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Abstrakt 

 

Kin§za Src hraje z§sadn² roli v pŚenosu sign§lu z aktivovanĨch povrchovĨch receptorŢ. 

Je souļ§st² sign§ln²ch drah pod²lej²c²ch se na kontrole bunŊļn® proliferace, diferenciace nebo 

motility. Jej² aktivace proto podl®h§ pŚ²sn® a komplexn² regulaci. V inaktivn² konformaci je 

Src drģen intramolekul§rn²mi inhibiļn²mi vazbami. SH3 dom®na asociuje s polyprolinovĨm 

helixem CD linkeru, zat²mco SH2 dom®na v§ģe fosforylovanĨ C-koncovĨ tyrosin 527. ObŊ 

regulaļn² dom®ny udrģuj² kontakty s laloky kin§zov® dom®ny, ļ²mģ stabilizuj² jej² katalyticky 

neaktivn² formu. PŚechod do aktivn²ho stavu je spjat s rozruġen²m tŊchto inhibiļn²ch interakc². 

Vġechny konformaļn² pŚestavby jsou vĨznamnou mŊrou ovlivnŊny fosforylaļn²m statusem 

kl²ļovĨch tyrosinŢ 416 a 527. 

Byl nalezen novĨ in vivo fosforylovatelnĨ tyrosinovĨ zbytek, jenģ se projevil jako dalġ² 

regul§tor aktivity kin§zy. Jedn§ se o Tyr 90 SH3 dom®ny Src, kterĨ pom§h§ vytv§Śet jednu 

z hydrofobn²ch vazebnĨch kapes jej²ho interakļn²ho povrchu. Na z§kladŊ exprese 

fosfomimikuj²c² mutanty Src 90E v kvasink§ch S. pombe a linii SYF je patrn®, ģe fosforylace 

Tyr 90 vede ke zvĨġen² kin§zov® aktivity Src. PŚ²ļinou je vnesen² z§porn®ho n§boje fosf§tu 

do hydrofobn²ho vazebn®ho povrchu SH3 dom®ny, coģ zpŢsob² sn²ģen² jej² afinity k CD 

linkeru. Src 90E m§ ļ§steļnĨ transformaļn² potenci§l. Deregulace fosforylace Tyr 90 mŢģe 

tedy v®st k aberantn² aktivaci Src. 
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Abstract 

 

Kinase Src plays an essential role in signal transduction from activated surface receptors. Src 

is involved in signal pathways that participate in the control of cell proliferation, 

differentiation or motility. That is why Src activation undergoes strict and complex regulation. 

Inactive conformation is maintained by intramolecular inhibitory interactions. SH3 domain 

associates with a polyprolin helix in CD linker whereas SH2 domain binds phosphorylated C-

terminal tyrosine 527. Both regulatory domains maintain contacts with the lobes of a kinase 

domain thereby stabilizing an inactive conformation of the catalytic domain. Transition to an 

active state is accompanied by a disruption of these inhibitory interactions. Conformation 

changes are substantially influenced by the phosphorylation status of key tyrosines 416 and 

527. 
Phosphoproteomic analysis revealed new Src tyrosine residue, which can be 

phosphorylated in vivo. It has been found, that tyrosine works as an additional regulator of Src 

activity. This is Tyr 90, which forms one of the hydrophobic pockets in the binding surface of 

Src SH3 domain. Based on the expression of phosphomimic mutant Src 90E in S. pombe or in 

SYF lineage, it has been observed, that Tyr 90 phosphorylation elevates Src kinase activity. 

The reason is that the phosphate introduces a negative charge into the hydrophobic binding 

surface of SH3 domain which causes a decrease in the affinity to CD linker. Src 90E has a 

partial transformational potential. Deregulation of phosphorylation of Tyr 90 could therefore 

lead to an aberrant Src activation. 
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3ÅÚÎÁÍ ÐÏÕĿÉÔĻÃÈ ÚËÒÁÔÅË 

 

Abl  Abelsonova proteintyrosinkin§za (Abelson tyrosine-protein kinase) 

ATP  adenosin trifosf§t 

Bcr  Protein oblasti clusteru zlomŢ (Breakpoint cluster region protein) 

BCR  receptor B bunŊk (B cell receptor) 

bp  p§ry b§z² (base pair) 

Btk  Brutonova tyrosinkin§za (BrutonËs tyrosine kinase) 

CAS  Substr§t asociovanĨ s Crk (Crk-associated substrate) 

CML  chronick§ myeloidn² leukemie (chronic myelogenous leukemia) 

Csk  Kin§za C-konce Src (C-terminal Src kinase) 

DMSO  dimethylsulfoxid 

EDTA  kyselina ethylendiamintetraoctov§ 

FAK  Kin§za fok§ln²ch adhez² (Focal adhesion kinase) 

FBS  fet§ln² hovŊz² s®rum (fetal bovine serum) 

Hck  Kin§za hematopoetickĨch bunŊk (Hematopoietic cell kinase) 

HIV-1  virus lidsk® imunodeficience typu 1 (Human immunodeficiency virus type 1) 

HRP  kŚenov§ peroxid§za 

IRES  vnitŚn² m²sto pro vazbu ribosomu (internal ribosome entry site) 

LTR  dlouh§ koncov§ repetice (long terminal repeat) 

MEF  myġ² embryon§ln² fibroblasty (mouse embryonic fibroblasts) 

NMR  nukle§rn² magnetick§ rezonance 

nmt  ģ§dn§ odezva v pŚ²tomnosti thiaminu (no message in thiamine) 

OD  optick§ denzita 

PAGE  polyakrylamidov§ gelov§ elektrofor®za 

PCR  polymer§zov§ ŚetŊzov§ reakce (polymerase chain reaction) 

PDGFR Receptor rŢstov®ho faktoru krevn²ch destiļek (Platelet-derived growth factor 

receptor) 

PH  dom®na homologn² s pleckstrinem (pleckstrin homology domain) 

PPII  polyprolinovĨ helix typu II 

PTB  fosfotyrosin-vazebn§ dom®na (phosphotyrosin-binding domain) 

rpm  poļet ot§ļek za minutu (rotation per minute) 

RSV  RousŢv virus kuŚec²ho sarkomu (Rous sarcoma virus) 

SAP  alkalick§ fosfat§za z krevet (shrimp alkaline phosphatase) 

SAXS  n²zko¼hlovĨ rozptyl roentgenov®ho z§Śen² (small-angle X-ray scattering) 

SDS  sodium dodecyl sulf§t 

SFK  kin§zy rodiny Src (Src family kinases) 

SH  homolog dom®ny kin§zy Src (Src homology) 

STAT3 PŚenaġeļ sign§lu a aktiv§tor transkripce 3 (Signal transducer and activator of 

transcription 3) 

WASP  Protein Wiskott-Aldrich syndromu (Wiskott-Aldrich syndrome protein) 

wt  divokĨ typ (wild type) 
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1. ªÖÏÄ 

Src je prvn² objevenĨ onkoprotein a prvn² identifikovan§ proteintyrosinkin§za. Je 

nezbytnĨ pro udrģov§n² homeost§ze vnitŚn²ho prostŚed² buŔky a pod²l² se na prŢbŊhu mnoha 

dalġ²ch bunŊļnĨch dŊjŢ. Je vĨznamnou komponentou sign§ln²ch drah, kter® kontroluj² 

proliferaci, diferenciaci a migraci bunŊk. Đļastn² se regulace cytoskeletu, tvaru a polarizace 

bunŊk ļi udrģov§n² kontaktŢ s okoln²mi buŔkami a extracelul§rn² matrix. 

Src patŚ² do skupiny nereceptorovĨch proteinkin§z. PŢsob² proto jako pŚenaġeļ sign§lŢ 

z extracelul§rn²ch receptorŢ na intracelul§rn² dr§hy, pŚiļemģ reprezentuje z§sadn² sign§ln² 

uzel, na kter®m doch§z² k integraci velk®ho mnoģstv² rŢznĨch stimulŢ. VĨznamnou funkci m§ 

zejm®na v signalizaci pŚes aktivovan® receptorov® tyroz²nkin§zy, receptory spŚaģen® s G-

proteiny a integriny. 

Vzhledem ke sv® vĨznaļn® roli v ġirok®m spektru bunŊļnĨch procesŢ, mus² bĨt kin§za 

Src pŚ²snŊ regulov§na. PŚev§ģn§ vŊtġina populace Src molekul se v buŔk§ch nach§z² 

v inaktivn² konformaci. Ta je udrģov§na intramolekul§rn²mi inhibiļn²mi interakcemi, kter® 

jsou zprostŚedkov§ny regulaļn²mi dom®nami SH3 a SH2. PŚechod do katalyticky aktivn²ho 

stavu je spjat s rozruġen²m tŊchto vazeb a to v dŢsledku vazby proteinovĨch ligandŢ ļi zmŊny 

fosforylaļn²ho statusu kl²ļovĨch tyrosinŢ v r§mci struktury Src. 

Deregulovan® formy Src mohou zpŢsobovat n§dorovou transformaci bunŊk. Jsou 

schopny navodit zvĨġenou bunŊļnou proliferaci, ztr§tu kontaktn² inhibice nebo nez§vislost na 

ukotven² k povrchu. Doch§z² k reorganizaci aktinov®ho cytoskeletu, oslaben² intercelul§rn²ch 

kontaktŢ a sn²ģen² adheze k extracelul§rn² matrix, coģ usnadn² invadov§n² bunŊk do okoln²ch 

tk§n². ZvĨġen§ kin§zov§ aktivita a exprese Src byla pozorov§na v mnoha typech n§dorŢ. 

Tato pr§ce se vŊnuje vĨznamu fosforylace Tyr 90 v SH3 dom®nŊ kin§zy Src, kter§ byla 

objevena pŚi analĨze fosfoproteomu myġ²ch embryon§ln²ch fibroblastŢ transformovanĨch 

kin§zou Src. Tyrosin 90 se nach§z² na interakļn²m povrchu SH3 dom®ny a pom§h§ utv§Śet 

jednu z hydrofobn²ch kapes pro asociaci s ligandy. Fosforylace tohoto aminokyselinov®ho 

zbytku a n§sledn§ zmŊna vlastnost² vazebn®ho povrchu mŢģe m²t regulaļn² vĨznam pro 

interakce zprostŚedkovan® SH3 dom®nou. St§vaj²c² vĨzkum si klade za c²l stanovit, zda m§ 

fosfotyrosin v t®to pozici nŊjakĨ funkļn² vliv na prŢbŊh intracelul§rn²ch sign§ln²ch procesŢ a 

fyziologii buŔky.  
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2. ,ÉÔÅÒÜÒÎþ ÐĠÅÈÌÅÄ 

 

2.1 Historie vĨzkumu kin§zy Src 

 

Poļ§tky vĨzkumu kin§zy Src se datuj² do roku 1909, kdy Peyton Rous nalezl kuŚe 

nesouc² sarkom, z nŊhoģ pŚipravenĨ bezbunŊļnĨ filtr§t byl schopen vyvolat vznik n§dorŢ 

v dalġ²ch kuŚatech. Navrhl, ģe agens zodpovŊdn® za indukci tumorŢ je virus. Rousova pr§ce 

byla pŚijata se znaļnou skeps², protoģe se pŚedpokl§dalo, ģe n§dorov§ onemocnŊn² jsou sp²ġe 

endogenn²ho neģ infekļn²ho pŢvodu. Byla docenŊna aģ v 50. letech 20. stolet², kdy se 

podaŚilo z bunŊk tŊchto n§dorŢ izolovat retrovirus schopnĨ n§dorov® transformace. Byl 

nazv§n RousŢv virus kuŚec²ho sarkomu (RSV) a stal se tak prvn²m virem objevenĨm 

v tumorech (shrnuto v Bjorge et al., 2000; Martin, 2001; Guarino, 2010). 

N§slednĨ vĨzkum, zejm®na objev mutantn²ch forem RSV neschopnĨch transformace, 

vedl k identifikaci prvn²ho genu odpovŊdn®ho za vznik n§dorŢ, onkogenu v-src. Hybridizaļn² 

experimenty s komplement§rn² DNA uk§zaly, ģe src je norm§ln² bunŊļnĨ gen vysoce 

konzervovanĨ mezi mnohobunŊļnĨmi organismy (Stehelin et al., 1976; Dorai et al., 1991). 

Byl definov§n term²n protoonkogen, bunŊļnĨ prekurzor retrovirov®ho genu s transformaļn²m 

potenci§lem, kterĨ byl v prŢbŊhu evoluce inkorporov§n do virov®ho genomu (shrnuto v 

Martin, 2001). 

V roce 1977 Brugge a Erikson imunoprecipitovali 60 kDa velkĨ fosfoprotein v-Src 

z lyz§tu z RSV-transformovanĨch fibroblastŢ (Brugge & Erikson, 1977). Uk§zalo se, ģe jak 

v-Src, tak jeho bunŊļnĨ homolog c-Src jsou proteiny s kin§zovou aktivitou (Collett et al., 

1978; Collett & Erikson, 1978; Levinson et al., 1978; Oppermann et al., 1979). N§slednĨ 

objev tyrosinov® fosforylace (Eckhart et al., 1979), kterĨ pŚekonal do t® doby panuj²c² n§zor, 

ģe kin§zy jsou schopny fosforylovat proteiny pouze na serinech nebo threoninech, vedl 

k pozn§n², ģe Src je tyrosin-specifick§ proteinkin§za (Hunter & Sefton, 1980). 

Porovn§n² sekvenc² v-src a c-src genŢ vyjevilo kromŊ nŊkolika aminokyselinovĨch 

alterac² zejm®na vĨznamnou odliġnost C-koncovou ļ§st² jejich produktŢ, kde bylo posledn²ch 

19 aminokyselin c-Src zamŊnŊno 12 odliġnĨmi aminokyselinami v-Src (Takeya & Hanafusa, 

1983). Dalġ² rozd²ly byly objeveny v kin§zov® aktivitŊ, kter§ byla niģġ² u bunŊļn® kin§zy Src 

(Coussens et al., 1985) a rovnŊģ v transformaļn²m potenci§lu homologŢ, kdy c-Src, na rozd²l 
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od v-Src, nezpŢsoboval n§dorovou transformaci ani pŚi vĨrazn® nadprodukci proteinu (Iba et 

al., 1984; Shalloway et al., 1984). Experimenty s chim®rn²mi formami v-Src a c-Src uk§zaly, 

ģe vyġġ² kin§zov§ aktivita a schopnost transformace je pŚedevġ²m dŢsledkem C-termin§ln² 

oblasti v-Src (Iba et al., 1984; Tanaka & Fujita, 1986). BunŊļnĨ pŢvod v-Src, jakoģto agens 

vedouc²ho ke vzniku n§dorŢ, byl dŢkazem toho, ģe se norm§ln² bunŊļn® geny, pokud jsou 

nepatŚiļnŊ aktivov§ny, mohou chovat jako onkogeny. Byl to z§klad pro pochopen² podstaty 

molekul§rn²ch mechanismŢ tumorigeneze. 

Dalġ² vĨzkum se zamŊŚil zejm®na na pochopen² regulace aktivity kin§zy Src a jej² 

strukturu. Byl odhalen aktivaļn² a inhibiļn² vĨznam jednotlivĨch fosforylac² v r§mci struktury 

Src, definov§ny SH2 a SH3 dom®ny jako stavebn² prvky proteinŢ zprostŚedkov§vaj²c² 

protein-proteinov® interakce ļi intramolekul§rn² vazby regulaļn² povahy. Zapoļalo hled§n² 

interakļn²ch partnerŢ Src, sign§ln²ch kask§d ovlivŔuj²c²ch jeho aktivitu, expresi nebo 

lokalizaci a studium efektorovĨch drah, jimiģ Src pŢsob² na bunŊļnou fyziologii nebo kter®, 

v pŚ²padŊ v-Src, vedou k n§dorov® transformaci bunŊk (shrnuto v Martin, 2001). 
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2.2 Struktura  a regulace kin§zy Src 

 

Soustava mechanismŢ umoģŔuj²c² pŚenosy fosf§tovĨch skupin je jedn²m z nejv²ce 

rozvinutĨch sign§ln²ch syst®mŢ. Je nezbytnou souļ§st² sign§ln²ch s²t² reguluj²c²ch nejrŢznŊjġ² 

bunŊļn® procesy poļ²naje genovou expres², metabolickĨmi dr§hami, bunŊļnĨm rŢstem a 

diferenciac², transportn²mi mechanismy ļi apoptosou. 

JednŊmi z jej²ch hlavn²ch komponent jsou proteinkin§zy. V r§mci eukaryot se jedn§ o 

nadrodinu proteinŢ, kter® vznikly divergentn² evoluc². Jej² ļlenov® sd²l² katalytickou dom®nu, 

kter§ je mezi nimi strukturnŊ konzervovan§. Jedn§ se o jednu z nejvŊtġ²ch proteinovĨch rodin, 

jeģ tvoŚ² 2 ï 4 % vġech eukaryotickĨch genŢ. VŊtġina kin§zovĨch rodin je zastoupena u vġech 

metazo² (Manning et al., 2002). 

Src patŚ² mezi nereceptorov® proteintyrosinkin§zy, coģ je skupina ļ²taj²c² 8 rŢznĨch 

rodin: Src, Csk, Fak, Abl, Jak, Fps, Syk a Tec. Jejich spoleļnĨm typickĨm rysem je modul§rn² 

povaha jejich struktury. KromŊ kin§zov® dom®ny jsou totiģ tvoŚeny Śadou dalġ²ch dom®n a 

strukturn²ch prvkŢ, kter® zprostŚedkov§vaj² jak intermolekul§rn² interakce se sign§ln²mi 

partnery, tak intramolekul§rn² vazby umoģŔuj²c² regulaci aktivity kin§zy. Slouģ² k lokalizaci 

proteinu do patŚiļnĨch bunŊļnĨch struktur a umoģŔuj² sestavov§n² sign§ln²ch komplexŢ 

tvorbou dokovac²ch m²st pro jednotliv® proteiny. 

Rodina kin§z Src (SFK) je u ļlovŊka tvoŚena 11 ļleny: Src, Yes, Fyn, Blk, Brk, Frk, 

Fgr, Hck, Lck, Lyn a Srm. Src, Yes a Fyn jsou exprimov§ny ve vġech bunŊļnĨch typech. 

Ostatn² proteiny t®to rodiny jsou produkov§ny specifiļtŊji, zejm®na vġak v buŔk§ch 

hematopoetick®ho pŢvodu (shrnuto v Thomas & Brugge, 1997). SFK maj² molekulovou 

hmotnost v rozmez² 52 ï 62 kDa a jsou tvoŚeny ġesti strukturn²mi celky. Na N-konci je 

lokalizov§na SH4 dom®na, kter§ nese myristoylovou a v nŊkterĨch pŚ²padech i palmitoylovou 

kotvu. D§le za touto oblast² n§sleduje unik§tn² dom®na charakteristick§ pro jednotliv® SFK, 

SH3 dom®na, SH2 dom®na, kin§zov§ (SH1) dom®na a C-koncov§ regulaļn² oblast (shrnuto v 

Tatosyan & Mizenina, 2000; Boggon & Eck, 2004; Roskoski, 2004). V objasŔov§n² struktury 

SFK a z toho vypl²vaj²c²ch mechanismŢ jejich regulace mŊly z§sadn² vĨznam zejm®na 

krystalografick® analĨzy proteinŢ Src, Hck a Lck (Yamaguchi & Hendrickson, 1996; Sicheri 

et al., 1997; Xu et al., 1997; Schindler et al., 1999; Xu et al., 1999; Breitenlechner et al., 

2005; Cowan-Jacob et al., 2005). 
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2.2.1 Struktura kin§zy Src 

 

Proteintyrosinkin§za Src je protein o velikosti 60 kDa, jehoģ struktura je (od N-konce) 

tvoŚena SH4 dom®nou s myristoylovou kotvou, unik§tn² dom®nou, SH3 dom®nou, SH2 

dom®nou, CD linkerem, kin§zovou (SH1) dom®nou a C-koncovou regulaļn² oblast², jej²ģ 

souļ§st² je tyrosin 527 (ļ²slov§n² bude uv§dŊno podle kuŚec²ho Src) (obr. 1). V inaktivn²m 

stavu je struktura Src v²ce kompaktn². Udrģuj² ji intramolekul§rn² interakce a to zejm®na 

vazba SH2 dom®ny na C-termin§ln² segment obsahuj²c² fosforylovanĨ Tyr 527 a asociace CD 

linkeru s SH3 dom®nou. SH2 a SH3 dom®ny d§le interaguj² s katalytickou dom®nou a to na 

stranŊ protilehl® katalytick®mu m²stu. PŚi aktivaci kin§zy dojde k rozruġen² nŊkterĨch nebo 

vġech intramolekul§rn²ch vazeb a struktura se tak st§v§ rozvolnŊnŊjġ² (Xu et al., 1997, 1999; 

Cowan-Jacob et al., 2005; Bernad· et al., 2008). 

 

Obr. 1: Sch®matick® zn§zornŊn² dom®nov® struktury kin§zy Src. Src je tvoŚena 4 dom®nami: 

unik§tn² dom®nou, SH3 dom®nou, SH2 dom®nou a kin§zovou dom®nou. Na obr§zku jsou 

zn§zornŊny z§sadn² regulaļn² aminokyselinov® zbytky a struktury (pŚevzato a upraveno z 

Boggon & Eck, 2004). 

 

 

2.2.1.1 SH4 dom®na 

SH4 dom®na je tvoŚena pouze 15 aminokyselinovĨmi zbytky. BŊhem proteosynt®zy Src 

je N-koncovĨ Met 1 odġtŊpen (Garber et al., 1985) a Gly 2 je acylov§n myristoylovou 

skupinou, kter§ kin§ze umoģŔuje asociovat s membr§nami (Buss & Sefton, 1985). Jako 

myristoylaļn² sign§l slouģ² 7 N-termin§ln²ch aminokyselin (Pellman et al., 1985; Kaplan et 

al., 1988). U vŊtġiny SFK, nikoli ale u Src samotn®ho, je SH4 dom®na d§le modifikov§na 

palmitoylem. Ukotven² Src v membr§nŊ je proto stabilizov§no sekvenc² nŊkolika bazickĨch 

aminokyselin na rozhran² SH4 a unik§tn² dom®ny, jeģ svĨm kladnĨm n§bojem elektrostaticky 

interaguj² se z§pornŊ nabitĨmi pol§rn²mi skupinami membr§novĨch fosfolipidŢ (Resh, 1994). 
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2.2.1.2 Unik§tn² dom®na 

Unik§tn² dom®na kin§zy Src je dlouh§ 66 aminokyselin. Pro jednotliv® SFK je jej² d®lka 

a sekvence specifick§. Funkce t®to oblasti jeġtŊ nebyla uspokojivŊ objasnŊna. Nen² zn§ma ani 

jej² struktura, jelikoģ nezkr§cenĨ Src s SH4 a unik§tn² dom®nou m§ v roztoku jen n²zkou 

rozpustnost a stabilitu, coģ znemoģŔuje krystalizaci a n§slednou difrakļn² analĨzu. Bylo vġak 

pozorov§no, ģe zde bŊhem mit·zy doch§z² k fosforylaci threoninŢ a serinu kin§zou Cdc2 

(Morgan et al., 1989). Unik§tn² dom®na kin§zy Src je rovnŊģ nezbytn§ pro fosforylaci NMDA 

receptoru (Yu et al., 1997). PŚedpokl§d§ se proto, ģe je to oblast ¼ļastn²c² se specifickĨch 

interakc² jednotlivĨch SFK s c²lovĨmi proteiny a interakļn²mi partnery. 

 

 

2.2.1.3 SH3 dom®na 

SH3 dom®na kin§zy Src je globul§rn² struktura obsahuj²c² 62 aminokyselinovĨch 

zbytkŢ (aminokyseliny 81 ï 142). Jej² hydrofobn² j§dro je tvoŚeno 5 b-ŚetŊzci (bA ï bE), 

kter® se uspoŚ§d§vaj² do dvou navz§jem kolmĨch antiparaleln²ch b-listŢ. VazebnĨ povrch je 

rovnŊģ hydrofobn² oblast. Je ohraniļen RT smyļkou a n-Src smyļkou, coģ jsou ŚetŊzce 

spojuj²c² bA s bB abB s bC. Obsahuje 2 vazebn® kapsy a jednu specifitn². Strukturn² a 

mutaļn² analĨzy umoģnily identifikovat aminokyseliny kl²ļov® pro vazbu ligandŢ. Jedn§ se o 

Tyr 90, Asn 135 s Tyr 136 jedn® vazebn® kapsy, Tyr 92, Trp118 a Pro 133 druh® vazebn® 

kapsy a Asp 99 a Tyr 131 specifitn² kapsy (Yu et al., 1992; Erpel et al., 1995; Xu et al., 

1997). 
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Obr. 2: SchematickĨ model struktury SH3 dom®n (vlevo). SH3 dom®na v§zaj²c² CD linker. 

Zn§zornŊn® aminokyseliny jsou vĨznamn® pro asociaci s ligandy. Barvy prvkŢ SH3 dom®ny - 

C, H, N, O; CD linker - zelen§ (PDB ID: 2SRC; Xu et al., 1997) (pŚevzato z Gerndtov§, 2008) 

 

SH3 dom®na v§ģe prolin-bohat® sekvence nesouc² PxxP motiv (kde x je jak§koli 

aminokyselina) (obr. 2), jenģ po interakci prolinŢ s kapsami hydrofobn²ho povrchu zauj²maj² 

konformaci levotoļiv®ho polyprolinov®ho helixu typu II (PPII) (Yu et al., 1994). Vazebn§ 

afinita a specifita je d§le pos²lena tzv. kotv²c² aminokyselinou (nejļastŊji arginin) nach§zej²c² 

se v sousedstv² PxxP motivu. Tento zbytek se v§ģe do specifitn² kapsy a podle toho, zda se 

nach§z² N-termin§lnŊ ļi C-termin§lnŊ od PxxP, urļuje orientaci ligandu na povrchu SH3 

dom®ny. Definujeme proto ligandy I. (RxxPxxP) a II. (xPxxPxR) tŚ²dy (Feng et al., 1994, 

1995). 

V uzavŚen® inaktivn² konformaci RT a n-Src smyļky interaguj² s N-koncovĨm lalokem 

kin§zov® dom®ny. CD linker je tak mezi tyto dvŊ dom®ny vmezeŚen. Asp 117 n-Src smyļky 

tvoŚ² solnĨ mŢstek s Arg 318 kin§zov® dom®ny. Kontakt s RT smyļkou je rozs§hlejġ² a 

zahrnuje jak vod²kov® vazby, tak van der Waalsovy a hydrofobn² interakce (Xu et al., 1997). 

 

2.2.1.4 SH2 dom®na 

SH2 dom®na kin§zy Src je struktura globul§rn²ho tvaru, kter§ je tvoŚena 98 

aminokyselinovĨmi zbytky (aminokyseliny 148 ï 245). Jej² centr§ln² ļ§st obsahuje b-list, jenģ 

je z obou stran obklopen jedn²m a-helixem. 

SH2 dom®ny rozpozn§vaj² sekvence nesouc² fosforylovanĨ tyrosin, kter® asociuj² s 

jejich vazebnĨm povrchem v podobŊ volnĨch nataģenĨch ŚetŊzcŢ. Elementy sekund§rn² 
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struktury a smyļky, jenģ je spojuj², vytv§Ś² dvŊ vazebn® kapsy, z nichģ jedna je urļena pro 

fosfotyrosin a druh§, na opaļn® stranŊ centr§ln²ho b-listu, interaguje s hydrofobn² 

aminokyselinou v pozici + 3 C-termin§lnŊ od fosfotyrosinu. Prvn² vazebn§ kapsa obsahuje 

vysoce konzervovanĨ arginin (u Src je to Arg 175), kterĨ elektrostaticky pŚitahuje 

fosforylovanĨ tyrosinovĨ zbytek (Waksman et al., 1992, 1993; Eck et al., 1993). 

Vazebn® studie s fosfopeptidovĨmi knihovnami uk§zaly, ģe SH2 dom®ny lze dŊlit do 

rŢznĨch tŚ²d podle toho, jakou specifitu vykazuj² vŢļi 3 ï 5 aminokyselin§m n§sleduj²c²m po 

fosfotyrosinu. Src kin§za pŚednostnŊ v§ģe sekvenci pTyr-Glu-Glu-Ile. Isoleucin je vnoŚen 

do hydrofobn² kapsy a kysel® zbytky elektrostaticky interaguj² s bazickĨmi aminokyselinami 

vazebn®ho povrchu. SH2 dom®na Src, obdobnŊ jako SH3 dom®na, asociuje s mnoģstv²m 

ligandŢ, kter® nemaj² podobu optim§ln² sekvence (Songyang et al., 1993). 

KromŊ interakce s C-termin§ln²m koncem Src tvoŚ² SH2 rovnŊģ kontakty s katalytickou 

dom®nou. aA helix SH2 je orientov§n antiparalelnŊ k helixu aE kin§zov® dom®ny. Aļkoli 

tyto struktury nejsou spojeny nikterak tŊsnŊ, jejich povrchy jsou elektrostaticky 

komplement§rn² a navz§jem interaguj² nŊkolika nabitĨmi a pol§rn²mi aminokyselinovĨmi 

ŚetŊzci (Xu et al., 1997). 

 

2.2.1.5 CD linker  

CD linker je ļtrn§ctiaminokyselinov§ sekvence spojuj²c² SH2 a kin§zovou dom®nu. 

Ve struktuŚe Src v inaktivn² konformaci je v§z§n SH3 dom®nou. Aminokyselinov® zbytky 

249 ï 253 levotoļivĨ polyprolinovĨ helix typu II, kterĨ asociuje s SH3 jako ligand II. tŚ²dy. 

CD linker nenese klasickĨ PxxPxR konsensus. Obsahuje pouze jeden prolin (Pro 250), jenģ se 

v§ģe do prvn² hydrofobn² kapsy mezi Tyr 90, Asn 135 a Tyr 136. V druh® hydrofobn² kapse, 

kde bĨv§ v pŚ²padŊ ide§ln² sekvence zanoŚen druhĨ prolin, je um²stŊn Gln 253. Jeho dlouhĨ 

pol§rn² ŚetŊzec mu br§n² v zaujmut² patŚiļn® polohy a zpŢsobuje tak oslaben² interakce oproti 

optim§ln²m ligandŢm (Xu et al., 1997). 

 

2.2.1.6 Kin§zov§ (SH1) dom®na 

Src m§ katalytickou dom®nu charakteristick® bi-lalok§ln² struktury (Knighton et al., 

1991) spoleļnou vġem proteinkin§z§m. MalĨ N-termin§ln² lalok (aminokyselinov® zbytky 

267 ï 337) se skl§d§ z 5 b-ŚetŊzcŢ tvoŚ²c²ch antiparaleln² b-list a jednoho helixu (aC). VŊtġ² 

C-koncovĨ lalok (aminokyseliny 341 ï 520) je pŚev§ģnŊ helik§ln² (Xu et al., 1997). 
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Vazba substr§tŢ a pŚenos fosf§tu prob²h§ ve ġtŊrbinŊ mezi obŊma laloky. Nav§z§n² 

adenosin trifosf§tu se ¼ļastn² zejm®na N-lalok. Spolu se segmentem spojuj²c²m oba laloky 

orientuje ATP do spr§vn® polohy. Glycin-bohat§ smyļka (G-smyļka) interaguje s g-fosf§tem. 

a- a b-fosf§ty jsou koordinov§ny Lys 295. Za asociaci s c²lovĨm peptidem je zodpovŊdnĨ N-

lalok (Xu et al., 1997; Breitenlechner et al., 2005). 

KromŊ Lys 295 byly identifikov§ny dalġ² konzervovan® aminokyseliny, kter® tvoŚ² 

katalytick® j§dro enzymu. Jedn§ se zvl§ġtŊ o Asp 386 nach§zej²c² se v katalytick® smyļce 

(sekvence HRDLRAAN) C-koncov®ho laloku. KatalytickĨ aspart§t orientuje tyrosinovĨ 

zbytek substr§tov®ho proteinu do polohy umoģŔuj²c² katalĨzu. ZŚejmŊ rovnŊģ slouģ² jako 

obecn§ b§ze, kter§ odn²m§ proton z hydroxylov® skupiny tyrosinu a usnadŔuje tak nukleofiln² 

atak g-fosf§tu ATP. Dalġ² konzervovanou aminokyselinou je Asp 404, coģ je prvn² zbytek 

aktivaļn² smyļky C-laloku. V§ģe dvoumocn® kationty hoŚļ²ku, kter® koordinuj² b- a g-

fosf§tov® skupiny ATP (shrnuto v Roskoski, 2004; Cowan-Jacob, 2006). 

KaģdĨ lalok kin§zov® dom®ny obsahuje segment, kterĨ mŢģe nabĨvat aktivn² nebo 

inaktivn² konformace. V N-termin§ln²m laloku je to aC helix, jenģ se vzhledem ke zbytku 

oblasti pohybuje a rotuje, ļ²mģ tvoŚ² nebo naopak rozruġuje ļ§st katalytick®ho m²sta. V C-

laloku na stejn®m principu funguje aktivaļn² smyļka. Obsahuje Tyr 416, jehoģ fosforylace 

vede ke stabilizaci aktivn² konformace (Xu et al., 1999; Breitenlechner et al., 2005). 

Laloky kin§zov® dom®ny se vz§jemnŊ pohybuj², coģ zpŢsobuje otev²r§n² a zav²r§n² 

katalytick®ho m²sta. OtevŚen§ konformace je nezbytn§ pro uvolnŊn² ADP a vazbu ATP. 

UzavŚen²m katalytick® ġtŊrbiny umoģŔuje substr§tŢm zaujmout katalyticky vĨhodnou pozici. 

Blokov§n² tŊchto konformaļn²ch pŚechodŢ ļi ovlivnŊn² vz§jemn® orientace lalokŢ vede ke 

zmŊnŊ aktivity kin§zov® dom®ny (shrnuto v Roskoski, 2004). 

 

 

2.2.1.7 C-koncovĨ segment 

Na ¼pln®m C-konci Src se nach§z² kr§tk§ aminokyselinov§ sekvence (aminokyseliny 

521 ï 533), kter§ nese regulaļnŊ vĨznamnĨ Tyr 527. Po fosforylaci tyrosinu doch§z² k vazbŊ 

segmentu na SH2 dom®nu a potlaļen² katalytick® aktivity kin§zy (Young et al., 2001). Tato 

interakce je vġak relativnŊ slab§, jelikoģ C-terminus Src neobsahuje optim§ln² ligand 

s hydrofobn² aminokyselinou na pozici pTyr + 3, kter§ by zapadla do vazebn® kapsy (nese 

sekvenci Tyr-Gln-Pro-Gly). Asociace s SH2 dom®nou tak prob²h§ pouze pŚes fosfotyrosin 

527 (Xu et al., 1997). 
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2.2.2. Regulace aktivity kin§zy Src 

Proteinkin§zy se pod²l² na Ś²zen² snad vġech bunŊļnĨch procesŢ od metabolismu, rŢstu 

aģ po diferenciaci. PŚ²padn® chyby by mohly v®st k aberantn² signalizaci a patologi²m, proto 

mus² bĨt jejich katalytick® aktivity pod pŚ²snou kontrolou. Existuje Śada mechanismŢ, kter® 

jsou schopny v odpovŊŅ na patŚiļn® podnŊty kin§zy aktivovat nebo inaktivovat. Mezi 

nejļastŊjġ² patŚ² fosforylace, defosforylace, intermolekul§rn² ļi intramolekul§rn² interakce. 

Mezi jednotlivĨmi ļleny proteinkin§zov® nadrodiny se mohou regulaļn² mody znaļnŊ liġit: 

cyklin-dependentn² proteinkin§zy jsou kontrolov§ny cykliny, proteinkin§za A cyklickĨm 

AMP a kontaktem s regulaļn²mi podjednotkami, kin§zy rodiny Src svĨmi SH3 a SH2 

dom®nami atp. 

Strukturn² studie ukatuj², ģe vġechny tyto regulaļn² elementy determinuj² kin§zovou 

aktivitu ovlivnŊn²m pouze nŊkolika kl²ļovĨch komponent katalytick® dom®ny. Koncov® 

efektorov® struktury jsou souļ§st² katalytick®ho centra a obsahuj² aminokyselinov® zbytky 

nezbytn® pro katalĨzu nebo vazbu substr§tŢ. Zahrnuj² zejm®na glycin-bohatou smyļku a helix 

aC (PSTAIRE helix u cyklin-dependentn²ch kin§z) N-koncov®ho laloku a katalytickou a 

aktivaļn² smyļku C-laloku. ZmŊny konformace a polohy tŊchto elementŢ v dŢsledku 

fosforylac², defosforylac² a interakc² s regulaļn²mi podjednotkami kontroluj² kin§zovou 

aktivitu. Ta je nav²c rovnŊģ ovlivŔov§na vz§jemnou orientac² N- a C-koncov®ho laloku 

katalytick® dom®ny (shrnuto v Johnson et al., 1996; Hubbard, 1998). 

 

2.2.2.1 Regulaļn² dom®ny 

Mechanismy reguluj²c²mi katalytickou aktivitu kin§zy Src jsou SH2 dom®na, SH3 

dom®na a fosforylaļn² status tyrosinŢ na pozic²ch 416 a 527. V inaktivn² konformaci Src SH2 

dom®na v§ģe C-koncovĨ segment s fosforylovanĨm Tyr 527. SH3 dom®na interaguje 

s levotoļivĨm helixem polyprolinov®ho typu II CD linkeru. ObŊ dom®ny tak z§roveŔ nasedaj² 

na povrch kin§zov® dom®ny ze strany protilehl® katalytick®mu centru. aA helix SH2 tvoŚ² 

iontov® vazby s antiparaleln²mi helixy aE a aI C-koncov®ho laloku. SH3 dom®na kontaktuje 

N-lalok prostŚednictv²m interakce RT smyļky s b2 a b3 ŚetŊzci laloku a z§roveŔ vznik§ solnĨ 

mŢstek mezi Asp 117 n-Src smyļky s Arg 318 (Pawson, 1997; Xu et al., 1997) (obr. 3). 
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Obr. 3: StuģkovĨ model struktury kin§zy Src v inaktivn² konformaci. SH3 dom®na asociuje 

s polyprolinovĨm helixem CD linkeru, zat²mco SH2 dom®na v§ģe C-koncovĨ segment nesouc² 

fosfotyrosin 527. ObŊ regulaļn² dom®ny nav²c interaguj² s laloky katalytick® dom®ny. (PDB 

ID: 2SRC; Xu et al., 1997) (pŚevzato z Gerndtov§, 2008) 

 

Molekul§rn² dynamick® simulace uk§zaly, ģe pokud obŊ dvŊ dom®ny asociuj² se svĨmi 

intramolekul§rn²mi ligandy, tvoŚ² kr§tkĨ linker mezi nimi rigidn² strukturu. V dŢsledku toho 

doch§z² k dynamick®mu spŚaģen² pohybŢ obou dom®n a celĨ SH3-SH2 fragment tak tvoŚ² 

jakousi svorku, kter§ drģ² kin§zovou dom®nu v inaktivn² konformaci. RovnŊģ lze pozorovat 

korelaci mezi pohyby SH3 dom®ny a C-laloku. (Young et al., 2001; Ulmer et al., 2002). Helix 

aC spolu s konzervovanĨm Glu 310 je vytlaļen do pozice, kter§ nen² sluļiteln§ s katalĨzou 

(Gonfloni et al., 1997; 2000) a z§roveŔ je br§nŊno otev²r§n² a zav²r§n² katalytick® ġtŊrbiny na 

rozhran² lalokŢ. Tyr 416 aktivaļn² smyļky je d²ky zmŊnŊ jej² struktury ukryt a nen² pŚ²stupnĨ 

fosforylaci (Xu et al., 1997; 1999; Cowan-Jacob et al., 2005). 

 UvolnŊn² SH2 dom®ny z jej² asociace s C-koncovĨm segmentem vede ke zvĨġen² 

flexibility SH3-SH2 linkeru, desynchronizaci pohybŢ SH2 a SH3 dom®n a aktivaci kin§zy. 

Simulace uk§zaly, ģe zvĨġen§ motilita SH2 dom®ny po disociaci C-termin§ln² oblasti 

s defosforylovanĨm Tyr 527 je pŚes linker pŚenesena na SH3 dom®nu, coģ vede k n§rŢstu jej² 

pohyblivosti vŢļi N-laloku (v porovn§n² s inaktivn²m stavem) a oslaben² interakc² mezi 

tŊmito dvŊma strukturami. (Young et al., 2001). 

SH3-SH2 linker je tvoŚen 8 aminokyselinovĨmi zbytky. Pokud je Src v inaktivn² 

konformaci s regulaļn²mi podjednotkami v§zanĨmi na sv® intramolekul§rn² ligandy, zauj²m§ 

tato spojovac² sekvence strukturu b-otoļky n§sledovanou 310 helixem a stabilizovanou 
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nŊkolika vod²kovĨmi mŢstky. Nahrazen² 3 aminokyselin (Ser 142, Ala 145, Glu 146) za 

glyciny vedlo k rozvolnŊn² linkeru do podoby flexibiln²ho ŚetŊzce a konstitutivn² aktivaci Src 

(Young et al., 2001). 

 

Pro asociaci SH2 dom®ny s C-koncovĨm segmentem je nezbytn§ pŚ²tomnost fosf§tu na 

hydroxylov® skupinŊ tyrosinu 527, kterou zajiġŠuj² kin§zy Csk a Chk (Cooper et al., 1986; 

Okada & Nakagawa, 1989). Csk je charakteristick§ svoj² ¼zkou specifitou pro C-termin§ln² 

tyrosin 527 kin§zy Src. Ta je d§na schopnost² C-lalokŢ katalytickĨch dom®n obou kin§z 

asociovat, ļ²mģ se Csk dostane pŚesnŊ do pozice, kdy jej² katalytick® m²sto kontaktuje 

aminokyselinovĨ ŚetŊzec obsahuj²c² Tyr 527, jenģ je n§slednŊ fosforylov§n (Levinson et al., 

2008). Chk je kin§za z rodiny Csk, kter§ je vġak pŚ²tomna jen v nŊkterĨch typech tk§n². 

Vyjma fosforylace Tyr 527 je schopna Src inhibovat tvorbou komplexu s katalyticky 

aktivn²mi formami Src (Chong et al., 2006). C-termin§ln² tyrosin 527F mŢģe rovnŊģ podl®hat 

intermolekul§rn² autofosforylaci, kter§ vġak prob²h§ jen s n²zkou kinetikou a tud²ģ se na 

regulaci aktivity Src pod²l² jen velmi m§lo (Osusky et al., 1995). 

Defosforylaci Tyr 527 zprostŚedkov§v§ Śada tyrosinovĨch fosfat§z. Jedn§ se zejm®na o 

fosfat§zy PTPa, PTP1B, Shp1, Shp2 ļi CD45 hematopoetickĨch bunŊk (shrnuto v Thomas & 

Brugge, 1997; Frame, 2002). 

 

SH3 a SH2 dom®ny asociuj² se svĨmi intramolekul§rn²mi vazebnĨmi partnery 

s pomŊrnŊ n²zkou afinitou. Je to d§no t²m, ģe ani jeden z ligandŢ nesplŔuje optim§ln² sterick® 

ani elektrostatick® poģadavky dan® vazebnĨm povrchem dom®n. CD linker sice tvoŚ² 

polyprolinovĨ helix, ale m²sto druh®ho prolinu ide§ln² sekvence PxxP obsahuje glutamin. C-

termin§ln² segment nesouc² regulaļn² tyrosin 527 m§ na pozici Tyr527 + 3 glycin oproti 

preferovan®mu leucinu (Xu et al., 1997). Aļkoli se tedy jedn§ o velmi slab® ligandy, jejich 

lokalizace na stejn®m peptidov®m ŚetŊzci, kterĨ tvoŚ² i SH3 a SH2, jim poskytuje entropickou 

vĨhodu a vede k jejich vazbŊ na regulaļn² dom®ny. Interakļn² partneŚi Src nesouc² v²ce afinn² 

vazebn® motivy kompetuj² s intramolekul§rn²mi ligandy, mohou je vytŊsnit, nav§zat se na 

regulaļn² dom®ny a zvĨġit kin§zovou aktivitu Src ļi ovlivnit jeho lokalizaci. 

Src mŢģe bĨt t²mto zpŢsobem aktivov§n vazbou na aktivovan® receptorov® 

tyrosinkin§zy, jako napŚ²klad EGFR (Maa et al., 1995), PDGFR (Kypta et al., 1990), ERBB2 

(HER2/NEU) (Muthuswamy et al., 1994), FGFR-1 (Landgren et al., 1995) nebo CSF-1R 

(Courtneidge et al., 1993). Mezi dalġ² proteiny interaguj²c² s regulaļn²mi dom®nami Src 

mŢģeme Śadit napŚ. transkripļn² faktor STAT3 v§zaj²c² se na SH3 dom®nu (Schreiner et al., 
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2002), fosfat§zu PTPa asociuj²c² s SH2 dom®nou (Sonnenburg et al., 2003) ļi kin§zu FAK 

(shrnuto v Hanks et al., 2003), adaptorovĨ protein p130Cas (Burnham et al., 2000) a Sam 68 

(protein pod²lej²c² se na regulaci sestŚihu RNA) (Taylor et al., 1995), kter® jsou ligandy obou 

dom®n. 

 

Rigidn² spojen² SH3 a SH2 dom®n je nezbytn® pro udrģen² inaktivn² konformace Src (a 

SFK obecnŊ). Jak§koli ud§lost, kter§ povede k rozpŚaģen² koordinovanĨch oscilac² 

regulaļn²ch dom®n a rozruġen² Ăsvorkov®hoñ mechanismu, j²mģ blokuj² laloky katalytick® 

dom®ny, bude m²t za n§sledek aktivaci kin§zy. MŢģe se jednat jak o defosforylaci tyrosinu C-

koncov®ho segmentu, pŚ²mou vazbu proteinu na kin§zovou dom®nu, tak o vyv§z§n² SH2 ļi 

SH3 dom®ny z jejich inhibiļn² interakce jinĨm proteinem (Xu et al., 1999; Ma et al., 2000; 

Young et al., 2001; Cowan-Jacob et al., 2005). 

 

 

 

2.2.2.2 Kin§zov§ dom®na 

Katalytick§ aktivita Src je d§na konformaļn²m stavem kin§zov® dom®ny. Hlavn² 

strukturn² elementy Ś²d²c² pŚechod mezi aktivn² a inaktivn² formou jsou aC helix N-

koncov®ho laloku a aktivaļn² smyļka C-laloku. Pokud zauj²maj² spr§vnou konformaci a 

pozici, tvoŚ² kl²ļov® prvky katalytick®ho centra nezbytn® pro vazbu substr§tŢ i vlastn² pŚenos 

fosf§tov® skupiny. 

Ve struktuŚe kin§zov® dom®ny aktivn²ho Src je aC helix vĨznamnou souļ§st² aktivn²ho 

m²sta. Obsahuje konzervovanĨ Glu 310, jehoģ postrann² ŚetŊzec tvoŚ² iontovou vazbu s Lys 

295. Lysin pak spolu s Asp 404 v§zaj²c²m iont Mg
2+

 koordinuje fosf§tov® skupiny ATP do 

polohy vhodn® pro katalĨzu. 

Po pŚechodu Src do inaktivn² formy je helix aC vychĨlen ze sv® pŢvodn² pozice. Glu 

310 smŊŚuje mimo aktivn² m²sto a je spojen vod²kovĨm mŢstkem s Arg 409. NemŢģe tak 

interagovat s Lys 295, kterĨ z toho dŢvodu v§ģe Asp 404, ļ²mģ dojde k rozruġen² vazebn®ho 

m²sta pro ATP. Poloha aC helixu je v inaktivn² konformaci nav²c stabilizov§na hydrofobn²mi 

interakcemi aminokyselinovĨch zbytkŢ na jeho vnitŚn² stranŊ (Phe 278, Leu 297, Met 302, 

Phe 307, Met 314, Ile 336) s N-koncovou ļ§st² aktivaļn²ho segmentu (Leu 407, Leu 410, Ile 

411). Orientace aC helixu je rovnŊģ ovlivŔov§na C-termin§ln²m ¼sekem CD linkeru, jehoģ 



23 
 

Trp 260 v inaktivn² konformaci Src m²Ś² k C-terminu aC a pom§h§ jej udrģovat v katalyticky 

nekompetentn² pozici (Xu et al., 1997, 1999; Cowan-Jacob et al., 2005). 

 

DruhĨ ze stŊģejn²ch regulaļn²ch prvkŢ je aktivaļn² smyļka (aminokyseliny 404 ï 432). 

V aktivn² konformaci je to rozvolnŊnĨ ŚetŊzec bez sekund§rn²ch struktur. Nese Tyr 416, coģ 

je jedno ze dvou hlavn²ch regulaļn²ch fosforylaļn²ch m²st kin§zy Src. Na z§kladŊ 

krystalografick® analĨzy aktivovan® katalytick® dom®ny kin§zy Lck lze Ś²ci, ģe fosfotyrosin 

na pozici 416 (394 u Lck) interaguje s aminokyselinovĨmi zbytky Arg 385, Arg 409, Ala 418 

(Arg 363, Arg 387, Ala 396 u Lck), ļ²mģ dojde ke stabilizaci aktivaļn² smyļky v poloze 

umoģŔuj²c² optim§lnŊ v§zat proteinov® substr§ty a katalyzovat pŚenos fosf§tu. Tato 

konformace spolu s vhodnou orientac² aC helixu vede k pln® aktivaci kin§zy (Yamaguchi & 

Hendrickson, 1996; Cowan-Jacob et al., 2005). Vazba fosf§tu na Tyr 416 prob²h§ 

autofosforylaļn²m mechanismem (Barker et al., 1995). M²ra fosforylace tohoto tyrosinu 

koreluje s katalytickou aktivitou (Boerner et al., 1996). 

V inaktivn² konformaci N-koncov§ ļ§st aktivaļn² smyļky (aminokyseliny 413 ï 418) 

tvoŚ² kr§tkĨ a-helix (A loop helix), kterĨ je vkl²nŊn mezi laloky kin§zov® dom®ny. Tyr 416 je 

tak ukryt uvnitŚ t®to struktury a nen² pŚ²stupnĨ fosforylaci. A loop helix br§n² pŚ²stupu 

substr§tŢ do katalytick®ho m²sta ļi jejich rozpozn§n² a stabilizuje nekatalytickou pozici aC 

helixu (Xu et al., 1999). 

 

VĨpoļetn² analĨzy konformaļn²ho pŚechodu mezi aktivn² a inaktivn² formou Src 

uk§zaly, ģe hlavn² energetickou bari®rou tohoto procesu je pŚesun aC helixu. PŚechod mezi 

jednotlivĨmi aktivaļn²mi stavy je tud²ģ urļen zejm®na polohou aC (Huang et al., 2012). 

ZpŢsob, jak je lokalizace aC helixu spjata s regulac² SH3 a SH2 dom®nami vysvŊtluj² 

dvŊ hypot®zy. Prvn² pŚedpokl§d§, ģe uvolnŊn² Ăsvorkov®hoñ mechanismu, kterĨm drģ² SH3-

SH2 segment laloky kin§zov® dom®ny v inaktivn²m stavu, je doprov§zeno zmŊnou orientace 

CD linkeru a zejm®na zruġen²m vazby mezi Trp 260 a aC helixem, coģ umoģn² rotaci aC do 

katalyticky vĨhodn® pozice. Destabilizace A loop helixu dovol² aktivaļn² smyļce zaujmout 

rozvolnŊnou konformaci, odkryje Tyr 416, jehoģ autofosforylace vede k vytvoŚen² plnŊ 

aktivn²ho katalytick®ho centra. Podle druh® teorie potlaļen² inhibiļn²ho pŢsoben² regulaļn²ch 

dom®n nejdŚ²ve rozvoln² a-helix aktivaļn² smyļky a umoģn² fosforylovat Tyr 416. 

Rozruġen²m A loop helixu pŚestane bĨt stabilizov§na inhibovan§ konformace aC helixu a Arg 

409, kterĨ pŢvodnŊ tvoŚil vod²kovĨ mŢstek s Glu 310, je vyv§z§n do interakce 
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s fosfotyrosinem, coģ n§slednŊ vede ke zmŊnŊ polohy aC helixu a obnoven² katalytick®ho 

m²sta (Schindler et al., 1999; Xu et al., 1999; Cowan-Jacob et al., 2005; Huang et al., 2012). 

 

2.2.2.3 Struktura aktivn² kin§zy Src 

Podobu kin§zy Src v inaktivn²m stavu lze povaģovat jiģ za t®mŊŚ objasnŊnou. Byla 

vyŚeġena detailn² krystalick§ struktura oblasti sahaj²c² od SH3 dom®ny k C-koncov®mu 

segmentu (aminokyselinov® zbytky 83 ï 533) (Xu et al., 1997; 1999). Krystalizovat se 

nepodaŚil pouze fragment zahrnuj²c² SH4 a unik§tn² dom®nu. Jak vypad§ Src v aktivn² 

konformaci je nicm®nŊ st§le jeġtŊ ot§zkou.  

Je zn§mo, ģe rozruġen² intramolekul§rn²ch inhibiļn²ch vazeb, jak defosforylac² C-

termin§ln²ho tyrosinu, mutacemi, tak asociac² s dalġ²mi proteiny, vede k pŚechodu do aktivn² 

konformace. PŚ²tomnost dvou tŊchto negativn²ch regulaļn²ch interakc² v r§mci jedn® 

molekuly mŢģe znamenat, kromŊ potŚeby co nejpŚ²snŊji kontrolovat aktivitu enzymu, rovnŊģ 

rŢzn® stupnŊ aktivace. Jednou z moģnost² tud²ģ je, ģe pŚeruġen² jedn® intramolekul§rn² 

inhibiļn² vazby je dostateļn® pro indukci kin§zov® aktivity, coģ by vedlo k v²ce neģ jedn® 

aktivn² formŊ Src. Podle alternativn² hypot®zy by tato zmŊna vedla k destabilizaci i druh® 

regulaļn² interakce, t²m cel®ho inhibiļn²ho mechanismu a zaujmut² jedn® unifikovan® aktivn² 

konformace. V pŚ²padŊ kin§zy Src (ale napŚ. i Hck) se vŊtġina studi² pŚikl§n² k prvn² teorii. 

Druh§ je podporov§na molekul§rn²mi dynamickĨmi simulacemi Younga a kolektivu (Young 

et al., 2001). 

Z§kladn² pŚedstavu o aktivn² konformaci Src poskytla roentgenov§ difrakļn² analĨza 

nefosforylovan®ho proteinu (aminokyseliny 82 ï 533) krystalizovan®ho v komplexu 

s inhibitorem (des-metyl analog imatinibu) (Cowan-Jacob et al., 2005). 

VĨsledkem studie byla ĂotevŚen§ñ struktura s kin§zovou dom®nou zauj²maj²c² takŚka 

aktivn² konformaci, vzhledem k n²ģ pŚibliģnŊ v prav®m ¼hlu, rotovan® o 130Á oproti 

inaktivn²mu stavu, se nach§zej² regulaļn² dom®ny (obr. 4). Absence fosf§tu na Tyr 527 

neumoģŔuje SH2 dom®nŊ v§zat C-koncovĨ segment, coģ vede ke zruġen² interakce s C-

lalokem a rozpadu kompaktn² konformace inaktivn²ho Src. SH3 dom®na je v kontaktu s N-

lalokem a stejnŊ jako v katalyticky neaktivn² formŊ Src asociuje s CD linkerem. 

NefosforylovanĨ C-terminus se st§ļ² zp§tky a v§ģe se do C-laloku, kde se C-koncovĨ Leu 533 

interkaluje do kapsy formovan® helixy aD, aE, aF, aH C-laloku. Karboxy-konec vytv§Ś² 

vod²kov® vazby s dus²ky uhl²kat® kostry peptidu a hydroxylovou skupinou Tyr 527. Tato 
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interakce je d§le stabilizov§na asociac² tyrosinu s konzervovanĨm Pro 529 a chr§n² jej pŚed 

fosforylac². 

V kapse, kter§ je ve struktuŚe aktivn²ho Src obsazena C-termin§ln²m Leu 533, je u 

kin§zy Abl um²stŊn myrist§t, kterĨ Abl t²mto uzav²r§ v inaktivn² konformaci (Nagar et al., 

2003; Hantschel et al., 2003). Tato vazebn§ struktura vykazuje u obou kin§z vysokou 

sekvenļn² i strukturn² homologii a lze tak pŚedpokl§dat, ģe slouģ² jako m²sto pro ukotven² 

myrist§tu rovnŊģ u Tyr 527 fosforylovan®ho Src. NMR experimenty s fosforylovanĨm a 

nefosforylovanĨm Src v pŚ²tomnosti kyseliny myristylov® uk§zaly, ģe myrist§t asociuje pouze 

s fosforylovanou formou proteinu, coģ mŢģe bĨt vysvŊtleno blokov§n²m vazebn® kapsy C-

koncovĨm leucinem 533 aktivn²ho Src. Ukotven² myristov® skupiny v membr§nŊ by tud²ģ 

bylo nezbytn® pro aktivaci kin§zy. (Cowan-Jacob et al., 2005). 

 

 

Obr. 4: StuģkovĨ model struktury kin§zy Src v aktivn² konformaci. SH2 dom®na nen² schopna 

v§zat C-koncovĨ segment, nicm®nŊ SH3 dom®na si zachovala interakce jak s CD linkerem, tak 

s N-termin§ln²m lalokem katalytick® dom®ny. (PDB ID: 1Y57; Cowan-Jacob et al., 2005) 

(pŚevzato z Gerndtov§, 2008) 

 

Jelikoģ se jedn§ o strukturu nefosforylovan®ho Src, jehoģ existence nebyla in vivo 

prok§z§na, mohlo by bĨt moģn®, ģe je tato konformace arteficielnŊ indukov§na pŚ²tomnost² 

inhibitoru ļi stabilizov§na krystalovĨmi kontakty (Cowan-Jacob et al., 2005). 
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řada studi² kin§zy Hck (patŚ²c² do Src rodiny) uk§zala, ģe SH3 i SH2 dom®ny mohou 

regulovat katalytickou aktivitu nez§visle na sobŊ. 

Modifikace CD linkeru Hck ve vysoko-afinn² ligand neschopnĨ disociace od SH3 

dom®ny nebr§n² aktivaci kin§zy zprostŚedkovan® SH2 dom®nou (Lerner et al., 2005). 

Exprese Hck v kvasince Saccharomyces cerevisiae, coģ je organismus, ve kter®m 

nebyly nalezeny ģ§dn® endogenn² tyrosinkin§zy, zpŢsobuje potlaļen² bunŊļn®ho rŢstu 

kultury, kter® pozitivnŊ koreluje s kin§zovou aktivitou (jak uk§zaly pŚedeġl® experimenty s S. 

cerevisiae transformovanĨmi Src (Murphy et al., 1993)). Vzhledem k absenci 

proteintyrosinkin§zy Csk, jeģ fosforyluje C-termin§ln² tyrosin (Okada & Nakagawa, 1989), 

vykazuje Hck katalytickou aktivitu. Ta je zvĨġena pŚi koexpresi Hck s Nef, coģ je protein 

obsaģenĨ v genomu viru HIV-1, kterĨ v§ģe SH3 dom®nu s nejvyġġ² dokumentovanou afinitou 

(Lee et al., 1995) a je tak schopen ji vyv§zat s inhibiļn² interakce s CD linkerem. Minim§lnŊ 

u ļ§sti populace Hck kin§z je tud²ģ zachov§na asociace SH3 dom®ny s CD linkerem i 

v situaci, kdy SH2 dom®na nemŢģe v§zat C-koncovĨ segment (Lerner et al., 2005). 

Komplement§rn² experimenty uk§zaly, ģe mutace C-termin§ln²ho segmentu ve vysoko-

afinn² ligand, a tedy neschopnost uvolnit jej z interakce s SH2 dom®nou, nebr§n² aktivaci Hck 

pŚes SH3 dom®nu. Vazba proteinu Nef na SH3 dom®nu a n§sledn§ aktivace Hck neovlivn² 

fosforylaļn² status koncov®ho tyrosinu (Lerner & Smithgall, 2002). 

 

DŢkazy o v²cestupŔov® aktivaci pŚinesl i vĨzkum kin§zy Src. Podporuje ji jak 

krystalov§ struktura nefosforylovan®ho Src (Cowan-Jacob et al., 2005), tak mutaļn² analĨzy 

v-Src a c-Src. 

SH3 dom®na interaguje s N-koncovĨm lalokem katalytick® dom®ny prostŚednictv²m 

RT- a n-src smyļek. Mutace R95W a T96I uvnitŚ RT smyļky aktivuj² Src a zpŢsobuj² 

ļ§steļnŊ transformovanĨ fenotyp bunŊk (Kato et al., 1986; Miyazaki et al., 1999). Z§mŊna 

D117N v n-src smyļce pravdŊpodobnŊ ruġ² jej² interakci s N-lalokem (Xu et al., 1997). Pokud 

je spolu s R95W a L124V alteracemi vnesena do c-Src, dojde ke zvĨġen² kin§zov® aktivity 

proteinu oproti pŢvodn²mu Src (Miyazaki et al., 1999). Zaveden² aminokyselinovĨch z§mŊn 

R95W, T96I, D117N a L124V do konstitutivnŊ aktivn²ho Src, kterĨ m§ na pozici 527 m²sto 

tyrosinu nefosforylovatelnĨ fenylalanin, vede ke 2,5n§sobn®mu zvĨġen² jeho aktivity. 

Disociace C-termin§ln²ho segmentu z SH2 dom®ny tud²ģ nevede k pln®mu zruġen² inhibiļn²ch 

interakc² zprostŚedkovanĨch SH3 dom®nou (Br§bek et al., 2002). 
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RŢzn® aktivaļn² sign§ly zprostŚedkovan® rŢznĨmi proteiny mohou tedy v®st k nŊkolika 

odliġnĨm aktivn²m konformac²m kin§zy, kter® se budou liġit dostupnost² SH3 a SH2 dom®n. 

Rozd²ln® interakļn² schopnosti pak mohou vy¼stit v asociaci s jinĨmi substr§ty nebo 

vazebnĨmi partnery, coģ mŢģe bĨt mechanismus, jak v z§vislosti na poļ§teļn²m podnŊtu 

fosforylovat rŢzn® efektory, kter® povedou sign§l rozd²lnĨmi dr§hami ļi zmŊnit lokalizaci 

proteinu. 

 

KromŊ klasick® roentgenov® krystalografie byla ke stanoven² struktury aktivn²ho Src 

pouģita i jin§ difrakļn² metoda. SAXS (n²zko¼hlovĨ rozptyl roentgenov®ho z§Śen²) umoģŔuje 

mŊŚit zkouman® molekuly v roztoku a vyhnout se tak obt²ģnostem spojenĨm s krystalizac², 

nicm®nŊ s daleko niģġ²m rozliġen²m neģ krystalografick§ analĨza. 

Studie vyuģ²vaj²c² metodu SAXS (Bernad· et al., 2008) pouk§zala na skuteļnost, ģe 

oproti nativn²mu Src, jeģ se v roztoku vyskytuje pŚev§ģnŊ v jedn® majoritn² konformaci 

odpov²daj²c² struktuŚe inaktivn²ho Src (Xu et al., 1997; 1999), konstitutivnŊ aktivovanĨ Src 

nesouc² tyrosin 527 mutovanĨ za fenylalanin je zastoupen minim§lnŊ dvŊma konformaļn²mi 

stavy. 85 % vġech molekul pŚedstavuje kompaktn² formu Src experiment§lnŊ nerozliġitelnou 

od inaktivn²ho Src, kde vġak nemŢģe doch§zet k asociaci C-koncov®ho segmentu a SH2 

dom®ny. Jedn§ se zŚejmŊ o mezistupeŔ mezi inaktivn² a aktivn² formou, kterĨ v z§vislosti na 

regulaļn²ch sign§lech pŚejde do jednoho ļi druh®ho stavu. Zbytek populace je tvoŚen 

minim§lnŊ jednou rozvolnŊnŊjġ² konformac², jenģ vykazuje tvar podobnĨ struktuŚe 

nefosforylovan®ho aktivn²ho Src (Cowan-Jacob et al., 2005). 
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2.3 Tyrosin 90 a regulace vazebnĨch vlastnost² SH3 

dom®ny 

 

V roce 1988 byla pŚi studiu onkoproteinu v-Crk identifikov§na v r§mci jeho k·duj²c² 

sekvence oblast, jej²ģ homology byly nalezeny v genu pro fosfolip§zu Cg a kin§zu Src, kde 

odpov²dala aminokyselinov®mu segmentu N-termin§lnŊ od SH2 dom®ny. Byla oznaļena jako 

SH3 dom®na (Mayer et al., 1988). VĨzkum uk§zal, ģe je to oblast evoluļnŊ konzervovan§ od 

kvasinek po savce, kter§ se nach§z² v ŚadŊ dalġ²ch proteinŢ, jenģ se pod²l² zejm®na na 

procesech sign§ln² transdukce (Musacchio et al., 1992). Prvn² dŢkaz, ģe se jedn§ o dom®nu 

zprostŚedkuj²c² protein-proteinov® interakce, pŚinesl screening cDNA expresn² knihovny 

provedenĨ s SH3 dom®nou proteintyrosinkin§zy Abl, kterĨ nalezl 2 proteiny, jejichģ vazebn§ 

m²sta byla identifikov§na jako kr§tk® prolin-bohat® sekvence (Cicchetti et al., 1992; Ren et 

al., 1993). Odhalen² podobnĨch motivŢ v dalġ²ch b²lkovin§ch zaŚadilo SH3 dom®nu mezi 

bŊģn® proteinov® interakļn² moduly. 

Byly stanoveny struktury SH3 dom®n nŊkolika proteinŢ, kter® uk§zaly, ģe jej² 

hydrofobn² j§dro je tvoŚeno 5 b-ŚetŊzci sestavenĨmi do dvou navz§jem kolmĨch 

antiparaleln²ch b-listŢ. RelativnŊ ploch§ oblast na jinak globul§rn² struktuŚe je hydrofobn² 

vazebn® m²sto. Obsahuje 3 vazebn® kapsy, jeģ jsou formov§ny mnoģstv²m konzervovanĨch 

aminokyselin, kter® pŚev§ģnŊ n§leģ² do RT- a n-Src smyļek. Strukturn² a mutaļn² analĨzy 

uk§zaly, ģe u kin§zy Src se jedn§ zejm®na o Tyr 90, Asn 135 s Tyr 136 jedn® vazebn® kapsy, 

Tyr 92, Trp118 a Pro 133 druh® vazebn® kapsy a Asp 99 a Tyr 131 specifitn² kapsy (ļ²slov§n² 

podle kuŚec²ho Src) (Yu et al., 1992; Erpel et al., 1995; Xu et al., 1997). 

Ligandy SH3 dom®ny s charakteristickĨm motivem PxxP zauj²maj² konformaci 

levotoļiv®ho polyprolinov®ho helixu typu II. PPII helix je ¼zk§ struktura s tŚemi 

aminokyselinami na ot§ļku. PŚ²ļnĨ prŢŚez m§ tud²ģ pŚibliģnŊ tvar troj¼heln²ku, jehoģ 

z§kladna asociuje s povrchem SH3 dom®ny. Jedn§-li se optim§ln² vazebnĨ motiv, jsou dvŊ 

vazebn® kapsy obsazeny dipeptidem FP, kde F je hydrofobn² aminokyselina. TŚet² specifitn² 

ġtŊrbina obvykle interaguje s bazickĨm aminokyselinovĨm zbytkem, kterĨ se nach§z² na 

jednom nebo druh®m okraji sekvence FPxFP (shrnuto v Kay et al., 2000; Mayer, 2001). 

Aļkoli je tyrosinov§ fosforylace zn§ma pŚedevġ²m jako mechanismus zprostŚedkuj²c² 

protein-proteinov® interakce mezi sekvencemi obsahuj²c²mi tyrosin a SH2 ļi PTB dom®nami, 

uk§zalo se, ģe je rovnŊģ vĨznamnĨm regulaļn²m faktorem ovlivŔuj²c²m vazebn® vlastnosti 
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SH3 dom®n. Fosforylovan® tyrosiny byly objeveny v SH3 dom®n§ch des²tek proteinŢ. 

Porovn§n² jejich sekvenc² odhalilo, ģe vŊtġina fosfotyrosinŢ se nach§z² na pozic²ch 7 a 66, 

kter® v kuŚec²m Src odpov²daj² Tyr 90 a Tyr 131 (Tat§rov§ et al., 2012). Oba dva 

aminokyselinov® zbytky se ¼ļastn² interakce s ligandem a to jako strukturn² 

komponenty prvn² a tŚet² hydrofobn² kapsy vazebn®ho povrchu (Erpel et al., 1995). 

AnalĨza sekvenc² pŚilehlĨch fosforylovanĨm tyrosinŢm uk§zala znaļnou 

konzervovanost aminokyselin obklopuj²c²ch Tyr 7 (Tyr 90). Na pozici -2 od Tyr 90 se 

obvykle nach§z² alanin, na pozici -1 leucin, aspart§t na +1 a pozice +2 je vŊtġinou obsazena 

aminokyselinou s aromatickĨm kruhem. Motiv ALYD(Y/F) RT smyļky je tud²ģ nejv²ce 

preferovan§ sekvence podl®haj²c² tyrosinov® fosforylaci v r§mci SH3 dom®n. Nach§z² se 

pŚibliģnŊ u 12 ï 15 % SH3 dom®n lidskĨch proteinŢ.  Podle predikļn²ch programŢ se jev², ģe 

Tyr 7 ALYD(Y/F) motivu je nejpravdŊpodobnŊji fosforylov§n kin§zami rodiny Src, pŚ²padnŊ 

kin§zami FAK, Btk, PDGFR nebo Abl (Tat§rov§ et al., 2012). 

 

Jedna z prvn²ch publikac² dokumentuj²c² fosforylaci SH3 dom®ny se zabĨvala 

mitogenn² signalizac² po stimulaci PDGF receptoru. Src asociuje s aktivovanĨm PDGFR pŚes 

svoji SH2 dom®nu. Bylo zjiġtŊno, ģe doch§z² k fosforylaci Tyr 136, coģ je konzervovanĨ 

tyrosin specifitn² kapsy vazebn®ho povrchu SH3 dom®ny Src. Fosforylace tohoto 

aminokyselinov®ho zbytku neovlivŔovala aktivaci Src zprostŚedkovanou PDGFR, ale 

sniģovala schopnost SH3 dom®ny v§zat peptidov® ligandy (Broome & Hunter, 1997). 

Pilotn² pr§ce o regulaļn²m vlivu fosforylace Tyr 7 v SH3 dom®nŊ se vŊnovala kin§ze 

Btk a signalizaci pŚes receptory B bunŊk (BCR). Btk je protein z rodiny nereceptorovĨch 

proteintyrosinkin§z Tec. Btk m§ multi-dom®novou strukturu. KromŊ katalytick®, SH3 a SH2 

dom®ny obsahuje na N-konci PH dom®nu a prolin-bohat® sekvence. V maturovanĨch B 

lymfocytech se ¼ļastn² pŚenosu sign§lu z BCR. Aktivace BCR vede ke stimulaci kin§z 

z rodiny Src, fosforylaci Tyr 551 v kin§zov® dom®nŊ Btk a pŚechodu do aktivn²ho stavu (de 

Weers et al., 1994; Rawlings et al., 1996). Na vazebn®m povrchu SH3 dom®ny doch§z² 

k autofosforylaci Tyr 223 (odpov²d§ Tyr 90 u kuŚec²ho Src). Z§mŊna tohoto tyrosinu za 

fenylalanin vnesen§ do konstitutivnŊ aktivn² formy Btk zpŢsobuje zvĨġenou schopnost 

transformovat 3T3 a RAT2 fibroblasty. Jelikoģ nedoch§z² k vĨrazn® zmŊnŊ kin§zov® aktivity, 

fosforylaļn² status Tyr 223 ovlivŔuje zŚejmŊ vazebn® vlastnosti SH3 dom®ny (Park et al., 

1996). 

Vazebn® studie s GST f¼zn²mi SH3 dom®nami kin§zy Btk uk§zaly, ģe pŚ²tomnost 

fosf§tu na Tyr 223 mŢģe m²t rŢznĨ vliv na asociaci s jednotlivĨmi ligandy. Fosfotyrosin na 
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pozici 223 nem§ ģ§dnĨ vliv na nav§z§n² proteinu c-Cbl na SH3 dom®nu. PŚ²tomnost fosf§tu 

vġak inhibuje interakci s proteinem WASP a naopak zpŢsobuje zvĨġenou afinitu pro kin§zu 

Syk (Morrogh et al., 1999). 

PodobnĨm pŚ²kladem je interakce WASP s PSTPIP. Jsou to proteiny, kter® se ¼ļastn² 

regulace aktinov®ho cytoskeletu a jsou nezbytn® pro modulaci kortik§ln²ho aktinu ļi 

cytokinezi (Li, 1997). PSTPIP je fosforylov§n kin§zami rodiny Src na dvou m²stech, z nichģ 

jedno je Tyr 367 SH3 dom®ny (odpov²d§ Tyr 90 kuŚec²ho Src). Fosforylace nebo 

fosfomimikuj²c² n§hrada tyrosinu za glutam§t na pozici 367 inhibuje vazbu WASP a vede 

k naruġen² jejich kolokalizace uvnitŚ bunŊk. SH3 dom®na PSTPIP obsahuj²c² nefosforylovanĨ 

Tyr 367 nebo Phe 367 s proteinem WASP asociuje. Fosforylace tyrosinu 367 je tud²ģ 

prostŚedkem kontroluj²c²m lokalizaci obou proteinŢ v r§mci buŔky a zŚejmŊ se proto pod²l² i 

na regulaci formov§n² a pŚestaveb aktinov®ho cytoskeletu (Wu et al., 1998). 

Fosforylace SH3 dom®ny ovlivŔuje rovnŊģ katalytickou aktivitu a vazebn® schopnosti 

kin§zy Abl a jej²ho f¼zn²ho proteinu Bcr-Abl. Abl je nereceptorov§ proteintyrosinkin§za N-

koncovou oblast² obsahuj²c² myristoylovou kotvu, SH3, SH2 a katalytickou dom®nou. 

V inaktivn²m stavu ji udrģuj² intramolekul§rn² interakce, kter® vedou, podobnŊ jako u kin§z 

Src nebo Hck, k nav§z§n² SH3-SH2 struktury na laloky katalytick® dom®ny. Regulaļn² 

dom®ny pak funguj² jako jak§si Ăsvorkañ, jenģ drģ² kin§zovou dom®nu v konformaci 

nesluļiteln® s katalĨzou. Jedn§ se o asociaci SH3 dom®ny s linkerem spojuj²c²m SH2 a 

kin§zovou dom®nu a o interakci myristoylovan®ho N-konce s C-termin§ln²m lalokem 

katalytick® dom®ny (Nagar et al., 2003; Hantschel & Superti-Furga, 2004; Nagar et al., 2006). 

Reciprokou translokac² mezi c-abl protookogenem lokalizovanĨm na chromosomu 9 a 

bcr lokusem na chromosomu 22 vznikne kromŊ pozmŊnŊn®ho chromosomu 9 tzv. FiladelfskĨ 

chromosom, coģ je cytogenetickĨ ukazatel chronick® myeloidn² leukemie (CML). VĨsledkem 

je exprese f¼zn²ho onkogenn²ho proteinu Bcr-Abl, kterĨ vykazuje konstitutivn² kin§zovou 

aktivitu a zpŢsobuje transformaci hematopoetickĨch bunŊk a bunŊk kostn² dŚenŊ. V porovn§n² 

s kin§zou Abl nen² Bcr-Abl regulov§n asociac² N-koncov®ho segmentu s C-lalokem, nicm®nŊ 

u nŊj zŢst§v§ ļ§steļnŊ zachov§na inhibiļn² interakce mezi SH3 dom®nou a linkerem 

spojuj²c²m SH2 a kin§zovou dom®nu (shrnuto v Wong & Witte, 2004; Hantschel & Superti-

Furga, 2004). 

Kin§zy Hck, Lyn a Fyn n§leģ²c² k rodinŊ Src fosforyluj² SH3-SH2 oblast Bcr-Abl 

proteinu na 7 tyrosinech, z nichģ 2 jsou lokalizov§ny v SH3 dom®nŊ, 4 v SH2 dom®nŊ a 1 

v linkeru mezi nimi. Z tŊchto m²st je nejvĨznamnŊjġ² fosfotyrosin 89 v SH3 dom®nŊ Bcr-Abl 

(homolog Tyr 90 SH3 dom®ny kuŚec²ho Src), jehoģ vĨraznŊ zvĨġenĨ vĨskyt byl detekov§n 



31 
 

v CML bunŊļnĨch lini²ch K-562 a Meg-01. Mutace Tyr 89 za nefosforylovatelnĨ fenylalanin 

vedla ke sn²ģen² schopnosti transformace oproti pŢvodn²mu Bcr-Abl. Nejvyġġ² transformaļn² 

aktivitu vġak vykazuje Bcr-Abl protein, jehoģ vġech 7 tyrosinŢ je fosforylov§no. VŊtġina 

z nich se totiģ nach§z² na interakļn²m rozhran² SH3-SH2 segmentu a kin§zov® dom®ny a 

svĨm negativn²m n§bojem tud²ģ destabilizuj² inhibiļn² efekt regulaļn²ch dom®n (Meyn et al., 

2006). Fosforylace tyrosinu 89 kin§zy Abl inhibuje asociaci SH3 dom®ny jak s linkerem, tak 

s intermolekul§rn²m ligandem Abi-1 (Chen et al., 2008). 

Uk§zalo se, ģe jedna z pŚ²ļin rezistence Bcr-Abl vŢļi jeho inhibitoru imatinibu, jenģ se 

pouģ²v§ pŚi l®ļbŊ chronick® myeloidn² leukemie, je mutace Tyr 89. Jelikoģ se imatinib 

preferenļnŊ v§ģe na inaktivn² formu Abl, pŚedpokl§d§ se, ģe rozruġen² intramolekul§rn² 

inhibiļn² vazby mezi SH3 dom®nou a linkerem, kter§ zŢst§v§ do urļit® m²ry zachov§na i u 

Bcr-Abl, vede k pŚechodu do plnŊ aktivn²ho stavu a znemoģnŊn² vazby inhibitoru (Azam et 

al., 2003; Chen et al., 2008). 

Dalġ² b²lkovina, u n²ģ byla objevena fosforylace vazebn®ho povrchu SH3 dom®ny, je 

adaptorovĨ protein p130CAS. Je to jeden ze stŊģejn²ch substr§tŢ kin§zy Src, kterĨ se pod²l² na 

integrinov® signalizaci (shrnuto v Defilippi et al., 2006). Exprese CAS v myġ²ch 

embryon§ln²ch fibroblastech (MEF) transformovanĨch Src zvyġuje migraci a invasivitu tŊchto 

bunŊk (Br§bek et al., 2004; 2005). SH3 dom®na se nach§z² na N-koncov® ļ§sti CAS, C-konec 

tvoŚ² Src-vazebn§ dom®na. Mezi nimi je lokalizov§na substr§tov§ dom®na obsahuj²c² 15 

motivŢ Tyr-X-X-Pro, kter® mohou bĨt fosforylov§ny kin§zami rodiny Src. 

V netransformovanĨch buŔk§ch doch§z² k fosforylaci substr§tov® dom®ny CAS v m²stech 

bunŊļn® adheze zprostŚedkovan® integriny, jenģ vede k stimulaci sign§ln²ch drah reguluj²c²ch 

motilitu a viabilitu bunŊk (shrnuto v Defilippi et al., 2006). 

V myġ²ch embryon§ln²ch fibroblastech transformovanĨch Src byla detekov§na zvĨġen§ 

m²ra fosforylace Tyr 12 (homolog Tyr 90 kuŚec²ho Src), kterĨ je souļ§st² prvn² vazebn® kapsy 

SH3 dom®ny CAS (Luo et al., 2008). Fosfomimikuj²c² mutace Tyr 12 za kyselinu glutamovou 

vede ke ztr§tŊ schopnosti SH3 dom®ny v§zat kin§zu FAK a fosfat§zu PTP-PEST. ZpŢsobuje 

uvolnŊn² CAS z jeho pŢvodn² lokalizace ve fok§ln²ch adhez²ch. Z§roveŔ zvyġuje bunŊļnou 

motilitu a invazivitu (pravdŊpodobnŊ i d²ky vyġġ² expresi metalloprote§z). BuŔky exprimuj²c² 

CAS, jehoģ fosforylace na pozici 12 je blokov§na substituc² tyrosinu za fenylalanin, maj² 

abnorm§lnŊ zvŊtġen® fok§ln² adheze, kter® vykazuj² sn²ģenou schopnost² rozpadu. BuŔky d§le 

manifestuj² defekty v migraci. Fosforylace Tyr 12 v SH3 dom®nŊ CAS tud²ģ ovlivŔuje nejen 

jeho vazebn® schopnosti a lokalizaci, ale skrze tyto fenom®ny se rovnŊģ pod²l² na regulaci 

dynamiky adhezn²ch struktur, migraci a invazivitŊ (Janoġtiak et al., 2011). 
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Fosfoproteomickou analĨzou expresn²ch profilŢ myġ²ch embryon§ln² fibroblastŢ a MEF 

transformovanĨch kin§zou Src (Luo et al., 2008), na n²ģ se pod²lela i naġe laboratoŚ, bylo 

detekov§no nov® fosforylaļn² m²sto v r§mci interakļn²ho povrchu SH3 dom®ny Src. Jedn§ se 

o tyrosin 90, coģ je jeden z konzervovanĨch aminokyselinovĨch zbytkŢ prvn² hydrofobn² 

vazebn® kapsy (Yu et al., 1992; Erpel et al., 1995; Xu et al., 1997). 

Prvn² dŢkaz o vĨznamu tyrosinu 90 (a pŚilehlĨch aminokyselin) SH3 dom®ny kin§zy 

Src pŚinesla studie zabĨvaj²c² se transformaļn²m potenci§lem mutantn²ch variant c-Src. 

Exprese Src nesouc² deleci aminokyselinovĨch zbytkŢ na pozic²ch 90 ï 95 vedla ke zmŊnŊ 

bunŊļn® morfologie, schopnosti bunŊk rŢst nez§visle na podkladu a zvĨġen® m²Śe fosforylace 

proteinovĨch substr§tŢ (Potts et al., 1988). 

Dalġ² pr§ce, jenģ zahrnovala i Tyr 90, mapovala vĨznam konzervovanĨch hydrofobn²ch 

zbytkŢ vazebn®ho povrchu SH3 dom®ny Src. Exprese c-Src v kvasink§ch 

Schizosaccharomyces pombe zpŢsobuje abnorm§lnŊ vysokĨ vĨskyt fosfotyrosinŢ 

v intracelul§rn²ch proteinech a inhibici rŢstu kultury. Koexprese c-Src s kin§zou Csk, kter§ 

fosforyluje C-termin§ln² tyrosin 527 a t²m Src inaktivuje, vede k potlaļen² tohoto fenotypu 

(Superti-Furga et al., 1993). Pokud byly kvasinky S. pombe transformov§ny csk a rovnŊģ 

plasmidovĨm konstruktem nesouc²m gen pro c-Src se z§mŊnou Tyr 90 za alanin, doġlo pouze 

k mal®mu zvĨġen² rŢstov® rychlosti bunŊk oproti stavu bez Csk. Vazebn® experimenty s GST-

f¼zovanĨmi SH3 dom®nami pouk§zaly na skuteļnost, ģe substituce tyrosinu na pozici 90 za 

alanin vede ke ztr§tŊ schopnosti v§zat protein Sam 68 a regulaļn² podjednotku kin§zy PI3K 

(p85a) (Erpel et al., 1995). 

V r§mci vĨzkumu fosforylace Tyr 90 SH3 dom®ny Src v naġ² laboratoŚi byly vytvoŚeny 

varianty kin§zy Src nesouc² fosfomimikuj²c² mutaci Tyr 90 za glutam§t (Src 90E), Src 

s nefosforylovatelnĨm aminokyselinovĨm zbytkem na pozici 90 (Src 90F) a konstitutivnŊ 

aktivn² Src, v nŊģ byl C-koncovĨ regulaļn² tyrosin 527 nahrazen za fenylalanin (Src 527F). 

Konstrukty byly spoleļnŊ s nemutovanĨm c-Src (wt c-Src) exprimov§ny v kvasink§ch 

Saccharomyces cerevisiae a byla analyzov§na m²ra fosforylace jednotlivĨch forem na Tyr 416 

v aktivaļn² smyļce, jenģ koreluje s katalytickou aktivitou kin§zy (Boerner et al., 1996). Src 

s fosfomimikuj²c² substituc² 90E vykazoval zvĨġen² fosforylace na Tyr 416 (obr. 5), a tud²ģ i 

vyġġ² kin§zovou aktivitu, oproti nefosforylovan®mu c-Src a fenylalaninov®mu mutantu Src 

90F (Gerndtov§, 2008). 
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Obr. 5: Autofosforylace Tyr 416 aktivaļn² smyļky jednotlivĨch variant Src. Detekovan§ m²ra 

fosforylace Tyr 416 byla vztaģena k celkov® expresi Src a vynesena do grafu jako pomŊr 

k fosforylaci c-Src. PŚevzato a upraveno z (Gerndtov§, 2008). 

 

RovnŊģ byly pŚipraveny GST-f¼zn² SH3 dom®ny Src nesouc² alterace na pozici 90, 

kter® byly inkubov§ny s lyz§tem z HeLa bunŊk. N§sledn§ imunodetekce (obr. 6), jenģ byla 

zamŊŚena na proteiny ¼ļastn²c² se integrinov® signalizace (FAK, CAS, paxillin) a STAT3, 

uk§zala, ģe fosfomimikuj²c² mutace 90E vĨraznŊ redukuje schopnost asociovat s danĨmi 

vazebnĨmi partnery (Sztacho, 2009). 

 

 
Obr. 6: Imunobloty z pull-down analĨzy vazebnĨch schopnost² v-Src, 90F, 90E a wt Src SH3 

dom®n. Schopnost SH3 dom®ny Y90E v§zat FAK, CAS, STAT3 ļi paxillin je do znaļn® m²ry 

inhibov§na pŚ²tomnost² fosfomimikuj²c² kyseliny glutamov® na pozici 90. Ve sloupci TL je 

jako pozitivn² kontrola nanesen lyz§z z HeLa bunŊk. GST pŚedstavuj²c² negativn² kontrolu je 

vzorek, kde bylo do vazebn® reakce pŚid§no pouze GST bez f¼zovan® SH3 dom®ny. PŚevzato z 

(Sztacho, 2009). 
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Z uveden®ho vyplĨv§, ģe fosforylace Tyr 90 SH3 dom®ny kin§zy Src (a jemu 

homologn²ch tyrosinŢ v SH3 dom®n§ch dalġ²ch proteinŢ) tvoŚ²c² ļ§st prvn² hydrofobn² 

vazebn® kapsy, m§ zŚejmŊ regulaļn² vĨznam ovlivŔuj²c² schopnost SH3 dom®ny asociovat se 

svĨmi ligandy. Negativn² elektrostatickĨ potenci§l fosf§tu pozmŊn² do t® doby pŚev§ģnŊ 

hydrofobn² charakter vazebn®ho povrchu a mŢģe tak zpŢsobit alterace v afinit§ch 

k jednotlivĨm ligandŢm. VĨsledkem mŢģe bĨt jak zmŊna katalytick® aktivity enzymu 

v dŢsledku rozd²ln® schopnosti zprostŚedkov§vat intramolekul§rn² a intermolekul§rn² 

interakce, tak jin® spektrum vazebnĨch partnerŢ nebo odliġn§ lokalizace. Toto vġe potom 

mŢģe v®st k aktivaci ļi inhibici rŢznĨch sign§ln²ch drah, jenģ maj² n§slednŊ rozliļnĨ vliv na 

procesy uvnitŚ bunŊk. 
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3. -ÁÔÅÒÉÜÌ Á ÍÅÔÏÄÙ 

3.1 Materi§l 

 

3.1.1 Organismy 

¶ Escherichia coli  kmen DH5a: ɫ80dlacZȺM15, recA, gyrA96, thi-1, hsdR17 (rK-, 

mK+), supE44 relA1, deoR, Ⱥ(lacZYA-argF), U, 169 

¶ Schizosaccharomyces pombe kmen PN559: h- leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 

(Decottignies et al., 2003) 

¶ Savļ² bunŊļn® linie 

¶ Phoenix ECO: bunŊļn§ linie pro produkci ekotropickĨch retrovirŢ zaloģen§ na 

293T bunŊļn® linii, do n²ģ byly inkorporov§ny konstrukty nesouc² virov® geny 

gag, pol a env (Kinsella & Nolan, 1996) 

¶ SYF (src -/-, yes -/- fyn -/-): bunŊļn§ linie myġ²ch embryon§ln²ch fibroblastŢ 

vytvoŚen§ z bunŊk E9,5 embry² imortalizovanĨch velkĨm T antigenem viru 

SV40 (Klinghoffer et al., 1999) 

¶ SC buŔky: CAS -/- myġ² embryon§ln² fibroblasty retrovir§lnŊ transfekovan® a 

selektovan® na konstrukty nesouc² geny pro Src 527F a CAS (Br§bek et al., 

2004) 
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3.1.2 Vektory 

¶ pJR2-3XU (Moreno et al., 2000): vektor s thiamin-reprimovatelnĨm promotorem 

nmt1 pro expresi v S. pombe 

 

¶ pBluescript II SK (Stratagene, USA): bakteri§ln² vektor fagemidov®ho typu 
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¶ pART1 (McLeod et al., 1987): vektor s konstitutivnŊ aktivn²m adh promotorem pro 

expresi v S. pombe 

 

 

¶ pEFIRES-N 
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3.1.3 Primery  

Primer  Sekvence Popis 

Csk F GGATCCATGTCAGCAATACAGGCC 5Ë csk 

Csk R CCCGGGTTACAGGTGCAGCTCGTG 3Ë csk 

Src SH3 F GGATCCATGGCTGGCGGCGTCACC 5Ë c-src SH3 

Src SH3 R GAATTCTAGATGGAGTCTGAGGGCGCG 3Ë c-src SH3 

 

3.1.4 Enzymy 

Restrikļn² endonukle§zy 

Enzym DoporuļenĨ pufr 

BamHI BamHI 

BglII  O 

EcoRI EcoRI 

HindIII  R 

HpaI B 

NcoI Tango 1x 

NotI O 

SmaI Tango 1x 

XhoI R 

 

Byly pouģity enzymy a pufry spoleļnosti Thermo Scientific (USA). 

 

DNA modifikaļn² enzymy 

¶ KlenowŢv fragment (Thermo Scientific, USA) 

¶ Alkalick§ fosfat§za SAP (Thermo Scientific, USA) 

¶ T4 DNA lig§za (Thermo Scientific, USA) 

¶ Taq polymer§za (Fermentas, Litva) 
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3.1.5 Standardy velikost² DNA fragmentŢ a proteinŢ 

 

GeneRuler
TM

 DNA Ladder Mix     

(Thermo Scientific, USA) 

                                          

 

3.1.6 Protil§tky 

Protil§tka Typ VĨrobce Pouģit® 

ŚedŊn² 

Aktin  koz² polyklon§ln² Santa Cruz Biotechnology 1:1000 

CAS myġ² monoklon§ln² BD Transduction Laboratories 1:1000 

pTyr 410 CAS kr§liļ² polyklon§ln² Cell Signaling 1:1000 

Csk kr§liļ² polyklon§ln² Cell Signaling 1:1000 

FAK (C -20) kr§liļ² polyklon§ln² Santa Cruz Biotechnology 1:500 

pTyr 861 FAK kr§liļ² monoklon§ln² Abgent 1:1000 

Paxillin  myġ² monoklon§ln² BD Transduction Laboratories 1:1000 

pTyr 118 paxillin  kr§liļ² polyklon§ln² Cell Signaling 1:1000 

v-Src (Ab-1) myġ² monoklon§ln² Calbiochem 1:500 

pTyr 418 Src kr§liļ² polyklon§ln² Invitrogen 1:1000 

Fosfotyrosin 4G10 myġ² monoklon§ln² Mill ipore 1:1000 

DAG-HRP osl² polyklon§ln² Santa Cruz Biotechnology 1:5000 

GAM -HRP koz² polyklon§ln² PIERCE 1:2500 

GAR-HRP koz² polyklon§ln² PIERCE 1:2500 

 

PageRuler
TM

 Plus Prestained Protein 

Ladder (Thermo Scientific, USA) 
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3.2 Metody 

3.2.1 Kultivace a transformace 

3.2.1.1 Bakteri§ln² kultury  

Bakterie kultivujeme v ģivn®m m®diu s pŚ²sluġnĨmi selekļn²mi antibiotiky pŚi teplotŊ 

37 ÁC. 

 

3.2.1.1.1 Ģivn§ m®dia 

M®dia pŚipravujeme z miliporov® vody a sterilizujeme v autokl§vu pŚi 121 ÁC po dobu 

20 min. Po zchladnut² na cca 50 ÁC pŚid§v§me patŚiļn§ selekļn² antibiotika. 

 

1³ LB   10 g/l Universal pepton M66 (MERCK, NŊmecko) 

   5 g/l kvasniļnĨ extrakt (OXOID, UK) 

   5 g/l NaCl 

 

2³ LB (Super LB) 10 g/l Universal pepton M66 (MERCK, NŊmecko) 

   5 g/l kvasniļnĨ extrakt (OXOID, UK) 

   5 g/l NaCl 

 

ĢA ļ. 2  4% ģivnĨ agar ļ. 2 (Imuna, Slovensko) 

 

3.2.1.1.2 Selekļn² antibiotika 

Selekļn² antibiotika pŚipravujeme jako 1000³ koncentrovan® z§sobn² roztoky. 

Ampicilin (Biotika, Slovensko)  100 mg/ml 

Kanamycin (AppliChem, NŊmecko)  50 mg/ml 

 

3.2.1.1.3 Glycerolov® konzervy E. coli 

Bakteri§ln² kmeny se dlouhodobŊ uchov§vaj² v podobŊ glycerolovĨch konzerv 

v mraz²c²m boxu pŚi teplotŊ -80 ÁC (kr§tkodobŊ jako kolonie na plotn§ch s ģivnĨm agarem pŚi 

4 ÁC). 
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PŚ²prava 

¶ LB m®dium s pŚ²sluġnĨmi selekļn²mi antibiotiky zaoļkujeme a nech§me jej kultivovat 

na tŚepaļce pŚi 37 ÁC pŚes noc. 

¶ Kulturu pŚevedeme do 1,5ml mikrozkumavky a centrifugujeme (11000 g, 30 s). 

¶ Odsajeme supernatant a pelet resuspendujeme v 60% (v/v) steriln²m glycerolu (Sigma, 

USA). 

¶ Po zchlazen² uloģ²me v mraz§ku pŚi -80ÁC. 

¶ Bakteriemi z takto pŚipraven® konzervy je moģno zaoļkovat tekut® m®dium nebo je 

rozpŊstovat na plotnŊ s ģivnĨm agarem. 

 

3.2.1.1.4 PŚ²prava kompetentn²ch bunŊk pro transformaci elektroporac² 

1. den (odpoledne) 

¶ DvŊma aģ tŚemi ļerstvŊ narostlĨmi koloniemi recipientn²ch bakteri² zaoļkujeme 30 ml 

LB m®dia v 250ml ErlenmayerovŊ baŔce. Kultivujeme na tŚepaļce pŚi 37 ÁC do doby, 

neģ kultura dos§hne stacion§rn² f§ze (pŚes noc, cca 16 hod., OD600 > 2,5). 

2. den (r§no) 

¶ Kulturou zaoļkujeme 4³ 250 ml LB m®dia s 250 ml thiaminu (0,1 mg/ml) v 2litrovĨch 

ErlenmayerovĨch baŔk§ch na OD600 0,05 ï 0,10. Kultivujeme za st§l®ho tŚep§n² pŚi 

teplotŊ 37 ÁC do OD600 0,5 ï 0,6. 

¶ Kultury nech§me 10 ï 15 min. chladit v ledov® l§zni. Dalġ² manipulace prov§d²me na 

ledu. 

¶ Kultury pŚelijeme do 4 vychlazenĨch steriln²ch 250ml centrifugaļn²ch kyvet Nalgene 

a sedimentujeme centrifugac² (Janetzki K26, 3500 ï 4000 rpm, 0 ÁC, 10 min.). 

¶ Supernatant odsajeme a sedimenty resuspendujeme v 10 ml ledov® deionizovan® 

vody, kterou pot® suspenzi dopln²me do pŢvodn²ho objemu (250 ml). OpŊt 

centrifugujeme (Janetzki K26, 3500 ï 4000 rpm, 0 ÁC, 20 min.). 

¶ Sedimenty obdobnŊ resuspendujeme do 50 ml ledov® deionizovan® vody, pŚevedeme 

do 50ml zkumavek Falcon a centrifugujeme (Jouan MR 22i, rotor SWM 180.5; 4200 

rpm, 0 ÁC, 20 min.). 

¶ Sedimenty resuspendujeme v 1 ml ledov®ho 10% glycerolu (w/w) a dopln²me j²m 

objem suspenze na 25 ml. Opakujeme centrifugaci. 

¶ Odsajeme supernatant a opakujeme promyt² glycerolem. 
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¶ Sediment resuspendujeme ve zbytkov®m objemu supernatantu (cca 2 ml) a pipetujeme 

po 100 ï 200 ml do mikrozkumavek. Zamraz²me v tekut®m dus²ku. 

¶ DlouhodobŊ skladujeme pŚi -80 ÁC. 

 

3.2.1.1.5 Transformace elektroporac² 

¶ Pracujeme na ledu. Do vychlazen® mikrozkumavky pipetujeme 40 ml 

elektrokompetentn²ch bunŊk a 0,5 ï 4 ml roztoku plasmidov® DNA nebo ligaļn² smŊsi 

(5 pg ï 0,5 mg DNA). Prom²ch§me a pŚevedeme do vychlazen® 0,2cm elektroporaļn² 

kyvety. 

¶ Poraci prov§d²me na Gene Pulseru (Bio-Rad, USA) pŚi nastaven² pro bakterie a 0,2cm 

kyvetu (napŊt² 2,5 kV, kapacitance 25 mF, odpor 200 W). Ļasov§ konstanta by mŊla 

bĨt v rozmez² 4 ï 5 ms. 

¶ Po aplikaci pulzu pŚevedeme obsah kyvety do sklenŊn® kultivaļn² zkumavky s 1 ml 

LB m®dia s 20mM gluk·zou. Kultivujeme za st§l®ho tŚep§n² pŚi 37 ÁC po dobu 1 hod. 

¶ Kulturu vysejeme na plotny s ģivnĨm agarem obsahuj²c²m selekļn² antibiotikum 

(obvykle 2, 20 a 200 ml kultury) a inkubujeme pŚes noc v termostatu pŚi 37 ÁC. 

 

3.2.1.2 Kultury Schizosaccharomyces pombe 

S. pombe kultivujeme v pŚ²sluġn®m ģivn®m m®diu pŚi teplotŊ 30 ÁC. 

 

3.2.1.2.1 Ģivn§ m®dia 

YES   0,5% kvasniļnĨ extrakt (Formedium, UK) 

   2% gluk·za (Sigma, USA) 

   0,025 SP suplements (Formedium, UK) 

   miliporov§ voda 

¶ Roztoky kvasinkov®ho extraktu a gluk·zy sterilizujeme kl§vov§n²m (121 ÁC, 20 min.) 

a sm²ch§me dle uvedenĨch koncentrac². Po zchladnut² na cca 50 ÁC pŚid§me ampicilin 

(Biotika, Slovensko) na vĨslednou koncentraci 100 mg/ml. 

¶ Pevn® m®dium vytvoŚ²me pŚid§n²m 2% agaru (Difco, USA). 

¶ Gluk·zu pŚipravujeme jako 20% z§sobn² roztok. 
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MB   11,3 g/l EMM broth (Formedium, UK) 

   2% gluk·za (Sigma, USA) 

   miliporov§ voda 

¶ Roztoky m®dia a gluk·zy sterilizujeme v autokl§vu (121 ÁC, 20 min.) a sm²ch§me dle 

uvedenĨch koncentrac². Dle potŚeby pŚid§me aminokyseliny na vĨslednou koncentraci 

0,2 mg/ml a thiamin na koncentraci 5 mg/ml. PŚid§me ampicilin (Biotika, Slovensko) 

na vĨslednou koncentraci 100 mg/ml. 

¶ Pevn® m®dium pŚiprav²me z 3% agaru (Difco, USA). 

 

Roztoky aminokyselin 

¶ adenin (10 mg/ml) 

¶ leucin (20 mg/ml) 

¶ uracil (5 mg/ml) 

 

3.2.1.2.2 Glycerolov® konzervy S. pombe 

Kvasinkov® kmeny se dlouhodobŊ uchov§vaj² v podobŊ glycerolovĨch konzerv 

v mraz²c²m boxu pŚi teplotŊ -80 ÁC (kr§tkodobŊ na pevnĨch m®di²ch pŚi 4 ÁC). 

 

PŚ²prava 

¶ Zaoļkujeme 5 ml pŚ²sluġn®ho m®dia v 50ml ErlenmayerovŊ baŔce a nech§me po 2 dny 

kultivovat na tŚepaļce pŚi 30 ÁC. 

¶ BunŊļnou suspenzi pipetujeme do mikrozkumavky a sm²ch§me ji v pomŊru 1:1 se 

steriln²m 60% (v/v) glycerolem (Sigma, USA) 

¶ Nech§me zchladit na ledu a uloģ²me v -80 ÁC. 

¶ Kvasinky z takto pŚipraven® konzervy rozpŊstov§v§me na plotnŊ s vhodnĨm pevnĨm 

m®diem. 

 

3.2.1.2.3 Transformace S. pombe lithium -acet§tovou metodou 

Upraveno podle (Morita & Takegawa, 2004; Bªhler & Pringle, 1998) 

¶ ĻerstvŊ narostl® recipientn² buŔky seġkr§bneme ġpiļkou z pevn®ho m®dia a 

pŚevedeme do 1,5ml mikrozkumavky. 
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¶ PŚid§me 74 ml 50% (w/v) PEG, 7 ml 1M LiAc, 7ml 10³ TE pufru, 1 ï 5 ml plasmidov® 

DNA a 2 ml denaturovan® ssDNA. 

¶ PŚekl§pŊn²m prom²ch§me a inkubujeme 60 min. v 30 ÁC. 

¶ TepelnĨ ġok navod²me pŚenesen²m do 42 ÁC na 15 min. 

¶ SmŊs nech§me vychladnout pŚi pokojov® teplotŊ. RozetŚeme ji na pŚ²sluġn® selekļn² 

plotny, kter® potom kultivujeme 3 ï 5 dnŢ v termostatu pŚi teplotŊ 30 ÁC. 

¶ Pro ovŊŚen² pozitivity pŚeneseme narostl® kolonie na nov® selekļn² plotny a 

inkubujeme v termostatu pŚi 30 ÁC. 

 

Roztoky 

¶ 50% PEG 5 g/10 ml (w/v) PEG 4000 (Sigma, USA), sterilizujeme kl§vov§n²m 

¶ 1M LiAc 1,53 g/15 ml; pH 7,5, sterilizujeme kl§vov§n²m 

¶ 10³ TE 100 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA; pH 7,5, sterilizujeme kl§vov§n²m 

¶ ssDNA single stranded salmon sperm DNA (Sigma, USA), denaturujeme pŚi  

95 ÁC 10 min. a zchlad²me na ledu 

 

3.2.1.2.4 Sledov§n² rŢstu kultury S. pombe po indukci exprese kin§zy Src 

¶ Kmenem S. pombe (transformovanĨm expresn²m vektorem nesouc²m pod thiamin-

reprimovatelnĨm promotorem gen pro Src) zaoļkujeme m®dium obsahuj²c² pŚ²sluġn® 

aminokyseliny a thiamin (v koncentraci 5 mg/ml). Kultivujeme na tŚepaļce cca 20 hod. 

pŚi 30 ÁC. 

¶ BunŊļnou suspenzi pŚevedeme do uzav²ratelnĨch centrifugaļn²ch zkumavek a 

centrifugujeme (Jouan MR 22i, rotor SWM 180.5; 3000 rpm, 2 min., laboratorn² 

teplota) 

¶ Supernatant odstran²me a pelet resuspendujeme v pŚibliģnŊ 3 ml m®dia s pŚ²sluġnĨmi 

aminokyselinami bez thiaminu a opŊt centrifugujeme. Supernatant slijeme a promyt² 

opakujeme jeġtŊ jednou. 

¶ Sledov§n² rŢstu je moģno prov§dŊt manu§ln²mi odbŊry vzorkŢ rostouc² kultury nebo 

kontinu§ln²m mŊŚen²m OD600 pomoc² fluorimetru Varioskan Flash (Thermo Scientific, 

USA). 

¶ Manu§ln² mŊŚen²: Pro indukci exprese proteinu kulturou zaoļkujeme 25 ml m®dia 

s pŚ²sluġnĨmi aminokyselinami bez thiaminu v 250ml ErlenmayerovŊ baŔce na OD600 
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0,05. Kultivujeme na tŚepaļce pŚi 30 ÁC. Kaģd® 3 ï 4 hod. prov§d²me odbŊry a na 

spektrofotometru mŊŚ²me OD600, jehoģ ļasovou z§vislost vyn§ġ²me do grafu 

¶ MŊŚen² pomoc² fluorimetru: Kulturou zaoļkujeme 1,4 ml pŚ²sluġn®ho m®dia bez 

thiaminu v 12jamkov® destiļce na OD600 0,05. Destiļku vloģ²me do fluorimetru. 

Nastav²me parametry pro inkubaci (teplota 30 ÁC, rychlost tŚep§n² 180 rpm, prŢmŊr 

rozkmitu 20 mm) a vlnovou d®lku (600 nm), pŚi kter® bude mŊŚen² prob²hat kaģdĨch 

15 min. po dobu cca 40 hod. 

 

3.2.1.3 Tk§Ŕov® kultury 

3.2.1.3.1 Kultivaļn² m®dium DMEM 

¶ DMEM (DulbeccoËs modified EagleËs medium) (Gibco, Life Technologies) 

¶ 10% fet§ln² hovŊz² s®rum (FBS) (Sigma, USA); pro pŊstov§n² Phoenix bunŊk je 

potŚeba FBS tepelnŊ inaktivovat zahŚ²v§n²m na 56 ÁC po dobu 30 min. 

¶ 1% neesenci§ln² aminokyseliny (Gibco, Life Technologies) 

¶ 2% obecn§ antibiotika-antimykotika (Gibco, Life Technologies) 

¶ z§sobn² roztok: 10 mg/ml penicilin 

10 mg/ml streptomycin 

25 mg/ml amphotericin 

 

3.2.1.3.2 PŊstov§n² a pas§ģov§n² tk§ŔovĨch kultur 

Savļ² buŔky standardnŊ kultivujeme v termostatu pŚi teplotŊ 37 ÁC a 5% koncentraci 

CO2. PŊstujeme je na plastikovĨch misk§ch ļi v destiļk§ch s povrchem upravenĨm pro 

tk§Ŕov® kultury. M®dium obvykle mŊn²me kaģdĨ 2. ļi 3. den. Mnoģstv² se Ś²d² velikost² 

misky: 

Miska/destiļka PrŢmŊr Objem m®dia 

Velk§ miska 100 mm 10 ml 

Mal§ miska 60 mm 4 ï 5 ml 

6jamkov§ destiļka 35 mm 2 ml 

12jamkov§ destiļka 20 mm 1 ml 

 

Mikroskopem (Nikon Eclipse TS 2000) pravidelnŊ kontrolujeme stav bunŊk, konfluenci 

ļi pŚ²padnou kontaminaci. 
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BuŔky pas§ģujeme v z§vislosti na konfluenci po 2 aģ 3 dnech: 

¶ M®dium DMEM a trypsin pŚedehŚejeme ve vodn² l§zni na 37 ÁC 

¶ Z misky odsajeme m®dium a opl§chneme ji 1³ PBS. PŚid§me trypsin (na velkou misku 

1 ml, na malou misku 0,5 ml), jeģ n§slednŊ rozprostŚeme po cel®m povrchu. Nech§me 

inkubovat v termostatu, dokud se buŔky neoddŊl² ode dna (pŚibliģnŊ 6 min.). 

¶ Aktivitu trypsinu inhibujeme pŚid§n²m m®dia, v kter®m buŔky pot® resuspendujeme. 

Odebereme poģadovanou ļ§st suspenze a pŚeneseme ji na novou misku s m®diem. 

KrouģivĨm pohybem miskou buŔky rovnomŊrnŊ rozprostŚeme. 

 

Roztoky 

¶ kompletn² m®dium DMEM 

¶ Trypsin-EDTA 2,5 g/l trypsin, 0,38 g/l kyselina ethylendiamintetraoctov§ 

(EDTA) (Gibco, Life Technologies) 

¶ 1³ PBS  pŚipraveno ze z§sobn²ho roztoku 10³ PBS (Sigma, USA) 

 

3.2.1.3.3 PŚ²prava a rozpŊstov§n² stabil§tŢ 

PŚ²prava stabil§tŢ 

¶ PlnŊ konfluentn² 100mm misku dan® savļ² linie trypsinizujeme a resuspendujeme ve  

4 ml m®dia. Suspenzi pŚeneseme do 15ml zkumavky Falcon. Centrifugujeme 

(Eppendorf Centrifuge 5804R, 180 g, 3 min.). 

¶ Odsajeme m®dium. Pelet resuspendujeme v 1 ml zamrazovac²ho roztoku a pŚevedeme 

do 1,5ml zamrazovac² mikrozkumavky Nalgene. Zkumavku uloģ²me v n§dobŊ 

s isopropanolem do -80 ÁC po dobu pŚibliģnŊ 24 hod. Pot® ji um²st²me do kontejneru 

s tekutĨm dus²kem. 

 

RozpŊstov§n² bunŊk ze stabil§tŢ 

¶ Mikrozkumavku vyjmeme z kontejneru s tekutĨm dus²kem a pŚen§ġ²me ji na ledu. 

¶ Ve vodn² l§zni vyhŚ§t® na 37 ÁC stabil§t rychle rozmraz²me a suspenzi bunŊk 

pŚevedeme do 15ml zkumavky Falcon s 5 ml m®dia. Centrifugujeme (Eppendorf 

Centrifuge 5804R, 180 g, 3 min.). 

¶ Odsajeme supernatant. Pelet resuspendujeme v mal®m mnoģstv² m®dia a pŚeneseme na 

misku s m®diem. Kultivujeme v termostatu. 
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Roztoky 

¶ Zamrazovac² roztok: 90% FBS (Sigma, USA), 10% dimethylsulfoxid (DMSO) 

(Sigma, USA) 

 

3.2.1.3.4 Transfekce plasmidovou DNA 

¶ Transfekci prov§d²me plasmidovou DNA pŚeļiġtŊnou pomoc² kitu NucleoSpinÑ 

Plasmid (Macherey-Nagel, NŊmecko). Pouģijeme misku s pŚibliģnŊ 70% konfluenc² 

bunŊk. 

¶ Do mikrozkumavky pipetujeme dan§ mnoģstv² (viz tabulka) jetPRIMEÑ pufru 

(Polyplus-transfection, Fracie) a DNA. Prom²ch§me. 

¶ PŚid§me jetPRIMEÑ reagent (Polyplus-transfection, Francie), dŢkladnŊ prom²ch§me a 

nech§me inkubovat pŚi pokojov® teplotŊ po dobu 10 min. 

¶ Transfekļn² smŊs nakapeme do m®dia k buŔk§m a prom²ch§me. 

¶ BuŔky nech§me rŢst v termostatu. Po 6 ï 16 hod. vymŊn²me m®dium. 

¶ Exprese proteinu by se mŊla objevit 24 ï 48 hod. po transfekci. 

Miska/destiļka jetPRIME pufr ( ml) DNA (mg) jetPRIME reagent 

(ml) 

Velk§ miska 500 10 20 

Mal§ miska 200 4 8 

6jamkov§ destiļka 200 2 4 

12jamkov§ destiļka 75 1 2 

 

3.2.1.3.5 Produkce retrovirovĨch partikul² a infekce savļ²ch bunŊk 

Jednou z moģnost² jak dos§hnout stabiln² exprese n§mi zvolen®ho proteinu v savļ² 

bunŊļn® linii je retrovir§ln² transfekce. Jedn§ se o 3sloģkovĨ syst®m tvoŚenĨ c²lovĨmi 

buŔkami, buŔkami produkuj²c²mi viriony a retrovirovĨm vektorem. 

Lini² pro produkci retrovirŢ bĨvaj² obvykle 293T buŔky, COS buŔky nebo NIH 3T3 

fibroblasty, do jejichģ genomu byly vloģeny konstrukty nesouc² virov® geny gag, pol a env 

(shrnuto v Cepko & Pear, 2001). Gag d§v§ vzniknout skupinŊ proteinŢ vnitŚku kapsidy, pol 

k·duje enzym s funkc² reverzn² transkript§zy, RN§zy H a integr§zy a Env je vnŊjġ² kapsidovĨ 

protein. Aļkoli v buŔk§ch doch§z² k transkripci gag, pol, env a n§sledn® proteosynt®ze 

produktŢ, nevznikaj² viriony, kter® by nesly inkorporovanou nukleovou kyselinou (coģ by 

v tomto pŚ²padŊ bylo neģ§douc² a potenci§lnŊ nebezpeļn®). Ģ§dn§ z RNA totiģ neobsahuje 
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sign§l pro sbalen² do virov® partikule. Ten je dod§n jako souļ§st retrovirov®ho vektoru, do 

kter®ho byl mezi 2 LTR sekvence zaklonov§n n§mi zvolenĨ protein. 

Konstrukt je transfekov§n do bunŊk, kde je pot® pŚepisov§n do RNA, kolem n²ģ se 

zaļnou sestavovat virov® proteiny. Vznikl® viriony puļ² ven do m®dia, jenģ je n§slednŊ 

pŚid§no k c²lov® savļ² linii. Na z§kladŊ interakce Env glykoproteinu s hostitelskĨm 

receptorem dojde k internalizaci retrovirovĨch ļ§stic, reverzibiln² transkripci RNA konstruktu 

do DNA a integraci do genomu. VĨsledkem je stabiln² exprese dan®ho proteinu v poģadovan® 

linii. Jelikoģ RNA virovĨch partikul² nek·duje gag, pol ani env geny, infekce se neġ²Ś² d§l 

mimo jiģ zasaģen® buŔky. 

¶ Malou misku Phoenix bunŊk kultivovanĨch v m®diu DMEM s tepelnŊ inaktivovanĨm 

s®rem transfekujeme retrovirovĨm vektorem nesouc²m c²lovĨ gen (pMSCV-IRES-

GFP) 

¶ 24 hod. po transfekci zkontrolujeme procento bunŊk produkuj²c²ch GFP. Pokud byla 

transfekce ¼ļinn§, buŔky zpas§ģujeme a pŚeneseme je na velkou misku. Kultivujeme 

je pouze v 6 ml m®dia. 

¶ BuŔky nech§me adherovat. Pot® je pŚes noc kultivujeme v termostatu s teplotou 32 ÁC 

(f§ze kdy se produkuj² virov® partikule). 

¶ M®dium obsahuj²c² retroviry odebereme, centrifugujeme (Eppendorf Centrifuge 

5804R, 500g, 5 min.) a supernatant pŚefiltrujeme pŚes filtr. Phoenix buŔky mŢģeme 

pro produkci virovĨch ļ§stic pouģ²t nŊkolikr§t. 

¶ M®dium obsahuj²c² retroviry mŢģeme ihned pouģ²t k infekci bunŊk nebo jej mŢģeme 

zamrazit: pipetujeme jej do zamrazovac²ch zkumavek Nalgene, kter® pot® schlad²me 

na such®m ledu a uskladn²me v -80 ÁC (maxim§lnŊ 6 mŊs²cŢ). 

¶ Infekce c²lovĨch bunŊk (SYF): pŚibliģnŊ 18 ï 24 hod. pŚed pl§novanou infekc² buŔky 

pŚeneseme do m®dia DMEM s 10% tepelnŊ inaktivovanĨm s®rem. Na malou misku 

takto pŚipravenĨch bunŊk pipetujeme 2 ml m®dia s viry. BuŔky kultivujeme 6 ï 12 

hod. v 32 ÁC. 

¶ Odsajeme virov® m®diu a kultivujeme za standardn²ch podm²nek. Infekci provedeme 

minim§lnŊ 3kr§t. Na misce vznikne urļit® procento pozitivn²ch bunŊk, kter® lze 

sortovat na z§kladŊ sign§lu GFP. 
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3.2.2 Medody pr§ce s DNA 

3.2.2.1 Izolace plasmidov® DNA alkalickou metodou 

1. den (odpoledne) 

¶ V ErlenmayerovŊ baŔce o vhodn®m objemu zaoļkujeme pŚ²sluġn® mnoģstv² LB m®dia 

(obvykle 50 ml), jenģ obsahuje vhodn® selekļn² antibiotikum. Nech§me tŚepat pŚes 

noc pŚi teplotŊ 37 ÁC. 

2. den (r§no) 

¶ Kulturu nech§me 10 min. zchladit v ledov® l§zni, pŚelijeme do centrifugaļn² 

zkumavky a centrifugujeme (Jouan, vĨkyvnĨ rotot K23, 4200 rpm, 20 min., 4 ÁC). 

¶ Sediment resuspendujeme ve 2 ml roztoku I. 

¶ Zkumavku vyjmeme z ledov® l§znŊ, pŚid§me 4 ml roztoku II, prom²ch§me a nech§me 

maxim§lnŊ 5 min. inkubovat v laboratorn² teplotŊ. 

¶ Zkumavku vloģ²me do ledov® l§znŊ a pŚid§me 3 ml roztoku III, prom²ch§me a 

inkubujeme na ledu 10 min. 

¶ Obsah pŚevedeme do vychlazenĨch polypropylenovĨch zkumavek a centrifugujeme 

(Jouan, ¼hlovĨ rotor K24, 15000 rpm, 20 min., 4 ÁC). 

¶ Supernatant pŚeneseme do 15ml zkumavky Falcon, stanov²me jeho mnoģstv² a 

sm²ch§me s 0,6n§sobkem zjiġtŊn®ho objemu isopropanalu. Ihned centrifugujeme 

(Jouan, vĨkyvnĨ rotor K23, 4200 rpm, 5 min.). 

¶ Odstran²me supernatant a sediment nech§me vysuġit. Pot® jej rozpust²me v 300m 

redestilovan® vody, pŚevedeme do mikrozkumavky a stanov²me objem. 

¶ Sm²s²me se stejnĨm objemem 10M LiCl a inkubujeme nejm®nŊ 30 min. pŚi -20 ÁC 

(eventuelnŊ 10 min. v -70 ÁC). 

¶ Sraģeninu usad²me centrifugac² v mikrocentrifuze (13000 rpm, 5 min.) a supernatant 

pŚeneseme do nov® mikrozkumavky. 

¶ PŚid§me jeden objem 96% etanolu a inkubujeme 30 ï 60 min. v -20 ÁC (respektive 10 

min. pŚi -70 ÁC), ļ²mģ dojde k vysr§ģen² plasmidov® DNA z roztoku. 

¶ Vysr§ģenou DNA sedimentujeme centrifugac² v mikrocentrifuze (13000 rpm, 5 min.), 

sediment 2kr§t opl§chneme 70% etanolem (pŚid§me pŚibliģnŊ 500 ml etanolu a stoļ²me 

2 min. pŚi 13000 rpm). 

¶ Nakonec nech§me sediment oschnout a rozpust²me jej 100 ï 200 ml (dle velikosti 

peletu) vody ļi TE pufru. 
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Roztoky 

¶ roztok I: 25mM Tris-HCl (pH 8,0), 10mM EDTA-NaOH, 1% gluk·za 

¶ roztok II: 1% SDS, 0,2M NaOH 

¶ roztok III: 3M KAc : 2M kyselina octov§, pH 5,4 

¶ 10M LiCl 

 

3.2.2.2 Izolace plasmidov® DNA pomoc² komerļn²ho kitu NucleoSpin
Ñ
 Plasmid 

1. den (odpoledne) 

¶ Bakteri§ln² koloni² zaoļkujeme poģadovan® mnoģstv² LB m®dia obsahuj²c²ho 

pŚ²sluġn® selekļn² antibiotikum; obvykle 2,5 ml v kultivaļn² zkumavce ļi 5 ml 

v 50ml ErlenmayerovŊ baŔce. Kultivujeme za st§l®ho tŚep§n² pŚi 37 ÁC pŚes noc. 

2. den (r§no) 

¶ Plasmidovou DNA izolujeme pomoc² komerļn²ho kitu NucleoSpinÑ
 Plasmid 

(Macherey-Nagel, NŊmecko). Postupujeme dle n§vodu kitu. 

¶ Koncentraci DNA zmŊŚ²me pomoc² pŚ²stroje NanoDrop (Thermo Scientific, USA). 

 

3.2.2.3 ĠtŊpen² DNA restrikļn²mi endonukle§zami 

¶ Do reakce (obvykle v 1,5ml mikrozkumavce) pipetujeme: 

   plasmidov§ DNA   objem obsahuj²c² 0,3 ï 5 mg DNA 

   10x restrikļn² pufr   2 ml 

   restrikļn² endonukle§za  0,5 ï 2 ml 

   miliporov§ voda   doplnit na celkovĨ objem 20 ml 

¶ Sm²ch§me a inkubujeme 2 ï 16 hod pŚi 37 ÁC (nen²-li uvedeno jinak). 

Pozn.: 

¶ objem pŚid§van® restrikļn² endonukle§zy z§vis² na jej² koncentraci, mnoģstv² DNA a 

jej² aktivitŊ v pouģit®m restrikļn²m pufru 

¶ hodnoty jsou uvedeny pro restrikļn² endonukle§zy spoleļnosti Thermo Scientific 
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3.2.2.4 DNA elektrofor®za v agarosov®m gelu a izolace DNA fragmentŢ 

¶ Za pomal®ho zahŚ²v§n² rozpust²me v ErlenmayerovŊ baŔce dan® mnoģstv² agarosy (dle 

poģadovan® koncentrace gelu) v 1x TAE pufru. 

¶ Roztok nech§me schladnout na pŚibliģnŊ 50 ÁC. Mezit²m sestav²me elektroforetickou 

aparatutu a vloģ²me hŚeb²nek pro tvorbu jamek. 

¶ Do pŚipraven® aparatury nalijeme vychladlĨ roztok a nech§me 15 min. tuhnout. 

¶ Do n§doby aparatury vlijeme 1x TAE pufr tak, aby jeho hladina byla nŊkolik 

milimetrŢ nad vzniklĨm gelem. Vyjmeme hŚeb²nek, jenģ ve gelu vytvoŚ² jamky. 

¶ Do jamek naneseme marker a vzorky sm²chan® se vzorkovĨm pufrem. 

¶ Elektrofor®zu pŚipoj²me ke zdroji. Vzorky nech§me dŊlit pŚi napŊt² 0,5 ï 10 V/cm. 

¶ Po dobŊhnut² elektrofor®zy gel vyjmeme a nech§me jej barvir 15 ï 20 min. v roztoku 

ethidium bromidu. 

¶ Gel pŚeneseme do n§doby s destilovanou vodou a nech§me jej nŊkolik minut 

odbarvovat. 

¶ DNA vizualizujeme pod UV lampou. 

¶ Takto rozdŊlen® molekuly DNA je moģn® z gelu izolovat a pouģ²t pro klonov§n²: gel 

kr§tce prosv²t²me pod UV lampou a pomoc² skalpelu vyŚ²zneme poģadovanĨ DNA 

fragment. PŚeneseme jej do pŚedem zv§ģen® 1,5ml mikrozkumavky a stanov²me jeho 

hmotnost.  

¶ Pro izolaci DNA z agaru a n§sledn® pŚeļiġtŊn² pouģijeme komerļn² kit NucleoSpin
Ñ
 

Extract (Macherey-Nagel, NŊmecko). 

 

Roztoky a dalġ² materi§l: 

¶ TAE pufr: 40 mM Tris (pH 8,5), 20 mM kyselina octov§, 2 mM Na2EDTA 

¶ agarosa NuSieve a Sea Kem v pomŊru 1:1 (FMC, USA) 

¶ roztok ethidium bromidu (0,5 mg/ml) 

¶ vzorkovĨ pufr: 60 % glycerol, 0,6 % bromfenolov§ modŚ, 60 mM EDTA 

¶ marker GeneRuler
TM

 DNA Ladder Mix (Thermo Scientific, USA) 

 

3.2.2.5 Ligace DNA 

Ligace molekul DNA s pŚesahuj²c²mi konci 

¶ Do reakce pipetujeme (obvykle v 0,5ml zkumavk§ch): 
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DNA (inzert a vektor o koncentraci koncŢ v pomŊru 3:1) 

10x ligaļn² pufr   1,5 ml 

T4 DNA lig§za   0,2 ml 

miliporov§ voda   doplnit na celkovĨ objem 15 ml 

¶ Reakci prom²ch§me a nech§me inkubovat 4 hod. pŚi laboratorn² teplotŊ. Ligaļn² smŊs 

pak mŢģeme pouģ²t k elektroporaci bakter². 

 

Ligace molekul DNA s tupĨmi konci 

¶ Konce vektoru defosforylujeme za pouģit² alkalick® fosfat§zy SAP (na 1 pmol koncŢ 

DNA 1 jednotka SAP, inkubace 30 ï 60 min. v 37 ÁC, inhibice enzymu zahŚ²v§n²m 

reakce na 65 ÁC po dobu 15 min.) 

¶ Do reakce pipetujeme: 

DNA (inzert a vektor o koncentraci koncŢ v pomŊru 3:1) 

10x ligaļn² pufr   1,5 ml 

50% PEG4000   1,5 ml 

T4 DNA lig§za   0,5 ï 1 ml 

miliporov§ voda   doplnit na celkovĨ objem 15 ml 

¶ Reakci prom²ch§me a nech§me inkubovat 4 hod. pŚi laboratorn² teplotŊ. Ligaļn² smŊs 

pak mŢģeme pouģ²t k elektroporaci bakter². 

 

3.2.2.6 Polymer§zov§ ŚetŊzov§ reakce (PCR) 

¶ Pro jednu reakci sm²ch§me: 

Templ§tov§ DNA   0,5 ï 10 ng 

Forward primer (10 mM)  2 ml 

Reverse primer (10 mM)  2 ml 

10x Taq pufr    2 ml 

Taq polymer§za   1 U 

Phusion
Ñ

 Hot Start Flex 2x Master Mix 

Miliporov§ voda   doplnit na objem 20 ml 

¶ SmŊs v PCR mikrozkumavce vloģ²me do cycleru s pŚedehŚ§tĨm v²kem (Peltier PTC-

200, MJ Research, USA) 

¶ Nastav²me program: 
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1) 95ÁC 2 min 

2) 95ÁC 30 s 

3) XÁC 40 s (X = teplota nased§n² primerŢ) 

4) 72ÁC 1 min 

5) 2x opakovat kroky 2 ï 4 

6) 95ÁC 30 s 

7) YÁC 40 s (Y = teplota nased§n² primerŢ vļetnŊ 5' koncŢ, kter® 

nep§ruj² s pŢvodn² sekvenc²) 

8) 72ÁC 1 min 

9) 21x opakovat kroky 6 ï 8 

10) 72ÁC 2 min 

11) 4ÁC donekoneļna 

 

 

3.2.3 Metody pr§ce s proteiny 

3.2.3.1 PŚ²prava lyz§tŢ z kvasinek S. pombe 

1. ï 2. den 

¶ BuŔkami narostlĨmi na pevn®m m®diu zaoļkume pŚ²sluġn® tekut® m®diu. Kultivujeme 

za st§l®ho tŚep§n² pŚi 30 ÁC 

¶ Pokud pŚipravujeme lyz§ty z kvasinek transformovanĨch expresn²m vektorem 

s inducibiln²m promotorem nmt1, nech§me kvasinky rozrŢst pŚibliģnŊ 24 hod. 

v neinducibiln²m m®diu s thiaminem (5 mg/ml). Z t®to kultury pot® zaoļkujeme 

indukļn² m®dium bez thiaminu, tak aby po 22 hod. kultivace nepŚes§hla kultura OD600 

1 

2. (resp. 3.) den 

¶ Po celou dobu pracujeme na ledu. 

¶ Kulturu zchad²me na ledu, pŚevedeme ji do uzav²rateln® centrifugaļn² zkumavky a 

centrifugujeme (Jouan, rotor SWM 180.5, 5000 rpm, 3 min., 4 ÁC). 

¶ Supernatant slijeme, sediment resuspendujeme ve 2 ml STOP pufru a centrifugujeme 

(Jouan, rotor SWM 180.5, 5000 rpm, 3 min., 4 ÁC). 

¶ Sediment resuspendujeme v 1 ml stop pufru a pŚeneseme do 1,5ml mikrozkumavek. 
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¶ Centrifugujeme (5000 rpm, 3 min., 4 ÁC); po odstranŊn² supernatantu lze zamrazit v    

-80 ÁC. 

¶ Po st§ļen² odsajeme supernatant a sediment resuspendujeme v 40 ml (dle velikosti 

peletu, lze pouģ²t i menġ² mnoģstv²) vychlazen®ho lyzaļn²ho pufru (obsahuj²c²ho 1/100 

objemu prote§zovĨch inhibitorŢ FY (Serva, NŊmecko) a 1/500 objemu 1M DTT). 

¶ Doln² k·nickou ļ§st 2ml mikrozkumavek s v²ļkem napln²me sklenŊnĨmi kuliļkami 

(425 ï 600 mm, Sigma, USA) a nech§me zchladit na ledu. 

¶ Suspenzi bunŊk pŚevedeme na kuliļky. 

¶ BuŔky rozbijeme pomoc² pŚ²stroje FastPrep-24 (MP Biomedicals, Francie): tŚepeme 

20 s rychlost² 5,5. 3kr§t opakujeme (mezi jednotlivĨmi opakov§n²mi nech§me 

zkumavku chladit na ledu). 

¶ Do mikrozkumavek pŚid§me 600 ml lyzaļn²ho pufru (s FY a DTT). Objem mŢģeme 

stanovit dle velikosti peletu. 

¶ Centrifugac² (Jouan, rotor SWM 180.5, 2000 rpm, 2 min.) lyz§t pŚevedeme do nov® 

mikrozkumavky. 

¶ Centrifugujeme (Ependorf Centrifuge 5417, 20000 g, 20 min., 4 ÁC). 

¶ Supernatant (tj. fin§ln² lyz§t) odebereme do nov® mikrozkumavky. Skladujeme 

v mraz§ku pŚi -80 ÁC. 

 

Roztoky: 

¶ Lyzaļn² pufr 1: 25 mM HEPES (pH 7,6), 0,1 mM EDTA (pH 8), 150 mM KCl, 0,1%, 

Triton X100, 25% glycerol, 1M urea; pH 7,6; pH upravit pomoc² KOH, sterilizovat 

kl§vov§n²m 

¶ STOP pufr: 150 mM NaCl, 50 mM NaF, 25 mM HEPES, 1 mM NaN3; pH 8 

 

3.2.3.2 PŚ²prava lyz§tŢ ze savļ²ch bunŊk 

¶ Lyz§ty pŚipravujeme na ledu. 

¶ Misku s narostlĨmi buŔkami nech§me vychladit na ledu. 

¶ Odsajeme m®dium a 2kr§t opl§chneme vychlazenĨm 1x PBS. 

¶ Dle velikosti misky na ni pipetujeme lyzaļn² pufr RIPA, kterĨ obsahuje v pomŊru 

1:100 prote§zov®  a fosfat§zov® inhibitory. 

¶ 15 min. nech§me lyzovat na pŚekl§pŊļce v ledniļce. 
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¶ Z povrchu misky buŔky seġkrabeme ġkrabkou, pŚevedeme do vychlazen® 1,5ml 

mikrozkumavky a nŊkolikr§t prot§hneme injekļn² stŚ²kaļkou s jehlou 21G. 

¶ Centrifugujeme (Ependorf Centrifuge 5417, 11000 g, 20 min.). 

¶ Supernatant (tj. lyz§t) pŚeneseme do nov® mikrozkumavky. Skladujeme v -20 ÁC. 

 

Roztoky: 

¶ 10x PBS: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 4,3 mM Na2HPO4.12 H2O; 1,4 mM KH2PO4, 

pH upraveno na 7,3 

¶ pufr RIPA: 0,15M NaCl; 50mM Tris-HCl (pH 7,4); 1% Nodinet P ï 40; 0,1% SDS; 

1% deoxychol§t sodnĨ; 5 mM EDTA; 50 mM NaF 

¶ Z§sobn² roztok prote§zovĨch inhibitorŢ MixM (Serva, NŊmecko): 0,5 mg/ml Aprotinin, 

0,5 mg/ml Leupeptin, 12,5 mg/ml Pefabloc; ŚedŊn² 100x 

 

3.2.3.3 Stanoven² proteinov® koncentrace (Folinova metoda) a pŚ²prava vzorkŢ pro 

SDS-PAGE 

¶ Proteinovou koncentraci lyz§tŢ stanovujeme kolorimetricky pomoc² kitu DC
TM

 

Protein Assay (Bio-Rad, USA). 

¶ PŚiprav²me si Śed²c² Śadu BSA (hovŊz² s®rovĨ albumin): 

Koncentrace BSA 

(mg/ml) 

BSA 2 mg/ml (ml) Lyzaļn² pufr (ml) 

0 0 50 

200 5 45 

400 10 40 

800 20 30 

1500 37,5 12,5 

 

¶ Do mikrozkumavky napipetujeme 12,5 ml lyz§tu ze savļ²ch bunŊk a 37,5 ml lyzaļn²ho 

pufru. Kvasinkov® lyz§ty Śed²me v²ce: 5 ml lyz§tu a 45 ml lyzaļn²ho pufru. 

¶ Z takto naŚedŊn®ho lyz§tu (a rovnŊģ BSA standardu) odebereme 25 ml do nov® 

mikrozkumavky a pŚid§me 125 ml roztoku AË (pŚiprav²me jej sm²sen²m 1 ml roztoku 

A s 20 ml roztoku S) a 1 ml roztoku B. 

¶ Prom²ch§me a nech§me 15 min. inkubovat ve tmŊ. 

¶ Na spektrofotometru zmŊŚ²me absorbanci vzorkŢ pŚi 750 nm. 
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¶ Z namŊŚenĨch hodnot standardŢ Śed²c² Śady vytvoŚ²me graf z§vislosti proteinov® 

koncentrace na absorbanci, kterĨ vyuģijeme pro stanoven² koncentrace proteinŢ 

v lyz§tech. 

¶ Pomoc² lyzaļn²ho pufru lyz§ty naŚed²me na shodnou proteinovou koncentraci. 

¶ PŚid§me 6x Laemmli pufr (1/4 objemu) a 1M DTT (1/20 objemu). Prom²ch§me a 

inkubujeme v pŚedehŚ§t®m bloļku pŚi 95 ÁC po dobu 5 min. 

 

Roztoky: 

¶ DC
TM

 Protein Assay (Bio-Rad, USA) 

¶ BSA 2 mg/ml (Bio-Rad, USA) 

¶ 6x Laemmli pufr: 0,35 M Tris-HCl (pH 6,8), 40 % glycerol, 10 % SDS, 0,012 % 

bromfenolov§ modŚ 

¶ 1M dithiothreitol (DTT) 

 

3.2.3.4 SDS-polyakrylamidov§ gelov§ elektrofor®za (SDS-PAGE) 

¶ Pro SDS-PAGE pouģijeme soupravu Bio-Rad Mini Protean III Cell. 

¶ Sestav²me aparaturu pro nal®v§n² gelŢ. Mezi skla nalijeme nam²chanĨ roztok pro 

separaļn² gel (viz rozpis) tak, aby jeho hladina sahala pŚibliģnŊ 5 mm pod dno jamek 

pŚipravenĨch v n§sleduj²c²m kroku. PŚevrstv²me miliporovou vodou a nech§me 

ztuhnout (10 ï 30 min.). 

¶ Odstran²me vodu a vysuġ²me. Na vzniklĨ separaļn² gel nalijeme aģ po okraj skel 

roztok pro zaostŚovac² gel (viz rozpis). Ihned mezi skla vloģ²me hŚeb²nek, jenģ 

v horn²m gelu vytvoŚ² jamky pro nan§ġen² vzorkŢ. Nech§me ztuhnout (10 ï 30 min.). 

 

Roztoky pro 2 gely siln® 0,75 mm (sm²chat v uveden®m poŚad²) 

10% separaļn² gel ZaostŚovac² gel 

3,33 ml protogel 0,65 ml protogel 

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

4,17 ml miliporov§ voda 3,10 ml miliporov§ voda 

12 ml TEMED 10 ml TEMED 

60 ml 10% APS 50 ml 10% APS 

 

¶ Vyjmeme hŚeb²nek. Dvojici gelŢ (resp. jeden gel a n§stavec) vloģ²me do aparatury pro 

elektrofor®zu. ElektroforetickĨm pufrem pŚevrstv²me gely a propl§chneme jamky. 

¶ Do jamek naneseme marker molekulovĨch hmotnost² a pŚipraven® vzorky. 
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¶ Aparaturu vloģ²me do n§doby pro elektrofor®zu a zalijeme elektroforetickĨm pufrem. 

UzavŚeme v²kem a nech§me dŊlit pŚi konstantn²m proudu 10 mA/gel. Pot®, co ļelo 

elektrofor®zy projde rozhran²m obou gelŢ, zvĨġ²me proud na 20 mA/gel. 

¶ Po dobŊhnut² elektrofor®zy vyjmeme gel ze skel. MŢģeme jej pouģ²t pro Western blot 

ļi mŢģeme rozdŊlen® proteiny detekovat barven²m v roztoku Coomassie Brilliant Blue 

(30 min. barven² za st§l®ho tŚep§n², odbarvov§n² v odbarvovac²m roztoku pŚes noc na 

tŚepaļce). 

 

Roztoky: 

¶ protogel: 30 % akrylamid, 0,8 % N,NË-methylenbisakrylamid; pŚefiltrov§no pŚes filtr 

s p·ry o velikosti 0,45 mm 

¶ 4x Tris/SDS pH 8,8: 1,5 M Tris-HCl (pH 8,8), 0,4 % SDS; pŚefiltrov§no pŚes filtr 

s p·ry o velikosti 0,45 mm 

¶ 4x Tris/SDS pH 6,8: 1,5 M Tris-HCl (pH 6,8), 0,4 % SDS; pŚefiltrov§no pŚes filtr 

s p·ry o velikosti 0,45 mm 

¶ N, N, N9, N9-tetrametyl-ethylendiamin (TEMED) (Serva, NŊmecko) 

¶ 10% APS (amonium persulf§t) (Sigma, USA) 

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

¶ marker molekulovĨch hmotnost² PageRuler
TM

 Plus Prestained Protein Ladder 

(Thermo Scientific, USA) 

¶ barv²c² roztok: 20 % methanol, 10 % kyselina octov§, 0,114 % Coomassie Brilliant 

Blue R-250 (Bio-Rad, USA) 

¶ odbarvovac² roztok: 20 % methanol, 7 % kyselina octov§ 

 

3.2.3.5 Western blot 

¶ Western blot prov§d²me pomoc² soupravy Bio-Rad Trans-blot. 

¶ Sestav²me aparaturu pro pŚenos na nitrocelulosovou membr§nu (Nitrobind, MSI, 

USA). Na destiļku m²Ś²c² ke katodŊ vrstv²me izolaļn² houbiļku, filtraļn² pap²r 

Whatman, gel s rozdŊlenĨmi proteiny, nitrocelulosovou membr§nu, filtraļn² pap²r 

Whatman, izolaļn² houbiļku (vġe navlhļen® v pŚenosov®m pufru). 

¶ UzavŚeme a vloģ²me do aparatury. 
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¶ Zalijeme blotovac²m pufrem a za st§l®ho chlazen² blotujeme pŚi konstantn²m napŊt² 

110 V po dobu 1,5 hod. 

¶ Membr§nu s pŚenesenĨmi proteiny opl§chneme v TBS. 

 

Roztoky: 

¶ pŚenosovĨ pufr: 25 mM Tris, 192 mM glycin, 20 % methanol, 0,05 % SDS 

¶ TBS: 20 mM Tris-HCl (pH 8,0), 500 mM NaCl 

 

3.2.3.6 Imunodetekce proteinŢ na membr§nŊ 

¶ Membr§nu s pŚenesenĨmi proteiny rozstŚ²h§me na poģadovan® kousky dle markeru 

molekulovĨch hmotnost². 

¶ Blokujeme v 4% roztoku BSA v TBS na pŚekl§pŊļce v termostatu pŚi 37 ÁC po dobu 

45 min. ï 1 hod. 

¶ Membr§nu zatav²me do folie s roztokem prim§rn² protil§tky v 1% BSA v TTBS. 

Inkubujeme na pŚekl§pŊļce pŚi 4 ÁC pŚes noc. 

¶ Membr§nu vyjmeme a promyjeme 3 x 10 min. v TTBS. 

¶ Zatav²me ji do folie s roztokem pŚ²sluġn® sekund§rn² protil§tky (konjugovan® 

s kŚenovou peroxid§zou) v 1% BSA v TTBS. Inkubujeme na pŚekl§pŊļce pŚi 

laboratorn² teplotŊ po dobu 1 hod. 

¶ Opl§chneme 3 x 10 min. v TTBS a 1 x 5 min v TBS. 

¶ Membr§nu vloģ²me do vyv²jec²ho roztoku se substr§tem pro kŚenovou peroxid§zu. 

Vloģ²me do folie. Luminiscenļn² sign§l detekujeme pomoc² pŚ²stroje LAS 4000 

(Fujifilm, Japonsko). 

 

Roztoky: 

¶ TBS: 20 mM Tris-HCl (pH 8,0), 500 mM NaCl 

¶ TTBS: 20 mM Tris-HCl (pH 8,0), 500 mM NaCl, 0,05 % Tween 20 (Serva, NŊmecko) 

¶ 4% roztok BSA (Millipore, USA) v TBS 

¶ Substr§t pro kŚenovou peroxid§zu: Super Signal West Pico Chemiluminiscent 

Substrate (PIERCE, Thermo Scientific, USA) 
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3.2.3.7 Stripov§n² membr§n 

¶ PŚiprav²me stripovac² pufr: 40 ml 10% SDS, 7,8 ml 4x Tris/SDS pH 6,8 a 9,4 ml        

2-merkaptoethanol. Prom²ch§me. 

¶ Zkumavku Falcon napln²me stripovac²m pufrem a vloģ²me do n² membr§nu. 

¶ Inkubujeme v temnu za st§l®ho tŚep§n² pŚi teplotŊ 50 ÁC po dobu 30 min. 

¶ Membr§nu promyjeme 3 x 10 min. v TTBS. 

¶ Blokujeme v 4% roztoku BSA v TBS na pŚekl§pŊļce v termostatu pŚi 37 ÁC po dobu 

45 min. ï 1 hod. 

¶ Inkubujeme s dalġ² zvolenou prim§rn² protil§tkou. 

 

Roztoky: 

¶ 10% SDS 

¶ 4x Tris/SDS pH 6,8: 1,5 M Tris-HCl (pH 6,8), 0,4 % SDS; pŚefiltrov§no pŚes filtr 

s p·ry o velikosti 0,45 mm 

¶ 2-merkaptoethanol (Sigma, USA) 

 

3.2.4 Dalġ² metody pr§ce s tk§ŔovĨmi kulturami 

3.2.4.1 Migraļn² test Ăwound-healingñ 

¶ BuŔky narostl® na kultivaļn² misce trypsinizujeme a pŚevedeme do 15ml zkumavky 

Falcon. Centrifugujeme (Eppendorf Centrifuge 5804R, 180 g, 3 min.). 

¶ Supernatant odsajeme a pelet resuspendujeme v mal®m objemu m®dia (1 ï 3 ml). 

¶ Pomoc² B¿rkerovy komŢrky spoļ²t§me mnoģstv² bunŊk v 1 ml m®dia. 

¶ Na dno jamek v 6jamkov® destiļce pŚichyt²me komŢrky s pŚep§ģkou (Ibidi, 

NŊmecko). 

¶ Do obou ļ§st² komŢrky pipetujeme 70 ml m®dia obsahuj²c²ho 70000 bunŊk. 

¶ Inkubujeme v termostatu do doby, neģ buŔky vytvoŚ² souvislou vrstvu (pŚibliģnŊ 20 

hod.). 

¶ OpatrnŊ sejmeme komŢrku. Vznikne mezera, do n²ģ mohou buŔky migrovat. 

¶ Vyhodnocujeme pomoc² mikroskopu Nikon Eclipse TE2000-S (objektiv 4x/HMC). 

PoŚ²d²me z§znam z doby ihned po sejmut² komŢrky a po uplynut² 3 hod. 
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3.2.4.2 Test bunŊk na schopnost rŢst nez§visle na ukotven² k podkladu 

¶ BuŔky narostl® na kultivaļn² misce trypsinizujeme a pŚevedeme do 15ml zkumavky 

Falcon. Centrifugujeme (Eppendorf Centrifuge 5804R, 180 g, 3 min.). 

¶ Supernatant odsajeme a pelet resuspendujeme v mal®m objemu m®dia (1 ï 3 ml). 

¶ Pomoc² B¿rkerovy komŢrky spoļ²t§me mnoģstv² bunŊk v 1 ml m®dia. 

¶ PŚiprav²me 2x DMEM a 1,6% agar. Drģ²me je pŚi teplotŊ pŚibliģnŊ 45 ÁC. 

¶ Do jamek 6jamkov® destiļky pipetujeme 1,5 ml 0,8% podkladov®ho agaru vznikl®ho 

sm²ch§n²m 2x DMEM a 1,6% agaru v pomŊru 1:1. Nech§me ztuhnout. 

¶ V 0,4% agaru (pŚiprav²me sm²sen²m  2x DMEM a 0,8% agaru v pomŊru 1:1) 

resuspendujeme 2000 bunŊk. SmŊs pipetujeme na podkladovĨ agar. Po ztuhnut² 

pŚevrstv²me 1x DMEM. 

¶ Za obļasn®ho pŚid§v§n² 1x DMEM na povrch agaru inkubujeme v termostatu po dobu 

14 dnŢ. 

¶ Jamky naskenujeme s rozliġen²m 1200 dpi a sn²mky vyhodnot²me pomoc² programu 

NIS-Elements. 

 

Roztoky a dalġ² materi§l: 

¶ Agar noble (Sigma, USA) 

¶ 2x DMEM (100 ml): 2,56 g pr§ġkov® DMEM s pyruv§tem (Gibco, Life                                

Technologies) 

66,2 ml kl§vovan§ miliporov§ voda 

9,8 ml 7,5% NaHCO3 

20 ml FBS (Sigma, USA) 

2 ml neesenci§ln² aminokyseliny (Gibco, Life Technologies) 

2 ml antibiotika-antimykotika (Gibco, Life Technologies) 
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4. 6ĻÓÌÅÄËÙ 

 

C²lem t®to pr§ce je objasnit vliv fosforylace tyrosinu 90 vazebn®ho povrchu SH3 

dom®ny kin§zy Src na regulaci jej² katalytick® aktivity a schopnost fosforylovat proteinov® 

substr§ty. Z§mŊrem bude rovnŊģ stanovit, jak se tato modifikace projevuje na ¼rovni bunŊk a 

jejich fyziologickĨch procesŢ. 

ZvolenĨ pŚ²stup ke studiu Tyr 90 byl zaloģen na vyuģit² aminokyselinovĨch 

substituentŢ, kter® napodobuj² pŚ²tomnost ļi nepŚ²tomnost fosf§tov® skupiny na postrann²m 

ŚetŊzci v dan® pozici peptidu. Tyr 90 SH3 dom®ny Src byl proto v jedn® variantŊ zamŊnŊn za 

nefosforylovatelnĨ fenylalanin (Src 90F) a v druh® za zbytek kyseliny glutamov® (Src 90E), 

jenģ je v souļasn® dobŊ nejbŊģnŊji pouģ²van§ molekula mimikuj²c² fosfotyrosin. ObŊ dvŊ 

mutantn² formy kuŚec²ho Src byly vytvoŚeny v naġ² laboratoŚi. D§le byl pouģit pŢvodn² 

bunŊļnĨ c-Src (wt c-Src) a konstitutivnŊ aktivn² Src nesouc² fenylalanin na m²stŊ regulaļn²ho 

tyrosinu 527 (Src 527F), kde absence hydroxylov® skupiny neumoģŔuje fosforylaci kin§zami 

Csk ļi Chk a t²m inhibici katalytick® aktivity enzymu. 
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4.1 Exprese variant kin§zy Src v kvasink§ch 

Schizosaccharomyces pombe 

 

Aļkoli lze u kvasinek detekovat n²zkou m²ru tyrosinov® fosforylace nŊkterĨch proteinŢ, 

nebyly u nich objeveny ģ§dn® proteintyrosinkin§zy. Fosf§t je na hydroxylovou skupinu 

tyrosinu pŚen§ġen prostŚednictv²m du§lnŊ specifickĨch proteinkin§z (Gartner et al., 1992). 

V kvasinkovĨch buŔk§ch tud²ģ nejsou pŚ²tomny regulaļn² proteiny Src, jenģ by ovlivŔovaly 

jeho kin§zovou aktivitu, ani jin® kin§zy, kter® by mohly interferovat s prov§dŊnĨmi 

experimenty.  

Syst®m pouģ²vaj²c² ke stanoven² katalytick® aktivity mutantn²ch forem Src heterologn² 

expresi t®to kin§zy ve Schizosaccharomyces pombe byl zaveden prof. Superti-Furgou 

(Superti-Furga et al., 1993)a vyuģit pŚi studiu mechanismŢ reguluj²c²ch aktivitu Src. 

Vzhledem k absenci regul§torŢ a inhibitorŢ Src v kvasink§ch, jsou vġechny mutantn² formy 

s intaktn² katalytickou dom®nou v buŔk§ch S. pombe aktivn² a to vļetnŊ jinak pŚ²snŊ 

regulovan®ho wt c-Src. Exprese Src proto v kvasink§ch zpŢsobuje vysokou fosforylaci 

endogenn²ch proteinŢ a inhibici rŢstu kultury. Pokud ale z§roveŔ s Src produkujeme v tŊchto 

buŔk§ch Csk doch§z² u nemutovan® wt c-Src k potlaļen² popsan®ho fenotypu. U 

pozmŊnŊnĨch variant Src z§vis² rychlost dŊlen² bunŊk na povaze mutace. Z§sahy do struktury 

Src, kter® ovlivn² sloģky regulaļn²ch mechanismŢ drģ²c² Src v inaktivn²m stavu, se projev² 

inhibic² rŢstu, i pokud je pŚ²tomna Csk. Tento syst®m se proto jevil jako vhodnĨ k otestov§n² 

naġ² hypot®zy, ģe fosforylace Tyr 90 sniģuje afinitu SH3 dom®ny k CD linkeru, coģ vede 

k n§rŢstu katalytick® aktivity Src. 

 

4.1.1 PŚ²prava plasmidovĨch konstruktŢ pro expresi Src a Csk v S. 

pombe 

Pro expresi Src variant v kvasink§ch S. pombe byl pouģit vektor pJR2-3XU (Moreno et 

al., 2000). Jedn§ se o plasmid odvozenĨ od expresn²ho vektoru pREP3, kterĨ obsahuje 

uracilovĨ selekļn² marker, gen ampicilinov® resistence, a indukovatelnĨ promotor nmt1. 

Moģnost regulovat produkci Src byla vzhledem k toxicitŊ proteinu pro buŔky S. pombe 

nutnou podm²nkou. Exprese z nmt1 je inhibov§na pŚ²tomnost² thiaminu. Je to jedna 

z nejsilnŊjġ²ch promotorovĨch sekvenc² v S. pombe (Tommasino & Maundrell, 1991). 
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Jako vĨchoz² zdroj mutantn²ch variant Src slouģily vektory pBluescript II SK(+) se 

zaklonovanĨmi sekvencemi src variant (pBlue-c-src90E, pBlue-c-src90F, pBlue-c-src, pBlue-

c-src527F). 

Plasmidy pBlue-c-src90F, pBlue-c-src a pBlue-c-src527F byly ġtŊpeny restrikļn²mi 

endonukle§zami XhoI a NotI. Izolovan® pŚeļiġtŊn® fragmenty o velikosti 1680 bp, nesouc² 

DNA sekvence jednotlivĨch Src variant, byly pot® ligov§ny s vektorem pJR2-3XU otevŚenĨm 

v polylinkeru XhoI a NotI restrikt§zami. Ligaļn² smŊs² byly n§slednou elektroporac² 

transformov§ny buŔky Escherichia coli kmene DH5a. Bakteri§ln² kolonie, vznikl® po vyset² 

kultury na misky s ģivnĨm agarem obsahuj²c²m selekļn² antibiotiku ampicilin, byly 

rozpŊstov§ny jako separ§tn² kultury. Plasmidov§ DNA izolovan§ z tŊchto bunŊk byla ovŊŚena 

restrikļn²m ġtŊpen²m XhoI a BglII endonukle§zami (obr. 7). V pŚ²padŊ ¼spŊġnŊ ligovanĨch 

konstruktŢ pJR2-3XU-c-src90F, pJR2-3XU-c-src, pJR2-3XU-c-src527F vznikly 2 fragmenty 

o velikosti 1666 bp a 9114 bp. Druh§ kontrola byla pomoc² restrikt§zy BamHI (obr. 8), kter§ 

konstrukt ġtŊpila na 2 DNA molekuly o 1630 bp a 9180 bp. 

 

 

 

Obr. 7: Restrikļn² ovŊŚen² konstruktŢ pJR2-3XU-c-src90F a pJR2-3XU-c-src527F. Plasmidy 

izolovan® z jednotlivĨch koloni² (5 od kaģd®ho konstruktu) byly ġtŊpeny restrikt§zami XhoI a 

BglII. Spr§vnŊ ligovan® plasmidy tvoŚily po separaci na agarosov®m gelu pruhy v oblasti 

1666 bp a 9114 bp (dle poŚad² nan§ġek klon 4 konstruktu pJR2-3XU-c-src90F a klony 2 ï 5 

pJR2-3XU-c-src527F). 

 

pJR2-3XU-c-src527F pJR2-3XU-c-src90F 

1666 bp 

9114 bp 
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Obr. 8: Restrikļn² ovŊŚen² konstruktu pJR2-3XU-c-src ġtŊpen²m restrikt§zou BamHI. 

V pŚ²padŊ ¼spŊġnŊ vytvoŚen®ho plasmidu vznikly fragmenty o velikosti 1630 bp a 9180 bp (s 

ohledem na poŚad² nan§ġek klony 2 a 4). 

 

PŚ²prava expresn²ho konstruktu pJR2-3XU-c-src90E prob²hala odliġnŊ, jelikoģ 

vnesen²m aminokyselinov® z§mŊny tyrosinu 90 za glutam§t vzniklo v DNA sekvenci 

restrikļn² m²sto rozpozn§van® XhoI, a tud²ģ nebylo moģno k vyġtŊpen² src inzertu z vektoru 

pBlue-c-src90E pouģ²t XhoI a NotI restrikt§zy. Fragment nesouc² src90E byl proto 

z pŢvodn²ho plasmidu z²sk§n pomoc² restrikļn²ch endonukle§z SalI a BglII a byl ligov§n 

s vektorem pJR2-3XU otevŚenĨm v oblasti polylinkeru restrikt§zami SalI a BamHI (BamHI 

vytv§Ś² kohezn² konce kompatibiln² s BglII). Plasmidov§ DNA izolovan§ z koloni², jenģ rostly 

na ģivn®m agaru s ampicilinem, byla ovŊŚena restrikļn²mi endonukle§zami shodnĨmi 

s pŚedchoz²mi kontrolami. Nav²c bylo provedeno ġtŊpen² pJR2-3XU-c-src90E konstruktu 

restrikt§zou HindIII (obr. 9), kter® v ide§ln²m pŚ²padŊ vedlo ke vzniku fragmentŢ o velikosti 

3255 bp, 7126 bp a dvou malĨch DNA molekul o souhrnn® velikosti 399 bp. 

9180 bp 

1630 bp 
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Obr. 9: Kontroln² ġtŊpen² konstruktu pJR2-3XU-c-src90E restrikļn² endonukle§zou HindIII. 

Separace agarosovou elektrofor®zou uk§zala dva vĨrazn® pruhy o velikostech 3255 bp a 7126 

bp. 

 

Kin§zu Csk jsme se v kvasink§ch S. pombe rozhodli produkovat prostŚednictv²m 

expresn²ho vektoru pART (McLeod et al., 1987). Tento plasmid je vybaven konstitutivnŊ 

aktivn²m adh promotorem, genem pro ampicilinovou resistenci a leucinovĨm selekļn²m 

markerem. adh je promotorov§ oblast genu pro alkohol dehydrogen§zu. Je schopna pŚibliģnŊ 

stejnŊ vysok® exprese jako indukovanĨ nmt1 promotor. 

Plasmid pEFIRES-N-csk (dar od dr. Brdiļky) byl ġtŊpen restrikļn²mi endonukle§zami 

XhoI a NotI a n§slednŊ inkubov§n s KlenowovĨm fragmentem. IzolovanĨ a pŚeļiġtŊnĨ 

fragment (1350 bp) s tupĨmi konci nesl DNA k·duj²c² Csk. Vektor pART byl linearizov§n 

pomoc² restrikt§zy SmaI, jenģ vytv§Ś² na molekule DNA tup® konce. Po defosforylaci 

alkalickou fosfat§zou SAP byl ligov§n s csk fragmentem. Ligaļn² smŊs² byly transformov§ny 

bakterie E. coli kmene DH5a. Kolonie narostl® na ģivn®m agaru s ampicilinem byly 

testov§ny na pŚ²tomnost poģadovan®ho konstruktu pART-csk. Kontroln²m ġtŊpen²m spr§vnŊ 

vytvoŚen®ho plasmidu endonukle§zami NcoI a BamHI (obr. 10) vznikly 2 fragmenty o 

velikosti 907 bp a 7721 bp. Druhou kontrolou byla PCR s primery ohraniļuj²c²mi csk inzert 

(obr. 11). NamnoģenĨ ¼sek DNA po rozdŊlen² na agarosov® elektrofor®ze vytvoŚil vĨraznĨ 

pruh na pozici odpov²daj²c² velikosti 1350 bp, coģ potvrdilo pŚ²tomnost cel® sekvence csk 

v pART vektoru. 

7126 bp 

3255 bp 
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Obr. 10: Restrikļn² ovŊŚen² konstruktu pART-csk. Plasmid byl ġtŊpen restrikt§zami NcoI a 

BamHI. Elektroforetick§ separace na agarosov®m gelu vedla v pŚ²padŊ spr§vn®ho konstruktu 

ke vzniku 2 fragmentu o velikostech 907 bp a 7721 bp (dle poŚad² nan§ġek klony 2, 5 a 7) 

 

 

 

Obr. 11: Agarosov§ elektrofor®za PCR reakce s pART-csk vektorem jako templ§tovou DNA a 

primery ohraniļuj²c²mi sekvenci k·duj²c² Csk. VzniklĨ produkt putoval jako pruh o velikosti 

1350 bp, coģ odpov²d§ velikosti inzertu. 

 

4.1.2 Transformace kvasinek S. pombe expresn²mi vektory nesouc²mi 

varianty  src a konstruktem pART -csk 

VytvoŚenĨmi expresn²mi konstrukty pJR2-3XU-c-src90E, pJR2-3XU-c-src90F, pJR2-

3XU-c-src, pJR2-3XU-c-src527F a pr§znĨm vektorem pJR2-3XU byly lithium-acet§tovou 

metodou transformov§ny kvasinky S. pombe kmene PN559. Kolonie, jenģ vyrostly na 

plotn§ch s pevnĨm m®diem bez uracilu, byly pro kontrolu pŚeļ§rkov§ny na nov® selekļn² 

plotny.  

1350 bp 

7721 bp 

907 bp 
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OvŊŚen², zda vznikl® pozitivn² klony (d§le oznaļovan® jako Src90E, Src90F, Src527F, 

c-Src a kontroln² pJR bez src inzertu) jsou opravdu schopny exprimovat jednotliv® varianty 

kin§zy Src, bylo provedeno imunodetekc² Src v kvasinkovĨch lyz§tech. NejdŚ²ve byly 

kvasinkov® buŔky rozpŊstov§ny za neidukļn²ch podm²nek v m®diu obsahuj²c² thiamin 

v koncentraci 5 mg/ml po dobu pŚibliģnŊ 24 hod. Po promyt² byly pŚeneseny do indukļn²ho 

m®dia bez thiaminu. Pro kontrolu byla ļ§st populace klonu c-Src ponech§na v neidukļn²ch 

podm²nk§ch. Z kaģd® kultury byly provedeny 2 odbŊry: prvn² 17 hod. a druhĨ 24 hod. po 

indukci exprese Src. Vzorky byly n§slednŊ lyzov§ny, upraveny na shodnou koncentraci a 

pŚipraveny pro SDS-PAGE. Po elektroforetick® separaci byly pŚeneseny western blotem na 

nitrocelulosovou membr§nu. N§sledovala inkubace v roztoku s prim§rn² protil§tkou proti v-

Src a pot® se sekund§rn² protil§tkou konjugovanou s kŚenovou peroxid§zou (GAM-HRP). Po 

pŚid§n² substr§tu pro HRP byl luminiscenļn² sign§l detekov§n pomoc² pŚ²stroje LAS 4000 

(Fujifilm, Japonsko). Z vĨsledn®ho blotu (obr. 12) je patrn®, ģe exprese Src je relativnŊ 

vysok§ i za inhibiļn²ch podm²nek thiaminu v m®diu (vzorky c-Src NI). 17 hod po zaoļkov§n² 

do m®dia bez thiaminu je produkce Src v porovn§n² s neidukovanou kulturou c-Src NI st§le 

jeġtŊ n²zk§. OdbŊry proveden® 24 hod. po indukci vġak jiģ vykazuj² vĨrazn® nabohacen² 

proteinŢ. 

 

 

 Obr. 12: OvŊŚen² exprese variant Src v kvasink§ch S. pombe transformovanĨch konstrukuty 

pJR2-3XU-c-src90E, pJR2-3XU-c-src90F, pJR2-3XU-c-src, pJR2-3XU-c-src527F a pJR2-

3XU. Z kaģd® kultury byly provedeny 2 odbŊry: po 17 hod. a 24 hod. od indukce exprese. 

Lyzovan® vzorky o shodn® koncentraci byly rozdŊleny SDS-PAG a pŚeneseny na 

nitrocelulosovou membr§nu. Detekce byla provedena protil§tkou anti-v-Src (Ab-1). 

 

Jelikoģ exprese Src zpŢsobuje inhibici rŢstu kultury S. pombe, zaj²malo n§s, jak se 

pŚ²tomnost kin§zy Src v kvasink§ch projev² na jejich morfologii. Po 24 hod. kultivace 

v indukļn²m m®diu byly buŔky zkoum§ny pod mikroskopem Nikon Eclipse TE2000-S 

(objektiv 100x/DIC) pomoc² diferenci§ln²ho interferenļn²ho kontrastu (obr. 13). Klony 

nesouc² pouze pr§zdnĨ vektor pJR2-3XU vypadaly obdobnŊ jako pŚed transformac². 



68 
 

V kultur§ch S. pombe exprimuj²c²ch Src byly pozorov§ny buŔky se zmŊnŊnĨmi difrakļn²mi 

vlastnosti pŚedstavuj²c² mrtv® jedince. Kvasinky d§le vykazovaly morfologick® abnormality 

projevuj²c² se zmŊnou proporc² a u nŊkterĨch bunŊk vakuolarizac². 

 

     

Obr. 13: BuŔky S. pombe neexprimuj²c² (pJR; vlevo) a exprimuj²c² (Src90E; vpravo) kin§zu 

Src. Kvasinky byly 24 hod. kultivov§ny v indukļn²m m®diu a pot® pozorov§ny pod 

mikroskopem Nikon Eclipse TE2000-S (objektiv 100x/DIC) metodou diferenci§ln² 

interferenļn²ho kontrastu. 

 

Klony Src90E, Src90F, Src527F, c-Src a pJR byly transformov§ny konstruktem 

nesouc²m gen pro kin§zu Csk (pART-csk) a vysety na selekļn² plotny neobsahuj²c² uracil a 

leucin. Aby byla vylouļena faleġn§ pozitivita, byly narostl® kolonie opŊt pŚeneseny na nov® 

selekļn² misky. T²m byly z²sk§ny kvasinkov® buŔky (oznaļeny jako Src 90E+Csk, 90F+Csk, 

527F+Csk, c-Src+Csk a kontroln² pJR+Csk), kter® by mŊly konstitutivnŊ exprimovat Csk a 

po indukci produkovat jednotliv® varianty Src. 

Lyz§ty klonŢ Src 90E+Csk, 90F+Csk, 527F+Csk, c-Src+Csk a pJR+Csk byly testov§ny 

na pŚ²tomnost Src a Csk. Imunologick§ detekce na membr§nŊ po western blotu prok§zala, ģe 

exprese Src zŢstala ve vġech pŚ²padech zachov§na. Prezenci Csk v kvasinkovĨch lyz§tech se 

vġak bohuģel nepodaŚilo prok§zat. Vzhledem k faktu, ģe pouģit§ prim§rn² protil§tka anti-Csk 

tento protein velmi slabŊ detekovala i v kontroln²ch lyz§tech pŚipravenĨch z SC bunŊk, mohlo 

se zŚejmŊ jednat sp²ġe o probl®m v detekci neģ v expresi. Proto jsme se rozhodli zjistit, zda by 

nebylo moģn® produkci Csk ovŊŚit nepŚ²mo vysledov§n²m zmŊn v rŢstovĨch rychlostech 

kvasinek transformovanĨch konstrukty s src i csk oproti buŔk§m S. pombe nesouc²m jen 

plasmidy s src. 




















































