikaantimykotika (GibcoLife Technologies)
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7 N N

4.6 L Ol AAEU

C2lem t®to pr8ce je objasnit vliiv fosfor
dom®ny kin8zy Src na regul aci jej?2 katalyti
substr8ty. Z8mRDrem bude rovnDhDg nsat anboowiltk, a ak
jejich fyziologicklch procesT.

Zvolenl eS3swudpukTyr 90 udpiyt?2 zambgeky sred
SsubstituentT, kter® napodobuj 2 pS2tomnost | |
SetWzdan® pozi ci pepti chyprotolvy e d B ® GSBBIi domB@®nya
nefosforylovatel nl dfreurhy® azlaa nzi bny t(ekr ck y9sOeA)i nay \
jengsoel aasn® dobD nejbnDgnNDj i poug?2Qhbah §dvrd | e
mutantn2 formy kuSmohhg?2 StabdodrydtyoSiy.t vbSlee
bunnESnciwteeSrc)ak onsti tutivnhD aktivn2 Src nesouc?
tyrosinu 527( Sr ¢ 527 F) , kde absence hydroxylov® sk
Csk |i Chk atalkyniaonk®balti kity enzymu.
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41 Exprese variant kukaaBmks8c

Schizosaccharomyces pombe

Al kol i l ze u kvasinek detekovat n2zkou m2|
nebyly u nich objevenyFogs8dent® jperlovauaskugingy r o xiyr
tyrosinu pSen§8§gen prost Sedni ¢Ganneret ald19®) nND s p
Vkvasinkovich buRkS&ch tud2¢g nejsou pS2tomny
j eho king§zovou aktivitu, ani j i m®o vkeidmeZ ymi
experimenty.

Syst @g2ykme 2ganoven? kat al yteint kS& ca khteitveirtoyl
expresi t v® tSchizodaccm®myges pombgl zaveden prof. Supeifiurgou
(SupertiFurga et al., 1993 v yp§i t snmeucdhiaunr esgnd| uj 2 ¢ BSrch akti
Vzhledemka b s enci regul 8t krvlasa nis®lnhlvigtearhThySma t an
sintaktn? katal yt i c Kopombalaokm® nvonl®? va btuoRkglcét nh
regul ov arAS&hBpresetSrc roto k v asi @ kb $ejdvysokou fosforylaci
endogenn2ch proteinT aaleiz8h ioBie odskujret Wchubt ur
buRk&ch Csk d oc h 8§z 2-Srcukp otelmap|toepns?a me@typat U c
pozmRDnNnTch v2ayichhos&r dalpavze hugabeu ZBk ahy do str
Sr c, kter® ovlivn?2 sldrgk?yc irre§kutd iav nsZem tpsrtozg\elv &
inhibic2 rTstu, Temoludyje @mScthoomma te@st fo.& \&in
nagpya ®zvy, ge fosforylace Tyr CDInkesini @gag evade
kn8r Tstu katalytick® aktivity Src.

411PS2prava pl asmi dpro éxprési SkcoanGsk WSu k't T

pombe
Pro expresi Src variantky v a s i 8. honbdh y | pougi t3XW@™éerénoet pJR2
al., 2000) Jeseloflasmidodvozenkexpresn2ho vektoru pRET
uracilovl selg&hnZammackea nbon ®uk ewsadtsareinicepr o
Mognost regul ovat prodokcici SDc phbyb.eombez hp re a e
nut nou p oExkpresen krotl . e I nhi bovg8na p SJ& ttoo jedmad s t 2 |
znej si Il nNj g2 ch pr oSnpomiETomnmdsioch& Mawntely Y 2 v
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Jako vichoz? zdroj simuua @inltyn2ebktvary apBl Be«
z a k | o n osekeencemsic variant(pBlue-c-src90E, pBluec-src90F, pBluec-src, pBlue
C-SIch27F)

Plasmidy pBluec-src90F, pBluec-src a pBluec-srcc 2 7F byl 'y gt Dpeny r
endonukl eg8zami oXao® p&dbi §¢Md rtoy o0, vred I kw2t |
DNA s ekven c eSrgvaiahnboytl |yi vploct h@ektorergmIRB XY 6t evSenTr
vpol ylinkeru Xhobamia Noitgal néstsrmikst28§z byl y ns§
t ransf or moPscherchia dolikiReng DHA. Bakteri 8l n2 kol oni e,
kultury na misky i vni m agarem obsahuj2c2m selek]|n:
rozpRstovgny jako separ§8tn2tkeht orlyau noPvkiaSkeyi ad
restrikln2ml galDBgrd2am XdbrddWpRdI egdd@mispRgnn |
konst r u-BRUT-sr@@QFRIAR2Z3XU-c-src, pJR23XU-c-src527F vznikly 2 fragmenty
o velikostil666 bp a9114bp Druh8 kontrola byl @brBomhteér § e
k o nst ipilakat2 DA niblekuly o 1630 bp a 9180.bp

pJRZ3XUc-src90F pJRZ23XUc-src527F

«—— 9114 bp

«—— 1666 bp

Obr. 7: Restri k|l n2 oyv38&esréd0FkapiRBKU-cisici27F. Pasnirig

i zol ojvadi®o tzl i (15¢c ho dk cklacyndi@hp| )k ogptsOp eky uh est r i k
Bgl I 1. Spr&vmiNdy itgwe &iN®Yy pp@as®mp ge & coblgsth a h p g &
1666 bp a9114bpdl e poSad?2 nan§geRBXUchbraddF aklonk ®B st r ukt
pJR23XU-c-src527F)
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<«—— 9180 bp

<«—— 1630 bp

Obr. 8 Restri k] n?2 ovD—%ﬂq—érckogSDpak%m pPpe REr i k
VpS2padhD YaspRDgnhN vytvoSen®ho pl dpadl8bdsvzni kl
ohl edem na poSad?2 nang8gek klony 2 a 4)

PS2prava expresnz3dxxdcsr@d@iEstprukbuhapaR20dl i g
vnesen2m aminokyselinov®t azazrgmnD nwBRNAI gektvexii \n u 9
restrikln2z m2st,o a otzypd2zg 8§ el Rl BgKibaardugzvektoruk
pBluecsr®@ 0 E poug?2t Xhol a Not | ISre98H byli rato8 z vy . F
zpTvodn?2ho plasmidu z2sk8neS8montoacl?2l raesBgli lkll né
svektorem pJRB XU ot e voStelndsnt iv pol yl| i nkaeBaroHl Bam$it r i kt §
vyt vgS2 kohezn2 Bgomd e . k Pmmpatmi blikho® 2 DMNBtlyi 7 elhgv
na ¢givn®mmppar binem, reBylraklonv2DBienandonukl| e§
spSedchoz? mi kontrol ami . N a-8XU-c-src@0f |kanstryktu o v e d e
restrikt §obo® Hithedbe®EIvn2 m pS2patiNagmehoT ke wvel
3255bp, 7126bpa dvou mal ekwlo PNAhmoh® velikosti 399
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<«— 7126 bp

«— 3255bp

Obr. 9: Kontroln2z gt DP&o-Src90Epastruklo?2 pdgR@onukl e
Separace agarosovou elagknt®& @pfraurh®z cou vwed § kalsa ed

bp.

Kingzu Cskk)yeasmneSkgadhrvoz hodl i produkbdovam p
expresn2ho WMeleddetral, 1987\ Rehto plasmid je vwbavek onst i t ut i v i
ak t i vadl® promotorem,gerem pr o ampicilinovou resistenc
markeremadhj e p r o noblastogeno prg@ alkohol dehydemgn 8 zu. Je schopna
stejnhN vysok® expmntlpsmotoj. ako i ndukovanl

Plasmid pEFIRESN-csk(daroddr Br di | ky) byl gt Dpen restr
Xhol a Not |l a n¥dlemdbwd v mk dbawgsrenstem. |l zol

fragment(1350 bp) € u p T mi nedDMA i k - €3k.jVekto? pART byl linedr z o v § n
pomoc? restrikt8§zw Smwmakkul en @ NRoyefasridci k o nc e
al kal i ckou byblsifgpadeS8gnoagBARt em. Ligaln2 smRDs?2
bakterie E. coli kmene DH&. Kol oni e nar ost | ®ampidineny blyn ® m a
testovs&§ny na pS2t otrukto pART-cpkaKpand a vwod m®hmo gkt ddmpse n 2
vytvoSen®ho plasmidu e n dobrn10kvknikl§ 2 dragmentyde o | a
velikosti 907 bp a 7721 bp. Druhou kontrolou byla PQRrsi mer y o hoskanmert| uj 2 c 2
(obr.11) NamnodBNA pus erk20o zgualYl®es ov® el ekwioBan®ze
pruh napozicodpov?z2daj 2c?2 veli kosti 1350 bpcsk cog ¢
v pART vektoru.
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«—— 7721 Dbp

<+«——— 907 bp

Obr. 10: Restrik|]n?2 ovRxSsekn.? Fkloanssntirdu kit yul p@AtRITp e n
BamHI. Elek r of or et i ck8 separ acep Srap aadgla rsopsr osSwe&n® hgoe |
ke vzniku 2 fragmentuovek o st ech 907 bp a 7721 bp (dle po

<+— 1350 bp

Obr.1: Agarosovs8 el ekspArARFcsk®va@ kPGRemeakhae temg
primery ohranil uj?2c?2mi sekvenci k-duj 2c? Csi
1350 bp, cog odpov2d8 velikosti inzertu.

4.1.2 Transformace kvasinek S. pombee x pr e s n 2 mi vektory

varianty src a konstruktem pART -csk
Vyt voSenT mikonstxkyrp@RBX3-arsic90E, pJRZB3XU-c-src90F, pJR2
3XU-c-src, pJR23XU-c-src527Fa pr 8§z nT m  v-8XUtbgly lgthmm-pd Rt28§ t ov o u
met odou transf o®. npomb&kmegne RNGFOs iKnoklyoni e, jeng v
pl ot npSecvhnrh@d i e nuradibelsd v pro kontrolu pSel §rkov
plotny.
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OvhNSzm& ,vzni k|l ® (pbDlzd tomxzma&| kdaom® jako Src9C
cSrc a kont sroinzertt)) pdR dprzavdu schopny expri mc
ki n§ z,ybyloSprovedenoi munodet elkxcdsiSrkoovVch |l yz8tech.
kvasinkov® buRky r oz podm2vrigekd i w a o lmsaanimlwjk? on2?
v koncentraci5 ng / ml po dobu pSiblignhN 24 hod. Po pr
m®di a bezProtkbntrdami byl a | 8st -Spaep wplosnmee hi@lodan w2 c h
podm2 nZk8cdhd.® k ul tvierdye nlyy |2y opdrbddray :d rpurhvin 22 41 7h ohd

i ndukci exprese Src. Vzorky byly n8slaedniD |
pSipravenBAGEHPo e$SRP&troforetick® separaci byl
nitrocelulo® vou membr §nu. N § soktakdspv a ImEr nAk phac¢c e | §t k

Src a pot® se sekund§rkrS?e nprvotui IpStr kiHRR) P& mjuu ¢ ¢
pSi d&n2 rscubMRP §bwyl pluminiscenln2 signgl det
(Fujifilm, Japonska)Zv 1T s | e d n ®&abbo. 12hjleot pat r n ®, ge exprese
vysok§8 i za inhibi |meddhu pBdazmo?rkd/k ct Hi7a rhiordu pw
d o m®ed thiaminu je produkce Srcpvo r o v nefdukdvansu kulturou-8 r ¢ N st 8§l
jegtnNOdbBRkg. proveden® 24 hoduj 2povlirnadzurk® i n avh
prot.einT

24 hod. po indukci 17 hod. po indukci

pJR  cSrc(NI) c-Src 527F 90F  90E pJR c-Src(NI) c-Src 527F 90F  90E

R . S —
o - — —

Obr.12 0vNSen2 expr eksvea sv arkiSacrtr &8 1s ¢p owhdrstwlkuty T ¢ h
pJR23XU-c-src90E, pJRBXU-c-src90F, pJRZBXU-c-src, pJR23XU-c-src527F a pJR2
3XU.Zkagd® kultury byly provedeny 2 odbDRDry: p
Lyzovan® vzorky o shodn® kPAMGematrmEénebehy
nitrocel ul osovou mermbv dana oEr-SEtAENES tbkyd

Jeli kog exprese Src zpY9opatbaj raji?2nrhdalbd cmn8 g,
pS2tomnost kkasim€8czpyr o$rew 2 v na | @¢ Pdchod. kabtivadeo | o g i
vindu k| nm@&d i u byl y b upedkmikrokdpemuNik§nnEclipse TE200%

(objektiv 100x/DIC) p 0 mo c 2 di f er ernecni|8nl2nh?oh ¢okroi 1B} t Keamygf t eu
nesopacBdzednpgr §zek t3oXrtU  pwlyPp2adal vy obdobnnD. jako
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VKkul t Srpéntkle x pri muj2c2ch Src byly pozorovsgny
vli astnosti pSedstavuj2c2 mrmo®f gleadginclk® &Kbhmec
projevuj2c2 se zmhRDnou proporc2 a u nRkterTch

Obr.13 BuRky 6&expoimmbej .nc2 (pJR; vlievo) a e
Sr c. Kvasinky byly i 2dukhHho®.m krn@ldtiiuvoa § mpy
mikroskopem Nikon Eclipse TE200& (objektiv 100x/DIC) metodou diferengil n 2
interferenln2zho kontrastu

Klony Src90E, Src90F, Srcb527F,-Src a pJRbyly t r ansf or mov 8ny k on
nesogen pro kin&mu &E£sKky yeptARTna sel ekl n2 pl of
leucin Aby byla vyloulena falegn8 pozitivita,
sel erkilsnky. T2m byly z2sk8&8ny kvasinkov® buRky
527F+Csk, eSr ¢ +Cs k a konkt eory®@2mi) JyR +kQosnks)t i Csktai vnhD

poindukcipr odukovat jednotliv® varianty Src.
Lyz8ty klonT Src 90E#Ssk+C9RFaCpl R+E2KFbHE
na pS2tomnost Src a Csk. I munologick§ detekec

exprese Src zTstala ve vgechkvpSipadetibhzaghod
vgdlhungeeploda Si | Vehlegem&fk 8lkztat,, ge pougit §Cshri m§r
tento protein velmi slgygbPtdehepBS@phavBhlchom
se zSej mnN j edn adtekem e ¥Exmesi ®rotp jsnwelsd r@&hodlivzjistit, zthy

nebyl o rodokginO8kop NSi t vryesp $2dmoov § nr2Ts t oM e hv rychl
kvasinek t ansf or movani srhi cskomrs o tr iu kKSbpoiRdeEenrs ouc2 m | et

plasmidy ssrc.
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