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Abstrakt

Tato prace sleduje vliv fosforylace hlavnich konzervovanych tyrosinii na vazebné
schopnosti SH3 domény. SH3 doména je protein-proteinovd interakéni doména, kterd je
strukturni soucdsti fady proteini bunécné signalizace a proteint cytoskeletarnich. Dokumentovan
je jeji vyznam v inter- i intramolekuldrnich interakcich. SH3 doména védze sekven¢ni motiv
polyprolinového helixu typu II. (PPII). Tato struktura je unikétni svou pseudo-symetrii, ktera ji
dovoluje na povrchu SH3 domény zaujmout dv€ opacné orientace. Podle toho, v které orientaci
se tento PPII ligand vaze na SH3 doménu, rozezndvame ligand 1., resp. II. tfidy. Tato literarni
reSerSe poukazuje na obecn¢ negativni vliv tyrosinové fosforylace na vaznost SH3 domény. Déle
nastifiuje mozny trend tolerance vazby nékterych ligandd I. tiidy po fosforylaci danych
povrchovych tyrosind.

Abstract

This work shows a possible influence of tyrosine phosphorylation on SH3 domain binding
capacity. SH3 domain is a protein-protein interaction domain, which is a structural part of many
signal transduction proteins and cytoskeleton-associated proteins. It is important for both
intermolecular and intramolecular interactions. The SH3 domain binds a type II. (PPII)
polyproline-helix. This unique structure permits binding of the ligand in two oposite orientations
on a SH3 domain surface. Ligands are divided in two classes - I., resp. II. according to their
orientation on the SH3 surface. This bibliographic search shows the possible universal impact of
a tyrosine phosphorylation on SH3 binding. Furthermore, it suggests a possible tendency for the
tolerance of some class I. ligands after a phosphorylation of tyrosine residues.
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Seznam zkratek

PPII — Polyprolinovy helix typu II.
PRD — Domény rozpozndvajici prolin (prolin-recognition domains)

SH3 — Homolog tieti strukturni domény kindzy Src (Src homology 3)



1. Uvod

Porozuméni proteinovym interakénim doméndm je dilezité z hlediska pochopeni
mechanismi bunécné signalizace. V této prici je nastinéna problematika vaznosti jednoho
zastupce téchto proteinovych domén — SH3 (Src homology 3). SH3 doména byla poprvé popsdna
jako tfeti strukturni doména kindzy Src. Odtud pojmenovani Src homology 3. Diskutovana budou
fakta obecnd i zatim ponékud madalo prozkoumand. Jako hlavni model SH3 domén bude
diskutovdana SH3 doména kinazy Src, kterd byla popsana jako prvni a je patrné nejlépe strukturné
charakterizovdna. V hlavni ¢asti price bude poukdzdno na dileZitost tyrosinovych zbytkd na
vazebném povrchu SH3 domén a to pfedev$im v kontextu, jak tyto zbytky mohou regulovat

schopnost vazby a orientaci ligandu na SH3 domén¢.



2. Modularni interakéni domeny

Moduléarni proteinové interakéni domény zajist'uji interakce proteint s jinymi biologicky
vyznamnymi molekulami, jako jsou napf. lipidy, nukleové kyseliny ¢i proteiny.
Vyznamnou podskupinou moduldrnich domén jsou tzv. protein interak¢ni domény zajistujici

interakce protein-proteinového charakteru.

Do této podskupiny patii kromé jinych i tzv. PRD (prolin-recognition domains), které
rozpoznavaji a interaguji se sekvencemi obsahujicimi prolin-bohaty motiv. Mohou se uplatiovat
intra- 1 intermolekularng. Patii sem SH3, WW, GYF, UEV a podobné domény. Rozdilné rodiny
PRD preferuji rizné sekvencni motivy. Tyto motivy se oznacuji jako kanonické sekvence.
Hlavnim znakem téchto motivi je pfitomnost jednoho ¢i vice prolinovych zbytkt, které umoziuji
vytvofeni zvlaStni konformace polyprolinového helixu typu II (PPII-helixu). SH3 domény
preferuji predevSim PxxP motiv (kde x je jakdkoliv aminokyselina), na rozdil od napt. WW
domén, které davaji prednost sekvencim PPLP ¢i PPxY. (shrnuto Shawn S.-C. Li., 2005; Bedford
etal., 1997)

V porovnéni s jinymi protein-proteinovym interakénimi agens napi. protildtkami,
je specifita a sila interakce PRD vyrazné nizsi (Kp= 10-100 uM). (shrnuto Shawn S.-C. Li., 2005)

SH3 doména je jedind, kterd zde bude diskutovana.



3. SH3 doména je strukturni soucasti proteint signalnich kaskad a
proteint cytoskeletarnich

SH3 doména je soucasti obrovského mnozstvi cytoskeletarnich proteini nebo proteinti
zabezpecCujicich intracelularni pfenos signdlu. Velikou skupinou obsahujici mnoZstvi
moduldrnich domén vcetn€ SH3 domény jsou tzv. adaptorové proteiny jako je napt. protein Grb2.
Tyto proteiny signdlnich kaskad typicky postrddaji enzymatickou aktivitu. Jejich funkci je
zajisténi protein-proteinovych interakci, s pfipadné ndslednym formovanim multiproteinovych

komplexd.

SH3 doména hraje rozhodujici roli v ftad¢ biologickych procesii napt. ve zmeéné
lokalizace nejriznéjSich komponenti signdlnich kaskdd uvnitf buniky (jako soucdst tzv.
»scaffolding proteini*), v regulaci enzymu prostiednictvim intramolekularnich interakci (napf.
intarmolekuldrni regulace kindzy Src), ¢i ve zvySovani mistni koncentrace proteinii (napf.

O ¢¢

v proteinech , lipidickych rafti*). Domény jednotlivych proteinti se rizni co do presné stavby i

rozeznavané prolin-bohaté sekvence.



4. Stavba SH3 domény

Reprezentativni SH3 doménu kindzy Src tvoii 57 aminokyselinovych zbytkil. Nabyva
globuldrnitho uspofdddni B-barelu sestdvajici z péti P-tetézci (BA- PE). B-fetézce tvoii dva

navzdjem kolmé antiparalelni B-listy tvofici hydrofobni jddro domény. Pro usnadnéni popisu SH3

domény, bude doména rozd¢lena do Sesti strukturnich oblasti (viz obr 1.).

1) N- a C-koncové B-retézce (BA a PE) N- a C-konec polypeptidového fetézce SH3 domény se
vzdjemné¢ pfiblizuji a tvofi antiparalelni p-list stabilizovany interakcemi postrannich
aminokyselinovych fetézct.

2) Kratky 3jo-helix pied B-fetézcem (BE). Tento helix zapficinuje 90° tuhel, ktery vzdjemné
sviraji oba B-listy.

3) RT-smycka 12 zbytka dlouhd velice flexibilni oblast mezi B-fetézcem (BA) a tzv. divergentni
obratkou, je funkéné dulezitd pro vazbu ligandu na doméng.

4) Divergentni obratka zajistuje prechod RT-smycky do centra trojvladknového B-listu a je
tvofena 5) n-src smyckou a 6) distalni-smyckou. (Riddle ef al., 1999; Kaishan et al., 2001; Xu et
al., 1997)

RT-smycka
1

Divergentni obritka | l /" n-src smycka

BA  BE

Obr.1 Schématicky znizornéna struktura SH3 domény: Zluté- B-fetézce. Cervené- a-helix. Zelené-

smycky. (PDB koéd: 1JGFC. Data pievzata z Kohda et al., 1994; vyobrazeno pomoci DeLano, W.L. The PyMOL
Molecular Graphics System (2002) DeLano Scientific, Palo Alto, CA, USA.)
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5. Vazebny povrch SH3 domény

Vazebné misto SH3 domény je jakési sedlo tvoiené pievdazné valem RT-smyckou a n-src
smyckou. Uvnitf tohoto sedla jsou vesmés hydrofobni aminokyseliny, z nichZz nékteré jsou
vysoce konzervované (viz obr. 2). Mezi tyto, pro vznik vlastni vazebné interakce, velice dilezité
zbytky napt. patii Tyr 90, Tyr 92, Asp 99, Trp 118, Tyr 131, Pro 133, Asn 135, Tyr 136

(¢islovdno pro mysi Src). (shrnuto v Agrawal et al., 2002; shrnuto v Mayer, 2001)

C

Obr. 2 Modely SH3 domény: A) schématické struktura, B) zobrazené tyrosinové zbytky, C) povrchové
struktura SH3. Cervené- vazebna kapsa formovana zbytky Y90, N135, Y136. Zelené- vazebna kapsa formovana
zbytky Y92, W118, P133. Zluté- vazebna kapsa formovana zbytky D99, Y131. (PDB kéd: 1QWF. Data prevzata
z Feng et al., 1995; vyobrazeno pomoci DeLano, W.L. The PyMOL Molecular Graphics System (2002) DeLano
Scientific, Palo Alto, CA, USA.)
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Zamény nékterych z téchto zbytkl jsou zodpovédné za preferenci riiznych PPII ligandt
mezi raznymi SH3 doménami. Pfi mutacich vySe zminénych aminokyselinovych zbytki je ¢asto
ovlivnéna schopnost SH3 domény naddle véizat jeji pfirozené interakcni partnery. To ma Casto za
ndsledek selhdni ¢i néjakou aberaci signdlni drahy, které se protein obsahujici danou SH3
doménu ucastni. Fosforylovatelnost n¢kterych konzervovanych zbytki, pfedevsim tyrosint, je

Casto vyuzivana k regulaci vazebné schopnosti SH3 domén in natura.

Na hydrofobnim povrchu tvofeném RT-smycCkou a n-src smyckou Ize rozlisit celkem tfi
vazebné kapsy. Vyjma tieti tzv. specifitni kapsy jsou tyto kapsy pii vazbé s PPII ligandem
obsazeny dipeptidem sestdvajicim z vétSinou alifatické aminokyseliny a prolinu. Specifitni kapsa
je zodpovédnd za urCeni orientace ligandu na SH3 domén€ pomoci vazby tzv. ,kotviciho

zbytku*, kterym je obvykle arginin (viz obr 3.).

n-Src
loop

C= N

Class |

RT
loop

n-Src
loop

N Class Il >C
Obr. 3 Uréeni orientace ligandu na povrchu SH3 domény: Cervené- vazebnd kapsa formovani zbytky
Y90, N135, Y136. Zelene- vazebnd kapsa formovana zbytky Y92, W118, P133. Zluté- vazebnd kapsa formovana
zbytky D99, Y131.Modré P- prolinové zbytky nezbytné pro vazbu PxxP core. Oranzové X- u idedlniho ligandu misto
pro piemost’ujici prolin. Fialové R- kotvici zbytek. Hnédé X- misto interakce neprolinovéno zbytku s SH3 doménou.

(pfevzato a upraveno z Mayer, 2001)
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Jako tzv. core sekvence se obecné znaci PxxP a je to sekvence rozpozndvand vazebnym
povrchem SH3 domény. Optimalni ligand obsahuje jeSt¢ dalsi prolinové zbytky nez jen ty v PxxP
core. Tyto dalsi proliny propojuji oba dipeptidy uvniti vazebnych kapes. Tento sekvencni motiv
se zna¢i RpxPpxP pro ligand 1. resp. xPpxPpR pro II. tfidy ( kde x je jakdkoliv aminokyselina, p

je tzv. premost’ujici prolin a R je tzv. ,,kotva‘ vétSinou arginin).

Patrn€ nejvice urcuje specificitu SH3 domény rozsahlejsi vazebny povrch domény, se
kterym pfichdzi do kontaktu ligand. Pokud dand SH3 doména nevéze néjaky predlozeny ligand,
je to z velké casti zplisobeno tim, Ze tento ligand nemd odpovidajici tzv. ,Jlemujici sekvenci®.
Lemujici sekvence sestavd z aminokyselin obklopujicich vlastni PxxP motiv na ligandu. Ligand
s nesprdvnou lemujici sekvenci ma velmi sniZenou afinitu k SH3 doméné. Pokud lemujici
sekvence neodpovidd rozsdhlejSimu povrchu domény, tak ligand nemutze zaujmout na SH3
domén¢ pozadovanou konformaci a tim je afinita domény k tomuto ligandu vyznamné oslabena

(viz obr. 4).

Pfitomnost vlastni core sekvence PxxP ligandu neni dostate¢cnou podminkou pro vazbu
na SH3 doménu. Avsak ligandy, které neobsahuji core sekvenci se na SH3 doménu nevazi vibec.
Existuji vSak necetné vyjimky (viz dale). Toto podporuje mySlenku, Ze core sekvence PxxP
slouzi pro prvotni navazani ligandu. Déle aminokyselinovd ,kotva“ ur¢i orientaci ligandu a

lemujici sekvence zajisti vlastni specificitu a vyssi stupen afinity SH3 domény.(Feng et al., 1995)
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Obr. 4 Vazba ligandu 1. t¥dy, resp. IL tiidy na povrchu SH3 domény. Barvy prvki: C, H, N, O (PDB kéd:

1QWE, 1QWF. Data pfevzata z Feng et al., 1995; vyobrazeno pomoci DeLano, W.L. The PyMOL Molecular
Graphics System (2002) DeLano Scientific, Palo Alto, CA, USA.)
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6. Viastnosti PPII - helixu a vyjimec¢nost prolinu

Jak jiz bylo fecCeno, oblast vazand SH3 doménou obsahuje kratkou prolin-bohatou
konzervovanou sekvenci. Prolin-bohaté sekvence zaujimaji protdhlou konformaci, kterd dovoluje
kontakt s SH3 doménou. Tato konformace ma podobu levotocCivé Sroubovice nazyvané
PPII-helix. Na pfi¢ném fezu zbytky tvofi pfiblizn¢ vrcholy trojihelniku. Helix ma tedy tfi zbytky
na obratku. Tato skute¢nost md za nésledek to, Ze kazda tfeti aminokyselina je ve stejném vrcholu
trojihelniku. PPII struktura svoji zdkladnou kontaktuje vazebny povrch SH3 domény. (shrnuto
v Mayer, 2001; Feng et al., 1995; Lim et al., 1994)
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6.1. Urceni orientace ligandu na SH3 doméné

Ligandy SH3 domény jsou schopné vazby ve dvou orientacich ,,+*“ (tzv. ligandy L. tfidy)
a ,—,, (tzv. lidandy II. tfidy) (viz obr. 4 a 6). Za preferenci vazby ligandu v té ¢i oné orientaci je
zodpovédna predevSim orientace ,kotviciho zbytku* vzhledem ke core sekvenci PxxP ligandu.
Oba typy ligandu (I. i II. tfidy) mohou tvofit vodikové mistky mezi karbonylovym kyslikem
prolinu a povrchovymi aminokyselinami na SH3 doméng¢. Je zajimavé, Ze k témto interakcim u
obou orientaci dochdzi mezi analogickymi zbytky na ligandu a vZdy stejnymi aminokyselinami
na SH3 doméné. Tyto interakce se 1i§i jen tim, Ze prolinovy karbonyl interaguje a danou
aminokyselinou na povrchu SH3 domény z opacné strany (viz obr.5). Toto je zjednodusSené
podstata pseudo-symetrie PxxP ligandu. Vodikové mustky jsou stereospecifické, avSak vzhledem
k pseudo-symetrické stavbé obou typti PPII, nemaji zdsadni vliv na orientovanost ligandu na SH3
doméné. Tvorba vodikovych mustkl tedy jen zapfiCiiluje rozpoznini PPII-helix. (Lim et al.,

1994)

Za urCeni orientace je zodpovédny bazicky zbytek na ligandu, umistény mimo vlastni
PxxP motiv. Tento zbytek je vétSinou arginin, lysin a méné Casto tyrosin. Jak jiZ bylo zminéno,
je to jakasi “kotva‘ urcujici orientaci ligandu na SH3 doméné. Kotvici zbytek je umistény N- ¢i
C-koncové vzhledem k PxxP motivu v zavislosti na tom, do jaké tfidy ligand spadd. Rtzné druhy
SH3 domén pak maji na své RT-smycce vétSinou asparagin ¢i glutamét, ktery interaguje

s ,,kotvou* a tim urci orientaci ligandu. (Feng et al., 1995; Wu et al., 1995; Lim et al., 1994)

Je tedy zfejmé, Ze rozdily v orientaci ligandu jsou uréeny predev§im umisténim kotvicich
aminokyselinovych zbytkd vzhledem ke core PxxP ligandu (viz obr. 3). (shrnuto v Argawal et

al., 2002)
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Class | ligand

Class Il ligand

Gt
(/Y
O

3

Obr. 5 Ukdzka interakce povrchu SH3 domény s prolinovym zbytkem.
(ptevzato z Mayer 2001)
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6.2. Vyznam PPII - helixu v sekvenci vazebného ligandu

Dalsi velice dualezity mechanismus urCeni orientace je zaloZen na mife tolerance
neprolinovych postrannich zbytkli umisténych na konkrétnich vazebnych mistech uvnitf
hydrofobniho povrchu SH3 domény. U vétSiny ligandt tiidy I. jsou na vazebnych mistech P_; a
P, toleroviany aminokyseliny jako lysin, prolin, valin. Na mistech Py a P; jsou naopak
vyzadovany prolinové zbytky. Tolerance zbytkl lysin, valin aj. na mistech Py a P; u ligandu II.
tiidy je jakoby inverzni k pfedeslému ptipadu. Pro vazbu ligandi II. tfidy je tedy vyZadovédna

pritomnost prolinu na mistech P_; a P, (viz obr. 6). (Lim et al., 1994; Yu et al., 1994)

Y

N C
Class II Class I

Obr. 6 Vazba PPII — helixu na vazebném povrchu SH3 domény s vyobrazenymi pozicemi pro vazbu

prolint na PxxP core. (pievzato a upraveno z Agrawal et al., 2002)
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Dtivod pro¢ SH3 a jiné polyprolin-vazebné domény specificky rozezndvaji sekvence
obsahujici prolin, je v jedineCnosti prolinu. Bylo zjiSténo, Ze vazebné domény maji dva

pozadavky na ligand:

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

2. C"-substituovany zbytek predchdzejici zbytku N-substituovanému.

Ve vySe zminéném uspofddani, jsou ob¢ substituované skupiny oddéleny jen jednim
atomem uhliku. Toto uspofddani tvoii relativné pevnou strukturu schopnou umisténi do
hydrofobnich kapes na vazebném povrchu domén. Prolin, jako jedind N-substituovand
aminokyselina spliiuje obé sekven¢ni podminky SH3 domény na ligand (viz obr. 5). (Nguyen et

al., 1998)

Nekteré vazebné sekvence obsahuji napf. pouze jeden prolin. Tyto interakce byly

pozorovany napt. u intramolekulatni regulaci aktivity Src kindzy. (Xu et al., 1997)
Pfitomnost PPII-helixu je nezbytnd patrné pouze z divodu rozeznéni ligandu. Peptid,

ktery neobsahuje tuto sekvenci neni rozeznan jako ligand a je tedy jeho interakce s SH3 doménou

znemozneéna.
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7. Non-PxxP ligandy

Byly popsany uméle ptipravené ligandy neobsahujici prolin na kritickém mist¢, které byly
specificky rozeznavané SH3 1 WW doménami. Prokdzalo se, Zze SH3 domény v ligandech
rozezndveji kromé prolinu napt. sarcosine (viz obr. 7), ktery je t€Z N-substituovany. Tyto ligandy
byly v mnoha piipadech vazany se stejnou ¢i dokonce vyssi afinitou nez ptirozené ligandy, nebot’
byly schopny zaujmout svoji pozici hloubéji ve vazebné kapse domény. Tim padem mohly
postranni fetézce Iépe interagovat s vazebnym povrchem domény. (Nguyen et al., 2000; Nguyen

etal., 1998; Lim et al., 1994)

Obr. 7 Vzorec sarcosine

In vivo je patrné rozhodujici selektivita a vySe afinity ptfirozenych liganda pro vyvazenost
pomeéru asociace/disociace ligandu. Pro adekvétni pfenos signdlu intracelularnimi drahami, na
kterém participuji polyprolin-vazebné domény, je nezbytné, aby domény nevézaly ligand ani moc

silng, ani piili§ slabé. (Nguyen ef al., 1998; shrnuto v Lim, 1996)

Pouziti syntetickych ligandi SH3 domén by mohla byt cesta k 1é€b¢é nékterych defekth
bunécné signalizace. Takovéto syntetické peptoidové ,léky“ mohou byt dokonce véiziny
prednostné, nebot’ je 1ze navrhnout tak, aby vykazovaly vétsi afinitu k SH3 doméné, néz ligandy

piirozené.

20



8. Dimerni formy SH3 domén

Nékteré SH3 domény jsou schopny dimerizace, jako napt. SH3 proteinu Eps8. Velice
flexibilni n-src smyCka SH3 domény Eps8 ma unikdtni konformaci v porovnani s jinymi SH3
doménami. Tato smycka miiZze s urcitou frekvenci interagovat se sousedni SH3 doménou a
vytvoii tak dimerni formu SH3 domény (viz obr. 8). Dimerizace je reverzibilni d¢j a zda se, Ze in
vivo jsou monomerni i dimerni SH3 v jakési rovnovdze. Dimerni forma SH3 domény utvari
rozSiteny vazebny povrch, ktery projevuje ponckud jiné vazebné schopnosti, protoze Cast

vazebného povrchu je pro ligand nepftistupnd. (Kishan et al., 1997)

Domény po dimerizaci tedy projevuji novy stupenn specificity. Po dimerizaci se na
vazebném povrchu utvoii dvé vazebnd mista, kterd by mohla slouZit jako stycnd plocha pro rizné
proteinové ligandy. Tyto ligandy by mohly byt timto zpisobem udrZovany ve vzajemné vhodném

postaveni pro jejich interakci.

Schopnosti nékterych SH3 domén dimerizovat, se jesté zvétSuje jiz tak velky vazebny
potencial. Dimerizace je in vivo vyuZitelnd schopnost rozsifeni specificity interakénich domén,
ktera zatim byla jako regulaéni mechanismus pon€kud opomijena. Déle by dimerizace docela

vvvvv

adaptorovych proteind.
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Obr. 8 A, B- Monomerni forma SH3 domén proteinu Eps8. C, D- Dimerni forma SH3 domén proteinu

Eps8 (PDB kéd: 110C, 1107. Data prevzata z Kistan et al., 2001; vyobrazeno pomoci DeLano, W.L. The PyMOL
Molecular Graphics System (2002) DeLano Scientific, Palo Alto, CA, USA.)
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9. Tyrosiny na hydrofobnim vazebném povrchu SH3 domény

Tyrosiny na hydrofobnim vazebném povrchu SH3 domény jsou rozmistény s ndpadnou
analogii mezi jednotlivymi SH3 doménami nejriznéjSich proteini. To naznaCuje jejich
potenciondlni dilezitost pti vazbé konkrétnich ligandl a patrné i pii regulaci vazebné funkce SH3
domény a nasledné funkceschopnosti celych proteinii. Analogické tyrosiny jsou v nésledujici
kapitole rozdéleny podle toho v jaké ¢asti SH3 domény se vyskytuji. Diraz je kladen na to, jaky
ma vliv fosforylace ¢i bodové mutace na schopnost vazby intermolekuldrnich ligandi. Téz je

diskutovdna neméné vyznamnad intramolekuldrni interakce u ptipadi, kde je prokdzana.

Pro ptehlednost je pfipojena tabulka 1 poukazujici na to, které tyrosiny jsou analogické u
ruznych proteini. Pokud v textu neni néktery tyrosin néjakého proteinu ztab. 1 diskutovan,
neexistuje studie zabyvajici se vyznamem tohoto tyrosinu v zdvislosti na vaznostech SH3

domény.

RT-loop distal-loop| 310-helix
Ber/Abl Y89 Y112 Y134
Btk Y223 Y225 Y263 Y268
Grb2 (N-terminal SH3) Y7 Y37 Y52
Grb2 (C-terminal SH3) Y209
PSTPIP Y367 Y369
Src (mysi &islovani) Y90 Y92 Y131 Y136

Tab. 1 Vzijemni analogie jednotlivych tyrosinovych zbytkdi u vybranych SH3 domén.
Homologni tyrosiny jsou umistény vzdy do sloupeckii. S vyjimkou tyrosind v distal-loop, kde jsou
analogické pouze Y263 Btk a Y131 Src. Ostatni tyrosiny v distalni-smycce analogické nejsou, avSak
v zdjmu zachovdni pfehlednosti byly ponechdny ve spole¢ném sloupci. Pokud se u daného proteinu

analogické tyrosin nenachdzi, neni ve sloupci napsdna pozice tyrosinu.
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9.1 Tyrosin v RT-smyéce

Mezi nejlépe dokumentované tyrosinové zbytky zodpovédné za regulaci vaznosti SH3
domén jsou ty vyskytujici se v pomérné konzervované sekvenci ALYDY v RT-smycce. Kde je
tyrosin blize k N-konci SH3 domény podstatné vice prozkoumdn (viz. Obr. 9). Je to patrné jeho

prokazateln¢ vySSim vlivem na vaznost domény a stim souvisejicim stupném vysoké

konzervovanosti.

Obr. 9 SH3 doména Src kindzy s Zluté zvyraznénym tyrosinem 90. Je vyobrazen navazany ligand I. tfidy-

A, C-pohled z boku, resp. II. tiidy- B, D- pohled z boku. Barvy prvku: C, H, N, O (PDB kéd: 1QWE, 1QWF. Data
prevzata z Feng et al., 1995; vyobrazeno pomoci DeLano, W.L. The PyMOL Molecular Graphics System (2002)
DeLano Scientific, Palo Alto, CA, USA.)
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U kindzy Src bylo ukdzdno, Ze mutace v ALYDY motivu RT-smycky (Y90A, Y92A)
stimuluji jeji kindzovou aktivitu. Tyto mutace pti pokusech potvrdily diileZitost téchto zbytki u

intramolekularni interakce. (Erpel et al., 1995)

Pti intramolekuldrni regulaci je patrné dulezita stabilizace interakce SH2 domény s pY527
SH3doménou. Obé domény jsou od sebe vzdaleny pouze nékolik aminokyselinovych zbytkii. To
znamend, Ze neni moznd idedlni vazba SH2 domény s jejim ligandem pY527, pokud ji to SH3
doména stericky neumozni. Permisivni postaveni SH3 domény je patrné¢ umoznéno pokud SH3
doména vaZe prolin-bohatou sekvenci na linkeru mezi SH2 a katalytickou doménou nebo pokud
nepiimo védze tusek katalytické domény. Vazba SH3 domény na cast katalytické domény je
vytvofena pomoci jiného vazebného povrchu nez je ten klasicky rozezndvajici PxxP motiv.

(Brabek et al., 2002; Erpel et al., 1995; Superti-Furga et al ., 1993)

Dile byla testovdna u SH3 domény této kindzy mira ovlivnéni intermolekuldrni interakce
u mutantii Y90A, Y92A v RT-smycce. Bylo ukdzano, Ze mutace YO0A i Y92A narusSuje vazbu
Sam68 i p85 a podjednotky PI3K. (Superti-Furga et al., 1993; Erpel et al., 1995)

U tyrosinové kinazy Btk ucastnici se prenosu signdlu z BCR odpovidaji tyrosiny
v ALYDY sekvenci tyrosinim- Y223 a Y225. Btk je v buiikdch aktivovédna fosforylaci na Y551
kindzami Src. Nésledn¢ se autofosforyluje na Y223 (odpovida Y90 kindzy Src) uvnitt vazebného
povrchu SH3 domény. Po autofosforylaci na Y223 se vazba SH3 domény s WASP
(Wiskott-Aldrich syndrome protein) znacné oslabuje. Naopak fosforylace Y223 nemd vliv na
vazbu adaptorového proteinu c-Cbl (Casitas B-lineage Lymphoma). Je docela mozné, Ze
autofosforylace Y223 kindzy Btk by mohla vést k intarakci SH3 domény se zcela novym
ligandem, ktery tato SH3 pted fosforylaci nevdze. Po fosforylaci Y223 je totiz Btk schopna
interakce s kindzou Syk, se kterou predtim neinteraguje. Bylo prokdzéno, Ze tato interakce neni
zprostiedkovdna SH2 doménou Syk kindzy. Neni vSak zatim zcela jasné, zda je za interakci

zodpoveédnd pravé SH3 doména. (Morrogh et al., 1999)

SH3 doména Btk je zajimavy ptipad, kdy je pravdépodobné intramolekuldrni regulacni

mechanismus zodpovédny za regulaci kindzové aktivity Btk. Presny regulacni mechanismus Btk
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aktivity vSak neni dosud zcela zndm. Je prokdzéano, Ze nefosforylovatelnd mutace Y223F nebo
uplnd delece SH3 domény vede k transformaci bunék. (Park et al., 1996) Z toho by mohlo
vyplyvat, Ze SH3 je nezbytnd pro inhibici Btk aktivity.

U adaptorového proteinu Grb2 v N-termindlni SH3 doméné se nachdzi v RT- smycce
tyrosin Y7. Tento tyrosin je patrné také in vivo fosforylovatelny. Pokud je fosforylovan, napf.
v odpovédi na EGF stimulaci, je Y7 spolecné s Y209 v C-termindlni SH3 Grb2 zodpovédny za
zhorSeni vazby ligandu jako je Sos ¢i MEKKI1. To mlze umozilovat negativni regulaci jejich

efektort jako napt. Ras v zdvislosti na ¢ase od EGF stimulace. (Li et al., 2001)

Dalsi protein, ktery si zaslouzi pozornost je PSTPIP. PSTPIP je to protein asociovany
s cytoskeletem. Tyrosiniim v sekvenci ALYDY zde odpovidaji tyrosiny- Y367 a Y369. PSTPIP
je fosforylovéan kindzami rodiny Src, coz umoziuje naslednou fosforylaci na zbytku Y367 opét
Src kindzami uvnitf vazebného povrchu SH3 domény. Tato fosforylace ovliviiuje vaznost
domény k ligandu WASP. Pokusy naznacuji, Ze fosforylace tyrosinu uvnitt SH3 domény tuto
interakci rusi. Mutant Y367F bez problémt vaze WASP na rozdil od mutanti Y367E ¢i Y367D.
(Wu et al., 1998) To by mohlo naznacovat to, Ze by fosforylace mohla byt in vivo vyuZivdna
k negativni regulaci interakce PSTPIP/WASP. Timto mechanismem by pak mohla byt
regulovdna dynamika cytoskeletonu prostiednictvim interakce SH3 domén proteinti Gcastnicich

se formovani a pfestavby cytoskeletu.

Konstitutivné aktivni fuzni onkoprotein Bcr/Abl je ptipad, kdy by fosforylace tyrosinu
v RT-smyc¢ce mohla vést k intramolekuldrni regulaci aktivity tohoto proteinu. Jisté znadmky
caste¢né regulace jsou u tohoto proteinu zachovéany diky intramolekularni interakci SH3 domény
a linkerem mezi SH2 a kindzovou doménou. Vazba SH3 domény a linkeru na stejném
polypeptidovém fetézci Castecné stabilizuje inaktivni formu enzymu a je ovlivnéna fosforylaci.
Nejvice fosforylovany zbytek in vitro, ale 1 v in vivo CML buiikach, je pravé Y89 v RT-smycce,
v men$i mife je dokumentovana i fosforylace Y134 v 3¢-helixu. Fosforylaci SH3 domény Abl
¢asti fuzniho proteinu provadeji kindzy Src rodiny. Fosforylace Y89 i Y134 destabilizuje
interakci SH3/linker a tudiZ podporuje aktivni konformaci Bcr/Abl. Nefosforylovatelny mutant

Y89F mad sniZené transformacni schopnosti na hematopoetické bunky. To podporuje domnénku,
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7e fosforylace tohoto tyrosinového zbytku je opravdu zodpovédna za regulaci aktivity fizniho
enzymu. (Meyn et al., 2006).0 intermolekulédrnich interakcich Ber/Abl v zévislosti na fosforylaci
Y89 neni zatim pftili§ mnoho zndmo, le¢ je pravdépodobné, Ze fosforylace bude mit podobny vliv
na vazbu ligandu jako u homolognich tyrosinii na tomto misté. Pochopeni regulace aktivity
onkoproteinu Bcr/Abl miize byt klicové z hlediska 1écby chronickych leukémii, ale i pro
pochopeni jinych regulacnich mechanisml bunécné signalizace. Fosforylace je jev velice dileZity
pro regulaci schopnosti vazby SH3 domény na ligand. Tyrosiny v RT-smy¢ce jsou patrn€ v tomto

ohledu nesmirné dalezZité.

Z vyse uvedenych piipadl nelze jednoznacné odvodit obecny efekt fosforylace tyrosinu
v RT-smycce. V nékterych piipadech fosforylace v RT-smyc¢ce vazbu zeslabuje (napt. Grb2-Sos,
Btk-WASP) v jinych na vazbu nemd vliv (napt. Btk-Cbl). Tabulka 2 shrnuje dosavadni
publikovana experimentdlni data o vlivu fosforylovaného nebo mutovaného tyrosinového zbytku
v RT-smycce na vazbu ligandu podle toho, zda se jednd o ligand I. nebo 1II. tfidy. Z tabulky je
vidét trend, kdy vazbu na ligandt II. tfidy fosforylace zeslabuje a vazbu na ligand 1. tfidy neméni.
Ztoho by se dalo usoudit, Ze fosforylace na tyrosinu v RT- smyfce by mohla ménit

specifitu/preferenci vaznosti SH3 domén pro ligandy rtiznych typti.

RT-smycka lig. |. tfidy lig. Il. tridy
Sam68 PATQPPPLLPPSA Sam68 SRQPPLPHRS naru$ena vazba Sam68
Src Y90A p85 PIBK PPRPLPVAPGSSK |p85 PI3BK QPAPALPPKPP naru$ena vazba p85 PI3K
Cbl SLHKDKPLPVPPYQ |WASP PRGPPPPGRGGPP vazba Cbl beze zmény
Btk pY223 Cbl RDLPPPPPPD WASP PATPPPPGRGGPP vazba WASP zeslabena
WASP PRGPPPPGRGGPP vazba WASP zruSena
PSTPIP Y367E/D WASP PATPPPPGRGGPP
Grb2 pY7 Sos PVPPPVPPRRRPE vazba Sos zeslabena

Tab 2. Publikovani experimentdlni data o vlivu fosforylace tyrosinu v RT-smyé&ce na vazbu lidandu 1.,
resp. II. tiidy. Vazebné ligandové sekvence jsou umistény do sloupeckil podle toho, do které tfidy dany vazebny PPII
peptid patii. Cervené je pak vyznaena core sekvence zapiicifiujici orientaci daného ligandu. Vliv dané modifikace
tyrosinu v RT-smycce je shrnuta v pravém sloupci tabulky. Oznaceni modifikaci v danych experimentech: Y90A
bodova (nefosforylovatelnd) mutace tyrosinu za alanin, Y367E/D bodovéd (napodobuje fosforylovany stav) mutace

tyrosinu za glutamat, resp. aspartat, malé ,,p* pted oznacenim tyrosinu znaci fosforylovany stav.
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9.2. Tyrosin v distalni- smy¢ce

Tyrosiny v distalni-smycce jsou méné konzervované, nez ty v RT-smycce nebo 3;p-helixu
(viz dale). U kindzy Src se vyskytuje tyrosin Y131, ktery patrné nemd zdsadni vliv na intra- ani
intermolekuldrni vaznost domény k ligandu. Mohl by vSak ovliviiovat specificitu SH3, nebot’
spolu s W118 tvoii tieti tzv. specifitni kapsu ligand vazebného povrchu SH3 domény (viz obr.
10). Experimentdlni data ukazuji, Ze mutace Y131A neovliviiuje vazbu na SH3 doménu zdaleka
v takové mife jako substituce YO0OA nebo Y92A v RT-smycce, kterd vazbu na SH3 doménu zcela
rusi. Vazba p85 a-podjednotky PI3K a obdobné i vazba proteinu Sam68 na SH3 doménu kindzy

Src je mutaci Y131A sniZena zhruba na tfetinu. (Erpel et al., 1995; Broome et al., 1997)
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Obr. 10 SH3 doména Src kindzy s Zluté zvyraznénym tyrosinem 131. Je vyobrazen navézany ligand 1.

téidy- A, C-pohled z boku, resp. IL. tfidy- B, D- pohled z boku. Barvy prvkua: C, H, N, O (PDB kéd: 1IQWE, 1QWF.
Data ptevzata z Feng et al., 1995; vyobrazeno pomoci DeLano, W.L. The PyMOL Molecular Graphics System
(2002) DeLano Scientific, Palo Alto, CA, USA.)
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9.3. Tyrosin v 34p-helixu

Konzervovana sekvence nachazejici se v 39 —helixu je PxXNYV, kde x je nejCastéji
hydrofobni aminokyselina vétSinou agrinin ¢i serin. Tyrosin u Src kindzy Y136 je prostorové
blizky Y90 a Y92, coz ma za nésledek, Ze jeho mutace Y136A ma podobné nésledky jako u diive
zminénych Y90 a Y92. Je to patrné tim, Ze Y136 spoluutvaii kapsu, do niZ zapadd prolin

z ligandového polypeptidu (viz obr. 11). (Erpel et al., 1995)

Je prokazano, Ze fosforylace Y138 (Y136 u mysi) sniZuje vazebné schopnosti SH3
domény lidské kindzy Src. Fosforylace na tomto zbytku vSak neni nezbytna pro aktivaci kindzy
Src a nésledny pifenos signdlu z receptoru. Po stimulaci bunék PDGF rustovym faktorem je
lidské kinaza Src fosforylovana na Y138 PDGF- receptorem. Tato fosforylace sniZuje asociaci

kindzy Src s PDGF- receptorem. (Broome et al., 1997)

Protein Grb2 ma v C-termindlni SH3 doméné tyrosinovy zbytek Y209. Ten je spolu s Y7
v N-termindlni SH3 doméné¢ velice dulezity pro regulaci vazby ligandu proteinem Grb2.
Fosforylace zbytku Y209 inhibuje vazbu ligandu Sos ¢i MEKKI1. Vazba Sos je esencidlni pro
aktivaci Ras proteinu. Pro vazbu ligandu je patrn¢ dileZitd interakce obou SH3 domén Grb2
proteinu s ligandem. ZnemoZnéni vazby obou domén je patrné nezbytné pro uplné zruseni vazby
k ligandu. Za fyziologickych podminek je fosforylace tohoto zbytku zodpovédnd za zeslabovéni
aktivity proteinu Ras v zdvislosti na dobé uplynulé od aktivace Grb2 EGF-receptorem.
K zeslabovani aktivace dochdzi i u Y209F mutantd, ale daleko pomaleji. Za to je patrné

zodpovédny Y7 ¢i jiné EGF-indukované termina¢ni mechanismy. (Li et al., 2001)

Tyrosin v 3jp-helixu je velice dulezity, nebot’ patii mezi fosforylovatelné tyrosiny. Jeho
fosforylaci dochdzi k inhibici vazby ligandu na hydrofobni povrch SH3 domény. Je
pravdépodobné, Ze tento tyrosin nereguluje pouze na urovni ,vaZe/nevaze“, ale Ze jeho
fosforylace je zodpovédnd za preferenci k jinym ligandiim nez védze jeho nefosforylovana forma.
Podobné¢ je tomu pravdépodobné i u tyrosinu v RT-smycce. Ddle je tento tyrosin zodpovédny za

regulaci aktivity v ¢ase i za intramolekularni aktivaci proteini.
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Obr. 11 SH3 doména Src kindzy s Zluté zvyraznénym tyrosinem 136. Je vyobrazen navazany ligand I.

tiidy- A, C-pohled z boku, resp. IL. tfidy- B, D- pohled z boku. Barvy prvku: C, H, N, O (PDB kéd: 1IQWE, 1QWF.
Data prevzata z Feng et al., 1995; vyobrazeno pomoci Del.ano, W.L. The PyMOL Molecular Graphics System
(2002) DeLano Scientific, Palo Alto, CA, USA.)
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10. Zavér

X/
°

X/
°

V této praci je nastinén mozny vliv fosforylace jednotlivych tyrosinli, na vazebném

povrchu SH3 domén, na vaznost domény k ligandu.

Vliv fosforylace tyrosinli na vazebném povrchu SH3 domény je zde sledovan s ohledem

na intra- i intermolekularni povahu vazebné interakce.

Unikatni pseudo-symetrickd struktura ptirozeného PPII ligandu SH3 domény umoziuje

jeho vazbu na povrchu SH3 domény ve dvou opacnych orientacich.

Je ukédzéano, Ze fosforylace tyrosinovych zbytki vazebného povrchu SH3 domény ma

negativni vliv na schopnost vazby této domény.

Fosforylace tyrosinu v RT-smyc¢ce znatelné zeslabuje schopnost vazby ligandu II. tiidy,

zatimco o ligandech I. tfidy toto tvrzeni neplati univerzaln¢.

Je mozné, Ze fosforylace na tyrosinu v RT- smy¢ce by mohla ménit specifitu/preferenci

vaznosti SH3 domén pro ligandy raznych typt.
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