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1. Uvod

Kinazy rodiny Src se dastni regulace mnoha typburg¢nych proces jako je
proliferace, diferenciace, migrace, Buné dleni, adheze a mnoha dalSich. Aktivita
kindz rodiny Src je wlezita pro zprosedkovani penosu signaél nagiklad
od receptar pro ristoveé faktory, receptér asociovanych s G proteinyi
od integrir.

Aktivita kindz rodiny Src podléha v bkach gisné regulaci. Inaktivni
konformace je u kinaz rodiny Src udrzovana&rdv intramolekularnimi inhikinimi
vazbami, na kterych maji nezastupitelny podil ratnil domény SH2 a SH3.iiP
procesu aktivace dochazi vazbou intéragh partnel na regulani domény
ke zruSeni intramolekularnich vazebii Regulaci kindz rodiny Src ma také
nezastupitelnou ulohuifppomnost fosforylace na Kibvych tyrozinovych zbytcich -
na tyrozinu v aktivénim segmentu a na tyrozinu v C-koncové refnilablasti.

Kinaza Src je nejlépe prostudovanym zastupcemngtapnné rodiny.
Konstitutivrg aktivni forma kindzy Src fite zpisobovat nadorovou transformaci
burék. V mnoha typech naddrodvozenych odiznych tkani byla nalezena zvySena
exprese a abnorma@vysoka kinazova aktivita tohoto proteinu. Aktivdageazy Src
muze v buikdch nadai probihat 6znymi mechanismy a jgasto kritickym faktorem
V procesu progrese nador

Cilem této prace je objasnit roli Tyr 90 v SH3 dokhé& regulaci kinazové
aktivity a vyznam tohoto aminokyselinového zbytko pnkogenni viastnosti kindzy
Src. Tyrozin 90 se nachazi v jedné z hydrofobnaghek, ktera je soasti vazebného
povrchu SH3 domény kinazy Src. Hydrofobni kapsagrazinem 90 je ktiova
pro intramolekularni i intermolekularni vazbu liginna SH3 doménu. Vifpac
intramolekularni vazby interaguje hydrofobni kagsasekem CD linkeru atigpiva
k udrZeni inaktivni konformace kinazy Src. Tyro8d miZze byt v bukachin vivo
fosforylovan a tato fosforylace by mohla mit reguiavyznam pro vazbu ligarid
pro kindzovou aktivitu i pro onkogenni vlastnostidey Src.



2. Literarni piehled

2.1 Roudiv virus kureciho sarkomu a onkogen &rc

Vroce 1911 izoloval patolog Peyton Rous z pevnéhdoru kiete virus, ktery
dodnes nese jeho jméno — Rwuwirus kureciho sarkomu. Rotsg virus kueciho
sarkomu vykazoval schopnost vyvolat vznik sarkonkuieti a transformovat Keci
embryonalni fibroblasty (shrnuto v Summy a Galli2R03).

Produkt transformujiciho genu sre, ktery je obsaZzen v Rousowiru
kureciho sarkomu, protein v-Src byl prvnim izolovangmkoproteinem a zaroiie
prvnim popsanym proteinem s tyrozinkinazovou atdivi(Collett a Erikson, 1978;
Hunter a Sefton, 1980). Bylo &teno, Ze virovy transformujici gen sve je
homologni k budnému genu fc, ktery je obsazen vgenomu vSech
mnohobugcnych  Ziva@ichia. Vyskyt proteinu  c-Src byl pak potvrzen
v netransformovanych kikach a pedpokladala se uénpodobna aktivita i struktura
jako u proteinovému produktu genwske (Collettet al, 1979).

Protein v-Src byl v transformovanych ikach gitomen v daleko &Sim
mnoZstvi nez jehofpozeny homolog c-Src. ZvySena hladina v-Src ikach byla
nejprve pokladana zaripinu transformace (Colletét al, 1979), pozdi se vSak
jakou vykazoval protein c-Src (Coussexisal, 1985). Deregulace kinazové aktivity
proteinu v-Src byla vysilena jako dsledek absence C-koncové oblasti, obsahujici
regulani tyrozin 527, ktery se ve fosforylovaném stavizevds SH2 doménou
a udrzuje inaktivni konformaci (Coopet al, 1986).

Existence schopnosti retrovirového onkoproteinure4gansformovat hiky
a poz@jSi potvrzeni, Ze deregulace kinazové aktivity girai c-Src je onkogenni,

zpisobila, Ze se kindza Src stala jednim z nejvicdostanych proteif



2.2 Proteintyrozinkinazy rodiny Src

Proteinkinazy sedastni prosednictvim fosforylace svych substraegulace mnoha
dulezitych proces v buice jako je bu&ny nist, diferenciace, apoptdza, migrace,
fizeni metabolickych drah a mnoha dalSich. Proted® mohou jenaSet
fosfatovou skupinu na postranni aminokyselinde&zce nap. na hydroxylovou
skupinu threoninu, serinti tyrozinu a jejich kinazova aktivitaiwie byt modulovana
fosfatazami, dalSimi kinazami, kofaktoty ligandy. Proteinkinazy maji kiovou
tlohu viad® burgénych proces a proto podléhaji velmiifsné regulaci. Deregulace
kindzové aktivity, ktera fize nastat vlivemiznych mechanisty vede k vyskytu
mnoha ty@i onemocwni wetné nadorového bujeni (shrnuto v Roskoski, 2004;
shrnuto v Cowan-Jacob, 2006).

V lidském genomu se vyskytuje celkem 518 sekverkgidujicich
proteinkinazy, coz igdstavuje asi 1,7% genomu. Na zakladkverni homologie se
kinazy cli na 3 podrodiny: proteinserinthreoninkindzy, piotyrozinkinazy (PTK)
a proteiny podobné proteintyrozinkinazam. Proteo#inkinazova rodina, kteréta
90 ¢lena, se dale &i na receptorové a nereceptorové PTK. ReceptoRPoMe jsou
lokalizovany v cytoplazmatické membeaa funguji zarove jako receptory i kinazy,
pienasejici signal doviiibuiky. Nereceptorové PTK jsou lokalizovany v cytosailu
v jadre a mizeme je rozdit na 8 rodin: Src, Csk, Fak, Jak, Abl, Syk, Ted@s
(shrnuto v Roskoski, 2004).

Nereceptorové PTK s&dstni penosu signalu uvriituiky a vedle kinazové
domény mohu obsahovatadu dalSich modtl a domén. Proteinové moduly
a domény maji hned¢kolik dulezitych funkci — zprosedkuji rozpoznani a vazbu
substral, umozuji lokalizaci do uitych buréénych kompartmerit a u rekterych
nereceptorovych PTK se podileji i na regulaci kowdz aktivity (shrnuto
v Cowan-Jacob, 2006).

Do rodiny kinaz Src se dnéadi 11 protei, vyskytujicich se élovéka. Jsou
to kinazy Src, BIk, Brk, Frk, Fgr, Fyn, Hck, Lck,yh, Srm a Yes. Exprese
jednotlivych proteif se miize liSit v ramci &lnich tk&ni, u skterych tym bunsk
nalézame odlisné izoformy kinaz nebo varianty kinZaiklé alternativnim seishem
MRNA. Proteiny Src, Yes a Fyn jsou exprimovany 8ech typech tkani, vyssi miru

exprese nez v ostatnich tkanich vykazuji krevntitlgs neurony a &kterée epitely.



Ostatniclenové rodiny kinaz Src se vyskytuji jen itych typech bugk, negastji
hematopoietickéhogvodu (viz tab. 2.1) (shrnuto v Thomas a Brugge,7)99

Tab. 2.1 Pehled vyskytu kindz rodiny Src v lidskych tkanigh buinkach (gevzato

a upraveno z Thomas a Brugge, 1997)

Kinaza rodiny Src Typ bunék ¢i tkan vyskytu, ex_istujl’ci izoformy nebo segihové
varianty
Src vSechny tkan
Fyn vSechny tkan
Yes vSechny tkan
Blk B lymfocyty
Brk epitelidIni buiky tlustého a tenkéhoistva
Frk epitelialni buiky tlustého dteva, prsu, méového néchyre
For myeloidni biiky, B lymfocyty
Hck myeloidni buiky
Lck T lymfocyty
Lyn mozek, B lymfocyty, myeloidni kitky
Srm keratinocyty

Kinazy rodiny Src se dastni regulace mnoha bitmych dju jako je
migrace, diferenciace, apoptéza, adhezec¢kura substrati proliferace. Proteiny
rodiny Src zprosedkovavaji penos signalu igs receptorové PTK, receptory
spojené s G proteiny, integriny, cytokinové receptatd. Kindzy rodiny Src jsou
klicovymi body v integrovani arpnosu signdl v mnoha typech buinych proces,
proto podléhaji fisné regulaci. Deregulace kinaz rodiny Src javéka spojovana
s vyskytem z&vaznych onemdaan jako je epilepsie, neurodegenerativni poruchy
a predevSimrada tyf nadofi (shrnuto v Thomas a Brugge, 1997; shrnuto v Engen
et al, 2008).

2.3 Struktura proteintyrozinkinaz rodiny Src

Proteinkinazy rodiny Src maji velikost 52 — 62 kiddtomi (kDa) a navzajem
vykazuji strukturni podobnost. Ve vSech proteingxb rodiny nizeme nalézt Sest
strukturnich¢asti: N-koncovou SH4 doménu, unikatni doménu, Sbid&hu, SH2
doménu, CD linker, katalytickou doménu a C-koncovohlast. K objastni
struktury a regulace kinaz rodiny Sraigmély zejména studie zabyvajici se
krystalografii ¢asti proteid Src, Hck a Lck (Xuet al, 1997; Xuet al, 1999;
Cowan-Jacolet al, 2005; Breitenlechnest al, 2005, Sicheréet al, 1997; Schindler



et al, 1999; Yamaguchi a Hendrickson, 1996). V nasletj textu bude popsana
struktura kindz rodiny Src,udaz pak bude kladenigdevSim na kinazu c-Src
(aminokyselinové zbytky budatislovany dle kéeciho proteinu c-Src).

N-koncova doména SH4 obsahuje pouze 15 aminokygseioh zbytki, které
nesou signal proifpojeni lipidového zbytku. Bhem proteosyntézy je N-koncovy
methionin od&pen a nasledujici aminokyselina — Gly 2 je myrsigna.
Myristylace je dlezitou modifikaci umoiujici asociaci Src  kinaz
s cytoplazmatickou membranou.ii Pmutaci aminokyselinovych zbyik v SH4
domért aktivované formy kinazy Src, které vedou ke zttéto modifikace, biky
nevykazuji transformovany fenotyp (Kamgisal, 1985; Bus®t al, 1986).

U nekterych kinaz rodiny Src fite dale dochazet k palmitoylaci
cysteinovych zbytk SH4 domény a ke se tak zesilovat interakce
s cytoplazmatickou membranou. Palmitoylaci vSakodésha kindza Src (shrnuto
v Brown a Cooper, 1996). Tento fakt vede k otdzck samotnd myristylace &ta
k dostatén¢ ,silné” interakci s membranou nebo je wvikach gitomen dalSi
adaptorovy protein umdaijici interakci s membranou.

Po SH4 doméhmuzeme ve strukiie kindz rodiny Src nalézt tzv. unikatni
doménu. Tato doména zahrnuje 50 — 80 aminokysslaiozbytki a jak uz napovida
nazev, je u kazdéhalena rodiny variabilni. Tato doména ma ulohu inap
pii interakci kindz s molekulami transmembranovyctepofi nebo zde mohou byt
fosforylovany rkteré aminokyselinové zbytky.

Unikatni doména se u kindzy Lck projevila jako ngmh @i vazhke
cytosolickécasti CD4 a CD8 receptdrT lymfocyti (Shawet al, 1990). U kindzy
c-Src a Lck jsou &které serinové a threoninové zbytky v unikatni doiné
fosforylovany Cdc2 kinazou¢hem mitozy (Stoveet al, 1994; shrnuto v Brown
a Cooper, 1996). Kindza Hck obsahuje v unikatni @wnailezity aminokyselinovy
zbytek, ktery podléha fosforylaci. Je jim tyrozia pozici 29, jehoZ fosforylace
zpasobuje aktivaci této kindzy (Johnseial,, 2000).

Nutno také podotknout, Ze v doposud existujiciaidigth zabyvajicich se
krystalografii kindz rodiny Src, nejsou SH4 doménaunikatni doména zahrnuty.

Dalsi doménou je SH3 doména, kteraiZzen obsahovat az 60
aminokyselinovych zbyik (AK) (u kindzy Src jsou to AK 81 — 142). SH3 doraén
piedstavuje proteinovy modul, ktery se vyskytuje neje kindz rodiny Src, ale

i u cytoskeletalnich proteinako je nap. Cas a Crk (Huanet al, 2002; Wisniewska



et al, 2005), u adaptorovych protéifako je nap. Grb2 (Liet al, 2001), u jinych
kinaz jako je nap Btk (Morroghet al, 1999; Parlket al, 1996) a v mnoha dalSich
proteinech.

SH3 doména se sklada &ip[3 retézci, které jsou uspadany do dvou
navzajem kolmych antiparalelnighlista (obr. 2.3a). Vazebny povrch SH3 domény
je tvaren nefastji hydrofobnimi aminokyselinovymi zbytky, které jgdormovany
do dvou vazebnych kapes a tzv. specifitni kapgy,aaranéen smykami ,RT loop®
a ,n-Src loop“. U kindzy c-Src jsou kbivymi vazebnymi aminokyselinami Tyr 90,
Asn 135 a Tyr 136, které jsou ugpdany do jedné vazebné kapsy, Tyr 92, Trp 118
a Pro 133, které jsou ug@aany do druhé vazebné kapsy, a dale také Asp 99
a Tyr 131 formujici specifitni kapsu (obr. 2.3b)ytd aminokyseliny pedstavuji
dulezité zbytky jak pro intermolekularni tak i protiamolekularni vazbu ligarid
(Xu et al, 1997; Erpett al, 1995).

Obr. a Obr. b

Obr. 2.3a,b Obr. a Schématicky model struktury Sidéhény. Obr. b SH3 doména kinazy
Src @i vazke aseku CD linkeru, vyzri@né jsou skteré aminokyselinové zbytkyitkzité
pro vazbu liganél. Barvy prvii SH3 domény <, H, N, O; CD linker - zelena (PDB ID:
2SRC; Xuet al, 1997). Oba obrazky byly vyobrazeny pomoci Thé@y{ Molecular
Graphics System (DeLano Scientific, USA).

SH3 doména vaze aminokyselinové sekvence bohatgérolm, které maji

formu levot@ivého polyprolinového helixu (PP II). Podle oriecgavazby nizeme



ligandy SH3 domény roztit do dvou tid. Ligandy tidy | se vazi na SH3 doménu
v orientaci NBH - COOH, zatimco ligandyidy Il se vazi na SH3 doménu v épé
orientaci COOH-» NH; (Yu et al, 1994; shrnuto v Mayest al,, 2001).

Ligandy SH3 domény kinaz rodiny Src obsahuji ¥&iwe pripadi centralni
sekvenci PxxP (kde P je prolin a x je jak&koliv aakyselina), ktera je v kontaktu se
dvéma vazebnymi hydrofobnimi kapsami. Idealni liganol H3 doménu kinazy Src
je v pipact ligandi tridy | reprezentovan aminokyselinovou sekvenci RFLEE
v pripact ligandi téidy 1l je to sekvencegPPLPXR (kde P je prolin, R je arginin,
@ predstavuje hydrofébni AK). Podtrzené aminokyselinogBytky interaguji
s hydrofébnimi kapsami a arginin &chto sekvencich interaguje s Asp 99 a Tyr 131
ve specifitni kapse na povrchu SH3 domény kinday. Sedle vySe zmimych
aminokyselinovych sekvenci thou k afini¢ a specifi¢ vazby ligand prispivat
i dalSi aminokyselinové zbytky lemujici centralmlyprolinovou sekvenci (Feng
et al, 1995; Erpekt al, 1995; Sparkst al, 1996).

Vazebné povrchy SH3 domén u dalSich prdtesdileji s SH3 doménou
kinazy Src shodné umésti rekterych tyrozinovych zbytk Vliv mutace ci
fosforylace vazebnych tyroZinkinazy Src a homolognich tyroZinu dalSich
proteini na vazbu ligantla signalizaci bude diskutovan v samostatné kagitol

SH3 doménu sSH2 doménou spojuje kratky linker, abbgci
6 aminokyselin. SH2 doména je také proteinovy mquhdobr jako SH3 doména
a miZze obsahovat az 100 aminokyselinovych ztyk48 — 244 AK u kinazy Src),
které se formuji do struktury dvou helia dvou antiparalelnicf lista. SH2 domény
vykazuji schopnost vazatuané aminokyselinové motivy s fosforylovanym
tyrozinem, specifita a afinita krhto motivim je pak ovliviéna gitomnosti dalSich
aminokyselinovych zbyikv okoli tyrozinu (Xuet al, 1997; Songyanet al, 1993).

Kinazy rodiny Src maji ve své strukéu piitomnou SH2 doménu typu I.
Vazebny povrch SH2 domény typu | je teno d¥ma kapsami a preferovanym
vazebnym motivem pro kinadzy rodiny Src je sekvantgr-Glu-Glu-lle. Prvni kapsa
obsahujici invariantni arginin@5B smyky vaze fosforylovany tyrozin, druha kapsa
tvoirena z ¥tSi casti EF a BG smikami kontaktuje izoleucin v pozici +3
za tyrozinem (Waksmaat al, 1993; Paynest al, 1993; shrnuto v Coheet al,
1995).



Ligandy SH2 i SH3 domén kindzy Src nemusi 8uthsahovat preferovanou
sekvenci, se kterou tyto domény interaguji s n&jvgdinitou. Je tomu tak wipac
intramolekularnich inhiknich vazeb, kdy se na SH3 a SH2 domény vazZou
aminokyselinové sekvence, které preferované motpgstradaji (viz dale).
Intramolekularni vazebné sekvence maji ale nespowexzebnou ,entropickou”
vyhodu, neb6 jsou gitomné na stejném polypeptidu jako SH2 a SH3 domény

V piipact kindz rodiny Src jsou domény SH3 a SH2&lié pro regulaci
kindzové aktivity, rozpoznavani a vazbu subétigiro lokalizaci kinaz do éitych
mist v buice (Xuet al, 1999; shrnuto v Thomas a Brugge, 1997).

Spojeni SH2 domény a katalytické domény raj& tzv. CD linker, ktery
zahrnuje 12 aminokyselin (AK 245 — 266 u kinazy)SIED linker je kltovy
pii udrzovani inaktivni konformace (Gonfloet al, 1997; Gonflonet al, 1999), jak
bude uvedeno dale.

KatalytickdA doména kinaz rodiny Src zaujima stroktu ktera je
charakteristicka pro vSechny proteinkinazy (26726 BK u kindzy Src). Katalyticka
doména nebo téZ SH1 doména se sklada ze dvoulldMtEce jsou spojené kratkym
flexibilnim Usekem. Flexibilni Usek umidje zménu vzajemné polohy lalgk
klicovou pro katalyzu, nelfopraw ve S€rbiné mezi laloky je situovano katalyticky
aktivni misto. N-koncovy lalok obsahuj&tpantiparalelnich3 fetézci, které jsou
formovany dop listu, a jeden helixoC), situovany mezietzci 3 af34. Na rozdil
od N-koncového laloku je C-koncovy lalokepézrie helikalni. Obsahuje sedm
o helixi a dvap retzce (Yamaguchi a Hendrickson, 1996; &tual, 1997; shrnuto
v Huse a Kuriyan, 2002).

Pro katalyzu a pro utweni spravného prostorového usani katalytického
mista jsou dlezité aminokyselinové zbytky lezici v obou laldtikatalytické
domény, niZze jsou uvedenékteré z nich {islovani bude proighlednost oft dle
kureciho proteinu c-Src).

V N-koncovém laloku je situovana stika bohatda na glycin (sekvence
GXGxxG - Gly 274, 276 a 279 u kinazy c-Src), ktan@raguje sy fosfatem ATP.
Lys 295, se kterym tud v aktivni konformaci solny istek Glu 310 ziC helixu, je
klicovy zbytek pro vazbu a orientagia 3 fosfati (Xu et al, 1999; Breitenlechner
et al, 2005).



V C-koncovém laloku je wulozen konzervovany Kkatakfi segment
s motivem HRDLRAAN, charakteristickym pro kindzydiny Src. U kindzy c-Src je
konzervovany katalyticky aspartat na pozici 386nkae Asp 386 { katalyze neni
zcela pesre uréena. Prav&podobna ulohaip Ucasti na katalytickém procesuiite
byt interpretovana aznymi zpisoby. Asp 386 rize zprostedkovat spravnou
orientaci hydroxylové skupiny substratti pukleofilnim ataku ng fosfat ATP, nebo
muze slouzit jako obecnd bazeti pkatalyze a nebo také the hrat roli
v ,odpuzovani“ fosforylovaného produktutipdisociaci (shrnuto v Cowan-Jacob,
2006). V C-koncovém laloku nalézame dalSi konzeanmguisek — aktivani segment
(404 — 432 AK u kinadzy c-Src). Na gatku toho segmentu se nachazi DFG
sekvence, kde je Asp 404 ddivy pro vazbu Md* iontu koordinujicihd3 ay fosfaty
v ATP. Dale v aktivénim segmentu lezi kratky tzv. A loop helix stkNym
Tyr 416, ktery ve fosforylovaném stavu stabilizaktivni konformaci. Aktivani
segment pak uzavira motiv APElezity pro substratovou specifitu (>at al, 1999;
Breitenlechneet al,, 2005).

Na samotném C-konci se naléz& oblast s motivenahafjigim Tyr 527.
Tento tyrozin ve fosforylovaném stavu plni nezaistlipou Ulohu pi udrZovani
inaktivni konformace kinaz rodiny Src. Absence tébasti v gipact proteinu v-Src
vede k deregulaci kinazoveé aktivity, jejimaistedkem je transformace hikn
(Cooperet al, 1986; Xuet al, 1999; Cowan-Jacadt al, 2005).

2.4 Regulace proteintyrozinkinaz rodiny Src

Pro udrZzovani inaktivni konformace kinaz rodiny $wu dilezité intramolekularni
vazby zprodedkované jedevsSim regutmimi doménami SH3 a SH2. Prvni
intramolekularni inhikini vazbu nalézame mezi SH3 doménou, usekem CDriinke
a casti N-koncového laloku katalytické domény. SH2 dam pak interaguje
s C-koncovou oblasti obsahujici fosforylovany Tyr Grkoncovym lalokem
katalytické domény. Qb tyto vazby ukitym zpisobem ovlivuji konformaci
katalytické domény a tvorbu aktivniho mista.

Pri aktivaci se v ramci molekuly kinaz Src odehravaoimo dynamickych

zmen, které spolu souvisi a zahrnuji krdmmen vySe uvedenych vazeb regiriich



domén také vyrazné konforird zmeny v katalytické doméh V nésledujicim textu
budou giblizeny dw hlavni intramolekuléarni inhibni vazby, podrob¥ji zejména
vazba zprosedkovana SH3 doménou. Dale se budowstrpopsany konformini
zmeény v ramci kinaz rodiny Src odehravajici s prechodu do aktivniho stavu
a jako posledni budou shrnutykteré typy dalSich reguiaich mechanist
Pt popisu tchto proces se jako model bude rigjstji vyskytovat kinaza Src (pozn.

¢islovani bude afi dle kureciho proteinu c-Src).

2.4.1 Interakce SH2 domény s C-koncovou oblasti a-kbncovym

lalokem katalytické domény

Jako prvni byla objevena intramolekularni inbiti interakce SH2 domény
s C-koncovou oblasti obsahujici fosforylovany Ty275(Cooperet al, 1986).
Fosforylovany Tyr 527 se vaze do zlabku SH2 doméwgry je vytvden casti
centralnihof listu a helixemaA. Zbytek v poloze +3 se naopak vaze nacopa
stranu centrélnihf listu (Xuet al, 1997).

Sekvence aminokyselin obsahujici fosforylovany 337 - pTyr-Glu-Pro-Gly
neni idealnim motivem, ktery by SH2 doména vazalgsskou afinitou. Obsahuje
sice pTyr 527, ale na pozici +3 nenfitpmen dlouhy nepolarni zbytek rfap
izoleucinu nebo leucinu, ale maly postranni zbygkcinu (u kindazy Hck je to
glutamin). Tim padem neni druhy Zlabek zcela obsazezaplren. Afinita SH2
domény k C-koncovému motivu je tak pénmmé nizka a vazbu C- koncové oblasti
s fosforylovanym Tyr Ize snadno ¥ghit vazbou jiného ligandu obsahujiciho motiv
s fosforylovanym tyrozinem (Xet al, 1997; Sicheret al, 1997; Waksmaret al,
1993; Paynet al, 1993). Vyznam této interakce jiz potvrdily mnahétani studie,
kdy substituce Tyr 527 za jinou aminokyselinu nebegitomnost C-koncové
regul&ni oblasti (u v-Src) vedla k mnohonasobnému zvy3enézové aktivity
proteinu Src. (Coopeat al, 1986; Superti-Furget al, 1993; Irbyet al, 1999).

Krome¢ vazby C-koncové oblasti interaguje SH2 doména takékoncovym
lalokem katalytické domény, kdy helxA v SH2 domén kontaktuje na &kolika
mistech E helix katalytické domény iontovymi intezami (Xuet al, 1997).



2.4.2 Interakce mezi SH3 doménou, CD linkerem a Nekicovym

lalokem katalytické domény

Vazebny povrch SH3 domény interaguje s iusekem @Ketu, ktery je formovan
do levot@ivého PPII helixu (AK 249 — 253) a na SH3 doménwdé&ge v orientaci
charakteristické pro ligandyitdy 1. (COOH- NH,). Jediny prolin 250 v tomto
Useku se zarfaje do prostoru mezi Tyr 90 a Tyr 136 v prvni varelkapse.
Na pozici +3 je u kinazy c-Src druhy prolin nahmazglutaminem, takze
aminokyselinova sekvence obsazena v CD linkeru sedulje idealni vazebny motiv
SH3 domén PxxP. Dlouhy polarni postrabgitzec Gln 253 pak idealnnezapada
do druhé vazebné kapsy v porovnanétszcem prolinu, ktery jeiftomen na pozici
+3 nap. u kindzy Hck. K dalsi stabilizaci vazby CD linkena SH3 doménu by
mohla dale pspivat hydrofébni interakce Lys 249 s povrchem StiBnény (Xu
et al, 1997; Sicheret al, 1997).

Pro udrZovani inaktivni konformace proteinu c-See rsepostradatelnost
aminokyselinovych zbyik ve vazebnych kapsach na povrchu SH3 domény, &eeré
Gcastni vazby CD linkeru, a¢kterych aminokyselin obsazenych v samotném CD
linkeru prokazala v mutaich studiich, kdy bylo vyuZzito models. pombeMutace
jednotlivych aminokyselinovych zbyik YO0A, Y92A, W118A, Y131A, P133L,
Y136A ve vazebnych kapsach na povrchu SH3 doméhg neutace dvou zbyik
K249E a P250G v CD linkeru vedla kznému stupni ,deregulace” proteinu c-Src
(podrobréjSi popis exprese gergrc v S. pombeviz kap. 2.5 a 2.6) (Erpedt al,
1995; Gonfloniet al, 1997). Aktiv&ni efekt mutaci v CD linkeru na zvySeni
kindzové aktivity se vSak neprokazal u variant g<$rc-SrcY527F, které postradaji
piitomnost inhibtni vazby mezi SH2 doménou a C-koncovou oblastirs5R7
(Brdbek a Mojzitaet al., 2002).

SH3 doména se vaze takéasti N-koncového laloku katalytické domeény,
a to prostednictvim smyek ,n-Src loop* a ,RT loop“. Ze snméky ,n-Src loop*

k této vazk prispiva Asp 177, mezi nimz a Arg 318 v katalyticl@mere se tvdi
iontova vazba. Ze snigy ,RT loop* interaguji Arg 95 a Thr 96 s Trp 286
a s dalsimi aminokyselinovymi zbytky @2 - B3 smyky N-koncového laloku.
Téchto interakci se takécastni Thr 252 a Leu 255 z CD linkeru (¢t1 al, 1997;
Sicheriet al, 1997).



Leu 255 z CD linkeru také vazbou kontaktuje N-lakdtalytické domeény
(Tyr 326 a Trp 286) a jeho mutace uspbuje ,deregulaci® kinazové aktivity
v S. pombgGonfloni et al, 1999). Trp 260 z CD linkeru interaguje v N-koném
laloku sc¢ésti aC helixu (Leu 325 a Met 314) a oulivje jeho polohu v rdmci
katalytické domény (Xet al, 1999; Gonflonkt al, 1997).

Vyznam interakci mezi ,n-Src loop* a ,RT loop“, Chnkerem a SH3
doménou pro intramolekularni regulaci pak potvrdiipohé studie, kdy z&ma ¢i
negitomnost aminokyselin dastnicich se ¢thto vazeb zgsobovala zvySeni
kindzové aktivity proteinu Src (Levy a Brugge, 19&uperti-Furgaet al, 1993;
Gonfloniet al, 1997; Brabek a Mojzitat al, 2002).

2.4.3 Konformaéni zmény kindz rodiny Src pri piechodu
do aktivniho stavu a mozZnost existence vice tip aktivnich

konformaci

Kinazovou aktivitu  proteinu  Src  nepochybn ovliviiuje  pitomnost
intramolekularnich inhinich vazeb. V inaktivni konformaci jsou SH3 a SH2
domény &sné primknuty k olgma lalokim katalytické domény (obr. 2.4.1). Tato
interakce je jest umocrna pevnym propojenim SH3 a SH2 domény kratkym
linkerem. Interakce regulaich domén s katalytickou doménou stabilizuji
vzajemnou polohu obou jejich lalbktak, Ze katalyticka &tbina je uzaversjSi
pro piistup substrét Pritomnost interakce reguaich domén s katalytickou
domeénou také ovliwje polohu struktur nezbytnych pro uteai katalytického mista
a pro ptibéh katalyzy. Asi nejvyraz¥Si zmen¢ orientace fi aktivaci podléhaji
aC helix v N-koncovém laloku a A loop helix v aktirdm segmentu v C-koncovém
laloku (Xuet al, 1997; Xuet al, 1999; Porteet al, 2000; Younget al, 2001).



Obr. 2.4.1 Stuzkovy model struktury kindzy Src aktivni konformaci s fosforylovanym
Tyr 527. Barva domén a strukturnich mdétivSH3 doména - modra, SH2 doména -
tyrkysova, CD linker - sitle zelend, N-koncovy lalok katalytické domény dem&é |,
C-koncovy lalok katalytické domény - Zlutd a orar&oC-koncova oblastéervena (PDB
ID: 2SRC; Xuet al, 1997). Vyobrazeno pomoci The PyMOL Molecular ghiias System
(DeLano Scientific, USA).

V inaktivni konformaci jeaC helix s Glu 310 vlivem inhibhich interakci
vychylen mimo katalytické misto a né#e vytv&et klicovou iontovou vazbu
s Lys 295. Lys 295, ktery jeubtkzity pro vazbu a orientaai a (3 fosfati, pak
interaguje s Asp 404 z akti&aiho segmentu, ktery naslednemize koordinovat
vazbou Mg'iont. Inaktivni konformace je dale stabilizovanaliofébnimi vazbami
mezi castiaC helixu a N-koncovym Usekem aktérdho segmentu. Kratky A loop
helix v aktiv&nim segmentu zaujim&ipnaktivni konformaci polohu mezi laloky
katalytické domény. Jeho poloha ma negativni vlev nozpoznavani afstup
substratu do Kkatalytického mista a ugpbuje natdeni Tyr 416 srrem
do katalytické &trbiny, kdy v této poloze Tyr 416 nenitigtupny aktivani
fosforylaci (Xuet al, 1997; Xuet al, 1999).

Pti prechodu do aktivniho stavu rotugeC helix do polohy, ktera umaaje
formovani katalytického mista a vznik iontové vaaditové pro katalyzu mezi
Glu 310 a Lys 295. A loop helix v aktigaim segmentu se odklani z prostoru mezi
laloky, zaujima vice rozvoémou konformaci, kterd umagje fosforylaci Tyr 416.

Fosforylace Tyr 416 stabilizuje dale aktivni komf@ci a umo#uje vytvaeni plre



funkéniho mista pro vazbu substratu a aktivniho mist@a katalyzu. Bechod
do aktivniho stavu je také doprovazen pohybem takikazové domény, které se
navzajem oté&eji smérem od sebe a katalytickasgiina se proto zuSuje (Cowan-
Jacobet al, 2005; Breitenlechnaat al., 2005).

K otevfeni katalytické &rbiny a k zaujmuti aktivni konformace katalytického
mista neni nutné zruSeni obou intramolekulérnidtibidnich vazeb. Rtomnost
dvou intramolekularnich regwaich vazeb naopakigimé umoziuje kindzam Src
zaujmout vice typ aktivnich konformaci a naztige vzajemnou nezavislost SH2
a SH3 domény i Ucasti na tvor® intramolekularnich inhildnich vazeb. ZruSeni
jedné z intramolekularnich regudfdch vazeb postaje kcasténé aktivaci kinaz Src
a mzné aktivéni signaly prav@podobré indukuji odlisSné katalyticky aktivni
konformace, které mohou davat typ signalizace vedouci od proteinu dale (érol
et al, 2001; Lerner a Smithgall, 2002; Cowan-Jaebhl.,, 2005).

Katalyticka aktivita byla pozorovana vippmnosti jedné
z intramolekularnich regulai vazeb nafp u kindzy Hck. Na SH3 doménu kinazy
Hck se vaze s vysokou afinitou protein Nef, ktegyopsazen v genomu viru HIV
a souvisi s progresi onemeamn AIDS. Vazba proteinu Nef Agobuje u proteinu
Hck vlivem zruSeni jedné z regutdch vazeb znmé zvySeni kinazové aktivity,
ktera je doprovazena fosforylaci Tyr v aktimém segmentu (Lerner a Smithgall,
2002; Tribleet al, 2006). B aktivaci kinazy Hck v fitomnosti vazby proteinu Nef
s SH3 doménou tie byt vazba SH2 domény s fosforylovanym tyrozinem
v C-koncové oblasti zachovana a jeji zruSeni nexly tnutné pro signalizaci
zprostedkovanou ,SH3-aktivovanou® formou Hck (Portet al, 2000; Lerner
a Smithgall, 2002).

Podobr je tomu tak v fipact, kdy neni u kinazy Hckiftomna reguléni
vazba SH2 domény s C-koncovym fosforylovanym tymemi. Takto aktivovana
forma kinazy Hck vykazuje dalSi zvySeni katalytické&tivity v piipad vazby
proteinu Nef na SH3 doménu (Lerredral, 2005). To nazrije getrvani reguléni
vazby mezi SH3 doménou a CD linkerem a N- koncolglokem kindzové domeény
i u ,SH2-aktivovanych” forem kinaz rodiny Src.

Platnost vySe uvedenych moZnosti aktivace kinazb$la také podp@na
studiemi zabyvajicimi se krystalickou strukturounday Src. Krystalicka struktura

kinhzy Src v aktivni konformaci beziifpmnosti fosforylace na Tyr 527 také



potvrdila getrvavani vazby mezi SH3 doménou a CD linkerem akdiicovym
lalokem kinazové domény (obr. 2.4.2) (Cowan-Jastodl., 2005).

Obr. 2.4.2 Stuzkovy model struktury kindzy Srcc¢asténé aktivni  konformaci

s defosforylovanym Tyr 527. Barva domén a strukttirnrmotivi: SH3 doména - modra,
SH2 doména - tyrkysova, CD linker -&se zelend, N-koncovy lalok katalytické domeény -
zelena , C-koncovy lalok katalytické domény - Zlataranzova, C-koncovéa oblastervena
(PDB ID: 1Y57; Cowan-Jacobt al, 2005). Vyobrazeno pomoci The PyMOL Molecular
Graphics System (DeLano Scientific, USA).

Existence vice typ konformace kinazy Src byla také pozorovatiaspudii
charakterizujici struktury kinazy Src v roztoku ouiu SAXS (,Small-Angle X-ray
Scattering“). Kromd inaktivni formy s pitomnosti obou regutaich vazeb, byly
pozorovany v fipac varianty s mutaci Y527F nejm&dwve odliSné formy aktivniho
enzymu zaujimajicitiznou konformaci. Prvni forma praggbdobré predstavovala
mezistupé& mezi inaktivni a aktivni formou, nebade byla zachovana vazba mezi
SH3 doménou, CD linkerem a N- koncovym lalokem k& domény, ale
v pripadt SH2 domény byla ftomné interakce jen s C-koncovym lalokem. Druha
forma pak korespondovala s vySe uvedenou krystalicktrukturou (Cowan-Jacob
et al, 2005), kdy byla fitomna interakce mezi SH3 doménou a CD linkerem

a N-koncovym lalokem kindzové domény (Bernatiél, 2007).



2.4.4 Mechanismy regulace kinazy Src

2.4.4.1 Regulace kinaz Src fosforylaci a defosfomdi klicovych

regulaénich tyrozind

Fosforylace a defosforylace Tyr 527 v C-koncové aindti

Fosforylace Tyr 527 je kibva pro regulaci kinazy Src. Umiage vznik jedné
z intramolekularnich inhibhich vazeb a tim stabilizaci inaktivni konformadedzy
Src (Cooperet al, 1986; Xuet al, 1997). Fosforylaci Tyr 527 zafi§ji kindzy
z rodiny Csk - kindzy Csk a Chk.

Prvnim zastupcem této rodiny je kinaza Csk, ktem&jwtSi mie fosforyluje
Tyr 527 a pi katalyze rozeznava motiv s Tyr s vysokou spemifitUzka specifita
pro C-koncovy Tyr 527 je dana vazbou mezi C-konecaivyaloky katalytickych
domeén kinaz Src a Csk, kdy peaen motiv s Tyr 527 je vho@norientovan pimo
na okraj aktivniho mista kinazy Csk a Tyr 527 takdstavuje idealni akceptor
fosfatové skupiny (Levinsoet al, 2008). Lokalizaci kindzy Csk k membeakde se
nachazeji také jeji substraty, umiaie transmembranovy protein Cbp (Takeuchi
et al, 2000). Druhym zastupcem je kinaza Chk, kter&ozail od kinazy Csk neni
piitomna ve vSech typech tkani (shrnuto v Brown a p@001996). Tato kinaza
krom¢ fosforylace Tyr 527 rize negativiy regulovat aktivitu kindz rodiny Src
i dalSim nekatalytickym Zjsobem a to formou tvorby komplexu s aktivnimi
kindzami rodiny Src (Chonet al,, 2006).

Tyr 527 v C-koncovém motivu @ize podléhain vivo také autofosforylaci,
ktera probiha spiSe intermolekuléra s pomalou kinetikou, ale irgsto se rze
podilet na regulaci (Osusley al, 1995).

Defosforylaci Tyr 527 mize zajifovat fada tyrozinovych fosfataz. Je to
napiklad fosfataza PTd, ktera se vdze na SH2 doménu Src &siyije tak vazbu
C-koncové oblasti s fosforylovanym tyrozinem (Sartneg et al, 2003).
V hematopoietickych hikach mize regulé@ni Tyr kindz rodiny Src defosforylovat
fosfataza CD45. Dale e byt tyrozin 527 defosforylovan fosfatazou PTREBO
fosfatdzami Shpl a Shp2 (shrnuto v Thomas a Bru$g66; shrnuto v Frame,
2002).



Fosforylace a defosforylace Tyr 416 v aktivénim segmentu

Fosforylace Tyr 416 v akti¢vaim segmentu umdiije plnou aktivaci kindz rodiny
Src a pimo koreluje s tyrozinkindzovou aktivitou (Poregral, 2000; Boerneet al,
1996). Po fosforylaci Tyr se vlivem zmy si€ elektrostatickych interakci v rdmci
molekuly kindzy utvéi aktivni katalytické misto a také misto pro vazubstratu
(Ozkirimli a Post, 2006). Fosforylace Tyr 416 pitudbinefastji intermolekulari
(Barkeret al., 1995)

Defosforylaci Tyr 416 mohou zprdstlkovat tyrozinfosfatazy, které
defosforyluji i Tyr 527 (viz vySe). DalSi fosfatazakastnici se defosforylace
Tyr 416 je nap fosfatdza PEP. Fosfatdza PEP se vyskytujenkdmin v komplexu
s Csk kinazou atgsobenim tohoto komplexu kinazy Src mohou vlivenodffrylace
Tyr 416 a fosforylace Tyr 527 zaujmout plnnaktivni konformaci (Cloutier
a Veilette, 1999).

2.4.4.2 Regulace aktivity kinaz rodiny Src prostednictvim vazby jinych

proteina

Aktivace kindz rodiny Src vazbou proteini na SH2 a/nebo SH3 doménu

SH3 a SH2 domény kindz rodiny Src vazou s@okh nizkou afinitou
intramolekularni ligandy a tim fgpivaji k regulaci kinazové aktivity. Vazbu
intramolekularnich ligand mohou snadno v§nit interakni partné kindz Src
obsahujici vysokoafinni motivy pro SH2 a/nebo SH3mdnu, narusit
intramolekularni regutai vazbu (nebofjp. ok vazby) a tak ovlisiovat kinazovou
aktivitu u proteiri Src nebo jejich lokalizaci.

Mezi proteiny, které mohou aktivovat kindzu Srzhau jeji SH2 domény,
pati nag. receptorové tyrozinkinazy jako je receptor proad™ ) Kyptaet al, 1990;
Broome a Hunter, 1997) nebo fosfataza @ {TBonnenburgt al, 2003).

Proteiny vazajici SH3 doménu kindzy Src jsouindmanskrigni faktor
STAT 3 (Schreineget al, 2002) nebo progesteronovy receptor (Bonyaratamik
et al, 2001).



Mezi proteiny které vazbou kontaktuji SH2 i SH3v@mu kindzy Src pét
nag. adaptorové proteiny rodiny Cas — Cas a Sin (Bamnét al, 2000), kinaza Fak
(shrnuto v Hankst al,2003) nebo protein Sam 68, ktery s@asini sesthu RNA
(Tayloret al, 1995).

Regulace prostednictvim vazby chaperori

Chaperony zprostdkovavaji tvorbu a udrzeni spravné konformace whartyp
proteini. V pripad kindazy Src se chaperonycastni procesu maturace a tim
ovliviuji mnozstvi aktivniho proteinu v hk&ch. Proteiny v-Src i c-Src asociuji jiz
pii syntéze s chaperony Hsp90 a p50/Cdc37, ktergpaecaé podileji na maturaci
kinhz Src (Whitelawet al, 1991; Xu et al, 1999). V pipad¢ Hsp90 bylo
pozorovano, Ze interakce s kindzoaktivrejSim proteinem v-Src je sisi nez

v ptipadt interakce s proteinem c-Src (Hutchinsenal, 1992; Xuet al, 1999).
Pti heterologni expresi v-Src v kvasinSecerevisiadylo snizeni hladiny furikiho
chaperonu Hsp90 doprovazeno vyraznym ubytkem protei-Src a snizenim
tyrozinové fosforylace endogennich prote(iXu et al, 1993). B expresi proteinu
v-Src vS.cerevisiadyly také pro maturaci krotnHsp90 dilezité i dalSi chaperony
(nap. p60/Stil), které pak nebyly nezbytné pro matugmaciteinu c-Src. (Chang
et al, 1997). Tyto studie nazégi, Ze mutace obsazené v proteinu v-Src nepochybn
ovliviiuji proces zaujmuti spravné konformace a proto {8ros vice zavisly

pii zprostedkovani procesu maturace na chaperonech nezrposfic.

2.4.4.3 Regulace kinaz Srkizenou proteolyzou

DalSim regul&nim mechanismem, kterému podléhaji kinazy roding, Se
polyubiquitynylace a nasledna degradace proteazOm®@tabilita aktivovanych
forem kinazy Src v hikach je daleko mensi v porovnani s wt formou nahézow
inaktivni formou proteinu Src. To je prajgbdobr zpisobeno zvySenou mirou
degradace aktivovanych forem piesinictvim ubiquitin-proteazémového systému.
RychlejSi odbouravani aktivovanych forem pakizen casténé ,zeslabit” signal
zprostedkovany kinazou Src v navazujicich signalnich &dakh (Harriset al,

1999; Hakak a Martin, 1999). Na polyubiquitinylase pravépodobré podili



nejwtsi mirou ubiquitinligdza c-Cbl. Po fosforylaci pemu c-Cbl kindzou Src
nasleduje polyubiquitinylace obou proteina jejich degradace proteazOmem
(Yokouchiet al, 2001).

2.5 Heterologni exprese proteinu Src v kvasinkach

V kvasinkach nebyly popsany Zadné pravé endoggnuéinkinazy, avsak i wthto
organismech se v malé fai vyskytuje fosforylace na tyrozinovych zbytcich.
Fosforylaci tyrozid zde mohou zajivat dualg specifické kindzy. U kvasinky
Saccharomyces cerevisiggedualr specifickou kinazou napSte7, ktera secastni
signalni drahy p odpowdi na feromon a je homologem MAP kinazy, u kvasinky
Schizosaccharomyces pomb#Ze gedstavovat fiklad dudli specifické kinazy
protein Weel. Zji&ni vyskytu specifickych fosfotyrozinfosfataz v kirdgaich pak
podporuje doménku, Ze i v nizSich eukaryotechua#e tyrozinova fosforylace hrat
nezastupitelnou roli v reguladiznych proces (Florio et al, 1994).

Exprese kinaz Src ma u kvasingycerevisiaagtzny vliv na schopnostistu.
Exprese kindzavaktivni varianty v-Src je pro liky lethalni (Boschellet al, 1993)
nebo alespoinhibuje fist (Kornbluthet al, 1987). Lethalni efekti inhibice ristu je
spojena s masivnim ngtem tyrozinové fosforylace endogennich kvasinkbvyc
proteini a pro tuto fosforylaci je nezbytna krérkindzové aktivity také jjitomnost
intaktni SH2 domény ve struk®i kindzy Src (Boschelket al, 1993; Florioet al,
1994; Trager a Martin, 1997). Exprese proteinu c-Brpro buiky daleko méa
Skodliva zejm¢ vlivem mozné intermolekularni fosforylace Tyr 527C-koncové
oblasti (Kornbluthet al, 1987; Osusket al, 1995).

Kvasinka S. pombeje na pitomnost kinazy Src mnohem citigi nez
S.cerevisiagneba exprese v-Sr&i c-Src je pro biky lethalni. Zde je pro efekt
lethality Kklicova kinazova aktivita proteinSrc, protoZze i exprese variant s deleci
SH2 nebo SH3 domény vykazuje lethalni efekt (Siypemgaet al, 1993).

Efekt lethality ¢i inhibice ristu @F expresi c-Src lze uS. pombe
i uS.cerevisiae zvratit koexpresi kinazy Csk, ktera fosforyluje rTyp27
(Superti-Furgaet al, 1993; Murphyet al, 1993).



2.6 Vyznam tyrozinovych zbytki na vazebném povrchu

SH3 domény pro interakci s ligandy a signalizaci punikach

Tyroziny na povrchu SH3 domény seastni interakce s intermolekularnimi
i intramolekularnimi ligandy a jejich rozmésii v ramci vazebného povrchu je velmi
podobné i u zcela népuznych proteifh. Fosforylaceti mutace &chto tyroziri ma

u kindzy Src a dalSich proté&iprokazatelny vliv na interakci s ligandy a &kterych
popsanych fipadech vliv na signalizaci (viz dale). Fosforyla@zebnych tyroziin

v SH3 doméd by potom mohla fedstavovat novy typ reg@iaiho mechanismu
in vivo.

U kinazy c-Src jsou na povrchu SH3 domeény celkeyri tyroziny Eastnici
se vazby ligandl V prvni vazebné kapse je to Tyr 90 a Tyr 136duehé vazebné
kapse je to Tyr 92 a v tzv. specifitni kapse j@yo131 (Xuet al, 1997; Erpekt al,
1995). Homologni tyroziny k vazebnym tyro@m SH3 domény kinazy Src
nalézame uady dalSich protein Déale v textu budou kroénvazebnych tyroziin
kindzy Src diskutovany vybran&ipady vazebnych tyrozindalSich proteit (viz
tab. 2.2).

Tab. 2.2 Homologni tyroziny (vzdy ve stejném slaopp@ povrchu SH3 domémznych
proteirti, u nichz jiz byla publikovana studie objagici vliv mutaceci fosforylace tyrozif

na vazbu liganil nebo na signalizaci

Protein Homologni tyroziny na povrchu SH3 domén
c-Src Tyr 90 Tyr 92 Tyr 131 Tyr 136
Grb2 Tyr 209*
PSTPIP Tyr 367
Btk Tyr 223
Bcr/Abl Tyr 89 Tyr 134

* C-koncova SH3 doména v proteinu Grb2

U kindzy Src byla funkce jednotlivych vazebnychoini na povrchu SH3
domény poprvé studovandi preterologni expresi v kvasin& pombdErpel et al,
1995). Exprese proteinu c-Src doprovazena sigmifikian vzihstem tyrozinove
fosforylace endogennich protéirbyla pro kvasinkové hiky S. pombelethalni.
Tento efekt bylo mozno zcela zvrétit koexpresirgkou Csk, ktera inhibovala
aktivitu kindzy c-Src a tim i masivni vyskyt pratéifosforylovanych na tyrozinu.



Pro obnoveni viability  koexpresi s kinazou Csk pak bylaleZita jak gitomnost
SH2 domény tak i SH3 domény kinazy c-Src (Supeairtgket al, 1993).

Varianty proteinu Src se z&mou vazebnych tyrozinSH3 domény za alanin
projevovaly tizny stupé ,deregulace” (zvySeni kinazoveé aktivity) figkoexpresi
s kinazou Csk 6. pombe Za gi¢inu ,deregulace“¢i zvySené kindzové aktivity
u mutovanych variant sefgrdpokladala neschopnost vlivem mutace v SH3 démén
zaujmout plg inaktivni konformaci po fosforylaci Tyr 527 v C4oové oblasti Csk
kindzou. Stupee ,deregulace” se projevovahzre intenzivni fosforylaci endogennich
substrai a sniZzenou viabilitodi lethalnim efektem na liky S.pombgErpelet al,
1995).

Efekt obnoveni viability kvasinkovych bek a snizeni fosforylace protéin
pii koexpresi s Csk kindzou se u jednotlivych mutgesin tyrozimi projevoval
odliSnym zmisobem. H koexpresi kindzy Csk a variant proteinu Src sanatni
Y92A nebo Y136A v SH3 domén nebyl pozorovan Zadny pozitivni efekt
na viabilitu burk a i fosforylace endogennich proteiodrazejici kinazovou aktivitu
zustavala stale vysoka. U variant se 2aami Y90A nebo Y131A byloipkoexpresi
s kindzou Csk pozorovano pouze slabé zlepSenilityabunék doprovazené lehce
snizenou mirou fosforylace protéi(Erpelet al, 1995).

Efekt €chto mutaci se projevil i na vazbigandi SH3 domeényin vitro.
Mutace Y90A, Y92A, Y136A v SH3 doménusila vazbu proteinu Sam 68 i p85
podjednotky PI3 kinazy, SH3 doména obsahujici mWd81A vykazovala pouze
slabou vazbu obou ligafidve srovnani s wt formou SH3 domény (Ereelal,
1995).

V této praci se potvrdila role vazebnych tyrdzisH3 domény kinazy Src
nejen pi interakci sligandy, ale i jejich uezitost pro udrzovani inaktivni
konformace fi G¢asti na intramolekularni inhiéni vazk&, ktera je zprosedkovana
interakci SH3 domény s CD linkerem.

Nekteré tyroziny na vazebném povrchu SH3 domeény zkin&rc byly
nalezeny fosforylovanén vivo v sawich buikach. V 3T3 fibroblastech wie byt
modifikivan fosfofylaci Tyr 138 v SH3 domér{Tyr 136 u kiieciho proteinu). Tato
fosforylace byla zprogtdkovana kinazovou aktivitou PDGF receptoru a @jo j
pribéh byla dilezita asociace SH2 domény s PDGF receptoreiiitorPnost
pTyr 138 nebyla posebna pro zprogtdkovani mitogenni signalizace skrze PDGF
receptor, avsak tato fosforylace na vazebném pawung§ilain vitro schopnost vazby



syntetickych ligand na SH3 doménu (Broome a Hunter, 1996; Broome atdfun
1997) .

Nedavno byl objeven novy aminokyselinovy zbytek H3Sdomé® kinazy
Src, ktery niize in vivo podléhat fosforylaci. Je to tyrozin na pozici 9&r( 90
u kureciho proteinu), ktery je situovan pe&av jedné z hydrofébnich vazebnych
kapes. Jeho fosforylace byla objevena diky anafgsfotyrozinového proteomu
mySich embryonalnich fibrobldstna které se podilela i naSe laborateosforylace
Tyr 92 byla u mysSich embryonalnich fibroblastansformovanych onkoproteinem
Src ve zn&né mfe obohacena oproti normalnim netransformovanyitkdm (Luo
et al, 2008).

| u dalSich proteiln, které obsahuji SH3 doménu a jsou et fady
odliSnych signalnich kaskad, se na vazebném powrgskytuji tyroziny homologni
k vazebnym tyroziiim kinazy Src. Fosforylac&dhto tyrozirm u kindzy Src a nize
uvedenych protein by mohlain vivo predstavovat novy obecny mechanismus
regulace interakce SH3 domén s ligandy. Tento ggulatniho mechanismu by
ovlivioval afinitu intramolekularnich i intermolekularhidigandi vazajicich SH3
doménu. Zmina vaznosti ligantlby mohla mit vyznam pro regulaci aktivity daného
proteinu (nap v pripac proteinkindz) a nebo by mohlo dojit ke &m afinity
a spektra vazebnych parthea tim k modulaci signalnich kaskad vedoucich
od proteinu fosforylovaného na SH3 doraéiale.

Prvnim zde uvedenym proteinem, u kterého se madiék jednoho
z vazebnych tyrozin projevila @i interakci s ligandem SH3 domény, je protein
PSTPIP. PSTPIP je proteirtastnici se remodelace cytoskeletu a peostictvim
vazby s cytoskeletalnim proteinem WASP (Wiskot-Addr syndrom protein) se
podili na regulaci tvorby svaikfilament aktinového cytoskeletu. Tyrozin 367
na vazebném povrchu SH3 domény proteinu PSTRiBspavuje pro vazbu proteinu
WASP dilezity zbytek. B fosforylaci nebo fosforylaci napodobujici mutdgir 367
na Glu byla schopnost SH3 domény vazat protein WASHtro znan¢ oslabena.
Pti koexpresi znéenych proteiit WASP a PSTPIP s mutaci Y367E byfa vivo
naruSena jejich kolokalizace viikéch linie CHO, coz by potvrzovalo regtta
vyznam fosforylace Tyr367 pro vzajemnou interakaihto proteii (Wu et al,
1998).

DalSim proteinem je kindza Btk pai do rodiny kindz Tec. Kinadza Btk se

Gcastni penosu signélu ies BCR receptory v B lymfocytech a hrajec@liou roli



v procesu maturace B lymfoéyt U kindzy Btk byla popséana autofosforylace
tyrozinu 223 v SH3 doménako dj nasledujici po fosforylaci Tyr 551 v aktira
smyce, kterou zprostdkovaly kindzy rodiny Src. Zama Tyr 223
za nefosforylovatelny Phe vedla u konstituivaktivni formy kinazy Btk, ktera
obsahovala mutaci E41K v PH domgégplecktrin homology domain®), k zesileni
schopnosti transformovat savfibroblasty 3T3 a RAT2. Tato schopnost zesilené
transformace vSak nebyla zavisla na kinazové aktimeb@ mutace Y223F
nezmsobovala dalSi zvySovani kindzové aktivity konstime aktivni formy Btk
(Parket al, 1996).

Pozdji byla studovana uloha Tyr 223 v SH3 doréimazy Btk. Fosforylace
Tyr 223 vyraz® ovliviovala vazbu iznych ligand na SH3 doménun vitro.
Zatimco vazba proteinu c-Cbl nebyla fosforylaci P23 nijak ovliviéna, protein
WASP se na fosforylovanou SH3 doménu nevai#ibee a naopak vazba kindzy Syk
vykazovala ¥tSi afinitu k SH3 doméh kindzy Btk fosforylované na Tyr 223
(Morrogh et al, 1999). Tato studie velmi did koresponduje s@dpokladem, Ze
piitomnost fosforylace na vazebnych tyrozinech by lmahenit preferenci vazby
SH3 domény kirznym ligandim.

V buitkdch chronické myeloidni leukémie (CML) j&i@nou transformace
onkogenni fuzni protein Bcr-Abl vykazujici konstitni proteintyrozinkindzovou
aktivitu. Tento onkoprotein je fosforylovam vivo na SH3 doméh odvozené
od kindzy c-Abl na tyrozinech v pozici 89 a 134yt tfosforylace zaji€uji kindzy
z rodiny Src specifické pro myeloidni itky. Fosforylace Tyr 89 je pak vyragn
obohacena v CML hikach linii K-562 a Meg-01. # expresi proteinu Bcr-Abl se
zanenou Tyr 89 za Phe v fhikach linie TF-1 (GM-CSF-zavislé myeloidni
progenitorové bioky) byla schopnost této varianty onkoproteinu inolekt
transformaci bugk redukovana v porovnani s nemutovanou variantasfdfylace
Tyr 89 by mohla stabilizovat konformaci aktivnihawau kinazy Bcer-Abl a fispivat
tak ke schopnosti transformovatilky (Meynet al, 2006).

DalSim gikladem je protein Grb2, uéhoz byl prokadzan vliv modifikace
tyrozinu na SH3 doménna interakci sligandy a na signalni kaskady vetdou
od tohoto proteinu dale. Adaptorovy protein Grb2(gastni bugc¢né signalizace
zprostedkovanim formovani kompléxriaznych signalnich protein Krom¢ SH2
domény obsahuje protein Grb2&d®H3 domény, které mohou byt fosforylovany
na tyrozinovych zbytcich napcytosolickou kindzoy aktivni ¢asti EGF receptoru



po stimulaci EGF nebo onkoproteinem Bcr-Abl. V Gikové SH3 domeén byl
identifikovan Tyr na pozici 209 jako fosforylovargbytek in vivo. Fosforylace
Tyr 209 na SH3 domérznané zeslabovala vazbu proteinu Sosvitro, coz by opt
potvrzovalo doménku, Ze fosforylace tyrozinu na vazebném povrchunimhla
modulovat interakci s ligandy.fiPkoexpresi Grb2 se zamou Tyr 209 za Phe
(Y209F) a onkoproteinu Bcr-Abl ve fibroblastechiéir3T3 byla schopnosgdhto
burgk tvorit kolonie v nekkém agaru vyraznzesilena oproti hikdm s koexpresi wt
formy Grb2 a Bcr-Abl. To by naztavalo, Ze fosforylace Tyr 209 by mohla
negativié¢ ovlivihovat transformaci butk indukovanou onkoproteinem Bcr-Abl.
Pii expresi Grb2 se zamou Y209F v biikkdch linie A431 se po stimulaci EGF
znane prodlouzila aktivace proteinu Ras, ktefistaval déle vazan s GTP, a zanove
I aktivace kinaz JNK a ERK. To by mohlo indikovdoliu fosforylace Tyr 209 ip
negativni regulaci trvani a stupraktivace kindz JNK a ERK, které v signalnich
kask&ddach navazuji na GTPazu Ras(lal, 2001).



3. Material a metody

3.1. Material

3.1.1 PouZzité organizmy

Escherichia coli

Kmen Sure: el4 (mcrA), D (mcrCB-hsdSMR-mrr), 171, end Al, supti4,
gyrA96, relAl, lac, recB, recJ, sbcC, umuC, Tn5n(kavrC,
[F', proAB, lacfz, DM15, Tn10, (t€)].

Kmen DH®:  ¢BOdlacZAM15, recA, gyrA96, thi-1, hsdR17 «(t mk’), SupE44
relAl, deoRA(lacZYA-argF),U,169

Saccharomyces cerevisiae
Kmen EGY48: MATG, his3, trpl, ura3, Lexdxs)— LEU2

Mus musculus

Fibroblasty linie 3T3 (ziskany z labor#todoc.Cerného)

Rattus norvegicus
Fibroblasty linie RAT2 (ziskany z laboragoprof. Forstové)



3.1.2 Kultivaéni média a roztoky

Kultivace bakterialnich kmenu
VSechna média fjpravujeme z miliporové vody upravené tigtroji Watrex

a sterilizujeme v autoklavu 20 mitid21°C.

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

2% LB (Super LB) 20 g/l Universalpepton M66 (MERCK, Germany)
10 g/l Yeast Extract (OXOID, UK)
5 g/l NacCl

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

V piipact potreby pidame seleéni antibiotika (1000x koncentrované zasobni

roztoky gidavame do médii zchladlych na cca 50°C):

Ampicilin (Biotika, SR) 100 mg/ml
Kanamycin (AppliChem, Germany) 50 mg/ml

Kultivace kvasinkovych kmeni
VSechna média fjpravujeme z miliporové vody upravené fkigiroji Watrex

a sterilizujeme v autoklavu 20 mitid21°C.

YPAD 20 g/l pepton (OXOID, UK)
10 g/l Yeast Extract (OXOID, UK)
100 mg/l  adenin-hemisulfat (Sigma, USA)
[15-18 g/l agar (Difco)]

Komponenty rozpustime do 900 ml vody, pH upraviniednou HCI na 5,8.
Klavujeme, pidame 100 ml 20% glukozy (Sigma, USA) a ampicilwygledna

koncentrace 10(g/ml).



SD médium 6,7 g/l yeast nitrogen base without amino acids
(Difco; zdroj dusiku, vitaminy, zakladni
a kovové ionty)
0,6 g/l —His/-Leu/-Trp/-Ura Dropout Supplement
(Clontech, USA) (sks aminokyselin a bazi
krom¢ uvedenych)
[15-18 g/l agar (Difco)]

Komponenty rozpustime do 900 ml vody. Po vyklavavdidame dle pozadované
selekce 10 ml roztoku aminokyselin a bazi (viz.ehizampicilin (vysledna
koncentrace 10Qg/ml) a 100 ml 20% gluk6zy (nebo roztoku 20% gadakta 10%

rafindzy ).

Roztoky aminokyselin a uracilu(100x koncentrované zasobni roztoky)

2 g/l L-Histidin HCI monohydrat

10 g/l L-Leucin

2 g/l L-Tryptofan

2 gll L-Uracil

10 g/l Aderjadenin-hemisulfat; Sigma,USA)

65% Mg** pufrovany glycerol (pro konzervy S.cerevisiap
65% (v/v) glycerol (Sigma, USA)
100 mM  MggsO
25 mM risFHCI (pH 8.0)

Kultivace sawich bunék

Kompletni médium siifpravujeme z nasledujicich komponent:
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) (Gibcayitrogen)
0,5% neesencialni aminokyseliny (MEM NEAA) (Gibtavyitrogen)
10% fetalni howzi sérum (FBS) (Sigma)

0,5% obecna anbtibiotika - antimykotika (ATB) (Gih¢nvitrogen)



SloZeni komponent kompletniho média:

DMEM L-glukéza 4,5 g/l; L-glutamin; pyruvat

Obecna anbtibiotika - antimykotika (ATB) obsahuiji:
10000ug/ml penicilin
10000pg/ml streptomycin
25 pg/ml amphotericin

DalSi pouzivané roztoky i kultivaci savéich bunék

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

Geneticin (Gibco, Invitrogen) selgki antibiotikum geneticin-sulfat,
zasobni roztok 100 mg/ml v miliporové
vodk, sterilre prefiltrovan, ke Kkultie

piidavame v koncentraci 5Q@/ml.

3.1.3 Obec® pouzivané roztoky

2x Laemmli pufr 0,125 M Tris-HCI, pH 6,8; 4,1% SD30%(v/v) glycerol,
0,002% bromfenolova mod

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

3.1.4 Rehled pouzitych DNA modifikujicich enzymi

Ligace plazmidové DNA:
T4 DNA ligdza LC (MBI Fermentas, Litva), 1 W/
10x ligatni pufr (MBI Fermentas, Litva)



Stepeni DNA restrilénimi endonukleazami:

Enzym Vyrobce Realkéni pufr

BamHI MBI Fermentas BamHI
Sacl MBI Fermentas Sdcl
Mlul MBI Fermentas R
Xball MBI Fermentas \%
Balll MBI Fermentas 0O
Nhel MBI Fermentas Y

SloZeni pouzitych reakich pufri:

R+

Y+

O+

BamHI

Sacl

10 mM Tris-HCI (pH 8,5), 10 mM MgGJ 100 mM KCI, 0,1 mg/ml
howzi sérovy albumin (BSA)
33 mM Tris-acetat (pH 7.9), 10 mM Klgacetat, 66 mM K-acetat, 0,1

mg/ml BSA

50mM Tris-HCI (pH 7,5), 10mM MgG| 1200mM NacCl, 0,1mg/ml

BSA

10 mM tris-HCI, (pH 8.0), 5 mM MgG| 100mM KCI, 0,1 mg/ml

BSA, 0,02% Triton X-100

10 mM Bis-Tris Propan-HCI (pH 6.5), 10 mM Mg¢C0.1 mg/ml BSA

3.1.5 Pouzité kity pro manipulaci s nukleovymi kysknami

Purifikace DNA:
NucleoSpin Extract(Macherey-Nagel, BRD)

NucleoSpin Plasmid(Macherey-Nagel, BRD)

Mutageneze in vitro:
QuickChange®ll Site-Directed Mutagenesis Kit(Stratagene, USA)

3.1.6 Seznam pouzitych primei

13

Primer Sekvence Pouziti
SrcYF-F CCACTTTCGTGGCTCTCTTCG Primer pro mutagenezi c-src: YOOF v SH
ACTACGAGTCCCGGACTG domér (,forward primer*)
SrcYF-R CAGTCCGGGACTCGTAGTCG| Primer pro mutagenezi c-src: YOOF v SH
AAGAGAGCCACGAAAGTGG |domér (,reverse primer)

13




3.1.7 Rehled pouzitych protilatek

Nazev Charakteristika Specifita Vyrobce
anti-v-Src (Ab-1) MySi monoklonalni v-Src, c-Src IBiachem
anti-Src pY418* Kraki polyklonélni Y416 c-Src, v-Src Biosource
4G10 MySi monoklonalni fosfotyrozin Millipore
PY20 MySi monoklonalni fosfotyrozin Millipore
Anti-Cas pY165 Kralki polyklonalni Y165 Cas Cell Signaling
Anti-Csk Krali¢i polyklonalni Csk Cell Signaling
Anti-Fak pY861 Kraléi polyklonalni Y861 Fak Biosource
Anti-GFP Kralii polyklonalni GFP, EGFP Santa Cruz
GAM-AP Kozi polyklonalni MysSi IgG Santa Cruz
GAR-HRP Kozi polyklonalni Kradi 1gG Santa Cruz
GAM-HRP Kozi polyklonalni MysSi IgG Santa Cruz

*Y418 v lidském proteinu Src odpovida Y416 wéeim proteinu Src

3.1.8 Standardy velikosti proteir

PageRuller™ Prestained Protein Ladder

MBI Fermentas (Litva)

Lot specific MW, kDa
—170—
—130—

— — 05 —
- 72—
—— — 55 —
r— T
- — 20—
_—— — 17—
— — 10 —
3

4-20% Tris-glycine SDS-PAGE

Blot

Sigma Prestained Protein
Ladder (Sigma, USA)

0 190 kDa

0 116 kDa

0 100 kDa

“40 70 kDa

O 50 kDa

0 37 kDa



3.1.9 Standardy velikosti a mnozstvi DNA fragmerit

ZipRuller ™ Express DNA Ladder 1 GeneRule™, Express DNA
Ladder
MBI Fermentas (Litva) MBI Fermentas (Litva)
%% ngf0.5ug hp bp nospg - %
88 44 10000 —
256 128 5000 —
88 44 3000 — M 00 400 80
88 44 2000 — =, o) 400 80
80 40 1200 — o — BT
80 40 850 — é’ W 500 1000 200
160 80 500 — SR 1000 400 &0
80 40 100 — — N 500 1000 20.0
2 I o0 500 10D
=3 100 500 10.0
1% Top\ision™ LE GO Agarose {#R0491) 0.5p/lane, Sem length el
Spibfane, Bom lengih gel, 1XTAE, TWiem, 40min 1 TAE, 7Vfom, 40min

Lambda DNA/Pst

1.5% aganee



3.1.10 Pouzité vektory

Vektor pYES2 (Invitrogen, USA)
(replikativni vektor pro expresi 8accharomyces cerevis)ae

= _TFT—-—-
— rTo_————
BcsoEXSXsosw
,wstmasasﬁaﬁ

SnaB |

B-181012

5” end of GALT promoter
GAL4 binding site GAL4 binding site GAL4 binding site

r 1 T 1T 1
1 ACGGATTAGA AGCCGCCGAG CGGGTGACAG CCCTCCGAAG GAAGACTCTC CTCCGTGCGT

GAL4 binding site
61 CCTCETCCTC ACCGGTCGCGE TTCCTGAAAC GCAGATGTGC CTCGCGCCGC ACTGCTCCGA

121 ACAATAAAGA TTCTACAATA CTAGCTTTTA TGGTTATGAA GAGGAAAAAT TGGCAGTAAC
181 CTGGCCCCAC AAACCTTCAA ATGAACGAAT CAAATTAACA ACCATAGGAT GATAATGCGA

241 TTAGTTTTTT AGCCTTATTT CTGGGGTAAT TAATCAGCGA AGCGATGATT TTTGATCTAT

TATA box
301 TAACAGATAT ATAAATGCAA AAACTGCATT AACCACTTTA ACTAATACTT TCAACATTTT

start of transcription
361 CGGTTTGTAT TACTTCTTAT TCAAATGTAA TAAAAGTATC AACAAAAAAT TGTTAATATA

3" end of GAL 7 promoter
421 CCTCTATACT TTAACGTCAA GGAGAAAAAA CCCCGGATCG GACTACTAGC AGCTGTAATA

T7 promoter/priming site Hinld m I|(pn I Safl BlamH 1
481 CGACTCACTA TAGGGAATAT TAAGCTTGGT ACCGAGCTCG GATCCACTAG TAACGGCCGC

-Bspet* - -EcoR | Bstx1* Not! Xno | Spht Xba
541 CAGTGTGCTG GAATTCTGCA GATATCCATC ACACTGGCGG CCGCTCGAGC ATGCATCTAG

5 end of CYC1 transcription terminator

601 AGGGCCGCAT CATGTAATTA GTTATGTCAC GCTTACATTC...

*Please note that there are two Bs¢X 1 sites in the polylinker.

Vektor pIRES2-EGFP (BD Biosciences, USA)
(vektor pro expresi v séich buikach)

MCS
(591-666)
puc
ori
HSVTK
~/ polyA

pIRES2-EGFP

'\ \ 53kb EGFP
Kan'/

Neo' N
SVA0 ori SVAD
ﬂ[mWA

I)
SV40
e P ori

591 601 &n 621 631 o4 651 661

GCTAGCGCTACCGGACTCAGATCTCGAGCTCAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCGGGCCCGGGATCC .. IRES

Nhel EcodT Il Bglll Xho! \ Hindlll  EcoR1 pst1 Sall  Kpnl Apal BamH |
Sacl Accl Aspli81 | Bspl20|
Ecl136 11 Sacll Xmal
Smal




Vektor pBluescript SK(+) (Stratagene, USA)
(bakterialni vektor pouzivany pro klonovani)

ampicillin

Kpn |
pBluescript 11 SK (+) B8 MCS
3.0 kb Sac |
pUC ori’

pBluescript Il SK (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-826)

Apa | Hinc Il
EcoO109 | Acc |
BssH Il T7 Promoter o Kpn | Dra Il )‘(ho I S‘Ul |
T >
TTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGAC. . «
M13 20 primer binding site T7 primer binding site v KS primer binding site_.
Bsp106 | ) Mot |
Clal Hind Il FcoRY  FeoR| Pt Smal BamH | Spel Tbu\ ‘?Ugl ?ystucH Sacl

.. .GGTATCGATAAGCTTGATATCGAAT TCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTC. . .

<

...KS primer binding site SK primer binding site

g T3 Promoter BssH Il -gal «-fragment
X 11

++ .CAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCC

4

T3 primer binding site “M13 Reverse primer binding site



3.2 Metody

3.2.1 Izolace plazmidové DNA E. coli a jeji repurifikace

Izolace plazmidové DNA

1. den (odpoledne)

Na plotnu s ZAMP médiem zskujeme klon E. coli transformovany
piislusSnym plazmidem. Kultivujeme igs noc ve iepace i 37°C
(180 ot./min (rpm)).

2. den (odpoledne)

Jednou dote oddlenou kolonii zatkujeme 10 ml temperovaného LB média
s 100ug/ml ampicilinu v 100 ml Erlenmayerd\baice (resp. 50ml v 250 ml
baice).

Baitku umistime dorepaky a fepeme §i 37 °C pres noc (tj. po dobu asi
16 hodin, 180 rpm).

3. den (rdno)

Kulturu ochladime v ledové lazni,igljeme do 50 ml centrifugai
zkumavky a stéime (Jouan MR 22i — vykyvny rotor, 3 000 g, 20 niC).
Sediment dokonale resuspendujeme do x ml T{EGolime dle vychoziho
objemu kultury takto: 1 ml/p 10 ml kultury, 2-4 ml § 50 ml kultury)
a inkubujeme 30 min v ledové lazni.

Zkumavku vyjmeme z ledové l&gn pridame 2x ml alkalického SDS,
promichame a inkubujeme 5 miBuiky lyzuji, suspenze se projasni, vyeazn
stoupne viskozita.

Zkumavku opt preneseme do ledové ldzra gidame 1,5x ml octanu
draselného, promichame a inkubujeme dalSich 30i60tma leduZ roztoku
vypadne bila srazenina

Smis prevedeme do polypropylénovych zkumavek a sraZenisadime
centrifugaci (Jouan MR 22i — uhlovy rotor, 14 0Q@2@ min).



Supernatant igvedeme do 15 ml kalibrované zkumavky, dokonalesisng
s 0.6 objemu isopropanolu a ihned centrifugujenoeidd MR 22i — vykyvny
rotor, 3 000 g, 5 min).

Supernatant slijeme, sediment osusime, rozpusti8@ul miliporové vody
a preneseme do mikrozkumavky. Objem agdtime, dokonale smisime
se stejnym objemem 10 M LiCl a inkubujeme v 22@ca 60 minut (- 8,
15 min).

Srazeninu odstranime 5-ti minutovou centrifugacstadni mikrocentrifuze
(Hettich MIKRO 20, 13000 g) a supernatanteyedeme docisté
mikrozkumavky.

Plasmidovou DNA vysrazime z roztoku jednim objem®&6% etanolu
60 min i -20°C (- 8C°C, 15 min).

Srazeninu DNA usadime centrifugaci (Hettich MIKR@ 23 000 g, 5 min),
sediment 2-3x oplachneme 80% EtOH, vysuSime a stapa ve 100l
miliporové HO (nebo v TE pufru). Mnozstvi DNA a kvalitu izolace

zjiStujeme elektroforeticky.

Repurifikace izolované DNA

K repurifikaci Ize zvolit gkolik postug, z nichZ gkteré jsou nize uvedeny.

Reprecipitace

Pridame 1/10 objemu octanu sodného a srazime 2,Bnabganolu 60 min,
-20°C (-8C°C, 15 min).

Srazeninu DNA usadime centrifugaci (Hettich MIKR@ 23 000 g, 5 min),
sediment 2-3x oplachneme 80% EtOH, vysuSime a stizpa ve 10Qul H,O
(TE).

Fenolizace

K 100 pul vychoziho roztoku izolované DNAfame 5ul 5M NaCl (1Qul
LiCl) a 100pl fenolu. Intenzive titepeme (i na vortexu) asi 1 minutu. Kratce

staime.



»= Pridame 100ul chloroformu, pratepeme a centrifugujeme 5 minut. Svrchni

vodnou féazi odebereme ddisté mikrozkumavky a opakujeme extrakci

chloroformem.
= Plasmidovou DNA srazime 2,5 obj. EtOH 60 min, °@Q-80°C, 15 min).
Sediment oplachneme 80% EtOH, vysuSime a rozpustiime50 pl

miliporové HO.

Purifikace na kome&ni minikolonce ukené k purifikaci plasmidové DNA

= Plasmidovou DNA fevedeme do roztoku Al kitu NucleoSpiRlasmid

(smichanim max.1:1) a postupujeme podle navodu.

Roztoky:
Alkalicky SDS
Kac

NaAc

80% EtOH
TE

TEG

LiCl

Fenol

Chloroform

1% SDS, 0.2M NaOH

3M octan draselny, 2M kys. octova, pH 4,8-5,4

3M octan sodny, pH 5.8

80% etanol, 10 mM NaCl, 10 mM TRIS-HCI 819

10 mM TRIS-HCI pH 8.0; 0,1 mM EDTA-NaOH

25 mM TRIS-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA-NaOH, 1% gh#a
10 M LiCl, p=1.275

destilovany fenol, nasyceny TRIS-HCI pufrenH 0,
doplnény o hydroxychinolin (0.1%)

smis chloroform-isoamylalkohol 24:1

3.2.2 Izolace plazmidové DNA E. coli pomoci NucleoSpifi Plasmid

(Macherey — Nagel, Nmecko)

» Kulturu E. coli (max. 5 ml) s danym plazmidem narostldegpnoc (16-18 h)

pievedeme do centrifugai zkumavky a centrifugujeme (Jouan MR22i;

17 000 g, 30 s). Odstranime supernatant.

» Pelet resuspendujeme v 2b0roztoku Al.



Pridame 250 ul roztoku A2. Jem& promichame oténim zkumavky
a inkubujeme P pokojové teplot maximal® 5 minut.

Pridame 250ul roztoku A3. Jemé& promichame a centrifugujeme (Hettich
MIKRO 20, 16 000 g, 10 min).

Kolonku NucleoSpin Plasmid umistime doést® 2 ml mikrozkumavky,
naneseme supernatant iegchoziho kroku a centrifugujeme (Hettich
MIKRO 20, 16000 g, 1min), poté odstranime tekutize skrné
mikrozkumavky.

Pro zbaveni se baénych nukleaz je dopoteno nanést na kolonku 5Q@0
roztoku AW gedelfatého na 50°C a opakovat centrifugaci.

Na kolonku naneseme 6@0roztoku A4 a opt centrifugujeme.

Po odstraéni roztoku ze slyné mikrozkumavky zopakujeme centrifugaci
2 min maximalni rychlosti (dokonalé odstanzbytki etanolu).

Kolonku umistime daisté 1,5 ml mikrozkumavky, fjlame 50ul roztoku
AE, inkubujeme 1 min ip pokojové teplot a poté centrifugujeme 1 min
na nejvyssi otky. Eluci lze rovez provést do TE pufru nebo

do deionizované vody.

3.2.3 Transformacek. coli elektroporaci

Priprava kompetentnich burgk pro transformaci elektroporaci

1.den (odpoledne)

Jednou kolonii¢erstw¥ narostlych recipientnich bakterii zkajeme 10 ml
LB média v 100 ml Erlenmayerd\baice.
Inokulum kultivujeme na rotmi trepace @i 37°C do stacionarni faze

(ptes noc, 180 rpm, opticka denzita (GR)5).

2.den (réano)

Kulturou zagékujeme 400 ml média LB s 0,4 ml thiaminu (0,1 mg/ml

na Oy =0,05 (2% 200 ml média v 2x 2 | Erlenmayerovychk#h).

Bainky umistime naiepaku (180 rpm, 37°C), kulturu inkubujeme k dosazeni
ODgo=0,6. Baiky preneseme do ledové lazra nechame zde vychladit

10-15 min. VSechny dalSi operace ré&provadime na ledu.



Kulturu pielijeme do dvou 250 ml vychlazenych plastovych dirgacnich
kyvet Nalgene a sedimentujeme centrifugaci (Jan&t2&, 3 000 g, 10 min,
0°C).

Supernatant opatén slijeme, sediment nejprve pipetou stetiln
resuspendujeme v 10 ml ledové deionizované vodig¢ podou doplnime
na pivodni objem. Ogtovre centrifugujeme, resuspendujeme a doplnime
vychlazenou vodou na objem 100 ml.

Bunécné suspenze fpvedeme doctyi 50 ml centrifuganich zkumavek
a znovu centrifugujeme (Jouan 22i, 3 000 g, 20 @fG,).

Sedimenty resuspendujeme pipetou v malém mnoz68&4 @v/w) ledového
glycerolu (1-5 ml), poté glycerolem doplnime na 1§ suspenze spojime
do dvou zkumavek a centrifugaci opakujeme (Jouan 2200 g, 20 min,
0°C).

Promyté sedimenty resuspendujeme ve zbytkovém abjEdn% glycerolu
(1 — 2 ml). Suspenzi pipetujeme po 100-200 pl dorh| mikrozkumavek
piedem vychlazenych v tekutém dusiku, do kterého ppitéchodr
odkladdame napkmé mikrozkumavky. Dlouhod@tskladujeme $ —80°C.

Transformace elektroporaci

Do 0,5 ml-mikrozkumavky s 0,5-5 ul roztoku plazmiddDNA (obsahujicim
5 pg-0,5 nug DNA) fidame 50 ul elektrokompetentnich Bkn(provadime
na ledu).

Obsah mikrozkumavky ipvedeme do vychlazené 0,2 cm elektropoira
kyvety. Na generatoru pulzudiptroje Gene Pulser Apparatus (Bio-Rad, USA)
nastavime tyto hodnoty: kapacitance |25, nagti 2,5 kV a odpor 20®.
Po vloZeni kyvety do ifistroje aplikujeme puls o velikosti 12,5 kV/cm.
Vyslednacasova konstanta by da byt v rozmezi 4-5 milisekund. Obsah
kyvety okamzi¢ resuspendujeme do 2 ml média LB, obsahujiciho B0 m
glukozu (cca 0,5% roztok) agvedeme do skléné 10 ml zkumavky.
Zkumavku s kulturou umistime n#&paku a nechameist hodinu pi 37°C
(180-200 rpm). Na plotny s ZA2 agarem obsahujitékeai antibiotikum
vysévame obvykle 2, 20 a 200 pl kultury. Plotnyublgjeme v termostaturip

3790C pres noc.



3.2.4 Transformace kvasinek lithium-acetatovou metou

(Podle Schiestl a Gietz, 1989; v Up#ddr. Z. Palkovég

Priprava kompetentnich burgk

Jednou velkou kolonii (2-3 mm) zdajeme cca 10 ml YPAD nebdiplusného
selekniho SD média. Kultivujeme néepace (180-230 rpm)ip30°C po dobu
16-18 h (pes noc) do stacionarni faze (cca 1-2Xirtk, ODsgo>1,5).
Predelfaté aerované YPAD médium z&ajeme inokulem na Ofg= 0,1
(2-5x1¢ bursk/ml). Nechame irst na tepace (180-230 rpm) po dobu
2 generaci, tj. 3-5 hip30°C na vyslednou O§o= 0,4-0,6.

Poté kulturu centrifugujeme v 50 ml cetriféggéch zkumavkach (Jouan MR
22i, 2500 g, 3 min, 20°C).

Sediment 2x promyjeme 1/2 objemem temperované @eisné vody a 1x
10 ml HO/TE/LiAc. Po kazdém promyti épcentrifugujeme (Jouan MR 22i,
2 500 g, 3 min, 20°C).

Vysledny sediment resuspendujeme v 500 4O/ME/LiAc na 2x16 bursk/ml
(zahu&tni 1:100) a inkubujeme n&epace 15 min p 30°C.

Vlastni transformace:

Do 1,5 ml mikrozkumavek pipetujeme:
5 pl ssDNA, cerst denaturované (50 pg, single stranded ,salmon
sperm” DNA, Sigma, USA)
1-5 pl plazmidové DNA (100-500 ng)
50 pl burkéné suspenze (cca L2IoUrEk)
300l PEG/TE/LIAC

Transformani snes dikladné promichame na vortexu a inkubujeme 30 min
pii 30°C za obasného promichani @&nim zkumavky.

Tepelny Sok navodimeignesenim do 42°C na 20 min. Vzorekkalikrat
béhem inkubace michame.

Bunécnou suspenzi usadime centrifugaci (Hettich MIKRQ1ZD000 g, 1 min,
20°C) a pipetou odsajeme supernatant (roztok PEGntrifugaci 1x
opakujeme, odstranime zbyly PEG.



» Sediment resuspendujeme v 2Q0 deionizované vody, 10Ql suspenze

vysejeme na seléki plotny (1 6 mm ). Kultivujeme 2-4 dnyip30°C.

Roztoky

50% PEG 5 g/10 ml (w/v) PEG 3350 (Sigma, USA),laykvano

10x TE 100 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM EDTA, pH57,

1M LiAc 1,53 g/15 ml, pH upravitiednou kyselinou octovou na 7,5
PEG/TE/LIAc (8:1:1 = 40%PEG/1xTE/100 mM LIAC)

H,O/TE/LIAc (8:1:1 =100 mM LiAc v 1x TE)

Rychla transformacesS. cerevisiae

1.krok
= Na YPAD (nebo 2x YPAD) plotnu z&kujeme mikrobiologickou kékou
pozadovany kvasinkového kmene. Ponechaimepi 30°C jeden azit dny
dle poteby.
2.krok
» Noskkovou ssDNA povime ve vodni lazni 1 minutu, poté umistime na led.
= Z plotny seSkrabneme asi %0 burgk a resuspendujeme v 1 ml miliporové
vody. (Suspenze bude obsahovat asi $*0rek).
= Buné¢nou suspenzi centrifugujeme ve stolni mikrocerzefu (Hettich
MIKRO 20, 13 000 g, 30 s) a odstranime supernatant.
» Kpeletu pgidavame slozky transformiai smési v uvedeném pgadi,
v kazdém kroku tkladné promichdme. Nakonec dopinime vodou
na vysledny objem 360l.
240l 50%PEG
36 ul 1M LiAc
10 ul ssDNA (10 mg/ml)
0,1 — 1ug plasmidova DNA
» Inkubujeme p teplo€ 42°C 40-60 minut. Dobu Ize prodlouzit az

na 3 hodiny, coz zvySicinnost transformace.



= Centrifugujeme v mikrocentrifuze (Hettich MIKRO 203 000 g, 1 min)
a pipetou odstranime supernatant. Peldtladin® resuspendujeme v 1 ml
vody.

= Vysévame 1Qul a 100pl na gislusnou selatni plotnu, inkubujemeip30°C
3-4 dny. (PAi ocekavaném malém ku pelet resuspendujeme jen

v polovinim mnozstvi vody a vysévame 100-400

3.2.5 S&peni DNA restrikénimi endonukleazami

* V0,5 ml mikrozkumavceifpravime nasledujici restiiki snts:

10 x restrikni pufr 2ul (1/10 vysledného
objemu)

vzorek DNA v HO X pl (0,1-4 ug DNA)
deionizovana voda doplnit do objemu 20 ul

= V zavislosti na strukite a cistot vzorku gidavame 1-10 U enzymu/ug
DNA.

* Inkubujemel-4 hodiny ip optimalni teplot S€peni, poté reakci zastavime
prfidanim vzorkového pufru nebo ochlazenimésima -20°C, péip. zatatim
20 min, 65°C.

» Mnozstvi a kvalitu &pené DNA zjistime pomoci elektroforézy

v agar6zovém gelu.

3.2.6 Elektroforéza DNA v agar6zovém gelu

Elektroforézu provadime v aparatu pro horizontgklovou elektroforézu v pufru 1x
TAE. Délka geh je 6-10 cm a tlouka 3-5 mm, vzdalenost elektrod 14 cm.
Pro dleni fragmeni vétSich nez 800 parbazi (bp) pouzivame 1% agarézové gely,
pro cEleni kratSich fragmefitpouzZzivame 2% agardzové gelyitgné snisi Sea Kem
agardzy a NuSieve agardozy (FMC, USA) v goml:1. Do jamek o rozénech 4-15

X 2 mm nanasSime 6-50 pl vzorku, obsahujiciho 1@ ngg DNA. Ke vzorkm

piidavame vzorkovy pufr (1/5 celkového objemu) obsiahubromfenolovou mod



pro odhad polohy @éenych fragmenit béhem elektroforézy. Blici napti volime
v rozmezi 0,5-10 V/cm. Elektroforézu ukdme v dok, kdy bromfenolova mad
urazi vzdalenost dost#&®ou pro dleni fragmeni DNA. Gel potom barvime
v roztoku ethidium bromidu (0,5 pg/ml) po dobu 10nut. Gel fotografujeme
scervenym filtrem v prochazejicim ultrafialovém (U\d&eni (300-310 nm).
Snimky exponujeme 2,5 az 4 sekundy (digitalni fptmat Kodak DC290 Zoom).

TAE 40 mM Tris (pH 8,5); 20 mM ledova kyselina ocdp 2 mM
NaoEDTA
Vzorkovy pufr 60% glycerol; 60 mM EDTA; 0,06% broemfolova mot

3.2.7 Izolace fragmenk DNA z gelu pomoci NucleoSpifi Extract
2 in 1 (Macherey — Nagel, @mecko)

= (Cistym skalpelem Miizneme oblast gelu s pozadovanym fragmentem DNA,
pieneseme jej do mikrozkumavky a zvazime.

* Na kazdych 100 mg agar6oziigame 30Qul roztoku NT1.

» Inkubujeme vzorek ip 50°C dokud se agaréza nerozpusti (5 — 10 min).
Vzorek kratce vortexujeme kazdé 2 - 3 minuty.

* NucleoSpin Extract kolonku umistime do mikrozkumagukaneseme vzorek
a centrifugujeme (Hettich MIKRO 20, 8 000 g, 1 mia)odstranime roztok
z mikrozkumavky.

= Pro WitSi distotu extraktu lze na kolonku nanést 5@0 pufru NT2
a centrifugovat (Hettich MIKRO 20, 11 000 g, 1 min)

» Pridame 600ul roztoku NT3 a ot centrifugujeme (Hettich MIKRO 20,
11 000 g, 1 min).

» Pridame 200ul roztoku NT3 a o@t centrifugujeme (Hettich MIKRO 20,
11 000 g, 2 min) tak, aby byl roztok NT3 Uplodstragn.

» Kolonku umistime da&isté mikrozkumavky, naneseme 25 — d0elu¢niho
pufru nebo deionizované vody, nechame stat 1 niinppkojové teplot
a poté centrifugujeme (Hettich MIKRO 20, 11 00Q gnin).



3.2.8 Ligace DNA v roztoku

V 0,5ml mikrozkumavce namichame réaksngs:

10 x ligani pufr (MBI Fermentas) il (1/10 objemu)
DNA vektor a inzert v molarnim patru 1:3az4  (0,1-10 mM)
T4 DNA ligaza (MBI Fermentas) 0,2ul (0,08 U)
deionizovana kD pdiat do 10ul

» Ligac¢ni snes inkubujeme 2 — 4 hodinyidaboratorni teplat

* Pro zvySeni &innosti reakce rizeme penést ligani snes do vodni lazé
0 pokojové teplat, premistit do lednice a nechat ligovaep noc.

» Ligazu inaktivujeme zafatim na 65°C po dobu 15 min.

= 1aZ5ul ligaéni snesi transformujeme dg&. coli vybraného kmene.

3.2.9 Mutagenezein vitro pomoci soupravy Quick Change® II
Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, USA)

Souwasti kometni sady je DNA polymeraz®fu, kter& ma mnohonasobrvétsi
piesnost fi syntéze DNA nezZTag polymeradza, coz uméidje minimalizovat
nezadouci vyskyt dalSich mutaci ve vysledném praduk

Pro mutagenezi pouzivame templatovy plazmid izalgva kmeneE. coli
(dam)), jehoz velikost ¥etrg inzertu nepesahuje 5000 bp f&d mutagenezi je nutno
templatovy plazmid feistit pies kolonku soupravy NucleoSfiRlasmid.

Pripravu smdsi pred vioZzenim do PCR cykleru provadime na ledu. Gaiko
objem vzorki 50 ul.

V 0,2 ml mikrozkumavceffpravime rea&ni snmés v nasledujicim gadi:

SloZka reakni smesi Objem (1)
H,O 36

Pufr (10x) 5

dNTP mix 1

Primer ,reverse” (cca 125 ng) 2,5

Primer ,forward“ (cca 125 ng) 2,5

DNA templét (cca 10 ng) 2

Polymeraza&fu (2,5 U/pl) 1




Mikrozkumavku inkubujeme v PCR cykleru (Peltier R200, MJ Research, USA)
s vyhrivanim vitka podle nasledujiciho PCR programu:

98C 30s

95C 30s

58C 1 min

68C 5 min

18x opakovéani krak2. — 4.
£C  5min

o a0k w DN RE

Po prolghnuti polymerazovéetzové reakce (PCR)ijdame k reaéni snesi 1 ul
restrilkcni endonukledzy Dpn |, sfa jemré promichdme a nechame mikrozkumavku
inkubovat 1-1,5 h i 37°C. RestriktazaDpnl rozeznava methylovanou a
hemimethylovanou DNA (cilova sekvence 5'-&TC-3‘) a $&pi tedy specificky
jen DNA templatového plazmidu, ktera byla izolovara. coli (dan).

Po skoweni Stpeni odebereméast reakni smesi (1-5ul) a transformujeme
do E. coli zvoleného kmene. Po izolaci plazmidie.zcoli je nutné mutaci asfit

sekvenovanim.

3.2.10 Riprava a vysev glycerolovych konzen. cerevisiae

Jako vychozi material Ize pouzit jakoukoliv suspdnaek S. cerevisiae- buiky

cerstw narostlé viepané kultie nebo seskrabnuté z plotny.

» K500 ul suspenze kvasinek v deionizované ¢vgiidame 400 pl 65 %
sterilniho pufrovaného glycerolu. Za @sného promichanitgklapgEnim
inkubujeme 30 min i pokojové teplat, poté geneseme do —80°C a tamtéz
dlouhodols uchovavame.

* P¥ vysevu z glycerolovych konzerv seSkrabneme miikiolgickou klickou
nebo sterilnim paratkem vrchni vrstvu zmrzlych #ua naneseme na plotnu
s YPAD médiem nebo selékim médiem. VSe provadime velice rychle, aby

buiky nerozmrzly.



3.2.11 Testovani viability kvasinelS. cerevisiae

Testovani viability pomoci kapani Fedici fady suspenze buék na plotny

s galaktozou a rafin6zou

* Den gedem zagkujeme do 2 ml seleékiho média (v tomtoifpad SD-U-
H/-U) v bakteriologické zkumavce paratkem kolonivakinek nesouci
prisludny konstrukt a nechamést i 30°C v tepace 16 a vice hodin.
Nastavime vysoké rpm, min. 220 rpm, jinak se médwenzkumavce Spatn
aeruje.

» Druhy den znfime ODQyoou dvouci tii vzorki, zprtimérujeme a zagkujeme
(zhruba na OD 0,15) do malé erlenky s 5ml saiéko meédia (SD-U-H/-U).
Nechameist asi 3 h (220 rpm) az kultura dosahne OD 0,46+ 0,

» Odebereme mnoZstvi kvasinkovych Bkindo mikrozkumavky tak, aby
odpovidalo OD 0,4 nebo 0,5 (OD 0,1- cca Z*H/ml). Cenrifugujeme
(Hettich MIKRO 20, 10 000 g, 2 min), odsajeme meédiuesuspendujeme
buiky do vody a ot centrifugujeme.

» Po odsati supernatantu ihy resuspendujeme do 200l cisté vody
a [ipravime si pozadovanotedici fadu bugc¢né suspenze v 96 jamkové
sterilni destice.

» Pipetujeme kapky (1Qul) na selekni plotny (SD-U-H/-U) s induénim
médiem s 20% galaktozou a 10% rafinézou a nechasehnout.

» Plotny s vykapanou suspenzi Bkrponechamedist v termostatu, kazdy den
kontrolujeme a cca 3 den vyfotografujeme.

Pouzitéredini fedicitady:
10x — OD 0,5 (cca 1*T0b./ml) resuspendovana do 200
1. jamka 151l burééné susp. +13pl vody

jamka 1 2 3 4 5
pienaSeny objemul) 15 15 15 15 15
objem vody 135 135 135 135 135
pocet burgk/jamka 751879 75187 7 518 751 75
vysev (i) 10 10 10 10 10
pocet burgk/kapka 50120 5012 501 50 5




5x — OD 0,4 (cca 8*10b./ml) resuspendovana do 200
1. jamka 2Qul burééné susp. +13Ql vody

jamka 1 2 3 4 5 6 7
pre”a‘?ﬁlr)‘y objem 4, 30 30 30| 30| 30| 30
objem vody 120 120 120 | 120 12D 120 120
potet burek/jamka| 800 000] 160 000 32000 6400280 256 | 51
vysev () 10 10 10 10 10 10 10
pocet burtk/kapka| 53 333 10 666 2133 426 856 17 3

Test pro owieni viability pomoci ¢arkovani bunééné kultury na plotny pouze

s galaktézou

Z cerstw narostlé biomasy kvasinek nesoucichislpsné konstrukty

pieneseme skl€énou tywinkou maly objem butk na selekni plotnu (v tomto

piipact SD-U) s 30 % galakt6zou a ro#ane u kraje plotny do jednolitéry

(cara 1 viz obr. 3.2.11).

Cistou sklegnou tyinkou rozeteme biomasu zeisducary do stedu plotny

(cara 2) a nakonec dal&istou sklegnou tyinkou rozeteme biomasu

ze stedovécary do strandara 3).

Po 3 dnechirstu v termostatuigneseme hiky stejnym zgisobem na novou
selekni plotnu (SD-U) s 30 % galaktézou a nechamé ofsst dalSi 3 dny.

Poté plotny vyfotografujeme a vyhodnotindstr

Obr. 3.2.11 Schéma pro nanaseni biomasykun



3.2.12 Riprava proteinovych lyzati z burék S. cerevisiae

» Jednou nebodkolika samostatnymi koloniemi z&kujeme 5 ml pislusného
selekniho média (SD-U), inkubujeme v 50 ml Erlenmayerobaice
na tepace 18-20 h i 30°C (220 rpm, fes noc) pro ndst do stacionarni
faze (OD~4).

» Stanovime Okys narostlé kultury, odebereme poZadované mnoZstvi mi
do 1,5 ml mikrozkumavky a centrifugujeme (HetticHKRO 20, 2 000 g,
3 min, 20°C).

» Qdstranime supernatant anky resuspendujeme do 3 ml indmkho média
(SD-U/gal-raf) na OD~2. Inkubujeme na rotatoru @h30°C (Hybridization
oven; Stovall,USA).

*» Po inkubaci kulturu centrifugujeme (Hettich MIKR@,22 000 g, 3 min,
20°C). Supernatant odstranime ainky oplachneme 1 ml ¥, opit
centrifugujeme.

» Supernatant odstranime, mikrozkumavku gone na 10 s do tekutého
dusiku. Dale pracujeme v chladové mistnosti.

=  Ke zmrzlému sedimentuipame 10Qul ¢erstw pripraveného roztoku 1,85 M
NaOH se 7%/[-merkaptoethanolem; suspenzi intenzivpromichavame
na vortexu (2 min).

» Pridame 100pl 50% kyseliny trichloroctové (TCA), inkubujeme 2irmna
ledu, poté centrifugujeme (Hettich MIKRO 20, 13 @f)AL0 min, 0°C).

» Supernatant odstranime, k sedimentidgme 500ul 1M Tris, lehce jej
resuspendujeme Epiou a ihned znovu centrifugujeme (viz vysSe) po dobu
1 min.

» Qdstranime supernatant, sediment resuspendujen®® wull12x Laemmli
pufru.

» Suspenzi inkubujeme 20 miniip80°C, poté ji umistime do -2C@ nebo

eventualg ihned analyzujeme pomoci SDS-PAGE.



3.2.13Tris — glycinovd SDS - gelova elektroforéza proteiin (SDS-
PAGE) s vyuzitim soupravy BIO-RAD Mini Protean Il Cell

Po sestaveni aparatury pro nalévanii gglmichame st pro sepatai gel a ihned
aplikujeme do prostoru mezi skla v apatrata gekryjeme vrstvou miliporové vody. Po
utuhnuti gelu (cca 10-30 min) vodu odsajeme a mhim@acerstw namichanou sési
pro zaosiovaci gel. Mezi skla vloZzimeiében na vytvieni jamek pro nanaseni
vzorkia. Po polymeraci zadstvaciho gelu jamky &kolikrat proplachneme pufrem
pro SDS-PAGE.

Roztoky proteid ve vzorkovém pufru doplnime 1/20 objemu 1M
dithiotreitolu (DTT), inkubujeme 3 minutyip100°C a po odstr&ni péipadnych
pevnych so&asti centrifugaci (10 000 g /0,5min) naneseme a@fav gelu. Dvojici
geli (nebo jeden gel a dapljici nastavec) vlozime do aparatury pro elektiegar
a zalijeme pufrem pro SDS -PAGE.

Dokud se bromfenolova mbae vzorkového pufru (a spolu s ni t2elo
elektroforézy) pohybuje v zadevacim gelu, probiha elektroforetickéélehi
pii konstantnim proudu 10 mA/gel. Pa&fd nastavime protékajici proud
na 20 mA/gel. Kdyz¢elo elektroforézy dosahne spodniho okraje gelu,ojbahe
zdroj elektrického naiti a gel vyjmeme z aparatury. Gel Ize barvit nebazit pro

pienos proteith na membranu metodou western blot.

Smes pro 2 gely silné 0,75 mm smichame v nasledujpoiadi:

10% separai gel: Zaodbvaci gel:

3,33 ml protogel 0,65 ml protogel

2,5 ml 4x Tris/SDS pH 8,8 1,25 ml 4x Tris/SDS pi8 6,

4,17 ml voda 3,1 ml voda

12yl TEMED 10yl TEMED

60 ul 10% APS (NHS,Os) 50l 10% APS (NHS,Os)
Protogel 30%  akrylamid,; 0,8% N,N’-methylenbisakmngidu;

prefiltrovano es filtr s péry 0,45um, skladovano v temnuip
4°C

4xTris/SDS pH 8,8 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8); 0,4% SDefiltrovano gres filtr
S pory 0,45um, skladovano v temnuipd°C



4x Tris/SDS pH 6,8 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8); 0,4% SpDpefiltrovano ges filtr
S pory 0,45um, skladovano v temnuipd°C

SDS-PAGE pufr 25 mM Tris (pH 8,3); 190 mM glycin1@ SDS

Odbarvovaci roztok 20% metanol; 7% kys. octova

Barvici roztok 20% metanol; 10% kys. octova; 0,11@%omassie Brilliant
Blue R-250 (Bio-Rad, USA)

3.2.14 Western blot (ffenos proteini na membranu pomoci BIO-
RAD Trans-blot)

Gel s proteiny roz&lenymi SDS-PAGE feneseme na filttmi papir Whatman
navihteny v blotovacim pufru a sestavime aparaturu peags na nitrocelul6zovou
membranu (Nitrobind, MSI, USA) v nasledujicimradi: izol&ni houbéka, filtracni
papir Whatman, gel, memrana (omyté v blotovacimy)ufiltracni papir Whatman,
izolacni houbika.

Prenos nechame probihati papeti 100 V za stalého michani a chlazeni
ledem po dobu 1,5 h. Membranu igmpesenymi proteiny oplachneme v TBS
a zatavime do polyetylénové félie pro p&ad zpracovani nebo ihned provedeme
imunodetekci proteiin Gel po blotovani rizeme pro kontrolu iignosu protein

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

Blotovaci pufr 25 mM Tris; 192 mM glycin; 20% metd; 0,05% SDS
TBS 20 mM Tris-HCI (pH 8,0); 500 mM NaCl

3.2.15 Imunodetekce proteif na membrang

Membranu s fenesenymi proteiny oplachneme roztokem TBS a bdokej30 minut
az 1 hodinu ve zvoleném blokovacim roztoku (vizhifa peklagci trepace (Biosan,
MR-1). Nasleda oplachujeme 3 x 5 min ve velkém objemu TTBS. Omtétou
membranu zatavime do polyetylénové félie a inkulmges roztokem primarni



protilatky pres noc (cca 16 — 18 h) naelapci trepasce v lednici pi 4°C.
Nadbyt&nou primarni protilatku pak odstranime odmytim \BBI(3x 5 min).

Roztok sekundarni protilatky konjugované s alkalic fosfatazou nebo
kienovou peroxidazouijglame k membranzatavené do polyetylénové folie, doba
inkubacecini 1 h. Poté membranu odmyvame 2 x 5 min v TTBSxa5 min v TBS

v dostaténém objemu roztoku.

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

3% zelatina (Bio-Rad) v TBS — blokovani 60 mingitgpkojové teplot

4% BSA (Milipore) v TBS — blokovani 40 minut v %7

3% mléko (Sigma) v TBS — blokovani 30 mintit pokojoveé teplat
Roztoky pro ngedéni primarni a sekundarni protilatky:

1% zelatina (Bio-Rad) v TTBS

1% BSA (Milipore) v TTBS

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

primarni a sekundarni protilatkgdiné v 1% BSA.

Po odmyti nadbytmé sekundarni protilatky membranu inkubujeme
s vyvijecim roztokem pro alkalickou fosfatazu (ARbo pro kenovou peroxidazu
(HRP).

Vyvijeci roztok pro AP nechameigobit tak dlouho, az je barevny zaznam
na membrah dostateén¢ intenzivni (obvykle 10 - 60 min), nejvySe vSaie® noc.
Reakci ukodime oplachnutim membrany v 10 mM roztoku EDTA a rbginu

nechame osusit na filitaim papiru.

Pufr pro AP 100 mM Tris-HCI (pH 9,5); 0,5 mM MgCl
Roztok A 30 mg NBT (Bio-Rad, USA) /ml 70% DMF
Roztok B 15 mg BCIP (Bio-Rad, USA) /ml DMF
Vyvijeci roztok pro AP

1% roztok A

1% roztok B v pufru pro AP



Membranu ve vyvijecim roztoku proifdnovou peroxiddzu inkubujeme
1-2 min za staléhordpani, aby se dostdt€ omyla celd plocha membrany.
Membranu kratce osusSime a vloZzime déhpgdné kancetdké folie. Poté v temné
komae p@iloZime na membranu film (Amersham HyperfilnECL) a nechdme
exponovat pozadovanou dobu dle monoZstvi detekbwargroteinu a kvality

protilatek.

SuperSignal West Pico Chemiluminiscent Substraigx¢® Biotechnology) souprava
obsahuje roztoky:

Roztok luminolu s enhancerem

Roztok stabilniho peroxidu
Vyvijeci roztok pro kenovou peroxidazuipravime smisenim roztékz prislusné

soupravy v poréru 1/1.

Pozn:v kapitole vysledky je proighled u kazdé membrany vyzea typ aredni
protilatky takto: 1. typ primarni protilatkyi€déni); 2. typ sekudarni protilatky
(fedeni).

3.2.16 Pasazovani RAT2 a 3T3 fibrobladt

Sawi buiky jsou standardn kultivovany v termostatu ip 37° C a 5% CQ
na misk&ch pro tkéové kultury (160 mm nebd]100 mm). Pasazovani provadime
zpravidla po 3 aZz 4 dnech v zavislosti na konfluenisky. Na malé miscel{60
mm) kultivujeme biiky v 4-5 ml média, na velké miscg 100 mm) v 10 ml média.
Kulturu pravidel kontrolujeme pod mikroskopem (Nikon Eclipse TS @00
abychom vas odhalili gipadnou kontaminaci. fBd pasazovanim jgeba nechat

média a trypsin temperovat v°&7ve vodni lazni po dobu 15 min.

» QOdsajeme médium z misky.fi@ame trypsin (na malou misku 0,5 ml;
na velkou misku 1 ml), oplachneme cely povrch krogrh pohybem,
odsajeme a nahradime novym trypsinem ve stejnéambj

= Trypsin nechdme gsobit 4-6 minut, dokud se hky neoddli ode dna
misky.



= Aktivitu trypsinu zastavime dodanim kompletniho mé@MEM (na malou
misku 2 ml; na velkou misku 5 ml) a dokonale resmsjujeme agregaty
burgk.

= Na novou misku sffpravenym kompletnim médientgneseme pozadovany
objem bugcné suspenze - na malou misku60 mm) 0,4 ml suspenze
ke 4 ml nového meédia; na velkou miskil 100 mm) 1 ml suspenze
k 9 ml média. V pipact transfekovanych bwk pridavame selaii
antibiotikum (geneticin 50Qg/ml).

3.2.17 Riprava a rozpéstovani stabilati RAT2 a 3T3 fibroblasti

Ptiprava stabildi

Pro gipravu stabilat z dané saii linie kultivujeme buiky na velkych miskach
(O 100 mm) az do dosazeni uplné konfluence. Z jedtié&vmisky pak lze ipravit
do 1,5 ml mikrozkumavek Nalgene dva stabilatydkun
» Z misek odsajeme médium, oplachneme 1 ml trypsiopéaodsajeme.
* Na misku pidame 1 ml nového trypsinuigneseme do termostatu a nechame
pusobit po dobu 3—6 minut.
= Pasobeni trypsinu zastavime figgnim 4 ml kompletniho média,
resuspendujeme, igneseme do 15 ml plastové zkumavky Falcon a
centrifugujeme (Eppendorf Centrifuge 5804R, 188 min).
= Opatre odsajeme meédium, fiddme 1-1,5 ml zamrazovaciho roztoku,
dukladre resuspendujeme a rozplnime do zamrazovacich nkiknoavek
Nalgene.
» Mikrozkumavky gfeneseme do nadoby s izopropanolem, uloZime d%G-80

druhy den (nejpozigi do 24 h) ulozime do kontejneru s tekutym dusikem

Rozpistovani budk ze stabilal

» Zkumavku s bitkami vyjmeme z tekutého dusiku gepasime na ledu.
= Ve vodni lazni (37C) nechame suspenzi hiknv mikrozkumavce 1-2 min
roztat a peneseme k5 ml temperovaného kompletniho média wi5

zkumavce Falcon.



= Suspenzi v médiu centrifugujeme (Eppendorf Cergafub804R, 180 g,
3 min) a supernatant opatradsajeme.

» Pridame 5 ml nového kompletniho média, resuspendyjepheneseme
na @ipravenou misku s5 ml média i{p. se selednim antibiotikem)

a zkontrolujeme pod mikroskopem.

Zamrazovaci roztok 90% FBS; 10% dimethylsulfoXidMSO)

3.2.18 Transfekce satich fibroblastia (RAT2, 3T3)

Pro transfekci pouzivAme plazmidovou DN2efiSténou ges kolonku komeniho
kitu NucleoSpiff Plasmid, jejiz koncentraci zffime na spektrofotometru
(Shimadzu UV 1650 PC).

Pro stabilni transfekci siffpravime malé misky[{ 60 mm) o konfluenci cca 80%.
Pro transientni transfekci, kdy fky budou po 48 h zpracovany na lyzaty, volime
velké misky O 100 mm). Fed transfekci si fpravime médium DMEM

s neesencialnimi aminokyselinami, ale bez FBS arolmh antibiotik. Pracujeme
sterilné v boxu vysviceném UV po dobu ale#pd5 min, abychom iedesli

kontaminaci.

1.den
= Zmisek odsajeme médium a vymime ho za médium bez obecnych
antibiotik (dale ATB).
2.den
» Z misek nejprve odsajeme staré médiuntidgme médium bez FBS a ATB
(na malou miskul{ 60 mm) 3 ml, na velkou miskiJ@00 mm) 8 ml).
= V prvni mikrozkumavce resuspendujeme v 0,5 ml mdxia FBS a ATB
4-15ug peecistené plazmidové DNA a nechame 5 min inkubovat v boxu
pii laboratorni teplat
= Do druhé mikrozkumavky sitpravime 0,5 ml média bez FBS a ATB a dle

hmotnosti DNA pidame lipofectamin — po#&n muzeme zvolit:



3.den

4. den

1 pg DNA / 3 ul lipofectamin nebo Jug DNA / 2 pl lipofectamin. Médium
s lipofectaminem ikladné resuspendujeme a nechame inkubovat 5 min.
Poté obsah obou mikrozkumavek spojimejkladné resuspendujeme
a ponechame 20 min inkubovatéhigm inkubani doby znovu odsajeme
z misek médium atfldme nové médium ¢épbez FBS a ATB ve stejném
objemu.

Po 20 minutach fiddme 1 ml srési lipofectaminu a DNA k hitkam
a nechameisobit 6h v termostatuip37°C.

Po uplynuti 6 h médium odsajeme a ¥rme za médium s FBS a bez ATB.

Médium z misek odsajeme a vynime za kompletni médium DMEM.

Zkontrolujeme fluorescenci btk pomoci fluorescemiho mikroskopu
(Nikon Eclipse TS 2000). Vifpact transientni transfekce z bikn
piipravime proteinové lyzaty nebo iiky pireneseme na novou misku
(0100 mm). Fidame seletni antibiotikum (geneticin - 50Qug/ml), které
pak gidavame p kazdém pasazovani. Asi po tydnu bychowlipozorovat

vlivem selekce v kultte vySSi miru vyskytu apoptotickych hikn

Pouzité reagencie:

Lipofectamine 2000 Reagent (Invitrogen) — tran&hékinidlo

Selekni antibiotikum:

Geneticin  (Gibco, Invitrogen) geneticin-sulfat, absi roztok 100 mg/ml

v miliporové vod, sterilre prefiltrovan



3.2.18 Testovani #istu sawich fibroblasta nezavisle na ukotveni

na neadhezivnich poly-HEMA miskach

Priprava misek potazenych poly-HEMA

» Pripravime si zasobni roztok poly-2-hydroxyetylmetdéiu (poly-HEMA)
v 95% etanolu (120 mg/ml) v 50 ml polypropylenovikumavce, kterou
kolem zaweného wka zajistime parafilmem, aby nedochazelaikmému
odpd&ovani etanolu.

= Zkumavku nechame inkubovat na horizontaiep#ice v 37C pri vysokych
otatkach (220 rpm) do druhého dne, aby se krystalky-pldMA dokonale
rozpustily.

» Po inkubaci centrifugujeme zé&sobni roztok (Jouan 22R— vykyvny rotor,
3 000 g, 30 min), aby se usadily nerozpnétzbytky krystalk.

= Zasobni roztokiedime 1:10 do 95% ethanolu a ve sterilnim peoi$t
nanaSime na misky pro tk@é kultury. Na malou miskud 60 mm)
naneseme 2,7 niedsného roztoku (0,95 roztoku/mnt plochy misky). Poté
nechame misky schnout rozpi@sté po jedné v termostatii B7°C alespa
po dobu 48 h.

» Pred vysévanim buwk nechdme otéené misky sterilizovat UV Zéanim
v boxu po dobu 20 min, poté oplachneme 1x PBS keti@&sDMEM médiem

bez séra.

Vysev burgk na poly-HEMA misky

= Pro vysev na poly-HEMA miskyijpravime od kazdé linie s&h burgk
jednu malou miskul{l 60 mm) s konfluenci alespab0%. V den vysevu
nechdme na adherovanéiky pasobit 0,5 ml trypsinu po dobu 6 — 8 min (viz
kap. 3.2.16) a poté dokonale resuspendujeme dollbmpletniho média
DMEM.

= Ze suspenze naneseme [d3na Birkerovu korirku a pomoci mikroskopu
a programu NisElements (Nikon) stanovimeégidourgk na mililitr.

= Na malou misku vysévamel( 60 mm) 30 000 — 50 000 b&kndo 4 ml
kompletniho média DMEM se selgkim antibiotikem (geneticin —

500ug/ml) a nechameist v termostatu ip 37°C podobu 10 — 20 dn



(od kazdé linie vysévame paralelgd misky). Pébézné buiky kontrolujeme
pod mikroskopem a po uplynutidené doby narostlé hky spaitame.

Pctitani burgk na poly-HEMA miskach
Misky s narostlymi bilkami (2 misky od kazdé linie s&eh burgk) vyjmeme

z termostatu a gdtani burgk provadime nesterién

» Z misky odsajeme médium do dvou 1,5 ml mikrozkunkavpoté jest
oplachneme 1 ml kompletniho médiadisbbytku burk) a odsajeme ddti
1,5 ml mikrozkumavky. Mikrozkumavky centrifugujeme stolni centrifuze
(180 g, 2 min), poté hkiky spojime do 0,5 mEerstvého média do jedné
mikrozkumavky a oft centrifugujeme.

» Po centrifugaci odsajeme médiumijdame 0,5 ml trypsinu a ponechame
inkubovat cca 5 min ip laboratorni teplat Beéhem inkubace hiky
nekolikrat resuspendujeme pipetou s modrow i&mi.

» Po vymizeni agregatburgk opst suspenzi centrifugujeme a resuspendujeme
do 100pl nového média DMEM. Naneseme fiBna Birkerovu konarku,
pomoci mikroskopu a programu NisElements (Nikoahstvime poet burgk

na mililitr.

10 x PBS 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 4,3 mM pHPO,.12 HO;
1,4 mM KH,POy, pH upraveno na 7,3

3.2.19 Testovani schopnosti tvorby foci u séikch fibroblasta (,Focus

forming assay")

* Pro vysev buék pro testovani tvorby foci nechame imtr od kazdé linie
jednu velkou miskul{ 10 mm) do 90 % konfluence. V den vysevu na misku
s adherovanymi hikami nechdme {sobit 1 ml trypsinu po dobu 6 - 8 min
(viz pasazovani buk kap. 3.2.16) a poté hky dikladns resuspedujeme do
10 ml kompletniho média DMEM.

= Ze suspenze nanesemeplda Blrgerovu korirku a pomoci mikroskopu a

programu NisElements (Nikon) stanovime@oburék na mililitr.



Na klasické velké misky pro tkévé kultury 0 10 mm) vysévame 4*£0
burék do 10 ml kompletniho média se seleln antibiotikem (geneticin -
500 pg/ml) a inkubujeme v termostatii 37°C.

Po 10 — 20 dnech po dosazeni Uplné konfluencekbom misce bychom
pozorovat tvorbu foci (kupek burgk rostoucich v agregatech), které poté

spaiitame pomoci mikroskopu a programu NisElementsdhlik

3.2.20 Riprava proteinovych lyzati ze sa¥ich bunék

Lyzaty ze sadich burgk pripravujeme nesteritha na ledu (Ppadré v chladové

mistnosti).

Velkou misku (01100 mm) s narostlymi Wikami preneseme z termostatu
na led, nechame cca 5 minut ochladit a nesteoitfsajeme médium.

Misku 2x oplachneme 5 ml vychlazenym 1x PBS a aisaj

Na kazdou miskuifdame 1 ml premixu lyzaiho pufru RIPA a inhibitak.
Nechame lyzovat 12-15 miri°C na greklapci trepaice (Biosan, MR-1).
Bunky  z povrchu misky  seSkrdbneme  Skrabkou, fevpdeme
do mikrozkumavky a protahujeme 6x-12x injak stikackou s jehlou 21G
dokud neni suspenze@a a bez bu&nych agregdit

Suspenzi centrifugujeme (Eppendorf Centrifuge 541YR000g, 20 min,
0°C).

Po centrifugaci odsajeme opatrnsupernatant, iepvedeme do nové
mikrozkumavky a odebereme aliquot 50 pl pro stanbvproteinové

koncentrace. Lyzaty nechame zamrazit v —20°C.

10 x PBS 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 4,3 mM pPO,.12 HO;

1,4 mM KH,POy, pH upraveno na 7,3

pufr RIPA 0,15M Na CI; 50mM Tris-HCI (pH 7,4); 1%addinet P — 40;

0,1% SDS; 1% deoxycholat sodny; 5 mM EDTA; 50 mM~Na



Z&sobni roztok proteazovych inhibitiof100x):
0,5 mg/ml leupeptin
0,5 mg/ml aprotinin

12,5 mg/ml  pefabloc

Z&sobni roztok fosfatazovych inhibitof100x):

Phosphatase Inhibitor Mix Il (Serva, Germany)

3.2.21 Stanoveni koncentrace protein— Folinova metoda

Koncentrace proteinve vzorcich ze saich burgk byla stanovovana kolorimetricky s
vyuzitim soupravy PProtein Assay (Bio-Rad, USA).

» Pripravime sifedicifadu ho¥ziho sérového albuminu (BSA) nésledujicim

Zpasobem:
Vysledna koncentarce
BSA 2mg/ml ) pufr RIPA (ul) BSA (ug/ul)

0 50 0

5 45 200

10 40 400

20 30 800
37,5 12,5 1 500

» Zodebraného 50ul aliquotu lyzatu, peneseme 25ul do nové
mikrozkumavky a smisime s 26 pufru RIPA.

» Pridanim 20l roztoku Sdo 1 ml roztoku A sifipravime roztok A’.
Do mikrozkumavek pak pipetujeme 1328 A" a 25 pl lyzatu fedného
pufrem RIPA (viz pedchozi krok) nebo standardu BSA.

* Do kazdé mikrozkumavky pak dodame 1 ml roztoku f&tde zamichame na
vortexu a ponechame 15 min vestm

* Po 15 min zr¥fime na spektrofotometru absorbanci viopk 750 nm (takto

piipravené vzorky jsou stabilni 2 h, absorbanci I2¢ithn pozdji).



Ze zmetenych dat standaiid o znamé koncentraci vytéione graf zavislosti
absorbance na koncentraci. Dojpdme koncentraci proteinv naSich lyzatech
a upravime koncentraci ve vSech vzorcich na sreimau hladinu pomocfedni

pufrem RIPA a poté doplnime % objemu Laemmli pufré8r koncentrovany).
K takto upravenym lyz&m piidame 1/20 objemu 1 M DTT, 5 minut pdime

v blogku pii 95°C a nanasime na gel pro SDS —PAGE (viz kap.3.2.13).



4. VVysledky

Cilem této prace je objasnit vliv tyrozinu 90 v SH8mMéR na regulaci kindzové
aktivity a vyznam pro onkogenni vlastnosti protei8tc. V inaktivni konformaci
tvori tyrozin 90 spolu s asparaginem 135 a tyrozine® j&8nu z hydrofébnich
kapes, do které se vklada prolin 250 z CD linketur.(4a).

Obr. 4a SH3 doména kinazy Src s Tyr 90 @azke Useku CD linkeru. Barvy prikSH3
domény:C, H, N, O; barvy prvki CD linkeru:, H, N, O (PDB ID: 2SRC; Xuet al, 1997).
Vyobrazeno pomoci The PyMOL Molecular Graphics 8ys{DelLano Scientific, USA).

Pfi homolognim modelovani struktury CD linkeru s hyfdbni kapsou
s fosforylovanym tyrozinem 90 se ukazalo, Ze ptpewdobré dojde k zmenSeni
vazebného povrchu hydrofébni kapsy a Zze fosforylgvazbytek bude
pravéEpodobré zaujimat takovou polohu, ktera budeéekazet vazég prolinového
zbytku obsazeného v CD linkeru (obr. 4b). Ve vyspganém stavu by byla vazba
SH3 domény a CD linkeru oslabena, coz by se negapvomitlo i na udrzovani
inaktivni konformace.



Obr. 4b SH3 doména kinazy Src s pTyr 0vyazhs Gseku CD linkeru. Barvy prékSH3
domény:C, H, N, O, P; barvy prvki CD linkeru:, H, N, O (PDB ID: 1Y57; Cowan-Jacob
et al, 2005). 3D model vytien pomoci funkce ,Build“ v programu The PyMOL Molgar
Graphics System (DelLano Scientific, USA) a vyobrapemoci téhoz programu. Model
vytvoril Dr. Novotny.

Pro objasini vlivu fosforylace tyrozinu 90 na aktivaci kina3yc bylo teba
provést zamnu za tuto aminokyselinu tak, aby nova aminokyselibul’
napodobovala fosforylovany zbytek nebo byla nefgdbwatelnd, ale struktugn
blizka tyrozinu.

Aminokyselinovad zamna za glutamat se jevi jako nejvhégi pro
napodobeni fosforylovaného stavu tyrozind. ibmolognim modelovani struktury
CD linkeru s hydrofébni kapsou obsahujici 2amtyrozinu za glutamat se ukazalo,
Ze vazebny povrch budgésteéné redukovan a CD linker s prolinem 250 se nebude
tak silrt vazat do takto formovaného prostoru (obr. 4c). iblgrostrannirettzec
glutamatu ma iv fyziologickém pH v biice zaporny naboj, stejnako fosfatova

skupina na fosforylovaném zbytku.



Obr. 4c SH3 doména kinazy Src s Glu 90 @z Useku CD linkeru. Barvy prékSH3
domény:C, H, N, O; barvy prvki CD linkeru: _, H, N, O (PDB ID: 1Y57; Cowan-Jacob
et al, 2005). 3D model byl vytwen v programu The MODELLER 9.2, kontrolovan pomoci
progranii ProCheck a WhatCheck a vyobrazen pomoci The PyN#olecular Graphics
Systém (DeLano Scientific, USA). Model vytildDr. Novotny.

Zameéna tyrozinu za fenylalanin iwie nejlépe napodobit situaci, kdy neni
postrannitettzec tyrozinu fosforylovan. Fenylalanin je struktunvelmi podobny
tyrozinu, az na absenci OH skupinyi Romolognim modelovani struktury CD
linkeru a hydrofébni kapsy obsahujici Phe Qistava prostorova konformace
vazebného povrchuiplizné stejna, jen celkova hydrofobicita se vlivem abscO¢
skupiny pravdpodobré zvysi (obr. 4d). ZvySeni hydrofobicity vazebné sapby
mohlo zesilit vazbu mezi SH3 doménou a CD linkeremosilit intramolekularni

inhibi¢ni vazbu udrzujici inaktivni konformaci.



Obr. 4d SH3 doména kindzy Src s Phe #i0vpzb: Useku CD linkeru. Barvy prékSH3
domény:C, H, N, O; barvy prvki CD linkeru:, H, N, O (PDB ID: 2SRC; Xuet al, 1997).
Vyobrazeno pomoci The PyMOL Molecular Graphics 8ys{DeLano Scientific, USA).

Pfi pokusech, které zahrnovaly praci s kvasinkovymsaagimi buikami
a jejichz vysledky jsou s@asti této diplomové prace, jsem navazala na expetyn
svého Skolitele Dr. Brabka a Dr. Rdsela. Na tomistrbych rada kratce shrnula
hlavni vysledky pedchozich experimeint

Dr. Brabek pipravil vramci své disertai prace konstrukty s variantami
proteinu Src pro bakterialni systém a pro exprdsiasinkach (viz tab. 4a). Expresni
kvasinkové konstrukty (pYES2, pRS313) byly dale Zifjgu pro experimenty
zahrnuté do této diplomové pracegkieré konstrukty pak vyuzil Dr.Rosel pro
tvorbu templatového plazmidu pro mutagenezi a piiprgvu savich expresnich
vektori.



Tab.4a Pehled konstrukt vytvorenych dr. Brabkem.

Restrikéni
Oznaéeni mista pro .
Vektor Inzert N P P Poznamka
konstruktu vlozeni
inzertu

—=3>

Inzert ziskan na plazmidu pcDNA

pJB58 | pYES2 Gre BarHI/Xbal (dar prof .Svoboda)

—>>

Inzert ziskan na plazmidu pcDNA

pJB 59 PYES2 &rcY527F| BanHI/Xba (dar prof .Svoboda)

pBlue : Inzert ziskan na plazmidu pATV-8
pJB 27 KS(+) v-src PRC | BanHI/EcaRl (dar prof. G.S.Martin)
Inzert ziskadn na plazmidu pATV-8

pJB 38 PYES2 \wsrcPRC | BanHI/Xba (dar prof. G.S.Martin)

Inzert ziskan na
pJB 61 pRS313 csk BanHI/Xba plazmidu pYpAB23BXN
(dar prof. D.O.Morgan)

Dr. Rosel pipravil plazmid pBluescript s inzertemste (obr. 4e ), ktery
slouzil jako templat pro zavedeni bodové mutacekwanci kédujici SH3 doménu.
Mutagenezeén vitro byla provedena pomoci soupravy QuikChange |l Bitected
Mutagenesis Kit. V pouzitych primerech byl TAC kod@ro Tyr 90 za zammen
za GAG kodujici Glu 90 (obr. 4f, kompletni sekvenpeimeri a vysledky
sekvenovani viz ifloha I., Il.A, 1I.B). Vznikla varianta kindzy Srs bodovou

zanmenou Y90E v SH3 domérbyla poté vloZena do sé&ho vektoru.

Kpn1,653
i Xho1,668
iisall,674
ii Hindl11,689

pBlue-c-src 100
4572 bps

“Miul1,1497

2366Sad i Sph1,2163
2348Notl ;;

2342Xbal ;

2334Bglll

Obr. 4e Plazmid pBluescript s vlozenym genersraslouZil jako templat pro zavedeni
bodové mutace v SH3 dom&pro aminokyselinovou zamu Tyr 90 za Glu 90.



T F V A L Y DY E S R T
WI CCACTTTCGIGCECTCTC TAC GACTACGAGTCCCGGACTG

YO0E CCACTTTCGIGCECTCTC GAG GACTACGAGTCCCGGACTG

Obr. 4f Usek sekvence gersrc (resp. aminokyselinova sekvence) a pod nim sekvenc
jednoho z navrZzenych prime(YE-F) se zarnou v kodénu pro Tyr 90 za Glu 90.

Pro expresi variant Src v mysich fibroblastecheliBiT3 byl zvolen vektor
pIRES2-EGFP. IRES sekvence v tomto vektoru ufag translaci vlozeného genu
a zeleného fluorescémiho proteinu (EGFP) zjedné bicistronni mRNA. Ve
sledovanych hitkach pak fluorescence koresponduje s hladinou sgppeoduktu
daného genu a umidje snadnou selekci populace Bkins poZzadovanou mirou
exprese daného proteinu. Varianta genu Y9@Espolu s geny sfc a v-src byly
vlozeny do pIRES2-EGFP (viz tab. 4b).

Tab. 4b Konstrukty vytvieené dr. Réselem.

Restrikéni
Vektor Inzert mista pro Poznamka
vloZeni inzertu

pBluecsript SK(+) Gre BanHI|/Xba inzert ziskan z plazmidu pJB 58

pBluecsript SK(+)| Y90Esrc | BanHI/Xbd | ziskan mutagenezi pBluescripsie

pIRES2-EGFP \stc PRC | Bglll/EcaRl inzert ziskan z plazmidu pJB 27
pIRES2-EGFP Y90Erc Bglll/ Sad
pIRES2-EGFP GiC Bglll/ Sad

Proteinové produkty génv-src a csrc slouZzily k porovnani vlivu mutace
Y90E na kindzovou aktivitu — zda se kinazova atdiw90E-Src bude fiblizovat
aktivovanému proteinu v-Src nebastane spiSe na urovni bigného proteinu c-Src.

Vytvoiené konstrukty pIRES2-EGFP cetre prazdného vektoru byly
transfekovany do 3T3 fibrobldst Aby linie stabil@ transfekovanych fibroblast
exprimujicich varianty proteinu Src,éy vzajemr¢ srovnatelnou hladinu proteinu
Src, byly dvakrat selektovany pomoci FACS (,fluaesce activated cell sorting®)
na podobnou urove fluorescence a tim byly vytveny populace buik se

srovnatelnou mirou exprese.



4.1 Friprava variant genu src pro expresi Vv kvasinkach

a sawich fibroblastech

4.1.1 Mutageneze Tyr 90 v SH3 domérkinazy Src za Phe 90

Pro sledovani vlivu fosforylaci napodobujici muta¢@0E na kinazovou aktivitu
v kvasinkach a analyzu zmy fenotypu a fosforylace subsitaSrc v savich
bunkadch bylo feba vytvait i variantu kindzy Src se zamou Tyr 90
za nefosforylovatelny a hydrofobni Phe 90 (Y9OF).

Pro tento Gel byly navrzeny a komeéné pripraveny primery (YF-R a YF-F)
se substituci kodénu TAC pro Tyr 90 za TTC pro PBe(sekvence primérviz.
kap. 3.1.6). Tyto primery byly komplementarni v &p& orientaci ke stejnému Useku
DNA na templatovém plazmidu, kde¢ha prokEhnout vyngéna Tyr 90 za Phe 90.
Jako templatovy plazmid byl pouZit vektor pBlueptmesouci gen src, ktery byl
pied provedenim mutageneze vitro izolovan zE. coli kmene DH®& pomoci
soupravy NucleoSpfhPlasmid. Konstrukt pBluescript s inzertersre-mél vhodnou
velikost (cca 4,7 kb) pro pouZiti soupravy QuikChethll Site Directed Mutagenesis
Kit.

Po prokghnuti PCR byl v realni snesi piitomen templatovy plazmid, név
vytvoireny plazmid s poZzadovanou mutaci a hybridni plaaw@dDNA s kombinaci
vlaken obou fedchozich plazmid Pro eliminaci templatoveho plazmidu a hybridni
formy plazmidu byla do reg&ki snesi piidana restrikni endonukleazaDpnl
a S€peni probihalo po dobu 1,5 h. Po tomto s&ék kroku byly z reaéni snesi
odebrany Bl a pouzity pro transformack. coli kmene DH& elektroporaci.
Transformované hiky byly selektovany na plotnach s ampicilinem. Zeow
nadhodi vybranych narostlych kolonii byla izolovana pladmia DNA pomoci

soupravy NucleoSpfhPlasmid a restring ovéiena gitomnost inzertu (obr. 4.1.1).



1. pBluecsript-Y90Fsrc— klon f1
2. pBluescript-Y90Fsrc — klon f2
3. marker Lambda DNAR'st

Obr. 4.1.1 Restrikni owteni plazmidu pBluecsript-Y908tc (klon f1 a f2) pomoci
restriktazBanmH| a Xba po prol&hnuti mutageneze; vrchni pruh — pBluescript (2948 b
spodni pruh - Y90B+c (1623 bp).

Plazmidova DNA zdchto dvou klofi (ozn&eni f1 a f2) byla poslana
k sekvenaci. Bylo afeno, Zze mutageneze Y90F v SH3 doi@rokshla Usgsns
(viz ptiloha 1.C). Pro pozgsi vliozZeni inzertu do kvasinkovych a g&h vektofi

byla pouzita plazmidova DNA z klonu f1.

4.1.2 Riprava variant kinazy Src s mutaci Y527F

Tyrozin 527 je kiovym regulégnim zbytkem, jehoz fosforylace a nasledna
intramolekularni vazba SH2 doménou negativovliviiuje kinazovou aktivitu
proteinu Src. B zamené¢ Y527F se kinazova aktivita vlivem naruSeni jedné
z inhibi¢nich vazeb znmé zvySuje, ale druha regulai interakce SH3 domény
s CD-linkerem a N-lalokem katalytické domény jelest&itomna a niZze negativy

ovliviovat kinazovou aktivitu (Coopet al, 1986; Xuet al, 1997).

Pro ugeni vyznamu mutaci Y90E a Y90F v kontextu SH2 aktané formy
kindzy Src bylo fieba vytvéit varianty proteinu, ve kterych by bylyfippmny
substituce YOOE a Y90F zarave Y527F. Pro tvorbuethto konstruki byl vyuzit



vektor pYES2 nesouci src se sekvetni zangénou kodor Y527F (ozn&eni pJB59),
ktery byl jiz drive pripraven na naSem pracovisti (viz avod kap. 4).

Cerstw izolovana plazmidova DNA konstrukipJB59 a prazdného vektoru
pBluescript byla $pena kombinaci restriktaBanH|/Xba. Restrilkéni smesi byly
elektroforeticky rozdleny v 1% agar6zovém gelu. FragmergrcY527F (1623 bp)
a linearizovany prazdny vektor pBluescript (2949 bply z gelu vyiznuty a DNA
izolovana pomoci soupravy NucleoSpiixtract 2 in 1.

Fragment csrcY527F byl poté vioZzenfgpsBanHI a Xba mista do plazmidu
pBluescript. Ligé&ni snes byla transformovana doE. coli kmene Sure
a transformované klony byly selektovany na plotna&hmpicilinem. Zedétyi
narostlych klof byla izolovana plazmidova DNA alkalickou metodoulgEsnost
ligace byla o¥iena Stpenim restriktazamBanmHI/Xbd. (viz obr. 4.1.2 ). Pro tvorbu

dalSich konstrukt byla pouzivana DNA izolovana z klo®UL.

1. pBluescript-csrcY527F — klon 1
2. pBluescript-csrcY527F — klon 2
3. pBluescript-csrcY527F — klon 3
4. pBluescript-csrcY527F — klon 4
5. marker Lambd&'st

Obr. 4.1.2 Restriéni owieni plazmidu pBluescript-srcY527F (klony 1-4) pomoci
restriktdzBanmH| a Xbd; vrchni pruh — pBluescript (2949 bp), spodni prubsrcY527F
(1623 bp).

Plazmid pBluescript s srcY527F (obr.4.1.3) byl vychozi pro tvorbu
konstrukfi, kdy byl Usek sekvence kodujici N-koncowast (cca prvnich 260 AK)
proteinu c-Src vygpen, nahrazen shodnym usekem z variastcPRC, Y9OEsrc,
Y90F-src a vznikly tak konstrukty nesouciané SH3 domény a zaravenutaci
Y527F (viz dale).



Kpnl 653
hol 668

Sall 674

Hindlll 689
[/ EcorV 695
A
</ BarrHI 719

pBlue-c-srcY527F

4572 bps

Mlul 1497

Sphi 2163

Bglll 2334

Obr. 4.1.3 Plazmid pBluescript s inzertersrcY527F, ktery byl pouzit pro tvorbu variant
proteinu Src obsahujiciclizné typy SH3 domén a mutaci Y527F. Vy&maa jsou sktera
unikatni restrikni mista.

Pro zisk sekvenci kodujicich N-koncovatést byla ¢erstw izolovana
plazmidovda DNA konstrukt pYES-vsrcPRC (pJB38), pBluescript-Y9O08§ic,
pBluescript-Y90Fsrc a pBluescript-srcY527F Stpena kombinaci restriktaz
BanHI/Mlul a restrikni snesi rozcleny elektroforézou v 1% agarézovém gelu.
Zgelu byl vgipak pBluescript-csrcY527F izolovan pomoci soupravy
NucleoSpiff Extract 2in 1 fragment o velikosti 3794 bp, uatsich konstrukt
fragmenty o velikosti 778 bp.

Vystépené fragmenty z pYESs#cPRC (pJB38), pBluescript-Y90&<c
a pBluescript-Y90Fsrc byly spojeny s fragmentem z pBluescripstcY527F ligaci.
Ligacni smesi byly transformovany do bgk E. coli kmene DH&, které byly
selektovany na plotnach s ampicilinem. Z kazdéngidtyla ze dvou klohizolovana
plazmidova DNA alkalickou metodou a @Spost ligace byla @ena restriknim
Stpenim kombinaci restriktaBanH|l/Mlul a BanHI/Xba (obr. 4.1.4). Pro dalSi
praci byla pouZzita DNA z klain1.
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7 8 ® 111 12 1

marker Gene Ruller Express
pBlue-vsrc527F —kl. 1
pBlue-vsrc527F —kl. 2
pBlue-Y90Esrc527F — k.
pBlue-Y90Esrc527F — k.
pBlue-Y90Fsrc527F — K.
pBlue-Y90Fsrc527F — K.
pBlue-vsrc527F — kl. 1
. pBlue-vsrc527F —kl. 2
10. pBlue-Y90Esrc527F — kl.
11. pBlue-Y90Esrc527F — k.
12. pBlue-Y90Fsrc527F — K.
13. pBlue-Y90Fsrc527F — k.
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Obr. 4.1.4 Restriéni owieni pBluescript s vloZzenymi variantami gesne. Draha 2. az 7.
kombinace restriktdBanHI/Xbd; vrchni pruhy — pBluescript (2949 bp), spodni pru-

varianty src (1623 bp). Draha 8. az 13. kombinace restrilBamHI/Mlul; vrchni pruhy —
pBluescript g4stisrc (3794 bp), spodni pruhy — sekvence kddujici N kegdiseky variant

src (778 bp).

Pripravené konstrukty s inzerty gersuc s tiznymi variantami SH3 domeén

a nesouci mutaci Y527F, pouzité pro dalSi pracoujpro gehled shrnuty

v tabulce 4.1.

Tab. 4.1 Konstrukty pBluescript SK (+) s variantaganusrc

Oznageni plazmidu

Inzert (vloZeni pres restrik.

Zaménéna sekvence v inzertu
kod. N koncovy Usek

s inzertem mista BamHI/ Xbal) (vloZeni pfes restrik.mista
BamHI/Mlul)
pBlue-csrc527F csrcY527F -
pBlue-vsrc527F csrcYS527F vsrc Prague C
pBlue-Y90Esrc527F csrcY527F Y90Esrc
pBlue-Y90Fsrc527F csrcY527F Y90Fsrc




4.2 Exprese variant genwsrc v kvasinkachS. cerevisiae

Heterologni exprese tyrozinkindzy c-SrcS.ycerevisiaeje velmi vyhodnym
nastrojem pro studium aktivity a regulace tohotot@nu. Gen rc je piitomen
u vS8ech mnohobwinych Zivaichia a kindza c-Src plni spolu s dalSimi signalnimi
partnery nezastupitelnou Ulohu v regulaci cetfddy burénych proces.
V jednoburénych kvasinkach nebyly popsany zadné pravé prgtezinkinazy,
avSak fosforylaci tyrozinovych zbytkzde mohou zaji®vat dualg specifické
proteinkinazy (Florioet al, 1994). B expresi c-Src v kvasinkach neni tudiz
kindzova aktivita ovliveina vazbou interakich partnet ani gitomnosti ugité
endogenni hladiny tohoto proteinu. DalSi nesporghogta heterologni exprese
v kvasinkach je metodickd nendnmst i jejich kultivaci, vysokd @innost

transformace a z toho vyplyvajici Uspoessu.

4.2.1 Riprava konstrukta pro expresi variant genusrc v kvasinkach

S. cerevisiae

Pro expresi variant proteinu Src v kvasinkach wdlen vektor pYES2, ktery se jiz
na naSem pracovisti pro tent@ell Usgsné pouzival. pYES2 je expresni vektor
replikativniho typu pro kvasinkovy systém obsahuji8AL1 promotor, ktery
umoziuje snadnou indukci exprese sledovaného proteinu.

K dispozici byly dive pipravené vektory pYES2-src (pJB 58),
PYES2-vsrcPRC (pJB 38) a pYES24rcY527F (pJB 59) (viz avod kap. 4). Bylo
tedy zapadebi navic vytveéit konstrukty pYES2 nesouci varianty sccY9O0E,
c-srcY90F a varianty s kombinaci dité sekvence SH3 domény a s mutaci Y527F
(viz tab. 4.1, v pedchozi kapitole)

Nejdrive byla izolovana plazmidova DNA konstrikhesoucich fislusné
varianty kindzy Src (pBlue-src527F, pBlue-vsrc527F, pBlue-Y90Esrc527F,
pBlue-Y90Fsrc527F, pBlue-csrcY90E, pBlue-csrcY90F), plazmidovd DNA
vektoru pYES2 &pena kombinaci restriktéBanHI/Xba a restrikni snesi byly
naneseny na 1% agarozovy gel. Po & fragmeni elektroforézou byl v fipadt

Sttpeného pYES2 izolovan z gelu fragment o velikostiB® bp, u ostatnich



konstrukti byly izolovany fragmenty variansrc o velikosti 1623 bp. lzolace
fragmenti z gelu byla provedena pomoci soupravy NucleoSpixtract 2 in 1.

Vystépené fragmenty variargrc byly poté ligovany do pYES2 ot&ného
v polylinkeru vBanHI a Xba mist (viz obr. 4.2.1).

Hin dill 501

Nco 1523
Xho 1789

Miu 11297

/
/' 2micro

‘\ pYES-Y90E-src
L ’ 7403 bps

Nde 15245 Xba |2142

URA3 Miu | 2328

Nco | 4952 4
puC ori &y
////
4
- 4

gt
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Obr. 4.2.1 Bklad jednoho z vytvtenych konstrukt pYES2, v tomto fipadt s vloZzenym
inzertem Y90Esrc.

Ligacni snes byla transformovdna do bikn E. coli kmene DH&
a transformované klony byly selektovany na plotn&hmpicilinem. Ze dvou
narostlych kolonii od kazdého konstruktu byla iz@loa plazmidovad DNA pomoci

soupravy NucleoSpfhPlasmid a restritng ovéiena Uspsnost ligace. (obr. 4.2.2a, b)

marker Lambda DNA'st
pYES2-Y90Fsrc — klon 1
PYES2-Y90Fsrc — klon 2
PYES2-Y90Esrc — klon 1
pYES2-Y90Esrc— klon 2

grwNE

Obr. a



6. marker Lambda DNAZst
7.pYES2-Y90Esrc527F — kl. 1
8.pYES2-Y90Esrc527F — kl. 2
9.pYES2-Y90Fsrc527F —kl. 1
10.pYES2-Y90Fsrc527F — kl. 2
11.pYES2-vsrcb27F — kl. 1
12.pYES2-vsrcb27F — kl. 2

Obr. b

Obr. 4.2.2a,b Restréki owreni plazmid pYES2 s vloZzenymi variantami gesuc pomaoci
restriktazBarmH| a Xba. Vrchni pruhy — vektor pYES2 (5780 bp), spodnilpr — varianty
genusrc (1623 bp).

Priprava konstrukt pYES2 s variantami gensrc (viz tab. 4.2.1) se ztita

a bylo mozno pstoupit k jejich transformaci d8. cerevisiae

Tab. 4.2.1 Vytveené konstrukty pro expresi variant proteinu Srvasknkach

Oznageni konstruktu pYES2

. Inzert vloZeny pres restrikéni mistaBamHI/ Xbal
s vlozenym inzertem

pYES2-Y90Esrc c-src se zaminou Y90E
PYES2-Y90Fsrc c-src se zaminou Y90F
PYES2-Y90Esrc527F csrc se zaminou Y90E a Y527F
PYES2-Y90Fsrc527F csrc se zamnou Y90F a Y527F

pYES2-vsrc527F csrc s SH3 doménou src PRC a zarnou Y527F




4.2.2 Transformace S. cerevisiae konstrukty pYES2 s vloZzenymi

variantami genu src

Pro expresi variant kinazy Src byl vybran kmen E@4ktery byl jiz dive v nasi
laboratdi pouzivan pro expresi proteinu Src. Konzerva sutal kmene EGY48,
dlouhodols skladovana # -80°C, byla poskytnutaclenem nasi laborate
Mgr. Ondejem Gahurou.

Pro transformaci konstrukty pYES2 nesou@zné varianty proteinu Src
(viz tab. 4.2.2) bylac¢ast kvasinkovych butk z glycerolové konzervy steriin
pienesena n&erstw pripravené plotny s médiem YPAD a po dostatsn nafistu
biomasy byly tyto biikky pouzity k transformaci.

Tab. 4.2.2 Konstrukty pYES2 transformované do kvalsikmene EGY48

Oznaceni konstruktu Oznateni
pPYES2 s vloZenym Popis inzertu proteinového
inzertem produktu
pYES2 — prazdny vektor bez inzertu (kontrola) -
pJB 58: pYES2-Grc* c-srcwt forma c-Src
pPYES2-Y90Esrc c-src se zaminou Y90E Y90E-Src
pPYES2-Y90Fsrc c-src se zaminou Y90F Y90F-Src
pJB 38: pYES2-\srcPRC* | v-src kmen Prague C v-SrcPRC
pJB 59: pYES2-crc527F*| c-src se zaminou Y527F Cc-Srch527F
PYES2-Y90Esrc527F csrc se zaminou Y90E a Y527F YO0E-Src527F
PYES2-Y90Fsrc527F csrc se zaminou Y90F a Y527F YOOF-Srch27F
pPYES2-vsrc527F csrc s SH3 doménou src a zamdnou| v-Src527F
Y527F

Konstrukty ozn&ené h¥zdickou (*) vytvaril dr. Brabek

Konstrukty uvedené v tabulce byly metodou tzv.rgctibnsformace, pomoci
teplotniho Soku a chemicky navozené kompetenceighty) burgk, transformovany
do kmene EGY48. Selekce transformaitbyla provedena standatdma zaklad
auxotrofie kvasinkového kmene &itpmnosti selekniho genuURA3 v plazmidu
PYES2 na plotnach s minimalnim médiem bez urac#D-U). Z kazdé plotny
s buikami obsahujicimi dany konstrukt bylo nah&drvybrano 5 kolonii
a precarkovano na nové plotny SD-U pro potvrzeni &dssti transformace. Tyto
klony byly poté oznéeny timskymi ¢isly |.—V. a uskladény ve forng

glycerolovych konzerv pro dalSi pouziti.



4.2.3 Porovnani kindzovych aktivit jednotlivych varant proteinu Src

exprimovanych v kvasinceS. cerevisiae

Fosforylace Tyr 416 v aktiéai smyce proteinu Src umabje plnou aktivaci
kinazy - indukuje konform@i zmeénu pro vznik katalytického mista i mista
pro vazbu substratu (Ozkirimli a Post, 2006). Tertkt miZe byt vyuZit
pro srovnani miry aktivace aznych variant kinazy Src exprimovanych
v kvasinkovych bitkach, neb® kindzova aktivita fimo koreluje s fosforylaci
na Tyr 416 (Boerneet al, 1996). Relativni kindzovéa aktivita jednotlivysfariant
v kvasinkach mze byt vyjadena jako porér mnoZzstvi proteinu Src fosforylovaného

na Tyr 416 ku celkovému mnoZstvi exprimovanéhoginot Src.

Transformované hiky S. cerevisiamesouci konstrukty s variantami proteinu
Src (c-Src, Y9OE-Src, Y9O0F-Src, c-Srcb27F, Y90E53m:-, Y9O0F-Srch527F,
v-Src527F) nebo prazdny pYES2 byly Zkovany do média SD-U a ponecharigtr
cca 20 h do stacionarni faze (OD ~ 4). Z takfipraveného inokula byly hiky
druhy den zagkovany na OD ~2 do média SD-U s 20% galakt6zouO&o 1
rafindzou. Indukce exprese proteinu Src probihaladpbu 3 h. Poté byly z bék
pripraveny proteinové lyzaty, které byly zamrazeny-20°C pro dalsi pouziti.
Proteinové lyzaty byly postupnpiipraveny z klod I., 1., Ill., V., V. z burgk
exprimujicich dané varianty kindzy Src, celkem tdmjo pipraveno 40 lyzdi
(8 variant x 5 klon).

Proteinova koncentrace u vytemych lyzalk méla byt giblizné totozna,
neba’ vzdy byly kultury pro inkubaci ¢ékovany na OD ~2 do 3 ml indakiho
média. Pro osteni, zda je celkova koncentrace proteinlyzatech u klod I., 1. atd.
srovnatelna, byl nanesen @l aliquot lyzati na 10% polyakrylamidovy gel.
Po prokhnuti elektroforézy byl gel barven v barvicim rdaiopo dobu 1 h a pak
odbarvovan do druhého dne. Na zkuSebnich gelech bglkova proteinova
koncentrace v lyzatech u vSech Kiona srovnatelné urovni (viz obr. 4.2.3a, b).
Nebylo tedy teba proteinovou koncentraci stanovovat spektrofetaoky a vzorky

lyzati daleredit na shodnou koncentraci.



. Y90E-Src I

. Y90F-Src I.
c-Src I

pPYES2 I.

. V-Srch27F I.
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. YOOF-Srch527F 1.
. C-Srch27F I.
.pYES2 .

piac i 4
] ?ﬁif

©ONOUAWNE

iié-u“;‘i

Obr. a

Obr. 4.2.3a, b #klad 10% gal s nanesenym 4l aliquotem lyzai od klon: I. Celkova
proteinova koncentrace byla vZzdyéena nanaskou na zkuSebni 10% gel a u vSecti klon
byla @iblizné na stejné drovni jako u klén. Popis nanasky odpovida variaproteinu Src
ptitomné v daném klonu kvasinek (zde klony 1.), zeré&ho byl pipraven proteinovy lyzat.
Jako kontrola slouZi lyzat z kvasinek obsahujisi@motny pYES2.

Z pripravenych lyzat od kloni se stejnym ozrignim ( I., Il. atd.) bylo vzdy
na dva 10% polyakrylamidové gely nanaSeno f,5Vzorky obsahujici varianty
Y90E-Src, Y90F-Src, c-Src a prazdny vektor pYES@n(kola) byly v uvedeném
pofadi nanaseny na oba gely, do prvni jamky byl nanewarker molekulové
hmotnosti. Schéma nanasSky pouzité u variant s maR7F bylo nasledujici:
marker, v-Src527F, YO0E-Src527F, YO0F-Src527F,a537F a kontrola pYES2.

Po elektroforetickém rozteni vzorki byly proteiny z gelu feneseny
na nitrocelulézové membrany (membrardyl a ¢.2) metodou western blot.
Membranac.1 byla inkubovana v roztoku s primarni protilatkproti proteinu Src
(anti-v-Src) a vroztoku se sekundarni protilatkkanjugovanou s ienovou
peroxiddzou (HRP) (GAM-HRP). Membrana2 byla inkubovana v roztoku
s primarni protilatkou proti fosforylovanému tyromi 416 v proteinu Src (anti-Src
pY418) a poté se sekundarni protilatkou konjugovarmHRP (GAR-HRP).
Po inkubaci byly membrany vzdy ponechany 1 minug wyvijecim roztoku
a pidetekci signédlu pomoci fippZzeni membrany na film bylo zaravepodle
markeru owfeno, Ze pruhy odpovidaji molekulovou hmotnosti k&aSrc
(obr. 4.2.4a-j).
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Obr. 4.2.4a-j Obr. a-e klony I. — V. nesouci vatyaoroteinu Src stiznymi SH3 doménami;
obr. f-j klony I.—V. nesouci varianty proteinu cSrs fliznymi SH3 doménami
a mutaci Y527F. Popis nandSky (drahy 1-9) vpravpowuitla variant proteinu Src
(ptip.prdzdnému vektoru)ifpomného v dané populaci btk Vrchni obrazky membrany
¢.1- 1. anti Src pY418 (1:1000); 2. GAR-HRP (1:3D0Bpodni obrazky membrary2 -
1. anti-v-Src (1:500); 2. GAR-HRP (1:3000).



Vyvolany film byl pak skenovan pomoci oboustrannélpoosviceni
na skeneru Epson Perfection V700. Denzita {rukteré odpovidaly mnoZstvi
proteinu fosforylovaného na Tyr 416 a celkovému hsitv proteinu, byla zitena
z oskenovanych filiin pomoci programu ImageQuant (Amersham Biosciences).

Mira autofosforylace kazdé varianty byla vyj@da pomoci pogmu denzity
pruhu odpovidajicimu mnozstvi proteinu fosforylosha na Tyr 416 (protilatka
anti-Src pY418) ku denztpruhu odpovidajicimu celkovému mnoZstvi proteinu
(protilatka anti-v-Src). Tento pain aktivace a celkové exprese byl poté vztazen
k variant c-Src (c-Src = 1). Vysledné porovnani, kolikratdan& varianta vice
aktivovana (vice fosforylovana na Tyr 416) nez c;Swvylo zaneseno do grafu
(statistické zpracovani viztipoha lll.). Z grafu (obr. 4.2.5) je pak dibpatrné, Ze
fosfomimikujici mutace Y90E v SH3 dom&nma nespord deregulani vliv

na aktivitu kindzy Src.

7
] LC

fosforylace Y416

(mira aktivace) 5

VvV porovnani s

c-Src 4 Dj
(c-Src=1)

3 -
2 !
N []
o) i

Y90E-Src Y90F-Src  c-Src Y90E- Y90F- V-
Sr0527F Srcb27F  Srch27F  Src527F

Obr. 4.2.5 Autofosforylace na Tyr 416 variant photeSrc vztazend k c-Src. Sloupce v grafu
nazn&uji, kolikrat je dana varianta proteinu Src ak&gh neZz c-Src. OranZové sloupce
vyjadiuji aktivaci variant sitznymi SH3 doménami. Zelené sloupce vyijgd aktivaci
variant s iznymi SH3 doménami a s mutaci Y527F. (** - hladifanamnosti 0,01).



4.2.4 Testovani viability kvasinek exprimujicich vaanty proteinu
Src

Vlivem negitomnosti kinazy Csk, protein c-Src exprimovanywvasginkach je na
Tyr 527 v C terminalni regutai oblasti fosforylovan pouze v minimalni imia to
mechanismem intermolekularni autofosforylace (Ogusk al, 1995). Exprese
kindzow aktivnich forem Src pak @ite zmisobovat zpomalenyist S. cerevisiage
ktery pozitivieé koreluje s tyrozinovou fosforylaci endogennich dimkovych
proteini. Koexprese c-Src zarowes Csk kindzou, ktera zabezpefosforylaci
Tyr 527 a negativni regulaci kinazove aktivity Srasi inhibEni ristovy efekt
I masivni tyrozinovou fosforylaci endogennich kw&sivych substrét Tento jev se
pak samoiejmé neuplatiuje v gipad proteinu v-Src, ktery C terminalni segment
s regulanim Tyr 527 zcela postrada (Murpkeg al, 1993; Bruggeet al, 1987,
Kornbluthet al, 1987).

4.2.4.1 Testovani viability pomoci kapaniedici Fady suspenze buék na

plotny s galakt6zou a rafindzou

Pro otestovani inhibniho ffistového efektu ip expresi proteinu Src byly varianty
Src v kvasinkovych hikach exprimovany samostéta poté zaroves Csk kinazou.
Klony I., II., lll. nesouci plazmidy s variantamiindzy Src: c-Src, Y90E-Src,
Y90F-Src, v-SrcPRC a prazdny vektor bylyepeseny z glycerolové konzervy
na plotnu SD-U a ponechanyist v termostatu 3 dny. Poté byly transformovany
konstruktem pRS313-Csk (p JB 61- integrativni vektlithium — acetatovou
metodou. Selekce probihala na zakladixotrofii kvasinkového kmene EGYd8
a itomnosti seleéniho genuURA3 Vv plazmidu pYES2 a genHIS3 v plazmidu
pRS313 na plotndch s minimalnim médiem bez urachistidinu (SD-U-H).

Od kazdého klonu L., 1., lll. novych transformariyly vybrany nahodhdveé
kolonie ¢. 1 a 2) a pcarkovany na novou plotnu SD-U-H. Z této plotny byly
od kazdého klonu vybrany koloniel a spolu s kikami bez exprese Csk podrobeny

testu viability pomoci kaparfedicifady buréné suspenze na plotny s indokm



médiem obsahujicim 20 % galaktdézu a 10 % rafin®xu3 dnechirstu ve 36C byl
narist biomasy vyhodnocen.

Prekvapi¥ nebyly mezi kvasinkami nesoucimizné varianty kinazy Src
vyrazné rozdily ndisti. Ani v piipad linii bez exprese a s expresi kinazy Csk
(obr. 4.2.6a, b). Test viability kapanitedici fady buréné suspenze byl poté
zopakovan, vysledek byl shodnyi®g@chozim experimentem (obr. 4.2.6¢, d).

Y000 [ Py

H PYES2
c-Src Y Y ) N
Y90F-Src 2 ok s(gsorlg-Src
f YOOE-Src { Y90E-Src
v-Sre A v-src
Obr. a - Obr. b

M8 pYES?2 3
Y90F-Src I LA pYES2
Y90E'Src i I Y90F-SrC
! c-sre Wi || YOOE-Src
v-Src Jc-Src
[l v-Src

Obr. c - Obr. d

Obr. 4.2.6a-Redicifady suspenze bk vykapané na indwki plotny s 20% galakt6zou
a 10% rafin6zou. Obr a, b z prvniho pokusu znazorbuiky klonu 1. s expresi variant
kindzy Src (obr. a; pouzit@dini viedicitad - 10x) a buiky klonu I. s koexpresi kindz Src
a Csk (obr. b; pouZitéedni viedicitad - 10x). Obr. ¢, d z druhého pokusu znézpir
fedicitady burtk klonu Il. s expresi variant kinazy Src (obr. ouitéiedni viedicifads -
5x) a buiky klonu II. s koexpresi kinaz Src a Csk (obr. duptéiedini viedicirad — 5 x).
Priblizné stejny naiist byl i u ostatnich dvou kldnjejichz foto neni z@zeno. U obr d chybi
vykapan&edicitada s bitkami s v-Src patrvlivem chyby @i piipraw fedicitady.



Tyto vysledky vznesly otadzku, zda kvasinkové liniejsou vzajemi
kontaminované a zda nedoSlo k vykapdedici fady pouze butk, kde byla
koexprimovana kinaza Csk.

Pro owieni kontaminace byl&ast burk z ploten z vykapanymiedicimi
fadami podrobena jednoduchému testitomnosti auxotrofnich markéer Na plotny
SD-U-H byly pecarkovany biky klona I., 1. nesouci varianty kindzy Src
bez koexpreprese s Csk kinazou. Tytaikyuna plotnach SD-U-H ne#ly rist,
neba selekni gen HIS3 byl nesen prav plazmidem s genem csk. Tento test

potvrdil, Ze linie kontaminovany nebyly (obr. 4.2, D).

Y9O0E-Src Y90F-Src Y90E-Src Y90F-Src

c-Src

pYES2 v-Src pYES2 v-Sr¢
Obr. a Obr. b

Obr. 4.2.7a, b Qsteni schopnostitistu burgk klona 1. (obr. a), Il. (obr. b) na médiu bez
histidinu a uracilu. Jako pozitivni kontrola byla plotny n@arkovany biiky s koexpresi
kinazy Csk.

DalSi owieni gitomnosti exprese kindzy Csk vitkach bylo provedeno
pomoci imunodetekce Csk protilatkou. Z klonu |. undk koexprimujicich Src
(c-Src, Y90E-Src) a Csk bylhyfipraveny lyzaty, naneseny spolu s kontrolnimi lyzéat
ze savich burtk na 10% polyakrylamidovy gel a elektroforetickyzadleny.
Po genosu proteiln z gelu metodou western blot byla membrana inkubava
s roztokem primarni protilatky proti Csk (anti-Csk) poté s roztokem sekundarni
protilatky konjugované s HRP (GAR-HRP). Vysledel bpét velmi prekvapivy —
ackoliv bunky transformované plazmidy pRS313-Csk a pYES2-c{S1@0E-Src)
vykazovaly gitomnost obou selékich markeill - geni URA3a HIS3neexprimovaly
kinazu Csk (obr. 4.2.8).
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Obr. 4.2.8 Ovieni exprese kindzy Csk v lyzatechippavenych z klof I., které nesly
zarovar varianty kinazy Src (c-Src, Y9O0E-Src). Jako pemti kontrola slouzily lyzaty
ze savich burk linii 3T3 a K2, pro odhalenitfpadné kontaminace byl nanesen i lyzat
z burek klonu I. nesoucich prazdny vektor pYES2. Membrahaanti-Csk (1:500); 2. GAR-
HRP (1:5000).

4.2.4.2 Testovani viability kvasinek pomoatarkovani

Pro dalSi ovtovani viability kvasinek s expresi variant Src kyblen metodicky
modifikovany gistup. Misto kapanitedici fady buréné suspenze na plotny
s médiem s galaktézou a rafinézou bylynky dvakrat po sob pieneseny —
piecarkovany na plotny obsahujici pouze galaktézuri#stu na médiu s galakt6zou
jako jedinym zdrojem uhliku po dobu cca 7idoy nely byt rozdily v naistu resp.
viabilité Iépe patrné.

Pro testovani viability¢éarkovacim testem byly vybrany klony I., Il
a V. exprimujici varianty Src: c-Src, Y90E-Src, YO8rc, v-SrcPRC a klony ., II.
a |lll. exprimujici varianty Src: v-Src527F, Y90EeSR7F, Y90F-Src527F,
c-Srch527F. Od testovani klbrs koexpresi kinazy Csk se vzhledemid&dezhozim
vysledkim upustilo.

VySe zmigné klony spolu s kontrolou obsahujici prazdny vekhbyly
precarkovany na plotnu SD-U s galakt6zou a ponechéstyve 36C po dobu 3 din
Po této dob byl vyznangjSi negativni #istovy vliv exprese proteinu Src pozorovan
pouze u varianty v-Src, linie nesouci ostatni wayigroteinu Src rostly stejnjako
kontrola (obr. 4.2.9a-d).



Y90F-Src Y90F-Src pYES:Z

Y90E-Sitj, Y90E-Src¢

PYES:Z V-Src c-Src V-SI¢

Obr. a Obr. b

Y90E-Src527I YOO0F-Src527} YOO0F-Src527} PYESZ

c-Src5271 v-Src5271 c-Src5271 v-Src5271

Obr. c Obr.d

Obr. 4.2.9a-d Biky klont 1. (obr.a,c) a klofi ll. (obr.b, d) potidennim @istu na induknich
plotnach s galaktézou a bez uracilu. Pouze u viriarSrc (obr.a, b) je menSi ridit
biomasy. Srovnatelné vysledky byly ziskany i u wétd klor (lll., V.), jejichz foto neni
zarazeno.

Z téchto ploten byly pecarkovany linie na dalSi plotnu s médiem obsahujicim
také pouze galakt6zu a ponechafstrdalSi 4 dny. Po této délbyl ale pozorovan
zhorSeny ndrst ot pouze u bu¥k s variantou v-Src. U ostatnich linii byl hat
biomasy shodny s kontrolou a viabilit&chto burgk nebyla nijak ovliviéna expresi
variant kinazy Src (obr. 4.2.10a-d).



pYES: V-Src V-Src Y90E-Src

PYES:Z

C-Sr¢ o c-Src B Y9O0F-Src

Y90F-Src
Obr. a Obr. b

pDYES: Vv-Src5271 c-Srch5271 DYES:

c-Src5271 Y9O0F-Src5271 Y90E-Src5271 v-Sre527t
Obr. c Obr. d

Obr. 4.2.10a-d Bitky kloni I. (obr.a, c) a kloa Il. (obr.b, d) po pe¢arkovani na nové plotny
s galaktézou a bez uracilu. Pfidennim fistu na induknich plotndch byl ofi pouze

u varianty v-Src (obr.a, b) menSi fisr biomasy. Srovnatelné vysledky byly ziskany
i u ostatnich klod (lll., V.), jejichz foto neni z&azeno.

Pro dalSi ovteni, zda skutané jen varianta v-Src ip expresi v kvasinkach
zpasobuje inhibici éstu a zvySenou fosforylaci tyroZitv endogennich proteinovych
substratech, byl analyzovan fosfotyrozinovy prgfitfoteini. Proteinové lyzaty
z klonu II. byly naneseny a elektroforeticky rélhy v 10% polyakrylamidovém
gelu. Z gelu byly peneseny proteiny metodou western blot na membiembéana
byla inkubovana s roztokem primarni protilatky praisfotyrozinu (pY20) a poté
s roztokem se sekundarni protilatkou konjugovanaliRBP (GAM-HRP).



Z profilu na obrazku 4.2.11 byl patrny pouze udimsi variantou v-Src nast
tyrozinové fosforylace, u ostatnich linii byla tyioova fosforylace na udrovni
kontroly. Tento vysledek dab korespondoval s vysledky testu viability pomoci
carkovani na plotny s médiem s galaktézou, kdy jedmrky s expresi v-Src
vykazovaly zhorSenyist.

. v-Src .

. Y90E-Src Il

. Y9OF-Src Il.

. c-Src Il

. pYES2 Il

. V-Srch527F Il

. YOOE-Src527F Il.
. YOOF-Src527F 1.
. C-Srch27F 1.

72 kDall
55 kDall
43 kDall
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Obr. 4.2.11 Fosfotyrozinovy profil klénll. s expresiiznych variant proteinu Src. Popis
nanasky odpovida variantam kinazy Stitggmnnym v klonech Il., ze kterych bylyipraveny
lyzaty. Membrana - 1. pY20 (1:400); 2. GAM-HRP (10B).



4.3 Exprese variant genwsrc v sawich fibroblastech

Kinaza Src v deregulované foée schopna transformovat sabunky. Tyto buiky
pak vykazuji izné abnormalnitastové vlastnosti doprovazené mimo jiné zvySenou
mirou fosforylace substi@atkinazy Src. Maji nafp schopnostistu do vysokych
hustot, ztraceji kontaktni inhibici a ttiofoci (kupikky burgk prenistajicich
pies sebe). Dale pak mohaist nezavisle na ukotveni k substratu, mohou vykaizov
schopnost degradace extracelularni matrix (ECMheazivity do okolnich tkani,
v neposlednfadt pak mohou transformovanéitky tvorit metastaze ve vzdalenych
tkanich (shrnuto v Summy a Gallick, 2003).

U transformovanych epitelialnich btln je pak casto patrna zema
morfologie bugk (tzv. epitelidle — mezenchymalni transice), kdy sévedni
kuboidni tvar nidni na tvar charakteristicky pro fibroblasty (shmutFrame, 2004).

4.3.1 Exprese variant genwsrc v mysSich fibroblastech linie 3T3

Pro pozorovani vlivu exprese variant proteinu Sacfenotyp budk a porovnani
fosforylace substratkindzy Src byly nejtive zvoleny mysi fibroblasty linie 3T3.
Fibroblasty linie 3T3 byly stabith transfekovany konstrukty pIRES2-EGFP
nesoucimi varianty: ercPRC, Y90Esrc, csrc a prazdnym vektorem pIRES2-EGFP
a poté probhla dvakrat selekce pomoci FACS (viz uvod kap.RY.druhé selekci
pomoci FACS byly biky ponechany ist na velkych miskach, z nichz byly
po dosazeni Uplné konfluencépaveny proteinové lyzaty a zalozni stabil&fyast
burek byla kultivovana dale pro pogdi testovani é&kterych vlastnosti
charakteristickych pro transformovanéiky.

Pro owieni miry exprese variant proteinu Src a analyztofglace substrét
byly z 3T3 fibroblasi pripraveny proteinové lyzaty, u kterych byla stanaven
celkova proteinova koncentrace pomoci soupravy Piotein Assay. Po Uprav
celkové proteinové koncentrace u vSech vizdgikzati na srovnatelnou hladinu bylo
naneseno na dva 10% polyakrylamidové gelylQyzatu. Po elektroforetickém
rozckleni vzorki byly proteiny z gel prfeneseny na nitrocelulézové membrany metodou
western blot (membrarial a 2).



Membrana:.1 byla inkubovana s roztokem s primérni protilétkooti proteinu
Src (anti-v-Src) a s roztokem se sekundarni pthtild konjugovanou s alkalickou
fosfatazou (GAM-AP). Z obrazku 4.3.1 je patrné34@ fibroblasty s expresi varianty
c-Src vykazovaly nejvysSi hladinu mnozstvi danéhotgnu, u variant v-Src
a Y90E-Src bylo dosazeno slabSi exprese. Nejstapsal u busk transfekovanych
prazdnym vektorem odrézfifpmnost wité hladiny girozeného endogenniho proteinu
Src.

1. pIRES2
2. V-Src

50 kDall| g 3. Y90E-Src
4.c-Src

Obr. 4.3.1 Ovwieni exprese variant kindzy Src v 3T3 fibroblastédtpis nanasky odpovida
variang proteinu Src (fip. prdzdnému vektoru)fpomné v jednotlivych populacich békn
Membrana - 1. anti-v-Src (1:500); 2.GAM-AP (1:3000)

Membrana ¢.2 byla inkubovana sroztokem s primarni protilatkproti
fosfotyrozinu (4G10) a sroztokem se sekundarnitilatkou konjugovanou
s kk'enovou peroxidazou (HRP) (GAM-HRP). Na obrazku 21.g dolie patrny
obvykly fosfotyrozinovy profil substratkindzy Src, které secaéstni signalizace
vedouci od integriin Vrchni pruhy o velikosti cca 110 - 130 kDa odptaji
pravdEpodobr oblasti s fosforylovanymi proteiny Cas a Fak, spqatuh o velikosti
cca 60 kDa pravipodobré predstavuje oblast s fosforylovanym proteinem paxilli
Ve 4. drdze nanésky je vlivem nejvysSi expreseamtyic-Src fosforylace substiiat
nejvice patrna, ve 2. draze u kindz@ktivrejSi mére exprimované varianty v-Src je
vSak také fitomna fosforylace substfatve vysSSi mie. Ve 3. draze s variantou

Y90E-Src stoji potom za povSimnuti velmi slaba dogface v oblasti 60 kDa.
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Obr. 4.3.2 Fosfotyrozinovy profil 3T3 fibroblést expresi variant proteinu Src. Popis
nanasky odpovida varianproteinu Src (fip. prazdnému vektoru)ifpomné v jednotlivych
populacich bu¥k. Membrana — 1. 4G10 (1:1000); 2. GAM-HRP(1:5000).

Po owfeni gitomnosti variant proteinu Src byly fiky vysety na misky
potazené roztokem poly-HEMA, kde ¢ta byt testovana jejich schopnosist
nezavisle na podkladu. Na 2 malé misky 60 mm) bylo vyseto 30 000 bgk
od kazdé linie nesouci varianty kindzy Src a netdagny plazmid, celkem tedy bylo
piipraveno 8 misek. Misky s vysetymi fdkami byly ponechany v termostatu
po dobu 10 din P prabézné kontrole bylo v3ak zji&bo, Ze vSechny linie bk
rostou nezavisle na ukotveni srovnatedtejré, véetné burgk nesoucich jen prazdny
vektor. Kontrolni biiky ale tuto schopnost mit nety, proto se objevilo podéeni
na moznou vzajemnou kontaminaci linii. Vysev na kyiss poly-HEMA byl
zopakovan s novymi hikami ze stabildt, avSak vysledek byl stejny jako
u predchoziho pokusu. Po 10 dnechiky vSech linii vykazovaly schopnosistu
nezavisle na podkladu ve foénshluki volné plovoucich v médiu. Tento vysledek
byl potvrzen i pi vyhodnoceni pokusu (viz tab. 4.3.1), kdy bylo maskach

piitomno srovnatelné mnoZzstvi hikn

Tab. 4.3.1 Peet burgk sklizenych z neadhezivnich misek 10. den po Vvyset

Linie 3T3 s variantou konstruktu Potet bunek/ml
pIRES2-EGFP
PIRES2 2,25*10bunsk/ml
pIRES2-v-Src PRC 1,75*20unsk/ml
pIRES2-Y90E-Src 1,94*Punsk/ml
pIRES2-c-Src 1,79*Turk/ml




Vzhledem k vySe uvedenym fdlkh se 3T3 fibroblasty nejevily jako vhodné
pro dalSi testovani vlivu exprese variant gesruna fenotyp, proto byloistoupeno
k vybeéru jiné linie saxich fibroblast a to fibroblasi linie RAT2.

4.3.2 Exprese variant genwsrc v sawich fibroblastech linie RAT2

4.3.2.1 Riprava dalSich konstrukti pIRES2-EGFP s variantami genusrc
pro expresi v RAT2 buikach

Pro transfekci RAT2 fibroblagt bylo nejdive nutno pipravit konstrukty
pPIRES2-EGFP s dalSimi variantami geastc, jejichz exprese nebyla realizovana
v 3T3 fibroblastech. Jednalo se o nasledujici wéyigenusrc. YOOF-src, v-src527F,
YO0E-src527F, YO0Fsrc527F a csrco27F.

Pro gipravu konstrukt pIRES2-EGFP s vloZzenymi variantami gesra byla
cerstw izolovana plazmidova DNA konstrukipBlue-Y90Fsrc, pBlue-csrcb27F,
pBlue-vsrcb27F, pBlue-YO0Esrc527F a pBlue-Y90Brc527F Sépena kombinaci
restriktaz BanHI/Sad a plazmidova DNA vektoru pIRES2-EGFP byla&p&Ena
kombinaci restriktazBglll/ Sad. Restrikkni smesi byly elektroforeticky rozéleny
v 1% agarozovém gelu. Z gelu byly izolovany DNAgireenty variant genwsrc
(velikost cca 1623 bp) a otmny vektor pIRES2-EGFP (cca 5325 bp) pomoci
soupravy NucleoSpfhExtract 2 in 1.

Fragmenty s variantami gersuc vySt€pené pes restrikni mistaBanHI/Sad
byly poté ligovany do vektoru pIRES2-EGFP d@vweho pes restrikni mista
Bglll/Sad (pozn. restrikthzyBanHl a Bglll produkuji stejné kohezni konce,
nasledna reasociace mezi fragmenty dava vznik sekeenci, kterou nerozeznavaji
puvodni restriktazy). Ligéni snesi byly transformovany dé&. coli kmene DH& a
transformované hiky byly selektovany na plotndch s kanamycinem. Zdkaplotny
byla ze dvou klof izolovana plazmidovd DNA pomoci soupravy NucleoSpi
Plasmid a usfnost ligace byla avena Stpenim restriktazamiNhd a Sad
(obr. 4.3.3).
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Obr. 4.3.3 Restriéni owteni konstruki pIRES2-EGFP s vloZzenymi variantami gesne
pomoci restriktdNhd/Sad (plazmidova DNA byla izolovana vzdy ze dvou kignVrchni
pruhy — pIRES2-EGFP (5283 bp); spodni pruhy — vayiasrc (1665 bp). U 10. drahy
v nanasce chybi pruhyépené DNA pravépodobré viivem chyby fi izolaci plazmia

Z E. coli

Ligace variant genwsrc do vektoru pIRES2-EGFP (obr. 4.3.4) pthla

aspEsre, pripravené konstrukty jsou praghlednost shrnuty v tabulce 4.3.2. Z klon

¢. 2 byla u izolované plazmidové DNA spektrofotonaidy stanovena koncentrace

a tato plazmidova DNA byla pouzita pro transfekioidblasti linie RAT2.

Kan/Neo
5000

3626Xbal |
3615Notl

6000

pIRES2-YF-Src
6948 bps 00 _

SV40 EGFP

Ndel,233

_Nhel,591

_.Smal,1117

1000 ..Smal, 1402

3000

i ECORI,2269
1Smal,2296

| BamHI,2300

Hindlll,2531

Obr. 4.3.4 Bklad jednoho z vytvienych konstrukt pIRES2-EGFP, vtomto rjpack

s vloZzenym inzertem Y9O0Btc.



Tab. 4.3.2 Konstrukty pIRES2-EGFP s vloZenymi vaaai gentsrc.

Oznageni konstruktu pIRES2-EGFP
s vloZzenym inzertem

Inzert vloZeny pires restrikéni mista
Bglll/ Sad

pIRES2-Y90Fsrc

c-src se zaminou Y90F

pIRES2-csrc527F

csrcse zamnou Y527F

pPIRES2-Y90Esrc527F

csrc se zaminou Y90E a Y527F

pPIRES2-Y90Fsrc527F

csrcse zaminou Y90F a Y527F

c-srcs SH3 doménou src PRC a zagnou

pPIRES2-vsrc527F Y527E

4.3.2.2 Transfekce fibroblash linie RAT2, zisk stabilné transfekovanych
linii a jejich selekce pomoci FACS

Pro transfekci byly jako druhé tky zvoleny fibroblasty linie RAT2 ziskané
z laboratde prof. Jitky Forstové. Pro transfekci RAT2 fibradili byly pouzity
konstrukty pIRES2-EGFP uvedené v tabulce 4.3.3.

Tab. 4.3.3 Rehled konstrukt pouZitych pro transfekci fibroblastinie RAT2

Oznateni konstruktu Oznateni
pIRES2-EGFP Popis inzertu proteinového

s vloZzenym inzertem produktu
pIRES2 — prazdny vektor bez inzertu (kontrola) --
pIRES2-csrc* c-src wt forma c-Src
pIRES2-Y90Esrc* c-src se zaminou Y90E Y90E-Src
pPIRES2-Y90Fsrc c-src se zaminou Y90F Y90F-Src
pIRES2-vsrcPRC* vssrc kmen Prague C v-SrcPRC
PIRES2-csrc527F csrc se zaminou Y527F C-Src527F
pPIRES2-YO0Esrc527F csrc se zaminou Y90E a Y527F Y90E-Src527F
PIRES2-Y90Fsrc527F csrc se zaminou Y90F a Y527F YO0F-Srch27F
pPIRES2-vsrcb27F csrc s SH3 doménou src a zaménou|v-Srch27F

Y527F

Konstrukty oznaené h¥zdickou (*) vytvoril dr. Résel.

Pro zisk stabila transfekovanych fibroblast bylo pripraveno 9 misek
(O 60 mm) s RAT2 buk o konfluenci cca 80%. Fibroblasty byly transfe&oy
pomoci transfeéni reagencie Lipofectamine 2000fi pransfekci se fidavalo
ke 4ug prislusné plazmidové DNA vzdy 1@l transfekni reagencie. Biky byly
selektovany na zakladoritomnosti seleéniho markeru na plazmidu pIRES2-EGFP



— genu kodujiciho rezistenci k antibiotiku genetigiktery byl do média ke kulturam
pridavan v koncentraci 50@g/ml.

Po cca 4 tydnech selekce titpmnosti geneticinu byly bitky nesouci izné
varianty genu src vioZzené do konstruktu pIRES2-EGFP podrobeny selekc
(,sortingu®) pomoci FACS (pozn. lily nesouci prazdny vektor selektovany
nebyly). Linie bugk byly selektovany na podobnou hladinu fluorescemegly tak
vzniknout populace bwk se srovnatelnou expresi variant proteinu Src.pRaoi
selekci byly biiky vzhledem k malému gitu ponechanyist po dobu cca 3 tydn
cca po dvou tydnech bylycasti burgk pripraveny stabilaty.

Béhem doby kultivace po prvni selekci byla fluoreszeru linii burk
prabézné kontrolovana pod mikroskopem. U linie lkmesoucich variantu proteinu
c-Srch27F se v3ak fluorescence vykazeslabila. Druha selekce petiba (cca
3 tydny po prvni selekci) ugpre u vSech linii busk kromg linie nesouci variantu
proteinu c-Src527F. U této linie nebyla fluoreseemetekovanatbec resp. byla
na urovni kontrolnich netransfekovanych RAT2 fidesiti. Populace busk
vzniklych po druhé selekci byly ponecharigtrpo dobu cca 10 dncast burk byla
pouzita na fipravu stabildl, druhacast byla kultivovana pro dalSi experimenty.
Linie burgk nesouci variantu proteinu c-Src527F nebyla da&idal experimerit

zahrnuta.

4.3.2.3 Analyza exprese variant gensrc, vliv exprese na schopnost tvorby
foci a nafosforylaci substrati u stabilné transfekovanych RAT2

fibroblastu

RAT?2 fibroblasty po druhé selekci pomoci FACSIlynslouzit k pozorovani vlivu
exprese variant proteinu Src na fenotyp dua pozdji pro porovnani fosforylace
substrai kinazy Src. Nejprve vSak bylo nutno zjistit, zdgldbpii selekci linii
fibroblasti pomoci FACS dosaZzeno alesippiiblizné srovnatelné miry exprese
variant proteinu Src vifsluSnych biikach.

Pro owieni hladiny exprese variant kinazy Src a proteif@FE byly
piipraveny proteinové lyzaty zasti burk exprimujicich proteiny v-SrcPRC,
Y90E-Src, Y90F-Src, c-Src, Y90E-Src527F, YOOF-Sitib2v-Src527F a z bk
nesoucich prazdny vektor pIRES2-EGFP. U l§zdtyla celkova proteinova



koncentrace upravena na srovnatelnou hladinu posmgbiravy R Protein Assay
a 15 yl od kazdého vzorku pak bylo naneseno na 10% polakidovy gel.
Po elektroforetickém rozteni vzorki byly proteiny z gelu feneseny na membranu
metodou western blot.

Membrana byla roz8kena na d¥ casti. Vrchni ¢ast membrany byla
inkubovana sroztokem s primarni protilatkou prgtioteinu Src (anti-v-Src)
a s roztokem se sekundarni protilatkou konjugovand®P (GAM-HRP). Spodrigst
membrany byla inkubovana s roztokem s primarniilatkbu proti proteinu GFP
(anti-GFP) a s roztokem se sekundarni protilatkanjugovanou s HRP (GAR-HRP).

Ackoli byly linie burek selektovany dvakrat na podobnou hladinu
fluorescence, je patrné, Ze linie Blrvykazovaly navzgjem zgay rozdil v hladig
proteinu EGFP a variant kinazy Src (obr. 4.3.5a,M¢jvyrazijSi nadprodukce
proteinu Src bylo dosazeno u variant Y90F-Src arcc-®& variant v-SrcPRC
a Y90E-Src byla také zvySena nadprodukce, ale wy@ni s YOOF-Src a c-Src
piesto slabsi. U variant nesoucich mutaci Y527F hgldprodukce jen velmi slaba,
ackoli mnozstvi proteinu EGFP bylo ¥dhto buikach na podobné drovni jako
u variant v-SrcPRC a Y90E-Src. Zejména u variant$res527F bylo celkové
mnozZstvi proteinu Src srovnatelné s kontrolnimikaumi nesoucimi vektor pIRES2-
EGFP.

. V-SrcPRC

. Y90E-Src

. YO0F-Src

. Cc-Src

. pPIRES2-EGFP
. V-Srch27F

. YOOE-Src527F
. YOOF-Src5271
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Obr. 4.3.5a,b Osteni miry exprese variant proteinu Src (obr. a) @ginu EGFP (obr. b)

ve fibroblastech linie RAT2. Popis hana3Sky odpowiddant proteinu Src (fip. prazdnému

vektoru) gitomné v jednotlivych populacich btk Obr.a Membrana - 1. anti-v-Src
(1:2000); 2. GAM-HRP (1:5000). Obr. b Membrana -ahti-GFP (1:1000); 2. GAR-HRP
(1:2000).



Testovani schopnosti tvorby foci u stabiléd transfekovanych RAT2 fibroblasti

Cast buik, ktera byla od druhé selekce pomoci FACSieepitt kultivovana
v termostatu, byla i fies znané rozdily v hladinach exprese variant kindzy Src
podrobena testu schopnosti tvorby foci. Od kazdi Iburgk nesoucich fisluSnou
variantu kinazy Src bylo na velké misky (L00 mm) vyseto 4*10bunsk. Friblizng
tieti den po vyseti byly misky pirkonfluentni a byly ponechanyst dalSich 14 dni.

Po uplynuti této dobyipvyhodnocovani pod mikroskopemitky vSech linii
na plotnach rostly v jedné vrsta nebyly patrné zadné vyttemé foci. Nefitomnost
foci po expresi variant proteinu Src ve fibroblastdinie RAT2 byla pekvapiva,

zvlase pak u bugk s nadprodukovanou kindzoaktivni formou v-SrcPRC.

Vliv exprese variant proteinu Src na fosforylaci sWbstrati u stabilné
transfekovanych RAT2 fibroblastia

PrestoZze se iftomnost variant proteinu Src neprojevovala vytaza fenotypu
burgk, dal se o6ekavat vliv na fosforylaci substfatkindzy Src v biikach.
P porovnavani fosforylace substiabylo prihlizeno k mnozZstvi dané varianty
proteinu Src fitomné v sa¥ich buikach i k mfe autofosforylace Tyr 416ipexpresi
v systéemuS. cerevisia®@drazejici relativni kinazovou aktivitu dané vatia

Pro tento Gel byly pripraveny nové lyzaty z bék kultivovanych po dobu
4 tydni od druhé selekce pomoci FACS. Celkova proteinar&&ntrace v lyzatech
byla upravena na srovnatelnou hladinu pomoci seypiia Protein Assay a 18l
zlyzati bylo nanaSeno na&tyfi 10% polyakrylamidové gely. Po préimuté
elektroforéze byly proteinyipneseny na membrany metodou western blot.

Poté byly membrany roz#ftany, jejich ¢asti inkubovany s roztoky
s nasledujicimi primarnimi protilatkami proti: pgotu Src (anti-v-Src), proteinu GFP
(anti-GFP), fosforylovanému proteinu Src na Tyr 41@nti-Src pY418),
fosforylovanému proteinu Cas (anti-p130Cas pY165psforylovanému proteinu
Fak (anti-Fak pY861) a ifsluSnymi sekundarnimi protilatkami konjugovanymi
s HRP (obr. 4.3.6a-d).

Pri porovnani obrazku 4.3.5a, b s obrazkem 4.3.6kgdb,byly pouzity lyzaty
piipravené z bukk cca 14 dni po druhé selekci je patrny pokles esgiproteinu Src



u linii burék s variantami v-SrcPRC a Y90E-Src. Pokles expté&d#o variant vSak
neni doprovadzen srovnatélnvyraznym sniZzenim mnozstvi proteinu EGFP.
Pti porovnani obrazk 4.3.5b a 4.3.6b je patrné, Ze hladiny proteinu EGFobou
sadach lyzdit na giblizné srovnatelné udrovni. Fosforylace Tyr 416 (obr.@&c}.
odpovidajicim zfgsobem odrazi kindzovou aktivitu a mnoZzstvi danéangy Src
v savich buikadch. To nejlépe znazmuje napiklad varianta v-SrcPRC, kdyigs
ne@ilis vysokou nadprodukci v lkdch je porarné vyrazré fosforylovana na Tyr
416 v aktiv&ni smyce.

Fosforylace proteinu Fak (obr. 4.3.6e) se zd& hjpowidajici vzhledem
k mnoZstvi variant Src a el jejich autofosforylace na Tyr 416. AvSak u vatyan
Y90E-Src, &koli je vice autofosforylovana na Tyr 416 nez c-Sr8. cerevisiae
muzeme pozorovat slabsSi fosforylaci kinazy Fak. Uaray YOOE-Src527F je takée
patrné zeslabeni fosforylace proteinu Fakéiéna Grové prazdného vektoru, i kdyz
je tato varianta fitomna v bikach ve srovnatelném mnozZstvi jako varianty
v-Src527F a Y90F-Src527F, které vykazuji podobnamven autofosforylace.

U proteinu Cas (obr. 4.3.6d) je vySSi fosforylaceize u variant Y90F-Src
a Y90F-Src527F. U varianty Y90F-Srcage byt obohaceni fosforylacgst&né
pri¢itano zn&né nadprodukci této varianty vitkach. U YO0F-Src527F se vSak tato
fosforylace jevi nejspiSe jakousledek zesilené interakce mezi touto variantou
a proteinem Cas. Tento signal totiz nelze pozorowatvariant v-Src527F
a Y90E-Src527F, které jsou v iikach gitomny ve srovnatelném mnoZstvi jako
varianta Y90F-Src527F a vykazuji podobnou miru fmsforylace na Tyr 416.
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Obr. b
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Obr. ¢
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130 kDall| 1. anti-Cas pY165 (1:1000)
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Obr.d
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Obr. e
1. v-SrcPRC
2. Y90E-Src
3. YOOF-Src
4. c-Src
5. pIRES2-EGFP
6. v-Src527F
7. YOOE-Src527F
8. YOOF-Src5271

Obr. 4.3.6a-e Qsteni miry exprese variant proteinu Src (obr. a)@ginu EGFP (obr. b),
owereni fosforylace Y416 v akti¢ai smyce (obr. ¢) a zhodnoceni fosforylace vybranych
substral kinazy Src (obr. d, €). Popis nana3ky odpovidaaw# proteinu Src (fp.
prazdnému vektoru) ffiomné v jednotlivych populacich bty primarni a sekundarni
protilatky jsou uvedené vpravo vedle obrazk

Vysledky ziskané v této sadpokudsi vSak mohou slouzit jen pro velmi
orienta&ni odhad vlivu jednotlivych variant kinazy Src nasforylaci substrat
Pro gesrgjSi porovnani vlivu variant kindzy Src na fosfonilasubstrai je treba
v buinkach dosahnout alesp@iiblizné stejné nadprodukce u vSech variant. Pro tento
Ucel byla provedena transientni transfekce popsaraskedujicim oddile.



4.3.2.4 Vliv exprese variant proteinu Src na fosfglaci substrati

u transientné transfekovanych RAT2 fibroblasti

Protoze se i opakované selekci bdk RAT2 fibroblast pomoci FACS nepodido
ziskat linie bugk se vzajemé& srovnatelnou mirou exprese variant kinazy Srca byl
zvolena k dosazeni tohoto cile metoda transienamistekce. R stabilni transfekci
jsou buiky dlouhodolks kultivovany a selektovany wipomnosti pislusného
antibiotika. To niZe zpmisobovat u #kterych bugk postupnou ztratu exprese
Zadaného genti snizovani mnozstvi proteinového produkiitggmného v biikach.

V piipact transientni transfekce je fifpmnost proteinového produktu genu
analyzovanacasré po transfekci (v naSemripact tieti den po transfekci), kdy
dosahuje exprese daného genu vysoké @rovn

Pri transientni transfekci bylo pouzito dvodznych mnoZstvi (v nasem
piipadt 3 a 15ug) plazmidové DNA. Tim se &io dosahnoutast&éného vyrovnani
rozdilné exprese variant proteinu Src. KindzalktivrejSi varianty proteinu Src jsou
dusledkem W#@znych reguldnich mechanisin ¢asto pitomny v buikach spiSe
v menSim mnozstvi nez kinazomere aktivni varianty. Fosforylace substraty se
pak mohla porovnavat u kinazoaktivrejSich forem proteinu Src v lyzatech z kkn
transfekovanych vy3S8im mnozstvim plazmidové DNAyzéty burk s mér
kinazow aktivnimi variantami, které by sefipravily z burék transfekovanych
mensim mnozstvim DNA.

Pro transientni transfekci byloripraveno 17 misek s konfluenci cca 80%
a RAT?2 fibroblasty byly transfekované pomoci reagetipofectamine 2000 dwma
raiznymi mnoZzstvimi plazmidové DNA konstrikplRES-EGFP nesoucimi varianty
genu src. v-srcPRC, Y90Esrc, Y90Fsrc, csrc, YOOEsrc527F, Y90Fsrch27F,
v-srch27F a csrcb27F. Buky byly také transfekovany prazdnym vektorem, zde
byly pouzity k jediné transfekci @g plazmidové DNA. K 3ug DNA bylo pidavano
vzdy 15ul transfekni reagencie, k 1ag se pidavalo 30ul.

Treti den po transfekci byly z bé pripraveny lyzaty, jejichz celkova
proteinova koncentrace byla upravena na srovnaitdhtedinu pomoci soupravy.D
Protein Assay. Na dva 10% polyakrylamidové gelyobglanaseno 2Ql lyzata,
na jeden gel sada ly#ériskanych z buik transfekovanych 3ig plazmidové DNA,
na druhy gel sada lyZarziskanych z busk transfekovanych 1fg plazmidové DNA.



Po rozaéleni vzorki elektroforézou byly proteinyipneseny na membrany metodou
western blot.

Ob¢ membrany byly inkubovany s roztokem primarni pébky proti
proteinu Src (anti-v-Src) a poté se sekundarniilatkbu konjugovanou s HRP
(GAM-HRP). Z obr. 4.3.7a je patrne, Ze bohuzel undkutransfekovanych 3ug
plazmidové DNA nebylo dosaZzeno vyré&@ nadprodukce variant proteinu Src.
U burgk transfekovanych 15ug plazmidové DNA (obr. 4.3.7b) bylo slabsi
nadprodukce dosazeno pouze u variant Y90E-Src,c523F a Y90F-Src527F;
silngjSi nadprodukce pak u variant Y90F-Src a c-Src.

. V-SrcPRC

. Y90E-Src

. Y90F-Src

. c-Src

. PIRES2-EGFP
. V-Srch27F

. YOOE-Src527F
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. C-Srch27F
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Obr. 4.3.7a, b Q&eni miry exprese variant proteinu Src. Popis nanéspovida variart
proteinu Src (fip. prazdnému vektoru)fpomné v jednotlivych populacich btlka Obr. a,b
ob¢ membrany - 1. anti-v-Src (1:1000); 2. GAM-HRP (108)

Pro orientani porovnani fosforylace substiétkinazy Src a celkové
tyrozinové fosforylace v hikach bylo naneseno 34 lyzati pripravenych z bugk
transfekovanych 15ug plazmidové DNA na it 10% polyakrylamidove gely.
Po rozdleni vzorki elektroforézou byly proteinyipneseny na membranu metodou
western blot.

Membrany byly inkubovany sroztoky primarnich piaek proti
fosforylovanému  tyrozinu (pY20), proti fosforyloamu proteinu Cas
(anti-p130Cas pY165) a fosforylovanému proteinu Kakti-Fak pY861). Poté
s roztoky sekundéarnich protilatek konjugovanych RPH (GAM-HRP, resp.
GAR-HRP).



Na obr. 4.3.8 je patrna vyragfi tyrozinova fosforylace u variant v-SrcPRC,
Y90F-Src527F a v-Srch27F, které vykazujidbavySenou miru autofosforylace
anebo v pipact variant YO0F-Src527F a v-Src527F i vySSi miru espr U c-Src Ize
zvySenou tyrozinovou fosforylaci fipitat zn&né nadprodukci této varianty

v buikdch. U ostatnich variant je tyrozinova fosforylate srovnatelné drovni

s buikami nesoucimi prazdny vektor.

. V-SrcPRC

. YO0E-Src

. Y90F-Src
c-Src

. pPIRES2-EGFP
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. YOOF-Src527F
. C-Srcb27F
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Obr. 4.3.8 Srovnani celkové tyrozinové fosforylackuikach nesoucich varianty kinazy
Src. Popis nanasky odpovida vartamproteinu Src (fp. prdzdnému vektoru)ifpomné
v jednotlivych populacich bik. Membrana — 1. pY20 (1:1000); 2. GAM-HRP (1:3000)

V piipadt fosforylace substratu kindzy Src, proteinu Casr.(418.9a), se
vyrazrejSi fosforylace objevila jen u variant v-SrcPRC 80¥-Src527F, velmi slaby
naznak fosforylace fizeme pozorovat také u varianty c-Src. U variani§re-je
fosforylace odrazem zvySené aktivity virové kindayvarianty c-Src Ize slaby signal
pri¢itat vyrazné nadprodukci tohoto proteinu wikéch. V gipad Y90F-Src527F
byla zvySena fosforylace proteinu Cas pozorovana stabilé transfekovanych
burtk RAT2, kde bylo pitomno daleko mensi mnoZstvi této varianty (viz db8.6d
v piedchozi kapitole). Zde by tento <ijgi signal castén¢ mohl odrazet vysSi
nadprodukci této varianty, avSak mohl by se té&&itat i silngjSi interakci
s proteinem Cas.

V piipact kinazy Fak (obr. 4.3.9b) je fosforylace na odpayitd Grovni
vhledem k pitomnému mnozstvi arpdpokladané meé kindzoveé aktivity u variant
v-Src, c-Src, YO0F-Src527F a c-Src527F. Nejvyeg@nobohaceni je tedy patrné
u kinazo¥ aktivni varianty v-Src a u ztaé nadprodukovanych variant c-Src
a Y90F-Src527F. U variant v-Src527F a Y90E-Src5@7&ignal o sico malo slabsi
VvV porovnani s variantou c-Src, praépodobre vliivem mensiho mnoZzstvi v blkach.

U variant Y90E-Src a Y90F-Src, které byly prokakate v buikach



nadprodukovany, je intenzita signaltekvapiv na arovni butk nesoucich prazdny
vektor.

Opet v8ak musime konstatovat, Ze porovnani fosforylasgbstrai
a fosfotyrozinového profilu je pouze orietng nebd nebylo dosazeno srovnatelné

exprese variant proteinu Src v jednotlivych linifmk RAT2.

1 2 3 4 5 6 7 g 1. v-SrcPRC
2. Y90E-Src
130 kDall . o 3. Y9OF-Src
- 4. c-Src
Obr. a 5. pIRES2-EGFP
6. v-Src527F
1 2 3 4 5 6 7 8¢ 7. YOO0E-Src527F
8. YOOF-Src527F
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130 kDall r— e 9. c-Srch27F
Obr. b

Obr. 4.3.9a, b Srovnani fosforylace substiéhazy Src proteitn Cas a Fak. Popis nanasky
odpovida variart proteinu Src (fp. prazdnému vektoru) fipomné v jednotlivych
populacich bu¥k. Obr.a membrana — 1. anti-p130Cas pY165 (1:10Q0)GAR-HRP
(1:3000). Obr. b membréana — 1. anti-Fak pY861 (@02, GAR-HRP (1:3000).



5. Diskuse

Heterologni exprese proteinu SrcSvcerevisiagorispéla k objasini mechanisr
regulace kinazové aktivity a dalSich charakteristikoto onkoproteinu (Boschelli
et al, 1993; Murphyet al, 1993; Brabek a Mojzitat al, 2002; Tribleet al, 2006).

V naSem pipact jsme heterologni expresi variant proteinu S&: eerevisiae
vyuzili pro porovnani jejich kindzové aktivity a qrsledovani efektu exprese
na viabilitu kvasinkovych buik. Poddilo se UspSné exprimovat varianty kinazy Src
s mutaci Y90E, Y90F v SH3 domg&nvarianty nesouci mutaci Y90E, Y90F
a zarové mutaci Y527F, varianty c-Src a c-Src527F, variamt$rcPRC a v-
Src527F (SH3 doména v-SrcPRC).

P srovnavani kinazové aktivity jednotlivych variamglo vyuzito porovnani
intenzity fosforylace Tyr 416 v akti¢gaim segmentu. Fosforylace Tyr 416impo
koreluje s kinazovou aktivitou, je nepostradateprd plnou aktivaci kinazy Src
a Vv buikdch probihd zejména mechanismem intermolekulautbf@sforylace
(Boerneret al, 1996; Barkeet al, 1995). Mira autofosforylace jednotlivych variant
byla tedy vyjadena pomoci denzitometrického vyhodnoceni jako pedateinu
fosforylovaného na Tyr 416 v celkovém mnozstiitggmného proteinu a porovnana
s mirou autofosforylace varianty c-Src (viz obg.8).

V piipadt variant c-Src527F, Y90E-Src527F, Y90F-Src527F &reb27F
byla autofosforylace Tyr 416 cca 4,5 krat az 6 kn@&Si nez u varianty c-Src. To
bylo s nej¢tSi pravépodobnosti zfsobeno ptomnosti zamny Tyr 527
za nefosforylovatelny Phe. Tyr 527 e podléhat v kvasinkovych tkach
intermolekularni autofosforylaci a negatévovliviiovat kinazovou aktivitu vazbou
SH2 domény (Osusket al, 1995). SH2 doména the vazat s nizkou afinitou
i motiv s Tyr 527, ktery neni fosforylovan, a takspivat k udrzovani kompakij$i
konformace molekuly Src. Vifpact zameny Tyr za nepolarni Phe by vSak SH2
doména mohla vazat motiv v C-koncové oblasti €j@$ensi afinitou, coz by se
mohlo projevovat zvySenou kindzovou aktivitou (Muyt al, 1993).

V souladu s tim byla pozorovana u variant YO0E-&r¥90F-Src, kde byl
tyrozin na pozici 527 zachovan, niz§i mira autafiodhice Tyr 416. V fipac
varianty Y90F-Src nedosahovala autofosforylace rstelné Urové s variantou



c-Src. To bylo pravgbodobré zpisobeno fitomnosti fenylalaninu 90 na vazebném
povrchu SH3 domény, ktery mohl zvySovat celkovodrbfobicitu vazebné kapsy,
prispivat k zesileni vazby s CD linkerem a k udrzévi@hibi¢ni intramolekularni
vazby.

U varianty Y90E-Src doslo ke z&véd@mu naiistu autofosforylace Tyr 416,
ktery predstavoval cca 3,5 nasobek autofosforylace u c-BwgSeni kindzové
aktivity lze u této varianty nepochybmpricitat piitomnosti glutamatu 90 ve vazebné
kapse SH3 domény. Zapeérmabity Glu 90 mohl zpsobovat zminu naboje
a struktury na vazebném povrchu SH3 domény a tiesrmmiovat interakci s CD
linkerem. To mohlo vyvolat casténé naruSeni jedné z intramolekularnich
regul&nich vazeb a nasledizvySenou prawpodobnostasté&né aktivace.

Pro gesné stanoveni kinazovych aktivit jednotlivych gatiproteinu Src by
bylo ztejmé nejvhodrjSi provést mifeniin vitro inkorporace radioaktivhznateného
V*?P-ATP do substratového peptidu nebo vyuZitingané z komeng vyrabsnych
souprav, kdy je fosforylace substratového peptidadao detekovatelnd pomoci
naristu fluorescence. Bteni kinazové aktivity pomoci jedné z metod je plégmm
v dalSim pokr&ovani projektu.

Exprese variant proteinu Src owiovala viabilitu kvasinkovych buik
S. cerevisiaeriznym zpisobem. H testovani viability kvasinek s variantami Src
na plotndch s médiem s galakt6zou a rafin6zou pebybzné pozorovat vyrazné
rozdily v nafistu biomasy. Mezi jednotlivymi bébdnymi kulturami nesoucimiizné
varianty Src a nebo varianty Src zamaekinazou Csk nebyl signifikantni rozdil. To
vzneslo moznost vzajemné kontaminace mezi kvasimkovliniemi burek.

P ovéfovani této moznosti se vSak prokazalo, Ze liniet&mmovany nebyly.

U burék nesoucich zarowekinazy Csk a Src nebyla vSak exprese kindzy Csk
detekovana, i kdyz lhiky vykazovaly pitomnost seledniho markeru (gemIS3)
piitomného na plazmidu spolu s genesk Gencsk byl do bugk vnasen viozeny
do nizkokopiového integrativnino vektoru pRS313plm vyplyvd mozZnost, Ze
mohlo dojit k integraci pouze Useku se séhéln markerem a Ze getsk nebyl

do chromozomu integrovan. Vzhledem k tomu byla Nitabdale testovana pouze

u burék nesoucich samotné varianty kinazy Src.

Pro dalSi testovani viability kvasinkovych kknbyly podminky nastaveny
piisngji. Indukce exprese variant Src probihala na pldtngouze s galakt6zou jako

jedinym zdrojem uhliku. Do tohoto testu byly taksazeny biiky nesouci varianty



kindzy Src s mutaci Y527F. Zde se projevil zhorSeajist biomasy u obou sérii
ploten s galaktbzou pouze u BN nesoucich variantu v-SrcPRC. Linie
kvasinkovych bu#k nesoucich ostatni varianty kindzy Src rostly sedelre

s kontrolnimi buikami nesoucimi prazdny vektor. Vysledek testu Vigbbyl pak
podpden porovnanim tyrozinové fosforylacéitpmné v bukach, kdy jen u linie
s variantou v-Src byl patrny zvySeny vyskyt fosfacg na tyrozinovych zbytcich.

U burek s variantou v-Src byl vyskyt vyraznmensiho ndistu biomasy
a zvysené tyrozinové fosforylace subsirdbloZzen viac jinych studii. V &chto
studiich bylo pozorovano, Ze exprese v-SrB.¢erevisiaedoprovazena masivni
fosforylaci je bd’ pro buiky zcela lethalni (Boschelkt al, 1993; Bruggeet al,
1987) a nebo alespanhibuje jejich fist (Kornbluthet al,, 1987; Floricet al, 1994).
V naSem pipadt nebylo mozné pomoci zvolené metody pro testoviatility bunsk
urtit, zda je pitomnost varianty v-SrcPRC pro iiky zcela lethalni nebo ne.
Pri rastu burk na plotnach s galaktézou bylo mozné v tisejwtsiho nanosu
biomasy pozorovat vzdy¢kolik oddilenych kolonii nebo vice souvislejSi dgr
burgk. Tento naist burgk nelze jednozr@é prisoudit schopnosti buk rist
i v pfitomnosti v-Src. Bilky nesouci v-Src mohly také utilizovat Ziviny
z oduntelych nanesenych bgék na plotnach a tak bytast&éné nezavislé na
galaktoze v kultivénim médiu.

Kvasinkové kultury nesouci ostatni varianty proteirsrc (Y9O0E-Src,
Y90F-Src, c¢-Src, c-Srcb27F, Y90E-Src527F, Y90F-3vé5 a v-Src527F)
projevovaly miru viability a tyrozinové fosforylaceendogennich substfat
na srovnatelné arovni jako tky nesouci prazdny vektor. Podobny jev, kdy
kvasinkové biiky po expresi iznych variant proteinu c-Src neztracely viabilitu
a nevyskytovala se u nich zvySena fosforylace satmstych protein, byl popsan
i vdalSich studiich. Ndfklad Boschelli a kol. pozoroval, Ze itky po indukci
exprese kinazy c-Src na pevném médiu i v tekigdpané kultie s galaktdzou
vykazuji velice podobnou miru viability jako konimd buiky nesouci prazdny
vektor. Také tyrozinova fosforylace byla u Bkins variantou c-Src na urovni
kontroly (Boschelliet al, 1993). V jiné studii pochazejici z labonraggrof. Martina
porovnavali viabilitu a tyrozinovou fosforylaci wiek S. cerevisiamesoucichizné
aktivované varianty kinazy Src. U varianty c-SrcYb2oyla v této studii pozorovana
kindzova aktivitain vitro na podobné urovni jako u proteinu v-Src kmene Sdhmi

Ruppin. AvSak i pes to byla tato varianta Src pro iy jen mirrg toxicka



a i tyrozinova fosforylace substiidbyla pouze lehce zvySena oproti kontrolnim
buikam s prdzdnym vektorem (Trager a Martin, 1997).

V kontrastu stim jsou studie, kdy byla sniZzenabiita a vysSi mira
fosforylace substratpozorovana u buk S. cerevisiag pii expresi kindzy c-Src.
Murphy a kol. pozoroval, Ze i exprese proteinu c-Zmsobuje vyraznou inhibici
rastu kvasinkovych buik doprovdzenou nastem fosforylovanych protein
Srovnatelny efekt #la na buiky i exprese aktivované formy c-SrcY527F (Murphy
et al, 1993). | ve studii pochéazejici z labot@oprof. Smithgalla se Wipac
exprese kinazy c-Src §. cerevisiaeobjevovala u bk snizena mira viability a
stoupla fosforylace endogennich kvasinkovych sétis(irible et al., 2006).

Rozdilnd pozorovani efektu exprese variant c-Srdbone-SrcY527F
na viabilitu a tyrozinovou fosforylaci substiate vySe uvedenych studiich mohla
byt zpisobena mnoha faktory, nappouzivanim iznych tym vysokokopiovych
replikativnich  vektoil, odliSnymi typy kvasinkovych kmé&n a metodami
transformace vektdr do kvasinkovych buik, odliSnymi metodickymi fistupy
pii provadni testi viability a podobs. V naSem fipadt by bylo vhodjSi studovat
vyznam mutace Tyr 90 v SH3 domééhkinazy Src p koexpresi s kindzou Csk
v systémuS. pombgkdy i zangna jedné aminokyseliny setie vyrazg projevit

na viabili®& bursk.

Pri expresi proteinu Src v kvasinkovém systému sekdmal vliv zangny
Tyr 90 v SH3 doméhna autofosforylaci Tyr 416 v aktitaim segmentu u variant
bez mutace Y527F. Pro obj&si vliivu mutace Tyr 90 v SH3 domé&ma schopnost
kindzy Srcin vivo ovlivnit fenotyp savich burgk a fosforylaci substratv porovnani
s ostatnimi variantami kinazy Src bylo nutné uskuiteexpresi variant proteinu Src
v sawich buikach.

Pro expresi variant proteinu Src byly jako prvnibrdny mysSi fibroblasty
linie 3T3. Fibroblasty linie 3T3 se proc¢él analyzy tyrozinové fosforylace
a transforméniho potencialutznych forem kinazy Srcitve pouzivaly i v jinych
studiich, vyhodou uthto burk byla vysoka dinnost transfekce (Erpel al, 1995;
Gonfloniet al, 1997).

V ptipact naSeho experimentu se pdéta v 3T3 buikach exprimovat
proteinové varianty v-Src, Y90E-Src a c-Src. U c-Byla nalezena nejvysSi hladina

proteinu Src v 3T3 hikach, u variant v-Src a Y90E-Src byla hladina nadpkce



slabsi nez u c-Src. Ve vSech Bémych liniich vSak byla celkova hladina proteinu
Src vySSi v porovnani s kami nesoucimi prazdny vektor.

Rozdilnost hladin proteinu Src byla pré&pddobré zpisobena odliSnou
stabilitou jednotlivych variant v 3T3 hkach. Kinazo¥ aktivrgjSi formy v-Src
a pravépodobrg i Y90E-Src v bukach podléhaly degradaci ubiquitin-
proteazémovym systémem ve vySSienieZ jejich kindzaymeért aktivni pro€jSek
burg¢ny protein c-Src. Tento jev byl jiztide pozorovan na modelu biknlinie
Cos-7, kdy u kinazay aktivni formy v-Src a c-SrcY527F bylas gitomnosti
v buikdch nesrovnatetnnizSi nez u varianty c-Sréi kindzow inaktivni varianty
c-Src K295R a kindzavaktivni varianty podléhaly vice ubigiutinylaci @siedné
degradaci v proteazému (Haragsal, 1999).

DalSi vysetleni rozdilnych hladin ffitomnosti variant proteinu Src v fikAch
by mohlo souviset s procesem zaujimani spravné okamafce zproseédkované
chaperonovymi proteiny. U forem v-Src nebo Y90E-Sig vlivem mutaci
obsazenych v aminokyselinové sekvenci mohl tentocgs probihat s pomalejsi
kinetikou nez u varianty c-Src, protoZze by vyZadalelSi trvani vazby chaperdn
a interakci i s dalSimi typy chapeffgrkteré by byly nezbytné pro zaujmuti spravné
konformace. Byla popsana existence vysSi afinigpeinonu Hsp90 k variaht/-Src
nez k proteinu c-Src i pteba vazby dalSich typchaperof pro maturaci v-Src
(Hutchinsonet al, 1992; Changet al, 1997; Xuet al, 1999). AvSak v &hto
studiich nebyla definitivh vyieSena otdzka, jak mohou tyt&elovliviiovat celkovy
pribéh procesu maturace forem Src obsahujicich aminbhgseé zangny, které
mohou vést k rozvolini a mensi stabilitvysledné konformace.

Tyrozinova fosforylace proteinovych subsirae fibroblastech linie 3T3 byla
u jednotlivych variant proteinu Src odpovidajicinledem k jejich fitomnému
mnozstvi a pedpokladané kinazové aktiitU varianty Y90E-Src vSak bylo mozné
pozorovat znéné zeslabeni tyrozinové fosforylace v pruhu odpajiéému velikosti
cca 60 kilodaltom, ktery pravdpodobr piedstavoval fosforylovany protein
paxillin.

Paxillin je jednim ze substfatkindzy Src asociovanych s integrinovou
signalizaci. Paxillin sice fite vazat SH3 doménu proteinu Sncvitro a tak byt
fosforylovan pimo touto kindzou kinazou, avSak na jeho fosfoiylacvivo se
ziejm¢ podili komplex kindaz Src a Fak. Kindza Fak v torptocesu slouzi jako

~-dokovaci“ misto pro proteiny Src a paxillin. KirédSrc se vaze svoji SH3 a SH2



doménou na kinazu Fak, dochazi kjeji aktivaci aletht fosforyluje protein
paxillin, ktery je téz vazany na kindzu Fak (Wen@l, 1993; shrnuto v Hanlet al,
2003). Ricinnou zeslabeni fosforylace proteinu paxillin bgytemohla byt viivem
mutace v SH3 doménkinazy Src slabsi interakce s kinazou Fak a timenSi
praveEpodobnost dosaZeni substratu — proteinu paxilimdale).

Na fibroblastech linie 3T3 nesoucich varianty v;SY®0E-Src a c-Src byl
proveden testustu bukk nezavisle na podkladu, jehoZelem bylo porovnat
transforméni potencial jednotlivych variant proteinu Srcii Restovani iistu
fibroblast: linie 3T3 vSak byla zji&ha schopnostist nezavisle na podkladu u vSech
typt burgk veéetng bungk nesoucich pouze prazdny vektor, coz nadawalo moznost
existencecasté&né transformovaného fenotypichto burk jeS€ pred zapdetim
experimeni. U fibroblast linie 3T3 je tedy sice velmidinna transfekce, ale tyto
bunky mohou vykazovat dgkteré vlastnosti spod@é s transformovanymi bkami
a nehodi se tudiZ pro pozorovéniény fenotypu vlivem exprese variant proteinu
Src.

V dalSich studiich byly pozorovany u fibroblaslinie 3T3 @i zvySené
expresi proteinu c-Srcékteré viastnosti charakteristické pro transformavamky.
Pii zvySené expresi c-Src v 3T3itkach bylo moZzné pozorovat Zmu tvaru na vice
kulovity typ a sniZzenou adhezi btknpii ristu na miskach (Katet al, 1997;
Shallowayet al, 1984). Jiné studie popisuji schopnost 3T3¢kuyso expresi c-Src
tvorit foci pri rastu kultury a také tudt kolonie v nékkém agaru (Johnsoet al,
1985; Sartoet al, 1992; Shallowasgt al, 1984).

Proto bylo pistoupeno k transfekci jinych fibroblastkonkrétré stabilnich
diploidnich fibroblasi linie RAT2. Fibroblasty linie RAT2 nepodléhaji takadno
transformaci jako fibroblasty linie 3T3 arguistavuji lepSi model pro porovnani
transformé&niho potencialu a fosforylace subsirat jednotlivych variant kinazy Src
pii expresi v biikach. U fibroblast linii 3T3 a RAT2 byl rozdil v tendenci
k transformaci zdokumentovan rfapa modelu exprese konstitutévaktivni kinazy
Btk, ktera obsahovala z&mu E41K v PH doméh Fibroblasty linie 3T3 f expresi
této varianty tvély v mékkém agaru cca 50-100 kolonii oupwru wvétSim nez
0,5mm. Bi expresi kinazy Btk s mutaci E41K ve fibroblastelohie RAT2 se
pii stejnych podminkach vytw¥ito mére nez 10 kolonii o giméru menSim nez
0,5 mm (Parlet al, 1996).



V RAT2 buikach byly oproti fibroblasim linie 3T3 exprimovany navic
varianty kindzy Src nesouaizné typy SH3 domén a mutaci Y527F. Exprese variant
s riznymi SH3 doménami &ha objasnit Ulohu mutace Tyr 90 v kontextu molekuly
kindzy Srccasténé aktivované zruSenim regudlad vazby, ktera je zprasgtdkovana
interakci SH2 domény s C-koncovou oblasti.

Pt expresi variant kindzy Src bez mutace i s mu¥E27F ve fibroblastech
linie RAT2 se opt projevila menSi stabilita kinazevaktivrejSich forem jako
v pripact exprese u 3T3 bwhk. NejvysSi nadprodukce v RATZ2 iikAch se poddo
dosahnout u kindzéwejmér aktivnich variant YO0F-Src a c-Src, avSak i varan
Y90E-Src a v-SrcPRC  byly v porovnani s kontrolouékatikandsobg
nadprodukovany. Nejménse pak v bikach vyskytovaly aktivované varianty
nesouci mutaci Y527F.

V prabéhu 4 tydrii kultivace po druhé selekci pomoci FACS vSak uardri
Y90E-Src a v-SrcPRC doslo ke zneamu poklesu hladiny nadprodukce. Tdza
opét souviset s jejich f@dpokladanou vySsSi kindzovou aktivitou a jakoripac
fibroblasti linie 3T3 odrazet rychlejSi degradaci pieshictvim ubiquitin-
proteazémového systémuigadre viiv ztizeni pfibéhu procesu zaujimani spravné
konformace v bikkdch. U fibroblast linie 3T3 se trend postupného sniZzovani
hladiny variant proteinu Src vigschu kultivace neprojevoval tak vyraznym
zpuisobem jako u fibroblast linie RAT2, coz opt muaZze slouzit jako fklad
rozdilnych vlastnosti bwk téchto linii pri expresi aktivovanych foremaznych
tyrozinovych kinaz.

DalSim gikladem, ktery podporuje fpdpoklad odliSnosti charakteristik
fibroblasti linii RAT2 a 3T3, je schopnost tvorby foctipustu burk na miskach.
Zatimco v naSem experimentu nebyl pozorovan vyskgi po 14 dnech ustu
u zadné z linii bukk, ani u RAT2 buik nesoucich variantu v-SrcPRC, v jinych
studiich pozorovali u 3T3 fibroblastvorbu foci i i zvySené expresi varianty c-Src
(Johnsoret al., 1985; Sartoet al, 1992).

K pozorovani zrény fenotypu budk po expresi variant proteinu Src se
zamenou Tyr 90 v SH3 doménti bez ni by se dalo vyuzit nédklad i epitelialnich
nadorovych bugk. Tyto buiky pii expresi aktivované formy kindzy Srasto
podléhaji tzv.epiteliakrmezenchymalni transici, kdy je patrna vyraznaéman
morfologie z kuboidniho tvaru bgk na tvar charakteristicky pro fibroblasty. Tento

proces je vlivem aktivity kinazy Src doprovazenamu mezibu&nych kontaki



zprostedkovanych E-kadherinem a naopak zvySenim mnobsticnych kontaki

s extracelularni matrix zprdstlkovanych integriny (shrnuto v Frame, 2004).
Pro tento efekt vyvolany aktivovanou kinazou Srdouikach je minimald

v n¢kterych gipadech dlezita krong pritomnosti intaktni domény SH2 fippmnost
neporuSené SH3 domeény. \ipad: piitomnosti zaminy W118A v SH3 domén
nadoroveé biiky tlustého geva linie KM12C vy3Se zmiimym proce8m nepodléhaji
(Avizienyteet al, 2004).

Ve fibroblastech linie RAT2 se nepdda dosahnout srovnatelnych hladin
exprese variant proteinu Src ani u stabilni tramedeani u transientni transfekce
a proto bylo mozné porovnavat miru fosforylace @irdt Cas a Fak u jednotlivych
variant pouze orientag.

V piipact kindzy Fak bylo mozno v obou experimentech pozatrdendenci
zeslabeni fosforylace tohoto proteinu wikéch nesoucich varianty Y90E-Src
a Y90E-Src527F. U kindzy Fak podléha po adhezicburprostedkované skrze
integriny autofosforylaci Tyr 397. Na fosforylovaiyr 397 se vaze kinaza Src svou
SH2 domeénou a interakce mezi proteiny Src a Faléje stabilizovana vazbou SH3
domény na motiv RALPSIPKL (AK 368 — 376) v kinazakFKinaza Src se tak gin
aktivuje a fosforyluje tyroziny naiznych pozicich v molekule kindzy Fak (Tyr 404,
576, 577, 861, 925) a v dalSich substratech (Thaehad, 1998; shrnuto v Hanks
et al, 2003).

V pripact fosforylaci napodobujici mutace Y90E na vazebnéwrghu SH3
domény by mohlo dochazet k zeslabeni interakce r8e#8 doménou kinazy Src
a vazebnym motivem bohatym na prolin obsazenémnazid Fak. To by mohlo
nasledg vést k mén ucinné fosforylaci tyrozinovych zbyikve struktile kinazy
Fak. Tuto doménku podporuje i studie zabyvajici se ulohou motRALPSIPKL
kinazy Fak pro vazbu SH3 domény kindzy Src. Integakindzy Src se syntetickym
peptidem in vitro, ktery nesl mutaci prolin v motivu RALPSIPKL na alanin
a neporusené misto pro vazbu SH2 domény, vykazovadaafinitu vzdjemné vazby
a umo#ovala pouzeast&nou aktivaci kindzy Src v porovnani s peptidem, kga
ob¢ vazebnd mista zachovana. dpadt mutace prolii v motivu RALPSIPKL
na alanin seén vivo vyrazré zhorSovala interakce kindzy Fak s kindzou. $tatace
v tomto motivu nasledn omezovaly fosforylaci proteinu Fak zpriestkovanou
kindzou Sran vivo a také redukovaly schopnost kindzy Fak zpeattovatin vivo

fosforylaci proteinu paxillin kinazou Src (Thomas al, 1998). Tato studie sice



dohie zapada doipdpokladaného modelu, Ze po naruSeni vazby vliviéronpnosti
mutace Y90E v SH3 doméndochazi k zeslabeni interakce mezi proteinem Src
a kindzou Fak, avSak prdgsrejSi objasgni vlivu této mutace na vzajemnou vazbu
téchto proteiri bude teba dalSich experiment

V pripact adaptorového proteinu Cas se objevovalo uc¢kunesoucich
varianty kinazy Src s mutaci Y90F v SH3 domé&mopak zesileni fosforylace, a to
zejména u varianty Y90F-Src527F. Protein Cagenbyt fosforylovan kinazou Src
in vivo dvéma mechanismy podobfako protein paxillin. V prvnimippact se niize
protein Cas vazat na kindzu Fak a byt fosforylokémazou Src, ktera je také
.,dokovana“ na kinaze Fak. V druhénimac se nejprve vaze kindza Src svou SH3
doménou na motiv bohaty na prolin obsazeny v pmateCas (AK 639 — 645)
a fosforyluje pilehlé tyroziny (Tyr 668 a/nebo Tyr 670), které ma&uzi pro vazbu
SH2 domeény a dalSi stabilizaci interakce mezi [mgt&rc a Cas. Kindza Src krém
vySe zmignych tyrozimi fosforyluje také tyroziny (v motivech Tyr-X-X-Pro)
v substratové doménproteinu Cas a vytvase tak vazebna mista pro SH2 a PTB
domény dalSich protein Oba dva mechanismy fosforylace proteinu Cas mohou
v buikach fungovatin vivo, akoli fosforylace zprosedkovanid komplexem kinaz
Fak a Src probiha efektigjn nez fosforylace proteinu Cas samotnou kindzou Sr
(Burnhamet al, 2000; Ruestt al, 2001).

Zesileni fosforylace proteinu Cas kitpmnosti kinazy Src se z&mou Y90F
v SH3 doméua by mohlo byt zpsobeno ,peviSi“ vazbou mezi dmito proteiny.
Fenylalanin na pozici 90 byigpival kéast&énému zvySeni hydrofobicity vazebného
povrchu SH3 domény a naslédpak ke zvySeni afinity vazby RPLPSPP motivu
piitomného v proteinu Cas. Tato dotnka se jevi jako pravpodobrjSi nez
vyswétleni, Ze zvySena fosforylace proteinu Cas by Ipfitomna viivem zesileni
interakce SH3 domény kinazy Src s kinazou Fak. ittopripadt bychom mohli
pozorovat i navySenou fosforylaci u kinazy Fak,akvEa se v bikach s variantami
Y90F-Src a Y90F-Src527F nevyskytovala. Podobiiklgd zesilené interakce byl
popsan u proteinu Grb2, ktery obsahoval mutaci Y2@@mologni k Y136 u kinazy
Src) na vazebném povrchu SH3 domény. Interakce Y202F s proteinem Sos
pietrvavala v bitkdch linie A431in vivo po delSi dobu v porovnani s dobou
interakce mezi wt formou Grb2 a proteinem SosdfLal, 2001). V naSemifpad
bude pesny mechanismus interakce s proteinem Y90F-SrcB2Wznam nasledné

zesilené fosforylace proteinu Cas ob@asn v pfibéhu dalSi experimentalni prace.



Hypoteticky model vlivu fosforylace Tyr 90 v SH3 dméné na kinazovou

aktivitu a vazbu ligandi

Z pozorovani exprese variant proteinu Src se ép@m Tyr 90 v SH3 domén
v kvasincesS. cerevisiaea savich fibroblastech linii RAT2 a 3T3 iieme vytvait
hypoteticky model vlivu fosforylace Tyr 90 na kim&ou aktivitu a vazbu ligarid

Tyrozin 90 je situovan na vazebném povrchu SH3é&yna jeho fosforylace
by mohla vyraz#é ovlivnit celkovou prostorovou strukturu vazebnésaa i naboj
piitomny na jejim povrchu.

V piipadt interakce SH3 domény obsahujici fosforylovany zimo 90
s usekem CD linkeru by mohlo dochazet k zeslabdmitya vzajemné vazby.
Poznenéna struktura vazebného povrchu SH3 domény by pradb0 obsazeném
v CD linkeru nedovolovala zapadat dostatehluboko do vazebné kapsy. Nasledn
by dochézelo k&Simu rozvolgni jedné z intramolekularnich inhéniich vazeb.
Dusledkem toho by pak kindaza Src mohla zaujitedteéne aktivni konformaci
i bez vyvazani SH3 domeény jinym intetakm partnerem a vykazovat zvySenou
kinazovou aktivitu. Nelze vylaiit ani moznost, Zeipvazbs interakkniho partnera
na SH2 doménu by mohla byt pozorovana u variafdgferylovanym Tyr 90 v SH3
domérk vysSi kindzova aktivita nez u varianty c-Src povamani stejného
interakéniho partnera.

P¥i interakci vazebnych partniers SH3 doménou obsahujici fosforylovany
tyrozin 90 by také mohlo dochézet k oviwh vzajemné vazby. &tefi interakni
partnéi s ukitymi typy vazebnych motiv by se mohli vazat s nizsi afinitou na SH3
doménu, protoZe jejich vazebny motiv by se #lemnoznost idealé vkladat
do hydrofébnich kapes na vazebném povrchu. U jinytarakénich partnaekr by
mohla afinita vazby po fosforylaci Tyr 90 v SH3 dém zistavat piblizné na stejné
arovni. Spektrum vazebnych parthdoy se po fosforylaci Tyr 90 mohlo vyragzn
menit, coZ by modulovalo signalni kaskadu vedouckioézy Src déle.

Na zav¥r miZzeme shrnout, Ze kindza Src fosforylovana na Tyrb@@e
pravdpodobrg mit in vivo vySSi kinazovou aktivitu, ale omezenou schopnost

interakce s &kterymi typy ligand.



6. Shrnuti

» Byla pripravena varianta kindzy c-Src se z@éwou Y90F v SH3 domeén
a déle varianty kinazy Src nesouci varianty SH3 émyrodvozené od c-Src,
Y90E-Src, Y90F-Src a v-Src PRC a zamweutaci Y527F.

» Varianty kindzy Src @etné varianty Y90E-Src) byly exprimovany
v kvasinceS. cerevisiaestabilré exprimovany v sasich fibroblastech linie
3T3 a stabila i transient’ exprimovany v saich fibroblastech linie RAT2.

= V expresnim systém@8. cerevisiadyla porovnana mira autofosforylace Tyr
416 u variant kinazy Src a na zallaohiry autofosforylace bylo usouzeno
na relativni kinazovou aktivitu jednotlivych vartanU varianty Src se
zanenou Tyr 90 v SH3 doménza Glu se autofosforylace Tyr 416 vyrazn
zvySila v porovnani s c-Src, zatimco opgatrend se objevoval u varianty se
zamenou Tyr 90 za Phe. U variant proteinu Src se &eami Tyr 90
a s mutaci Tyr 527 se autofosforylace Tyr 416 S$iggmtné nezvySovala

oproti varian¢ c-Src527F.

» Byl také sledovan vliv exprese variant proteinu Sacviabilitu a tyrozinovou
fosforylaci v buikach S. cerevisiae Prekvapivé pouze u bugk nesoucich
variantu v-SrcPRC jsme pozorovali vyrézmensi naist doprovazeny

zvySenou tyrozinovou fosforylaci endogennich prmteych substrat

» Vsawich fibroblastech linii 3T3 a RAT2 byla orietit& porovnana
fosforylace vybranych substfékinazy Src. U variant se z&mou Tyr 90
za Glu bylo mozné v hikdch pozorovat tendenci zeslabeni fosforylace
u kinazy Fak a prawgodobrt i u proteinu paxillin. U variant se z&mou
Tyr 90 za Phe se naopak objevila zesilena fosfoeyla adaptorového
proteinu Cas. U RAT2 fibroblastbyl pozorovan vliv exprese jednotlivych

variant Src na fenotyp bgk.



Na zéklad vysledki pozorovani exprese variant proteinu Src v kvasince
S. cerevisiaea savich fibroblastech linii 3T3 a RAT2 byl vytven
hypoteticky model vlivu fosforylace Tyr 90 v SH3 dére na kinazovou
aktivitu a interakci s ligandy. Fosforylace Tyr @ podle tohoto modelu
mohla vést ke zvySeni kindzové aktivity u proteiBuc, avSak zarowe

k omezeni schopnosti vazatkteré typy interaénich partnet.
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Prilohy

|. Primery pro mutagenezi YO0E v SH3 domé# c-src

YE-F L\(/Igéageneze &1 | CCACTTTCGTGECTCT CCAGGACT ACGAGT COOGGACTG
YE-R L\{A;ct)ageneze &1 C | CAGTCCGEEACT CGTAGT CCT CGAGAGCCACGAAAGT GG

ll. Vysledky sekvenovani

[I.A Sekvenovani variant csrc pro potvrzeni pritomnosti mutace Y90E v SH3
doménre (2 klony)

c-srcY90E (1.)
Y90E: TAC-GAG

1-695 (BamHI)

S o e ATGGEG 5

1t 7 CGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAAT TCCTGCAGCCCGGGEEGATCCATGEG 60

* k k k%

src  GAGCAGCAAGAGCAAGCCCAAGGACCCCAGCCAGCGECCGECGCAGCCTGGAGCCACCCAA 65

1t 7  TAGIAGCAAGAGCAAGCCTAAGGACCCCAGCCAGCGCCGEECECAGCCTGGAGCCACCCEA 120
* % *hkkhkkkkkhhkkkkkx*k EE I I I I S I I I I I O I

src  CAGCACCCACCACGGGGGAT TCCCAGCCT CGCAGACCCCCAACAAGACAGCAGCCCCCAA 125

1t 7 CAGCACCCACCACGGGEGGATTCCCAGCCT CGCAGACCCCCAACAAGACAGCAGCCCCCEA 180
ER R R I S I I S R I R R I I S R I I I R I R S I I I I S I I I I I I I I I I

src  CACGCACCGCACCCCCAGCCGCTCCTTTGGGACCGT GGCCACCGAGCCCAAGCTCTTCGG 185

1t 7 CACGCACCGCACCCCCAGCCGCTCCTTTGGGACCGT GGCCACCGAGCCCAAGCTCTTCGG 240
IR SRR RS SRS RS EEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEES

src  GGGCTTCAACACTTCTGACACCGITACGT CGCCGCAGCGTGCCGGEEECACTGECTGECEG 245

1t 7 GGGCTTCAACACTTCTGACACCGT CACGT CGCCGCAGCGT GCCGEEGECACTGEECTGECEG 300
EE I IR I S I S S I I S I S S I O L O EE R R R I I I S I I S I I I I I I I I

src CGICACCACTTTCGIGGCTCTCTACGACTACGAGT CCCGGACTGAAACGGACTTGICCTT 305

1t 7 CGTCACCACTTTCGTGGCTCTCGAGGACTACGAGT CCCCGACTGAAACGGACTTGTICCTT 360

LR I O S O O S R O

src  CAAGAAAGGAGAACGCCT GCAGATTGT CAACAACACGGAAGGT GACTGGTGGCTGGECTCA 365
1t 7 CAAGAAAGGAGAACGCCTGCAGAT TGTCAACAACACGGAAGGTGACTGGTGECTGECTCA 420
Rk S R R O O R R S o S R R R S kR Rk b S R R
src  TTCCCTCACTACAGGACAGACGGEGECTACATCCCCAGTAACTATGTCGCGCCCTCAGACTC 425
1t 7 TTCCCTCACTACAGGACAGACGGECECTACATCCCCAGTAACTATGT CGCGCCCTCAGACTC 480
LR I R R
src  CATCCAGGCTGAAGAGTGGTACTTTGGGAAGATCACTCGTCGCGAGT CCGAGCGGECTCCT 485
1t 7 CATCCAGCCTGAAGAGTGGTACT TTGGGAAGATCACT CGTCGGGAGT CCGAGCGECTCCT 540
Rk S R R S Ok R R S ok S S O S R R R S Sk S S S S S R R R O I Sk o
src  GCTCAACCCCGAAAACCCCCGGGEGAACCT TCTTGGT CCCCGAGAGCGAGACGACAAAAGG 545
1t 7 GCTCAACCCCGAAAACCCCCGGCGAACCT TCTTGGT CCGGGAGAGCGAGACGACAAAAGG 600
LRk I O R
src  TGCCTATTGCCTCTCCGITTCTGACTTTGACAACGCCAAGGGCECTCAATGTGAAGCACTA 605
1t 7 TGCCTATTGCCTCTCCGI TTCTGACT TTGACAACGCCAAGGGEGECT CAATGTGAAGCACTA 660
LR I O
src  CAAGATCCGCAAGCTGGACAGCGGECGECTTCTACATCACCT CACGCACACAGT TCAGCAG 665
1t 7 CAAGATCCGCAAGCT GGACAGCGGECGECTTCTACATCACCT CACGCACACAGT TCAGCAG 720
Rk S R R S Ok R R S ok S b S R R S kR b o S S R
src  CCTGCAGCAGCTGGTGGCCTACTACTCCAAACATGCTGATGGCTTGTGCCACCGCCTGAC 725
1t 7 CCTGCAGCAGCTGGTGECCTACTACTCCAA- - - - - - - - e e e oo oo 750

Rk S R S O O O



882- STOP ( Xbal )

src_rev
1t 3

src_rev

----------------------------- CTATAGGTTCTCTCCAGGCT GGTACTGGGGC
GCGGOCGCT CTAGAGCAGAT CTGOCAGGOCTATAGGT TCTCT CCAGGCT GGTACT GGGRC

Rk I S O

TCTGI CGAGGT GAAGTAGT CCT CCAGGAAGGCCT GCAGGTACT CAAAAGT GEECCGCTCC

1t 3 TCTGTCGAGGT GAAGT AGT CCT CCAGGAAGGOCT GCAGGT ACT CAAAAGT GGGCOGCTCC
ER R O S O S S kO I O O I O
src_rev TCAGGGTCCTTCCGOCAGCACT GBCACAT GAGGT CATGCAGOGACT CGGBGCACT CGEGC
1t 3 TCAGGGTCCTTCOGCCAGCACT GGCACAT GAGGT CAT GCAGCGACT CGGGGECACT CGRGC
EE R O S O S S O R O I S S I O O O O
src_rev GGGCAGGGECATGCGGTAGOCCCTCTCCACCTGGT CCAGCACCT COCT GTTGACCATCCCT
1t 3 GGGCAGGGECATGCGGTAGOCCCT CTCCACCT GGT CCAGCACCT COCT GTTGACCATCCCT
EE R R R S R S I R I R S R I R I R O O
src_rev GGGTATGECACCCGGOCCTTGGT GGTCAGCT CAGT CAGCAGGAT GOCGAAGGACCAGACA
1t 3 GGGTATGECACCCGGOCCT TGGT GGT CAGCT CAGT CAGCAGGAT GOCGAAGGACCAGACA
EE R O S o O o S O O I S S I O O O I O
src_rev TCOGACTTGATGGT GAACCGGOCATAGAGGGECT GOCT CBRGGEGCT GTCCACT TGATGREG
1t 3 TCOCGACTTGAT GGT GAACCGGCCAT AGAGGGCT GOCT CGBAGGECT GTCCACT TGATGGGG
EE R R R R I R S O I R I R O O
src_rev AACTTGGCACCTTGOOGTGCTGTGTACT CGTTGTOCT CGAT GAGGOGT GOCAGOCCAAAG
1t 3 AACTTGGCACCTTGCOGT GCTGT GTACT OGT TGT CCT CGAT GAGGOGT GOCAGOCCAAAG
EE R R R R I R I R I R I O
src_rev TCAGOCACCT TGCACACCAGGT TCTCOCCCACCAGGAT GT TGECOGOCOGCAGGT CTOGG
1t 3 TCAGOCACCTTGCACACCAGGT TCTCOOCCACCAGGAT GTTGBOCGOCCGCAGGT CTCGG
EE R O S O S S O kO O I O O I O I O
src_rev TGCACGTAGTTCATCCTCTCCACATAGGCCAT GOOGGATGCAAT CTGAGCAGCCATATCG
1t 3 TGCACGTAGT TCAT CCTCTCCACATAGGOCAT GCOGGAT GCAAT CTGAGCAGCCATATCG
EE R R R R I R R R I I R R I O
src_rev ACGAGCTGTGGCAGOCGCAGGTACT TGCCCATCTCTCOCT TCAGGAAAT CCAGGAGGCTC
1t 3 ACGAGCT GT GGCAGCCGCAGGT ACTTGOCCATCTCTCCCTTCAGGAAAT CCAGGAGGCTC
EE R O S O kS O O O I O O
src_rev CCCTTGCTCATGTACTCAGTGACGATGTAGAT GGGCT CTTCOGACACCACT GOGTACAGC
1t 3 OCCTTGCTCATGT ACTCAGT GACGAT GT AGAT GGGCT CTTCOGACACCACT GOGTACAGC
EE R Ok S O kO O O
src_rev TGAACCAGCTTCTCATGOOGGAGCT TCTTCATCACT TGEGCTTCCTGCAGGAAGGCCTCC
1t 3 TGAACCAGCTTCTCATGCOGGAGCTTCTTCATCACTTGGGCT TCCT GCAGGAAGGCCTCC
EE R R R R R I I R R R R I I R R I O
Ssrc_rev GGGGACATTGTGCOGGGCTTCAGAGT CTTTATGGOCACT CTGGT GGTGOOGT TCCAGGTC
1t 3 CTGACACCGTCACGTOGT CAGAGTCTTT- - - - - = = = = mm o mmm o mmm e e 75
R R I b o S S Rk S O S
c-SrcY90E(2.)
Y90E: TAC—GAG (BamHI)
1-689
S i i T T R
2t 7 COOCCTOGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCOGGGGGATC 60
src - ATGGGEAGEAGCAAGAGCAAGOOCAAGGACCCCAGCCAGOGCCGEOGCAGOCTGGAGCT 59
2t7  CATGGGTAGTAGCAAGAGCAAGCCT AAGGACCCCAGOCAGOGCOGECGCAGOCTGGAGCE 120
kkkkhk *k Fhhkkkhkkhkhkkkkhkkhkhkhkkhkkh dhhkkhkhkhkhkkhkkhhhhhkkhhkhhkhhdhxhkdhkhrhkhkhkdkhrxkkx*k
src  ACCOGACAGCACCCACCACGGGGGATTCOCAGOCT CGCAGACCCOCAACAAGACAGCAGE 119
2t 7  ACCOGACAGCACCCACCACGGGGGATTCOCAGOCT CGCAGACCCOCAACAAGACAGCAGC 180
R O O I O I o O I
src  COOOGACACGCACOGCACCCCCAGCOOGCTCCT TTGGGACCGT GGOCACCGAGOCCAAGCT 179
2t 7  COCOGACACGCACCGCACCCCCAGOOGCTOCT TTGGGACCGT GGOCACCGAGOCCAAGCT 240
EE R R R R R I R R R I R R R
src  CTTOGGGEGGCTTCAACACTTCTGACACCGTTACGT CGOCGCAGOGT GOOGGGGECACTGEC 239
2t7  CTTCGGGGGCTTCAACACTTCTGACACOGT CACGT CGCOGCAGOGT GCCGGGEGCACTGEC 300
R O O I O I kO S O S R S S O O
src  TGBOGGOGT CACCACTTTCOGT GECTCTCTACGACT ACGAGT CCOGGACTGAAACGGACTT 299
2t 7  TGGBOGGOGT CACCACTTTCOGT GBCTCTCGAGGACT ACGAGT CCOGGACTGAAACGGACTT 360

Rk S R S O R R S o S O R ok S S Rk Ik S b S S ok R R S o
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src  GICCTTCAAGAAAGGAGAACGCCT GCAGAT TGTCAACAACACGGAAGGTGACTGGTGECT 359
2t 7 GTCCTTCAAGAAAGGAGAACGCCTGCAGATTGT CAACAACACGGAAGGT GACTGGTGCECT 420
LRk I S O O
src  GGCTCATTCCCTCACTACAGGACAGACGGGECTACATCCCCAGTAACTATGICGCGCCCTC 419
2t 7 GGCTCATTCCCTCACTACAGGACAGACGGEGECTACATCCCCAGTAACTATGTCGCGCCCTC 480
R S R S R R R S R R S R Rk b ok S R R Ik e b o S R
src  AGACTCCATCCAGGCTGAAGAGTGGTACT TTGGGAAGATCACT CGTCGGGAGT CCGAGCG 479
2t 7 AGACTCCATCCAGCCTGAAGAGTGGTACT TTGGGAAGAT CACT CGTCGGGAGT CCGAGCG 540
LR O S O O
src  GCTGCTGCTCAACCCCGAAAACCCCCGGEEGAACCTTCTTGGT CCGCGAGAGCGAGACGAC 539
2t 7 GCTGCTGCTCAACCCCGAAAACCCCCGCEGAACCT TCT TGGT CCGGGAGAGCGAGACGAC 600

LR O S

src  AAAAGGTGOCTATTGOCTCTCCGTTTCTGACT TTGACAACGOCAAGGGGCTCAATGTGAA 599
2t7 AAAAGGTGOCTATTGOCTCTCCGTTTCTGACT TTGACAACGOCAAGGGGCTCAATGTGAA 660
IR SRR RS S EEE SRR EEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEES
src  GCACTACAAGATCOGCAAGCT GGACAGOGGCGGCT TCTACATCACCTCACGCACACAGTT 659
2t7 GCACTACAAGATCOGCAAGCT GGACAGOGGCGGCT TCTACATCACCTCACGCACACAGTT 720
ER R R I I I S R I R R I I S R I I R I R S I I I S S I S I I R S I I I I I I
src  CAGCAGOCTGCAGCAGCTGGTGGCCTACTACT CCAAACAT GCTGATGGCT TGTGCCACCG 719
2t7 CAGCAGOCTGCAGCAGCTGGTGROCTACTA- - < - - = <= = - = m s mmm e e oo e oo 750

Rk S R O O S

889- STOP ( Xbal )
SFC_F@V == mmmmmm e mmm e e CTATAGGTTCTCTCCAGGCTGGTA 24
2t3 CGOGGT GECGGOCGCT CTAGAGCAGAT CTGOCAGGCCTATAGGT TCTCTCCAGGCTGGTA 60
EE I I I I I I I
src_rev CTGEGGCTCTGTCGAGGT GAAGTAGTCCT CCAGGAAGGCCTGCAGGTACTCAAAAGTGGG 84
2t3 CTGGGGCTCTGTCGAGGT GAAGT AGT CCT CCAGGAAGGCCT GCAGGTACTCAAAAGT GGG 120
EE IR R I I S I S I R R I R S S R R I R R R I I R I R R I R R I R S S R E S R b I R I
src_rev CCGCTCCTCAGGGTCCTTCCGOCAGCACT GGCACAT GAGGT CATGCAGOGACTCGGGECA 144
2t3 CCGCTCCTCAGGGT CCTTCOGOCAGCACT GGCACAT GAGGT CATGCAGCGACTCGGGGCA 180
R R R R R R R R R R R I I I I I I I I I I
src_rev CTCGGGOGGGCAGGECAT GOGGTAGCCCCTCTCCACCT GGTCCAGCACCTCCCTGTTGAC 204
2t3 CTCGGEE0GGEGECAGEECAT GOGGT AGCCCCT CTCCACCT GGTCCAGCACCTCOCTGTTGAC 240
R R R R R R R R R R R I I I I I R I I I
src_rev CATCCCTGGGTATGGCACCCGGOCCT TGGTGGT CAGCT CAGT CAGCAGGATGOCGAAGGA 264
2t3 CATCCCTGGGTATGECACCCGROCCT TGGT GGT CAGCT CAGT CAGCAGGATGOCGAAGGA 300
EE R R I R I S I S I R R I R R S I R R I R R R I I R I R S I R R R I I S I R R S R b I R I
src_rev CCAGACATCCGACTTGATGGTGAACCGGCCATAGAGGECTGOCTCGGGEECTGTCCACTT 324
2t3 CCAGACATCCGACT TGAT GGT GAACCGGCCAT AGAGGGECT GOCT CGEGGGECTGTCCACTT 360
B R R R R R R R R R R R I I I I I I I R I R I I I
src_rev GATGGGGAACTTGGCACCTTGOOGT GCTGTGTACTCGT TGTCCTCGATGAGGOGTGOCAG 384
2t3 GATGGGGAACT TGGCACCT TGOOGT GCTGTGTACTCGT TGTOCT CGATGAGGOGTGOCAG 420
EE R R R I S I S I R R I R R S S I R R I R Rk I I R I R S I R R I I S R R S R b S R
src_rev CCCAAAGTCAGOCACCTTGCACACCAGGT TCTCCOCCACCAGGATGTTGECCGOCCGCAG 444
2t3 CCCAAAGT CAGCCACCT TGCACACCAGGT TCTCOCCCACCAGGATGT TGECOGCCOGCAG 480
B R R R R R R R R R I I I I I I I I R I R I I I I I
src_rev GTCTCGGTGCACGTAGTTCATCCTCTCCACATAGGCCATGOOGGAT GCAATCTGAGCAGE 504
2t3 GTCTCGGTGCACGTAGTTCATCCT CTCCACAT AGGCCAT GOOGGAT GCAATCTGAGCAGC 540
EE R R I R I S I S I R R I R R S S R R I R R R I I R I R R I R R I R S R R S R I R I
src_rev CATATCGACGAGCTGTGGCAGCOGCAGGTACTTGOCCATCTCTCOCTTCAGGAAATCCAG 564
2t3 CATATCGACGAGCT GTGGCAGCCGCAGGTACT TGOCCATCTCTCOCTTCAGGAAATCCAG 600
R R R R R R R R RS EEEEEEEEEEEEEEE SRR RS I I
src_rev GAGGCTCOCCTTGCTCATGTACTCAGTGACGAT GTAGATGGGCTCTTCOGACACCACTGE 624
2t3 GAGGCTCOCCTTGCTCATGTACT CAGT GACGAT GTAGATGGGCTCTTCOGACACCACTGC 660
EE IR R R I I S I I R R I R R S S R R I R R R I I R I I R I R R I S S R S R O Sk I R I
src_rev GTACAGCTGAACCAGCTTCTCATGCOGGAGCTTCTTCATCACTTGGGCTTCCTGCAGGAA 684
2t3 GTACAGCTGAACCAGCT TCTCATGCOGGAGCT TCTTCATCACTTGEGCTTCCTGCAGGAA 720
EE IR R I S I I R R I R R S I R R R I R R R I I R I R R I R R I I S R S R S I R
src_rev GGOCTCOGGGGACATTGT GCCGEECT TCAGAGT CTTTATGGOCACTCTGGTGGTGOCGTT 744
2t3 GGOCTCOGGGGACATEGTGOCGEECTTCAG: - - = = = = = = === m o mmm o mmm e o 750

khkkhkkkhkkhkkhhkhkhkhkkhkk *kkhkhkkkrkkhkkrkkhkkkx

Mutace pro zarnu Tyr 90 za Glu byla potvrzena u obou Klgslazmidi, ostatni nahodné
mutace jsou konzervované, nedoSlo k&mfrdalSich amimokyselin.



I1.B Sekvenovani SH3 domén variant erc, YO0E-src, v-srcPRC

Src — SH3 doména (L80-1143) (M13-24R-BLUE primer)

WT: c-src SH3 — OK (rev)

SH3
Wr

................. GGATCCATGGCTGECEECGTCACCACTTTCGTGGECTCTCTACG
GCCGOGAAT TCGOCCTTGGAT CCAT GGCT GGCGGCGT CACCACTTTCGTGGCTCTCTATG

Rk S S S Rk Sk S e R R b b S S R R I .

ACTACGAGT CCCGGACTGAAACGGACT TGT CCTTCAAGAAAGGAGAACGCCTGCAGATTG
ACTACGAGT CCCGGACT GAAACGGACT TGT CCT TCAAGAAAGGAGAACGCCTGCAGATTG

R R I S SRR Sk e bk kR R R Rk S b S S S R R O kO kS Rk o

TCAACAACACGGAAGGT GACTGGT GGCTGGCTCATTCCCTCACT ACAGGACAGACGEECT
TCAACAACACGGAAGGT GACT GGT GGCTGGCTCATTCCCT CACT ACAGGACAGACGGEECT

R R S IR S Sk e bk S R R R Rk I S S S S R R R O S R R kR

ACATCCCCAGTAACTATGTCGCGCCCTCAGACTCCATCTAGAATTC - - - - - - - - - - - - -
ACATCCCCAGTAACTATGT CGCGCCCTCAGACT CCATCTAGAATTCAAGGECGAATTCGT

R R I S R S kR kO S S Rk S S o

YE (Y90-E): c-src SH3 — OK

SH3
YE

SH3
YE

SH3
YE

SH3
YE

SH3
YE

CCCTCACTAAAGGGACTAGTI CCTGCAGGT TTAAACGAAT TCGCCCTTGGATCCATGECT G

R R S R

GCGGCGTCACCACTTTCGT GECTCTCTACGACT ACGAGT CCCGGACT GAAACGGACT TGT
GCGGECGTCACCACTTTCGT GECTCTCGAGGACTACGAGT CCCGGACTGAAACGGACTTGT

Rk S I S O R R O S R S R o ok S e O S o O R R O o R

CCTTCAAGAAAGGAGAACGCCTGCAGATTGT CAACAACACGGAAGGT GACTGGTGCCTGG
CCTTCAAGAAAGGAGAACGCCT GCAGATTGT CAACAACACGCGAAGGT GACTGGTGCCTGG

R S R R S Ok R R R S o S S R Sk R S R R R R b o o R

CTCATTCCCTCACTACAGGACAGACGGCECTACATCCCCAGTAACTATGTCGCGCCCTCAG
CTCATTCCCTCACTACAGGACAGACGGEECTACATCCCCAGT AACTATGI CGCGCCCTCAG

R S R R S O R R R S o S O Rk kS R Rk Sk S S Rk T b S R R

ACTCCATCTAGAATTC = - = - = = == <= == o mom o s oo oo oo
ACTCCATCTAGAAT TCAAGGGOGAAT TCGCGECOGCT AAAT TCAATTCGOCCTATAGT GA

Rk I S I R R

v-src (R95-W): SH3 — OK (rev)

................ GGATCCATGGCTGGECGGECGTCACCACT TTCGTGECTCTCTACGA
CCGCGAATTCGCCCT TGGATCCAT GECTGECGECGT CACCACT TTCGTGGCTCTCTACGA

Rk I

CTACGAGT CCCGGACT GAAACGGACT TGT CCTTCAAGAAAGGAGAACGCCTGCAGATTGT
CTACGAGT CCTGGACT GAAACGGACT TGT CCTTCAAGAAAGGAGAACGCCTGCAGATTGT

Rk I O I S R I O O R

CAACAACACGGAAGGT GACT GGTGGCTGGECT CAT TCCCTCACTACAGGACAGACGCEGECTA
CAACAACACGGAAGGT GACT GGTGGCTGGCTCATTCCCTCACTACAGGACAGACGCEECTA

LR I O

CATCCCCAGTAACTATGTCGCGCCCTCAGACTCCATCTAGAATTC - - - - === - - - -
CATCCCCAGTAACTATGTCGCGCCCTCAGACTCCATCTAGAATTCAAGGECGAATTCGT T

Rk O R R Sk S S S R S Sk S b S o S R R S S S



[I.C Sekvenovani SH3 domény srcv TOPO vektoru po Y90-F mutagenezi

(klon f1 - primery mO a m1)

Src --------- GGATCCATGECTGGECAECGTCACCACTTTCGTGECTCTCTACGACTACGAG
nD TTCGCCCTTGGATCCATGECT GECEECGT CACCACTTTCGTGECTCTCTTCGACTACGAG

R R I R R S O b R R b o R R S ek S O o O R

src TCCCGGACTGAAACGGACT TGT CCTTCAAGAAAGGAGAACGCCT GCAGATTGT CAACAAC
nD TCCCGGACT GAAACGGACTTGT CCT TCAAGAAAGGAGAACGCCTGCAGATTGT CAACAAC

LR I O O

src ACGGAAGGT GACT GGTGECTGCECTCAT TCCCTCACT ACAGGACAGACGGEGCTACATCCCC
nD ACGGAAGGT GACT GGTGGECTGECTCATTCCCTCACT ACAGGACAGACGGEGECTACATCCCC

LR I R

src  AGTAACTATGTCGCGOCCT CAGACTCCATCTAGAATTC: - - - - = === m s e e o mme o
no AGTAACTATGTCGOGCCCT CAGACT CCATCTAGAAT TCAAGGGCGAAT TCGOGGCCGCTA

Rk I S S O O S O

SIC mmmmmmemmme— e GGATCCATGGCTGGCGGCGTCACCACTTTCGTGECTC
ml TTAGCGGEOCGCGAAT TOBCCCT TGGATCCATGGCT GBOGEOGT CACCACT TTCGTGRCTC

EEE R R Rk kb S R R S Rk S S O

src TCTACGACTACGAGT CCCGGACT GAAACGGACT TGT CCT TCAAGAAAGGAGAACGCCTGC
ml TCTTCGACTACGAGT CCCGGACT GAAACGGACT TGTCCTTCAAGAAAGGAGAACGCCTGC

R IR S Sk O S O S S S R Rk kS R R R ok S o O S R b o O T

src AGATTGT CAACAACACGGAAGGT GACTGGTGGCTGECTCATTCCCTCACTACAGGACAGA
ml AGATTGTI CAACAACACGGAAGGT GACT GGTGECTGECTCATTCCCTCACTACAGGACAGA

R S R R S O R R S o R IR S o kR R Ik S Rk S O R O R

src CGGGECTACATCCCCAGTAACTATGT CGCGCCCTCAGACTCCATCTAGAATTG - - - - - - -
ml CGGGCTACATCCCCAGTAACTATGT CGCGCCCTCAGACT CCATCTAGAATTCAAGGGCGA

R S O S O O



lll. Vyhodnocovani ECL filmd pomoci programu ImageQuant

(Amersham Biosciences) a statistické zpracovani dat

Pfi vyhodnocovani denzity prih byly olfas na filmech fitomné fizné
nepravidelnosti zabarvenii prahlednosti. Aby lokalni zkmy zabarveni filmu,
kterym neSlo nijak metodicky zabranit, ndhédmegidavaly na denz#t nékterym
pruhim, bylo nutné od#tat pozadi u kazdého pruhu zvlas

V programu Image Quant existujetkolik zpasohi, jak od jednotlivych
objekth — pruhi odeitat pozadi. B naSem vyhodnocovani jsme pouzili funkce
.ImageRectangle* a ,Local background“. Vipad® funkce ,Local background*
bylo pozadi automaticky odigano z okoli v blizkosti kazdého pruhu. \fipgad
funkce ,ImageRectangle” se pozadi oidiglo ze zvolené plochy v blizkosti pruhu
na filmu. Tim se zohlednily drobné 2ny v prihlednosti kazdého filmu.
Ke statistickému zpracovani byly pouZzity hodnotywalty pruhi ziskané z rreni
pomoci obou funkci.

Nejprve byl vyjaden podil hodnoty denzity pruhu odrazejici fosfaryla
Tyr 416 dané varianty (protilatka anti-Src pY418) pruhu znazaiujicimu celkove
mnozstvi proteinu (protilatka anti-v-Src) v kvasingch buikach. Aby bylo mozné
porovnavat tyto podily mezi jednotlivymi experimgnbyly tyto podily dale
vztahnuty k podilu jedné vybrané varianty Src. Wara bez mutace byly tyto podily
porovnany s variantou c-Src (tab. 1), u variant usati Y527F byly podily
porovnany s c-Src527F (tab.2). Porovnani variamysrc527F s c-Src  bylo
provedeno vySe uvedenymigmbem pomoci vyhodnoceni ptul filma, kde byly
zérover pritomny klony 2,3,5 variant c-Src527F a c-Src (t&8p. Pro porovnani
variant s mutaci Y527F s c-Src byly podily denzitih z tabulky 2 vynasobeny
pramérnou hodnotou podil c-Src527F k c-Src (zvyrazna v tabulce 3) a zaneseny
do tabulky 4.

Pro vytvdeni grafu na obr. 4.2.5 ve vysledcich byla poud#ta z tabulky 5
shrnujici hodnoty vigdchozich tabulkach. ddteré klony byly vyazeny z dvodu
piiliS velké odchylky od $edni hodnoty. Typ T-testu byl zvolen nasledavstrany
2, typ 3.



Tab. 1

Podil proteinu fosforylovaného na Tyr 416/celkovému

mnozszvi v porovnani s c-Src (c-Src =1)

smérodatna T-test pro
klon1 | klon1 | klon 2 | klon3 | klon4 | klon5 | klon 2 | klon 3 | klon 4 | klon5 | pramér odchylka c—SrcF:)
vybéru
Y90E-Src | 3,8942 | 5,8614 | 1,3236 | 5,1060 | 2,4979 | 5,4250 | 1,5857 | 4,7818 | 2,4979 | 3,5185| 3,342101 | 1,609724 | 0,00448
Y90F-Src |0,3815|0,3825(0,4218|0,5416 | 0,6700|1,1821|0,1699 (0,6313|0,6738 | 0,9239| 0,597887 | 0,292551 | 0,00186
c-Src 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Tab. 2
Podil proteinu fosforylovaném na Tyr 416/celkovému mnozszvi v porovnani s c-Src527F (c-Src527F = 1)
smérodatna T-test pro c-
klon1 | klon 2 | klon 3 | klon5 | klon1 | klon 2 | klon 3 | klon 5 pramér odchylka b
o2 Srch527F
vybéru
v-Src527F 0,7484 11,0972 |2,1986 | 1,0081 | 0,9492 (1,0703 [ 2,6411| 1,0341 1,3434 0,683272 0,198118
Y90E-Srcb527F | 1,5240|1,0944 | 1,1486 | 1,7934 11,8899 | 1,1139( 1,3939 | 1,6462 1,4505 0,313692 0,004793
Y90F-Src527F | 1,0487|1,5718 | 1,9868 | 1,0914 |1,0123 | 1,4873 | 1,8077 | 1,0303 1,3795 0,387282 0,027603
c-Src527F 1 1 1 1 1 1 1 1 1




Tab. 3

Podil c-Src527F fosforylovaném na Tyr 416/celkovému

mnozstvi v porovnani s c-Src

2 3 5 primér o d?:?ﬁligd\fgggru T-test pro c-Src
c-Src 0,8716 1,0661 1,0621 1 0,1111
c-Src527F 3,1838 4,7063 5,3408 4,4103 1,1085 0,006079
Tab. 4
Podil proteinu fosforylovaném na Tyr 416/celkovému mnoZzstvi v porovnani s c-Src
o Smérodatna T-test pro
klon1l | klon2 klon 3 klon5 | klon1 klon 2 klon 3 klon 5 pramér odchylka
vybéru c-Src527F
v-Src527F 3,3010 | 4,8393 | 9,6967 | 4,4463 | 4,1864 | 4,7205 | 11,6483 | 4,5611 | 5,9249 3,0134 0,430147
YE-Src527F | 6,7216 | 4,8268 | 5,0659 | 7,9097 | 8,3352 | 4,9128 | 6,1478 | 7,2607 | 6,3976 1,3834 0,054312
YF-Src527F | 4,6253 | 6,9324 | 8,7626 | 4,8138 | 4,4648 | 6,5596 | 7,9728 | 4,5443 | 6,0844 1,7080 0,155325
Tab. 5
Fosforylace Y416 v porovnani s c-Src (c-Src =1) —  data obr. 4.2.5
prameér o d?:ﬁjli(;d\?;ggru T-test pro c-Src

Y90E-Src 3,3421 1,609724 0,004486073
Y90F-Src 0,5978 0,292551 0,001859558
c-Src 1 0
c-Src527F 4,4103 1,108532 0,006079048
Y90E-Src527F 6,3976 1,383493 0,000011138
Y90F-Src527F 6,0844 1,708046 0,000065669
v-Src527F 5,9249 3,013466 0,002418775







