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Abstrakt

Kindza Src hraje zésadni roli v pfenosu signalu z aktivovanych povrchovych receptort.
Je soucasti signalnich drah podilejicich se na kontrole bunécné proliferace, diferenciace nebo
motility. Jeji aktivace proto podléha ptisné a komplexni regulaci. V inaktivni konformaci je
Src drzen intramolekuldrnimi inhibi¢nimi vazbami. SH3 doména asociuje s polyprolinovym
helixem CD linkeru, zatimco SH2 doména vaze fosforylovany C-koncovy tyrosin 527. Obé
regula¢ni domény udrzuji kontakty s laloky kinazové domény, ¢imz stabilizuji jeji katalyticky
neaktivni formu. Pfechod do aktivniho stavu je spjat s rozrusenim téchto inhibi¢nich interakei.
Vsechny konformacni pfestavby jsou vyznamnou meérou ovlivnény fosforylaénim statusem
klicovych tyrosinti 416 a 527.

Byl nalezen novy in vivo fosforylovatelny tyrosinovy zbytek, jenz se projevil jako dalsi
regulator aktivity kindzy. Jedna se o Tyr 90 SH3 domény Src, ktery poméaha vytvaret jednu
Z hydrofobnich vazebnych kapes jejiho interakéniho povrchu. Na zaklad¢ exprese
fosfomimikujici mutanty Src 90E v kvasinkach S. pombe a linii SYF je patrné, ze fosforylace
Tyr 90 vede ke zvySeni kindzové aktivity Src. Pfi¢inou je vneseni zaporného néboje fosfatu
do hydrofobniho vazebného povrchu SH3 domény, coZ zpiisobi sniZeni jeji afinity k CD
linkeru. Src 90E ma ¢astecny transformacni potencial. Deregulace fosforylace Tyr 90 muze

tedy vést k aberantni aktivaci Src.

Klicova slova

kinaza Src, SH3 doména, kinaza Csk, Schizosaccharomyces pombe, SYF linie, transformace



Abstract

Kinase Src plays an essential role in signal transduction from activated surface receptors. Src
is involved in signal pathways that participate in the control of cell proliferation,
differentiation or motility. That is why Src activation undergoes strict and complex regulation.
Inactive conformation is maintained by intramolecular inhibitory interactions. SH3 domain
associates with a polyprolin helix in CD linker whereas SH2 domain binds phosphorylated C-
terminal tyrosine 527. Both regulatory domains maintain contacts with the lobes of a kinase
domain thereby stabilizing an inactive conformation of the catalytic domain. Transition to an
active state is accompanied by a disruption of these inhibitory interactions. Conformation
changes are substantially influenced by the phosphorylation status of key tyrosines 416 and
527.

Phosphoproteomic analysis revealed new Src tyrosine residue, which can be
phosphorylated in vivo. It has been found, that tyrosine works as an additional regulator of Src
activity. This is Tyr 90, which forms one of the hydrophobic pockets in the binding surface of
Src SH3 domain. Based on the expression of phosphomimic mutant Src 90E in S. pombe or in
SYF lineage, it has been observed, that Tyr 90 phosphorylation elevates Src kinase activity.
The reason is that the phosphate introduces a negative charge into the hydrophobic binding
surface of SH3 domain which causes a decrease in the affinity to CD linker. Src 90E has a
partial transformational potential. Deregulation of phosphorylation of Tyr 90 could therefore

lead to an aberrant Src activation.
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1. Uvod

Src je prvni objeveny onkoprotein a prvni identifikovana proteintyrosinkinaza. Je
nezbytny pro udrzovani homeostaze vnitiniho prostiedi buniky a podili se na pribéhu mnoha
dalsich bunéénych d&ji. Je vyznamnou komponentou signdlnich drah, které kontroluji
proliferaci, diferenciaci a migraci bunék. Ucastni se regulace cytoskeletu, tvaru a polarizace
buné¢k ¢i udrZzovani kontaktl s okolnimi buitkami a extraceluldrni matrix.

Src patii do skupiny nereceptorovych proteinkinaz. Psobi proto jako pfenase¢ signald
Z extracelularnich receptord na intracelularni drahy, pficemz reprezentuje zasadni signalni
uzel, na kterém dochézi k integraci velkého mnozstvi riznych stimuld. Vyznamnou funkci ma
zejména v signalizaci pfes aktivované receptorové tyrozinkinazy, receptory spfazené s G-
proteiny a integriny.

Vzhledem ke své vyznacné roli v Sirokém spektru bunéénych procest, musi byt kindza
Src ptisné regulovdna. Pievdzna vétSina populace Src molekul se v bunkdch nachazi
v inaktivni konformaci. Ta je udrZzovana intramolekuldrnimi inhibi¢nimi interakcemi, které
jsou zprostiedkovany regulaénimi doménami SH3 a SH2. Pfechod do katalyticky aktivniho
stavu je spjat s rozrusenim téchto vazeb a to v disledku vazby proteinovych ligandt ¢i zmény
fosforylacniho statusu klicovych tyrosinii v ramei struktury Src.

Deregulované formy Src mohou zplsobovat nddorovou transformaci bunék. Jsou
schopny navodit zvySenou bunécnou proliferaci, ztratu kontaktni inhibice nebo nezavislost na
ukotveni k povrchu. Dochazi k reorganizaci aktinového cytoskeletu, oslabeni intercelularnich
kontaktti a snizeni adheze k extracelularni matrix, coz usnadni invadovani bunék do okolnich
tkani. ZvySena kindzova aktivita a exprese Src byla pozorovana v mnoha typech nadort.

Tato prace se vé€nuje vyznamu fosforylace Tyr 90 v SH3 doméné kindzy Src, ktera byla
objevena pii analyze fosfoproteomu mySich embryondlnich fibroblastii transformovanych
kinazou Src. Tyrosin 90 se nachazi na interak¢nim povrchu SH3 domény a pomahé utvaret
jednu z hydrofobnich kapes pro asociaci s ligandy. Fosforylace tohoto aminokyselinového
zbytku a naslednd zména vlastnosti vazebného povrchu miize mit regulaéni vyznam pro
interakce zprostiedkované SH3 doménou. Stavajici vyzkum si klade za cil stanovit, zda ma
fosfotyrosin v této pozici n&jaky funkéni vliv na pribéh intracelularnich signalnich procesi a

fyziologii bunky.
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2. Literarni prehled

2.1 Historie vyzkumu Kinazy Src

Pocatky vyzkumu kindzy Src se datuji do roku 1909, kdy Peyton Rous nalezl kufe
nesouci sarkom, z n¢hoz piipraveny bezbunécny filtrat byl schopen vyvolat vznik nadort
v dalSich kuratech. Navrhl, ze agens zodpovédné za indukci tumord je virus. Rousova prace
byla pfijata se zna¢nou skepsi, protoze se predpokladalo, ze nddorova onemocnéni jsou spise
endogenniho nez infekéniho plivodu. Byla docenéna az v 50. letech 20. stoleti, kdy se
podafilo z bunék téchto nadort izolovat retrovirus schopny nadorové transformace. Byl
nazvan Rousiv virus kufeciho sarkomu (RSV) a stal se tak prvnim virem objevenym
v tumorech (shrnuto v Bjorge et al., 2000; Martin, 2001; Guarino, 2010).

Nasledny vyzkum, zejména objev mutantnich forem RSV neschopnych transformace,
vedl k identifikaci prvniho genu odpovédného za vznik nadorti, onkogenu v-src. Hybridiza¢ni
experimenty s komplementarni DNA ukdzaly, Ze src je normalni bunétny gen vysoce
konzervovany mezi mnohobunéénymi organismy (Stehelin et al., 1976; Dorai et al., 1991).
Byl definovén termin protoonkogen, bunéény prekurzor retrovirového genu s transformacnim
potencialem, ktery byl v pribéhu evoluce inkorporovan do virového genomu (shrnuto v
Martin, 2001).

V roce 1977 Brugge a Erikson imunoprecipitovali 60 kDa velky fosfoprotein v-Src
z lyzatu z RSV-transformovanych fibroblasti (Brugge & Erikson, 1977). Ukazalo se, Ze jak
v-Src, tak jeho bunéény homolog c-Src jsou proteiny s kinazovou aktivitou (Collett et al.,
1978; Collett & Erikson, 1978; Levinson et al., 1978; Oppermann et al., 1979). Nasledny
objev tyrosinové fosforylace (Eckhart et al., 1979), ktery ptekonal do té doby panujici nazor,
ze kinazy jsou schopny fosforylovat proteiny pouze na serinech nebo threoninech, vedl
k poznani, Ze Src je tyrosin-specificka proteinkinaza (Hunter & Sefton, 1980).

Porovnani sekvenci v-src a c-src genit vyjevilo kromé nékolika aminokyselinovych
alteraci zejména vyznamnou odlisnost C-koncovou ¢asti jejich produktti, kde bylo poslednich
19 aminokyselin c-Src zaménéno 12 odlisnymi aminokyselinami v-Src (Takeya & Hanafusa,
1983). Dalsi rozdily byly objeveny v kinazové aktivité, ktera byla nizsi u bunééné kinazy Src

(Coussens et al., 1985) a rovnéz v transformacnim potencialu homologt, kdy c-Src, na rozdil
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od v-Src, nezpusoboval nadorovou transformaci ani pii vyrazné nadprodukci proteinu (Iba et
al., 1984; Shalloway et al., 1984). Experimenty s chimérnimi formami v-Src a c-Src ukazaly,
ze vyssi kindzova aktivita a schopnost transformace je pfedevsim disledkem C-termindlni
oblasti v-Src (Iba et al., 1984; Tanaka & Fujita, 1986). Buné¢ny pivod v-Src, jakoZto agens
vedouciho ke vzniku nadord, byl dikazem toho, Ze se normalni bunétné geny, pokud jsou
nepatfi¢né aktivovany, mohou chovat jako onkogeny. Byl to zaklad pro pochopeni podstaty
molekularnich mechanismi tumorigeneze.

Dalsi vyzkum se zaméfil zejména na pochopeni regulace aktivity kindzy Src a jeji
strukturu. Byl odhalen aktivacni a inhibi¢ni vyznam jednotlivych fosforylaci v ramci struktury
Src, definovany SH2 a SH3 domény jako stavebni prvky proteini zprostiedkovavajici
protein-proteinové interakce ¢i intramolekularni vazby regulaéni povahy. Zapocalo hledani
interakénich partnerG Src, signalnich kaskad ovliviwjicich jeho aktivitu, expresi nebo
lokalizaci a studium efektorovych drah, jimiz Src ptisobi na bunéénou fyziologii nebo které,

Vv piipadé v-Src, vedou k nadorové transformaci bun¢k (shrnuto v Martin, 2001).
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2.2 Struktura a regulace kinazy Src

Soustava mechanismi umoziujici pienosy fosfatovych skupin je jednim z nejvice
rozvinutych signalnich systémd. Je nezbytnou soucasti signalnich siti regulujicich nejriznéjsi
bunécné procesy pocinaje genovou expresi, metabolickymi drdhami, bunéénym ristem a
diferenciaci, transportnimi mechanismy ¢i apoptosou.

Jednémi z jejich hlavnich komponent jsou proteinkindzy. V ramci eukaryot se jedna o
nadrodinu proteind, které vznikly divergentni evoluci. Jeji ¢lenové sdili katalytickou doménu,
ktera je mezi nimi strukturné konzervovana. Jedna se o0 jednu z nejvétsich proteinovych rodin,
jez tvoti 2 — 4 % vsech eukaryotickych gent. Vétsina kinazovych rodin je zastoupena u vSech
metazoi (Manning et al., 2002).

Src patii mezi nereceptorové proteintyrosinkinazy, coz je skupina ¢itajici 8 riznych
rodin: Src, Csk, Fak, Abl, Jak, Fps, Syk a Tec. Jejich spole¢nym typickym rysem je modularni
povaha jejich struktury. Kromé kindzové domény jsou totiz tvofeny fadou dalSich domén a
strukturnich prvkt, které zprostfedkovavaji jak intermolekuldrni interakce se signalnimi
partnery, tak intramolekularni vazby umoznujici regulaci aktivity kinazy. Slouzi k lokalizaci
proteinu do patficnych bunéénych struktur a umoziuji sestavovani signalnich komplext
tvorbou dokovacich mist pro jednotlivé proteiny.

Rodina kinaz Src (SFK) je u ¢lovéka tvofena 11 ¢leny: Src, Yes, Fyn, BIk, Brk, Frk,
Fgr, Hck, Lck, Lyn a Srm. Src, Yes a Fyn jsou exprimovany ve v8ech bunéénych typech.
Ostatni proteiny této rodiny jsou produkovany specifitéji, zejména vSak v bunkach
hematopoetického ptavodu (shrnuto v Thomas & Brugge, 1997). SFK maji molekulovou
hmotnost v rozmezi 52 — 62 kDa a jsou tvofeny Sesti strukturnimi celky. Na N-konci je
lokalizovana SH4 doména, ktera nese myristoylovou a v nékterych ptipadech i palmitoylovou
kotvu. Déle za touto oblasti nasleduje unikatni doména charakteristickd pro jednotlivé SFK,
SH3 doména, SH2 doména, kinazova (SH1) doména a C-koncova regula¢ni oblast (shrnuto v
Tatosyan & Mizenina, 2000; Boggon & Eck, 2004; Roskoski, 2004). V objasiiovani struktury
SFK a ztoho vyplivajicich mechanisml jejich regulace mély zasadni vyznam zejména
krystalografické analyzy proteint Src, Hck a Lck (Yamaguchi & Hendrickson, 1996; Sicheri
et al., 1997; Xu et al., 1997; Schindler et al., 1999; Xu et al., 1999; Breitenlechner et al.,
2005; Cowan-Jacob et al., 2005).
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2.2.1 Struktura kinazy Src

Proteintyrosinkinaza Src je protein o velikosti 60 kDa, jehoz struktura je (od N-konce)
tvofena SH4 doménou s myristoylovou kotvou, unikatni doménou, SH3 doménou, SH2
doménou, CD linkerem, kinazovou (SH1) doménou a C-koncovou regulacni oblasti, jejiz
soucasti je tyrosin 527 (Cislovani bude uvadéno podle kufeciho Src) (obr. 1). V inaktivnim
stavu je struktura Src vice kompaktni. Udrzuji ji intramolekularni interakce a to zejména
vazba SH2 domény na C-termindlni segment obsahujici fosforylovany Tyr 527 a asociace CD
linkeru s SH3 doménou. SH2 a SH3 domény dale interaguji s katalytickou doménou a to na
strané protilehlé katalytickému mistu. Pti aktivaci kindzy dojde k rozruSeni nékterych nebo

wewvr

Cowan-Jacob et al., 2005; Bernado et al., 2008).

175 20 416 87
®
oy Q r
0
, SH3 SH2 Kinase dofilin (SH1) .
Myristoylacéni Konzervovany PPII Aktivaéni C-koncovy
misto arginin helix smycka tyrosin

Obr. 1: Schématické zndazornéni doménové struktury kindzy Src. Src je tvorena 4 doménami:
unikatni doménou, SH3 doménou, SH2 doménou a kindzovou doménou. Na obrazku jsou

zndzornény zasadni regulacni aminokyselinové zbytky a struktury (pfevzato a upraveno z
Boggon & Eck, 2004).

2.2.1.1 SH4 doména

SH4 doména je tvofena pouze 15 aminokyselinovymi zbytky. Béhem proteosyntézy Src
je N-koncovy Met 1 odstépen (Garber et al., 1985) a Gly 2 je acylovan myristoylovou
skupinou, ktera kinaze umoziuje asociovat s membranami (Buss & Sefton, 1985). Jako
myristoylacni signal slouzi 7 N-terminalnich aminokyselin (Pellman et al., 1985; Kaplan et
al., 1988). U vétsiny SFK, nikoli ale u Src samotného, je SH4 doména dale modifikovana
palmitoylem. Ukotveni Src v membrané je proto stabilizovano sekvenci nékolika bazickych
aminokyselin na rozhrani SH4 a unikatni domény, jez svym kladnym nébojem elektrostaticky

interaguji se zaporn€ nabitymi polarnimi skupinami membranovych fosfolipida (Resh, 1994).
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2.2.1.2 Unikatni doména

Unikatni doména kindzy Src je dlouhd 66 aminokyselin. Pro jednotlivé SFK je jeji délka
a sekvence specificka. Funkce této oblasti jesté nebyla uspokojivé objasnéna. Neni znama ani
jeji struktura, jelikoz nezkraceny Src s SH4 a unikatni doménou ma v roztoku jen nizkou
rozpustnost a stabilitu, coz znemoznuje krystalizaci a naslednou difrakéni analyzu. Bylo v§ak
pozorovano, ze zde béhem mitdzy dochazi k fosforylaci threoninti a serinu kinazou Cdc2
(Morgan et al., 1989). Unikatni doména kinazy Src je rovnéz nezbytna pro fosforylaci NMDA
receptoru (Yu et al., 1997). Pfedpoklada se proto, Ze je to oblast tGcastnici se specifickych

interakci jednotlivych SFK s cilovymi proteiny a interakénimi partnery.

2.2.1.3 SH3 doména

SH3 doména kindzy Src je globuldrni struktura obsahujici 62 aminokyselinovych
zbytkti (aminokyseliny 81 — 142). Jeji hydrofobni jadro je tvofeno 5 B-fetézci (BA — BE),
které se usporadavaji do dvou navzijem kolmych antiparalelnich B-listd. Vazebny povrch je
rovnéz hydrofobni oblast. Je ohranicen RT smyckou a n-Src smyckou, coz jsou fetézce
spojujici BA s BB apB s BC. Obsahuje 2 vazebné kapsy a jednu specifitni. Strukturni a
mutacni analyzy umoznily identifikovat aminokyseliny kli¢ové pro vazbu ligandl. Jedn4 se o
Tyr 90, Asn 135 s Tyr 136 jedné vazebné kapsy, Tyr 92, Trp118 a Pro 133 druhé vazebné
kapsy a Asp 99 a Tyr 131 specifitni kapsy (Yu et al., 1992; Erpel et al., 1995; Xu et al.,
1997).
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Obr. 2: Schematicky model struktury SH3 domén (vlevo). SH3 doména vazajici CD linker.
Znazornéné aminokyseliny jsou vyznamné pro asociaci s ligandy. Barvy prvki SH3 domény -
C, H, N, O; CD linker - zelena (PDB ID: 2SRC; Xu et al., 1997) (prevzato z Gerndtova, 2008)

SH3 doména vaze prolin-bohaté sekvence nesouci PxxP motiv (kde x je jakakoli
aminokyselina) (obr. 2), jenz po interakci prolind s kapsami hydrofobniho povrchu zaujimaji
konformaci levotocivého polyprolinového helixu typu Il (PPII) (Yu et al., 1994). Vazebna
afinita a specifita je dale posilena tzv. kotvici aminokyselinou (nejcastéji arginin) nachazejici
se v sousedstvi PxxP motivu. Tento zbytek se vaze do specifitni kapsy a podle toho, zda se
nachazi N-terminalné ¢i C-terminalné od PxxP, uréuje orientaci ligandu na povrchu SH3
domény. Definujeme proto ligandy I. (RxxPxxP) a Il. (xPxxPxR) tfidy (Feng et al., 1994,
1995).

V uzaviené inaktivni konformaci RT a n-Src smycky interaguji s N-koncovym lalokem
kinazové domény. CD linker je tak mezi tyto dvé domény vmezefen. Asp 117 n-Src smycky
tvofi solny mustek s Arg 318 kindzové domény. Kontakt s RT smyckou je rozsahlejsi a

zahrnuje jak vodikové vazby, tak van der Waalsovy a hydrofobni interakce (Xu et al., 1997).

2.2.1.4 SH2 doména
SH2 doména kindzy Src je struktura globularniho tvaru, ktera je tvofena 98
aminokyselinovymi zbytky (aminokyseliny 148 — 245). Jeji centralni ¢ast obsahuje B-list, jenz
je z obou stran obklopen jednim o-helixem.
SH2 domény rozpoznavaji sekvence nesouci fosforylovany tyrosin, které asociuji s

jejich vazebnym povrchem v podobé volnych natazenych fetézcl. Elementy sekundarni
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struktury a smycky, jenz je spojuji, vytvari dvé vazebné kapsy, z nichz jedna je urcena pro
fosfotyrosin a druhd, na opacné stran€¢ centralniho [-listu, interaguje s hydrofobni
aminokyselinou v pozici + 3 C-terminalné od fosfotyrosinu. Prvni vazebna kapsa obsahuje
vysoce konzervovany arginin (u Src je to Arg 175), ktery elektrostaticky pfitahuje
fosforylovany tyrosinovy zbytek (Waksman et al., 1992, 1993; Eck et al., 1993).

Vazebné studie s fosfopeptidovymi knihovnami ukézaly, ze SH2 domény lze d€lit do
riznych tiid podle toho, jakou specifitu vykazuji vii¢i 3 — 5 aminokyselindm nasledujicim po
fosfotyrosinu. Src kinaza prednostné vaze sekvenci pTyr-Glu-Glu-Ile. Isoleucin je vnofen
do hydrofobni kapsy a kyselé zbytky elektrostaticky interaguji s bazickymi aminokyselinami
vazebného povrchu. SH2 doména Src, obdobné jako SH3 doména, asociuje s mnoZstvim
ligandu, které nemaji podobu optimalni sekvence (Songyang et al., 1993).

Krom¢ interakce s C-terminalnim koncem Src tvofi SH2 rovnéz kontakty s katalytickou
doménou. aA helix SH2 je orientovan antiparalelné k helixu oE kinazové domény. Ackoli
tyto struktury nejsou spojeny nikterak tésné, jejich povrchy jsou elektrostaticky
komplementarni a navzajem interaguji nékolika nabitymi a polarnimi aminokyselinovymi

fetézci (Xu et al., 1997).

2.2.1.5 CD linker

CD linker je Ctrnactiaminokyselinova sekvence spojujici SH2 a kindzovou doménu.
Ve struktufe Src v inaktivni konformaci je vazan SH3 doménou. Aminokyselinové zbytky
249 — 253 levotoCivy polyprolinovy helix typu I, ktery asociuje s SH3 jako ligand II. tfidy.
CD linker nenese klasicky PxxPxR konsensus. Obsahuje pouze jeden prolin (Pro 250), jenz se
vaze do prvni hydrofobni kapsy mezi Tyr 90, Asn 135 a Tyr 136. V druhé hydrofobni kapse,
kde byva v ptipad¢ idedlni sekvence zanofen druhy prolin, je umistén Gln 253. Jeho dlouhy
polarni fetézec mu brani v zaujmuti patfi¢né polohy a zpisobuje tak oslabeni interakce oproti

optimalnim ligandim (Xu et al., 1997).

2.2.1.6 Kinazova (SH1) doména
Src ma katalytickou doménu charakteristické bi-lalokalni struktury (Knighton et al.,
1991) spolecnou vSem proteinkindzam. Maly N-terminalni lalok (aminokyselinové zbytky
267 — 337) se sklada z 5 B-fetézcu tvoricich antiparalelni B-list a jednoho helixu (aC). Vétsi

C-koncovy lalok (aminokyseliny 341 — 520) je pfevazné helikalni (Xu et al., 1997).
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Vazba substratii a pienos fosfatu probihd ve Stérbin€ mezi obéma laloky. Navazani
adenosin trifosfatu se GcCastni zejména N-lalok. Spolu se segmentem spojujicim oba laloky
orientuje ATP do spravné polohy. Glycin-bohata smycka (G-smycka) interaguje s y-fosfatem.
o- a B-fosfaty jsou koordinovany Lys 295. Za asociaci s cilovym peptidem je zodpovédny N-
lalok (Xu et al., 1997; Breitenlechner et al., 2005).

Krom¢é Lys 295 byly identifikovany dal$i konzervované¢ aminokyseliny, které tvoii
katalytické jadro enzymu. Jedna se zvlasté o Asp 386 nachazejici se v katalytické smycce
(sekvence HRDLRAAN) C-koncového laloku. Katalyticky aspartat orientuje tyrosinovy
zbytek substratového proteinu do polohy umoziujici katalyzu. Ziejmé rovnéz slouzi jako
obecna baze, kterd odnima proton z hydroxylové skupiny tyrosinu a usnadiiuje tak nukleofilni
atak y-fosfatu ATP. Dalsi konzervovanou aminokyselinou je Asp 404, coz je prvni zbytek
aktivacni smycky C-laloku. Véaze dvoumocné kationty hotc¢iku, které koordinuji - a y-
fosfatové skupiny ATP (shrnuto v Roskoski, 2004; Cowan-Jacob, 2006).

Kazdy lalok kindzové domény obsahuje segment, ktery muize nabyvat aktivni nebo
inaktivni konformace. V N-terminalnim laloku je to aC helix, jenz se vzhledem ke zbytku
oblasti pohybuje a rotuje, ¢imZ tvoii nebo naopak rozruSuje ¢ast katalytického mista. V C-
laloku na stejném principu funguje aktivacni smycka. Obsahuje Tyr 416, jehoz fosforylace
vede ke stabilizaci aktivni konformace (Xu et al., 1999; Breitenlechner et al., 2005).

Laloky kindzové domény se vzdjemné pohybuji, coZ zplsobuje otevirani a zavirani
katalytického mista. Oteviena konformace je nezbytnd pro uvolnéni ADP a vazbu ATP.
Uzavienim katalytické §té€rbiny umoziuje substratim zaujmout katalyticky vyhodnou pozici.
Blokovani téchto konformacénich ptechodi ¢i ovlivnéni vzajemné orientace lalokd vede ke

zméng aktivity kinazové domény (shrnuto v Roskoski, 2004).

2.2.1.7 C-koncovy segment

Na tplném C-konci Src se nachazi kratka aminokyselinova sekvence (aminokyseliny
521 — 533), ktera nese regulacné vyznamny Tyr 527. Po fosforylaci tyrosinu dochazi k vazbé
segmentu na SH2 doménu a potlaceni katalytické aktivity kinazy (Young et al., 2001). Tato
interakce je vSak relativné slabd, jelikoz C-terminus Src neobsahuje optimalni ligand
S hydrofobni aminokyselinou na pozici pTyr + 3, ktera by zapadla do vazebné kapsy (nese
sekvenci Tyr-GIn-Pro-Gly). Asociace s SH2 doménou tak probihd pouze pies fosfotyrosin
527 (Xu et al., 1997).
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2.2.2. Regulace aktivity kinazy Src

Proteinkindzy se podili na fizeni snad vSech bunécnych procesti od metabolismu, ristu
az po diferenciaci. Pfipadné chyby by mohly vést k aberantni signalizaci a patologiim, proto
musi byt jejich katalytické aktivity pod piisnou kontrolou. Existuje fada mechanismt, které
jsou schopny v odpovéd na patficné podnéty kinazy aktivovat nebo inaktivovat. Mezi
nejCastéjsi patii fosforylace, defosforylace, intermolekuldrni ¢i intramolekuldrni interakce.
Mezi jednotlivymi ¢leny proteinkinazové nadrodiny se mohou regulaéni mody znacné lisit:
cyklin-dependentni proteinkindzy jsou kontrolovany cykliny, proteinkindza A cyklickym
AMP a kontaktem sregula¢nimi podjednotkami, kinazy rodiny Src svymi SH3 a SH2
doménami atp.

Strukturni studie ukatuji, Ze vSechny tyto regula¢ni elementy determinuji kindzovou
aktivitu ovlivnénim pouze n€kolika klicovych komponent katalytické domény. Koncové
efektorové struktury jsou soucasti katalytického centra a obsahuji aminokyselinové zbytky
nezbytné pro katalyzu nebo vazbu substrati. Zahrnuji zejména glycin-bohatou smycku a helix
oC (PSTAIRE helix u cyklin-dependentnich kinaz) N-koncového laloku a katalytickou a
aktivacni smycku C-laloku. Zmény konformace a polohy t&chto elementli v disledku
fosforylaci, defosforylaci a interakci s regula¢nimi podjednotkami kontroluji kinazovou
aktivitu. Ta je navic rovnéz ovliviiovana vzajemnou orientaci N- a C-koncového laloku

katalytické domény (shrnuto v Johnson et al., 1996; Hubbard, 1998).

2.2.2.1 Regula¢ni domény

Mechanismy regulujicimi katalytickou aktivitu kinazy Src jsou SH2 doména, SH3
doména a fosforylacni status tyrosinli na pozicich 416 a 527. V inaktivni konformaci Src SH2
doména vaze C-koncovy segment s fosforylovanym Tyr 527. SH3 doména interaguje
S levotocivym helixem polyprolinového typu II CD linkeru. Obé domény tak zaroven nasedaji
na povrch kinazové domény ze strany protilehlé katalytickému centru. aA helix SH2 tvoii
iontové vazby s antiparalelnimi helixy oE a al C-koncového laloku. SH3 doména kontaktuje
N-lalok prostfednictvim interakce RT smycky s B2 a B3 tetézci laloku a zaroven vznika solny
miustek mezi Asp 117 n-Src smycky s Arg 318 (Pawson, 1997; Xu et al., 1997) (obr. 3).
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Obr. 3: Stuzkovy model struktury kinazy Src v inaktivni konformaci. SH3 doména asociuje
S polyprolinovym helixem CD linkeru, zatimco SH2 doména vaze C-koncovy segment nesouci
fosfotyrosin 527. Obé regulacni domény navic interaguji s laloky katalytické domény. (PDB
ID: 2SRC; Xu et al., 1997) (prevzato z Gerndtovd, 2008)

Molekularni dynamické simulace ukdzaly, ze pokud obé dvé domény asociuji se svymi
intramolekularnimi ligandy, tvofi kratky linker mezi nimi rigidni strukturu. V disledku toho
dochazi k dynamickému spiazeni pohybu obou domén a cely SH3-SH2 fragment tak tvofi
jakousi svorku, ktera drzi kindzovou doménu v inaktivni konformaci. RovnéZ Ize pozorovat
korelaci mezi pohyby SH3 domény a C-laloku. (Young et al., 2001; Ulmer et al., 2002). Helix
oC spolu s konzervovanym Glu 310 je vytlacen do pozice, ktera neni slucitelna s katalyzou
(Gonfloni et al., 1997; 2000) a zaroven je branéno otevirani a zavirani katalytické §térbiny na
rozhrani lalokti. Tyr 416 aktiva¢ni smycky je diky zméné jeji struktury ukryt a neni pfistupny
fosforylaci (Xu et al., 1997; 1999; Cowan-Jacob et al., 2005).

Uvolnéni SH2 domény z jeji asociace s C-koncovym segmentem vede ke zvySeni
flexibility SH3-SH2 linkeru, desynchronizaci pohybi SH2 a SH3 domén a aktivaci kinazy.
Simulace ukazaly, Ze zvySend motilita SH2 domény po disociaci C-terminalni oblasti
s defosforylovanym Tyr 527 je ptes linker pfenesena na SH3 doménu, coz vede k naristu jeji
pohyblivosti vici N-laloku (v porovnani s inaktivnim stavem) a oslabeni interakci mezi
témito dvéma strukturami. (Young et al., 2001).

SH3-SH2 linker je tvofen 8 aminokyselinovymi zbytky. Pokud je Src v inaktivni
konformaci s regulacnimi podjednotkami vazanymi na své intramolekularni ligandy, zaujima

tato spojovaci sekvence strukturu [B-oto¢ky nasledovanou 33y helixem a stabilizovanou
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nckolika vodikovymi mustky. Nahrazeni 3 aminokyselin (Ser 142, Ala 145, Glu 146) za
glyciny vedlo k rozvolnéni linkeru do podoby flexibilniho fetézce a konstitutivni aktivaci Src

(Young et al., 2001).

Pro asociaci SH2 domény s C-koncovym segmentem je nezbytna piitomnost fosfatu na
hydroxylové skupiné tyrosinu 527, kterou zajistuji kinazy Csk a Chk (Cooper et al., 1986;
Okada & Nakagawa, 1989). Csk je charakteristicka svoji uzkou specifitou pro C-terminalni
tyrosin 527 kinazy Src. Ta je dana schopnosti C-laloktu katalytickych domén obou kinaz
asociovat, ¢imz se Csk dostane pfesné¢ do pozice, kdy jeji katalytické misto kontaktuje
aminokyselinovy fetézec obsahujici Tyr 527, jenz je nasledné fosforylovan (Levinson et al.,
2008). Chk je kinaza zrodiny Csk, ktera je vSak pfitomna jen v nékterych typech tkani.
Vyjma fosforylace Tyr 527 je schopna Src inhibovat tvorbou komplexu s katalyticky
aktivnimi formami Src (Chong et al., 2006). C-terminalni tyrosin 527F mtze rovnéz podléhat
intermolekularni autofosforylaci, ktera vSak probihd jen s nizkou kinetikou a tudiz se na
regulaci aktivity Src podili jen velmi malo (Osusky et al., 1995).

Defosforylaci Tyr 527 zprosttedkovava fada tyrosinovych fosfatdz. Jedna se zejména o
fosfatazy PTPa, PTP1B, Shpl, Shp2 ¢i CD45 hematopoetickych bun¢k (shrnuto v Thomas &
Brugge, 1997; Frame, 2002).

SH3 a SH2 domény asociuji se svymi intramolekularnimi vazebnymi partnery
S pomérné nizkou afinitou. Je to dano tim, Ze ani jeden z ligandii nesplituje optimalni sterické
ani elektrostatické pozadavky dané vazebnym povrchem domén. CD linker sice tvofi
polyprolinovy helix, ale misto druhého prolinu idealni sekvence PxxP obsahuje glutamin. C-
terminalni segment nesouci regulacni tyrosin 527 ma na pozici Tyr527 + 3 glycin oproti
preferovanému leucinu (Xu et al., 1997). Ackoli se tedy jedna o velmi slabé ligandy, jejich
lokalizace na stejném peptidovém fetézci, ktery tvoii i SH3 a SH2, jim poskytuje entropickou
vyhodu a vede k jejich vazb¢ na regulacni domény. Interakéni partneti Src nesouci vice afinni
vazebné motivy kompetuji s intramolekuldrnimi ligandy, mohou je vytésnit, navazat se na
regula¢ni domény a zvysit kinazovou aktivitu Src ¢i ovlivnit jeho lokalizaci.

Src mize byt timto zplisobem aktivovdn vazbou na aktivované receptorové
tyrosinkinazy, jako naptiklad EGFR (Maa et al., 1995), PDGFR (Kypta et al., 1990), ERBB2
(HER2/NEU) (Muthuswamy et al., 1994), FGFR-1 (Landgren et al., 1995) nebo CSF-1R
(Courtneidge et al., 1993). Mezi dalsi proteiny interagujici s regulaénimi doménami Src

muzeme fadit napf. transkripéni faktor STAT3 vazajici se na SH3 doménu (Schreiner et al.,

21



2002), fosfatazu PTPa asociujici s SH2 doménou (Sonnenburg et al., 2003) ¢i kinazu FAK
(shrnuto v Hanks et al., 2003), adaptorovy protein p130Cas (Burnham et al., 2000) a Sam 68
(protein podilejici se na regulaci sestiihu RNA) (Taylor et al., 1995), které jsou ligandy obou

domén.

Rigidni spojeni SH3 a SH2 domén je nezbytné pro udrzeni inaktivni konformace Src (a
SFK obecn¢). Jakékoli udalost, kterd povede k rozptazeni koordinovanych oscilaci
regula¢nich domén a rozruSeni ,,svorkového* mechanismu, jimz blokuji laloky katalytické
domény, bude mit za nasledek aktivaci kinadzy. Muze se jednat jak o defosforylaci tyrosinu C-
koncového segmentu, pfimou vazbu proteinu na kindzovou doménu, tak 0 vyvazani SH2 ¢i
SH3 domény z jejich inhibi¢ni interakce jinym proteinem (Xu et al., 1999; Ma et al., 2000;
Young et al., 2001; Cowan-Jacob et al., 2005).

2.2.2.2 Kinazova doména

Katalytickd aktivita Src je dana konformacnim stavem kindzové domény. Hlavni
strukturni elementy fidici pfechod mezi aktivni a inaktivni formou jsou oC helix N-
koncového laloku a aktivaéni smycka C-laloku. Pokud zaujimaji spravnou konformaci a
pozici, tvoti kli¢ové prvky katalytického centra nezbytné pro vazbu substratl i vlastni pfenos
fosfatové skupiny.

Ve struktuie kinazové domény aktivniho Src je a.C helix vyznamnou souéasti aktivniho
mista. Obsahuje konzervovany Glu 310, jehoz postranni fetézec tvofi iontovou vazbu s Lys
295. Lysin pak spolu s Asp 404 vézajicim iont Mg®* koordinuje fosfatové skupiny ATP do
polohy vhodné pro katalyzu.

Po piechodu Src do inaktivni formy je helix aC vychylen ze své pivodni pozice. Glu
310 sméfuje mimo aktivni misto a je spojen vodikovym mustkem s Arg 409. Nemuze tak
interagovat s Lys 295, ktery z toho divodu vaze Asp 404, ¢imz dojde k rozruseni vazebného
mista pro ATP. Poloha aC helixu je v inaktivni konformaci navic stabilizovana hydrofobnimi
interakcemi aminokyselinovych zbytkti na jeho vnitini stran¢ (Phe 278, Leu 297, Met 302,
Phe 307, Met 314, lle 336) s N-koncovou ¢asti aktivaéniho segmentu (Leu 407, Leu 410, Ile

411). Orientace aC helixu je rovnéz ovliviiovana C-terminalnim tsekem CD linkeru, jehoz
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Trp 260 v inaktivni konformaci Src mifi k C-terminu aC a pomaha jej udrzovat v katalyticky

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

Druhy ze stézejnich regula¢nich prvki je aktivacéni smycka (aminokyseliny 404 — 432).
V aktivni konformaci je to rozvolnény fetézec bez sekundarnich struktur. Nese Tyr 416, coz
je jedno ze dvou hlavnich regula¢nich fosforylacnich mist kindzy Src. Na zakladé
krystalografické analyzy aktivované katalytické domény kinazy Lck Ize fici, ze fosfotyrosin
na pozici 416 (394 u Lck) interaguje s aminokyselinovymi zbytky Arg 385, Arg 409, Ala 418
(Arg 363, Arg 387, Ala 396 u Lck), ¢imz dojde ke stabilizaci aktivaéni smy¢ky v poloze
umoziujici optimalné vazat proteinové substraty a katalyzovat ptenos fosfatu. Tato
konformace spolu s vhodnou orientaci aC helixu vede k plné aktivaci kinazy (Yamaguchi &
Hendrickson, 1996; Cowan-Jacob et al., 2005). Vazba fosfatu na Tyr 416 probiha
autofosforylatnim mechanismem (Barker et al., 1995). Mira fosforylace tohoto tyrosinu
koreluje s katalytickou aktivitou (Boerner et al., 1996).

V inaktivni konformaci N-koncova ¢ast aktivacni smycky (aminokyseliny 413 — 418)
tvoii kratky a-helix (A loop helix), ktery je vklinén mezi laloky kindzové domény. Tyr 416 je
tak ukryt uvnitt této struktury a neni ptistupny fosforylaci. A loop helix brani pfistupu
substratl do katalytického mista ¢i jejich rozpoznani a stabilizuje nekatalytickou pozici oC
helixu (Xu et al., 1999).

Vypocetni analyzy konformac¢niho ptfechodu mezi aktivni a inaktivni formou Src
ukazaly, ze hlavni energetickou bariérou tohoto procesu je pifesun aC helixu. Pfechod mezi
jednotlivymi aktivaénimi stavy je tudiz uréen zejména polohou aC (Huang et al., 2012).

Zpisob, jak je lokalizace aC helixu spjata s regulaci SH3 a SH2 doménami vysvétluji
dvé hypotézy. Prvni pfedpokladd, ze uvolnéni ,,svorkového* mechanismu, kterym drzi SH3-
SH2 segment laloky kindzové domény v inaktivnim stavu, je doprovazeno zménou orientace
CD linkeru a zejména zruSenim vazby mezi Trp 260 a oC helixem, coz umozni rotaci aC do
katalyticky vyhodné pozice. Destabilizace A loop helixu dovoli aktivaéni smy¢ce zaujmout
rozvolnénou konformaci, odkryje Tyr 416, jehoz autofosforylace vede k vytvoreni plné
aktivniho katalytického centra. Podle druhé teorie potlaceni inhibi¢niho plisobeni regula¢nich
domén nejdiive rozvolni a-helix aktivaéni smycky a umozni fosforylovat Tyr 416.
Rozrusenim A loop helixu ptestane byt stabilizovana inhibovana konformace aC helixu a Arg

409, ktery pavodné tvofil vodikovy mustek s Glu 310, je vyvazan do interakce
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s fosfotyrosinem, coz nasledn¢ vede ke zméné polohy aC helixu a obnoveni katalytického

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

2.2.2.3 Struktura aktivni kinazy Src

Podobu kinazy Src v inaktivnim stavu lze povazovat jiz za témét objasnénou. Byla
vyfeSena detailni krystalickd struktura oblasti sahajici od SH3 domény k C-koncovému
segmentu (aminokyselinové zbytky 83 — 533) (Xu et al., 1997; 1999). Krystalizovat se
nepodafil pouze fragment zahrnujici SH4 a unikdtni doménu. Jak vypada Src v aktivni
konformaci je nicméné stale jeSté otdzkou.

Je zndmo, Ze rozruseni intramolekularnich inhibi¢nich vazeb, jak defosforylaci C-
terminalniho tyrosinu, mutacemi, tak asociaci s dal$imi proteiny, vede Kk pfechodu do aktivni
konformace. Piitomnost dvou téchto negativnich regula¢nich interakci v ramci jedné
molekuly miize znamenat, krom¢ potieby co nejptisnéji kontrolovat aktivitu enzymu, rovnéz
rizné stupné aktivace. Jednou z moznosti tudiz je, ze preruSeni jedné intramolekularni
inhibicni vazby je dostate¢né pro indukci kindzové aktivity, coz by vedlo k vice nez jedné
aktivni form¢ Src. Podle alternativni hypotézy by tato zména vedla k destabilizaci 1 druhé
regulacni interakce, tim celého inhibi¢éniho mechanismu a zaujmuti jedné unifikované aktivni
konformace. V piipadé kinazy Src (ale napf. i Hck) se vétsina studii ptiklani k prvni teorii.
Druha je podporovana molekularnimi dynamickymi simulacemi Younga a kolektivu (Young
et al., 2001).

Zakladni pfedstavu 0 aktivni konformaci Src poskytla roentgenova difrakéni analyza
nefosforylovaného proteinu (aminokyseliny 82 — 533) krystalizovaného v komplexu
s inhibitorem (des-metyl analog imatinibu) (Cowan-Jacob et al., 2005).

Vysledkem studie byla ,,oteviena“ struktura s kinazovou doménou zaujimajici takika
aktivni konformaci, vzhledem kniz piiblizné v pravém uhlu, rotované o 130° oproti
inaktivnimu stavu, se nachazeji regulacni domény (obr. 4). Absence fosfatu na Tyr 527
neumoziuje SH2 doméné vézat C-koncovy segment, coz vede ke zruSeni interakce s C-
lalokem a rozpadu kompaktni konformace inaktivniho Src. SH3 doména je v kontaktu s N-
lalokem a stejné jako v katalyticky neaktivni formé Src asociuje sCD linkerem.
Nefosforylovany C-terminus se staci zpatky a vaze se do C-laloku, kde se C-koncovy Leu 533
interkaluje do kapsy formované helixy aD, aE, aF, aH C-laloku. Karboxy-konec vytvari

vodikové vazby s dusiky uhlikaté kostry peptidu a hydroxylovou skupinou Tyr 527. Tato
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interakce je dale stabilizovana asociaci tyrosinu s konzervovanym Pro 529 a chrani jej pred
fosforylaci.

V kapse, ktera je ve struktufe aktivniho Src obsazena C-terminalnim Leu 533, je u
kinazy Abl umistén myristat, ktery Abl timto uzavira v inaktivni konformaci (Nagar et al.,
2003; Hantschel et al., 2003). Tato vazebna struktura vykazuje u obou kinaz vysokou
sekvencni 1 strukturni homologii a Ize tak predpokladat, ze slouzi jako misto pro ukotveni
myristatu rovnéz u Tyr 527 fosforylovaného Src. NMR experimenty s fosforylovanym a
nefosforylovanym Src v pfitomnosti kyseliny myristylové ukézaly, Ze myristat asociuje pouze
s fosforylovanou formou proteinu, coz mize byt vysvétleno blokovanim vazebné kapsy C-
koncovym leucinem 533 aktivniho Src. Ukotveni myristové skupiny v membrané by tudiz

bylo nezbytné pro aktivaci kinazy. (Cowan-Jacob et al., 2005).

N lalok

Obr. 4: Stuzkovy model struktury kindazy Src v aktivni konformaci. SH2 doména neni schopna
vazat C-koncovy segment, nicméné SH3 doména si zachovala interakce jak s CD linkerem, tak
S N-termindlnim lalokem katalytické domény. (PDB ID: 1Y57; Cowan-Jacob et al., 2005)
(prevzato z Gerndtova, 2008)

Jelikoz se jednd o strukturu nefosforylovaného Src, jehoz existence nebyla in vivo

prokazana, mohlo by byt mozné, ze je tato konformace arteficielné indukovana ptitomnosti

inhibitoru ¢i stabilizovana krystalovymi kontakty (Cowan-Jacob et al., 2005).
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Rada studii kinazy Hck (patiici do Src rodiny) ukazala, ze SH3 i SH2 domény mohou
regulovat katalytickou aktivitu nezavisle na sob¢.

Modifikace CD linkeru Hck ve vysoko-afinni ligand neschopny disociace od SH3
domény nebrani aktivaci kinazy zprostiedkované SH2 doménou (Lerner et al., 2005).

Exprese Hck v kvasince Saccharomyces cerevisiae, coz je organismus, ve kterém
nebyly nalezeny zadné endogenni tyrosinkindzy, zpusobuje potlaceni bunétného rlstu
kultury, které pozitivné koreluje s kindzovou aktivitou (jak ukazaly predeslé experimenty s S.
cerevisiae transformovanymi Src (Murphy et al., 1993)). Vzhledem Kk absenci
proteintyrosinkinazy Csk, jeZz fosforyluje C-terminalni tyrosin (Okada & Nakagawa, 1989),
vykazuje Hck katalytickou aktivitu. Ta je zvySena pii koexpresi Hck s Nef, coz je protein
obsazeny v genomu viru HIV-1, ktery vaze SH3 doménu s nejvyssi dokumentovanou afinitou
(Lee et al., 1995) a je tak schopen ji vyvazat s inhibi¢ni interakce s CD linkerem. Minimaln¢
u casti populace Hck kinaz je tudiz zachovana asociace SH3 domény s CD linkerem i
v situaci, kdy SH2 doména nemtize vazat C-koncovy segment (Lerner et al., 2005).

Komplementarni experimenty ukazaly, Ze mutace C-termindlniho segmentu ve vysoko-
afinni ligand, a tedy neschopnost uvolnit jej z interakce s SH2 doménou, nebrani aktivaci Hck
ptes SH3 doménu. Vazba proteinu Nef na SH3 doménu a naslednéd aktivace Hck neovlivni

fosforylaéni status koncového tyrosinu (Lerner & Smithgall, 2002).

Dukazy o vicestupniové aktivaci piinesl i vyzkum kinazy Src. Podporuje ji jak
krystalova struktura nefosforylovaného Src (Cowan-Jacob et al., 2005), tak mutacni analyzy
v-Src a c-Src.

SH3 doména interaguje s N-koncovym lalokem katalytické domény prostrednictvim
RT- a n-src smycek. Mutace R95W a T96I uvnitt RT smycky aktivuji Src a zpisobuji
Caste¢né transformovany fenotyp bunék (Kato et al., 1986; Miyazaki et al., 1999). Zaména
D117N v n-src smy¢ce pravdépodobné rusi jeji interakci s N-lalokem (Xu et al., 1997). Pokud
je spolu s R95W a L124V alteracemi vnesena do c-Src, dojde ke zvySeni kinazové aktivity
proteinu oproti ptivodnimu Src (Miyazaki et al., 1999). Zavedeni aminokyselinovych zamén
RI5W, T961, D117N a L124V do konstitutivn¢ aktivniho Src, ktery ma na pozici 527 misto
tyrosinu nefosforylovatelny fenylalanin, vede ke 2,5ndsobnému zvySeni jeho aktivity.
Disociace C-terminalniho segmentu z SH2 domény tudiZ nevede k plnému zruseni inhibi¢nich

interakci zprostfedkovanych SH3 doménou (Brabek et al., 2002).
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Razné aktivacni signaly zprosttedkované riaznymi proteiny mohou tedy vést k nékolika
odliSnym aktivnim konformacim kinédzy, které se budou lisit dostupnosti SH3 a SH2 domén.
Rozdilné interak¢éni schopnosti pak mohou vyustit v asociaci S jinymi substraty nebo
vazebnymi partnery, coZz muze byt mechanismus, jak v zavislosti na pocatecnim podnétu
fosforylovat rizné efektory, které povedou signal rozdilnymi drdhami ¢i zménit lokalizaci

proteinu.

Kromé¢ klasické roentgenové krystalografie byla ke stanoveni struktury aktivniho Src
pouzita 1 jina difrakéni metoda. SAXS (nizkouhlovy rozptyl roentgenového zafeni) umoziuje
méfit zkoumané molekuly v roztoku a vyhnout se tak obtiznostem spojenym s krystalizaci,
nicméné s daleko niz§im rozliSenim nez krystalograficka analyza.

Studie vyuzivajici metodu SAXS (Bernad6 et al., 2008) poukazala na skute¢nost, zZe
oproti nativnimu Src, jez se v roztoku vyskytuje prevazné v jedné majoritni konformaci
odpovidajici struktute inaktivniho Src (Xu et al., 1997; 1999), konstitutivn¢ aktivovany Src
nesouci tyrosin 527 mutovany za fenylalanin je zastoupen minimaln¢ dvéma konformacnimi
stavy. 85 % vSech molekul ptedstavuje kompaktni formu Src experimentalné nerozlisitelnou
od inaktivniho Src, kde vSak nemuize dochazet k asociaci C-koncového segmentu a SH2
domény. Jedna se ziejm¢é o mezistupen mezi inaktivni a aktivni formou, ktery v zavislosti na
regulacnich signalech ptejde do jednoho ¢i druhého stavu. Zbytek populace je tvofen
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nefosforylovaného aktivniho Src (Cowan-Jacob et al., 2005).
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2.3 Tyrosin 90 a regulace vazebnych vlastnosti SH3

domény

V roce 1988 byla pii studiu onkoproteinu v-Crk identifikovdna v ramci jeho kodujici
sekvence oblast, jejiz homology byly nalezeny v genu pro fosfolipazu Cy a kinazu Src, kde
odpovidala aminokyselinovému segmentu N-terminalné od SH2 domény. Byla oznacena jako
SH3 doména (Mayer et al., 1988). Vyzkum ukazal, Ze je to oblast evolu¢né konzervovana od
kvasinek po savce, kterd se nachazi v tadé dalSich proteinii, jenz se podili zejména na
procesech signalni transdukce (Musacchio et al., 1992). Prvni dikaz, Ze se jedna o doménu
zprostiedkujici protein-proteinové interakce, piinesl screening cDNA expresni knihovny
provedeny s SH3 doménou proteintyrosinkinazy Abl, ktery nalezl 2 proteiny, jejichz vazebna
mista byla identifikovana jako kratké prolin-bohaté sekvence (Cicchetti et al., 1992; Ren et
al., 1993). Odhaleni podobnych motivii v dalSich bilkovinach zafadilo SH3 doménu mezi
béZzné proteinové interakéni moduly.

Byly stanoveny struktury SH3 domén néckolika proteint, které ukazaly, ze jeji
hydrofobni jadro je tvofeno 5 p-fetézci sestavenymi do dvou navzijem kolmych
antiparalelnich B-listti. Relativné plochéd oblast na jinak globuldrni struktufe je hydrofobni
vazebné misto. Obsahuje 3 vazebné kapsy, jeZ jsou formovany mnoZzstvim konzervovanych
aminokyselin, které prevazné nalezi do RT- a n-Src smycek. Strukturni a mutaéni analyzy
ukdzaly, Ze u kindzy Src se jedna zejména o Tyr 90, Asn 135 s Tyr 136 jedné vazebné kapsy,
Tyr 92, Trp118 a Pro 133 druhé vazebné kapsy a Asp 99 a Tyr 131 specifitni kapsy (¢islovani
podle kuieciho Src) (Yu et al., 1992; Erpel et al., 1995; Xu et al., 1997).

Ligandy SH3 domény s charakteristickym motivem PxxP zaujimaji konformaci
levoto¢ivého polyprolinového helixu typu II. PPII helix je tzka struktura s tfemi
aminokyselinami na otaCku. Pfi€ny prifez ma tudiZz pfiblizn€ tvar trojihelniku, jehoz
zékladna asociuje s povrchem SH3 domény. Jedna-li se optimélni vazebny motiv, jsou dvé
vazebné kapsy obsazeny dipeptidem ®P, kde @ je hydrofobni aminokyselina. Tteti specifitni
Stérbina obvykle interaguje s bazickym aminokyselinovym zbytkem, ktery se nachazi na
jednom nebo druhém okraji sekvence ®Px®P (shrnuto v Kay et al., 2000; Mayer, 2001).

Ackoli je tyrosinova fosforylace zndma predevSim jako mechanismus zprostfedkujici
protein-proteinové interakce mezi sekvencemi obsahujicimi tyrosin a SH2 ¢i PTB doménami,

ukazalo se, ze je rovnéz vyznamnym regulacnim faktorem ovliviiujicim vazebné vlastnosti
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SH3 domén. Fosforylované tyrosiny byly objeveny v SH3 doménach desitek proteint.
Porovnani jejich sekvenci odhalilo, Ze vétSina fosfotyrosinl se nachazi na pozicich 7 a 66,
které v kufecim Src odpovidaji Tyr 90 a Tyr 131 (Tatarova et al., 2012). Oba dva
aminokyselinové zbytky se TtcCastni interakce sligandem a to jako strukturni
komponenty prvni a tieti hydrofobni kapsy vazebného povrchu (Erpel et al., 1995).

Analyza sekvenci pfilehlych  fosforylovanym  tyrosinim  ukdzala znacnou
konzervovanost aminokyselin obklopujicich Tyr 7 (Tyr 90). Na pozici -2 od Tyr 90 se
obvykle nachézi alanin, na pozici -1 leucin, aspartat na +1 a pozice +2 je vétSinou obsazena
aminokyselinou s aromatickym kruhem. Motiv ALYD(Y/F) RT smycky je tudiz nejvice
preferovana sekvence podléhajici tyrosinové fosforylaci v rdmci SH3 domén. Nachéazi se
priblizn€ u 12 — 15 % SH3 domén lidskych proteinti. Podle predikénich programi se jevi, ze
Tyr 7 ALYD(Y/F) motivu je nejpravdépodobnéji fosforylovan kinazami rodiny Src, piipadné
kinazami FAK, Btk, PDGFR nebo Abl (Tatarova et al., 2012).

Jedna z prvnich publikaci dokumentujici fosforylaci SH3 domény se zabyvala
mitogenni signalizaci po stimulaci PDGF receptoru. Src asociuje s aktivovanym PDGFR pfes
svoji SH2 doménu. Bylo zjisténo, ze dochazi k fosforylaci Tyr 136, coz je konzervovany
tyrosin specifitni kapsy vazebného povrchu SH3 domény Src. Fosforylace tohoto
aminokyselinového zbytku neovlivilovala aktivaci Src zprostiedkovanou PDGFR, ale
snizovala schopnost SH3 domény vazat peptidové ligandy (Broome & Hunter, 1997).

Pilotni prace o regulaénim vlivu fosforylace Tyr 7 v SH3 domén¢ se vénovala kinadze
Btk a signalizaci pres receptory B bun¢k (BCR). Btk je protein z rodiny nereceptorovych
proteintyrosinkindz Tec. Btk ma multi-doménovou strukturu. Kromé katalytické, SH3 a SH2
domény obsahuje na N-konci PH doménu a prolin-bohaté sekvence. V maturovanych B
lymfocytech se ucastni pfenosu signalu z BCR. Aktivace BCR vede ke stimulaci kinaz
z rodiny Src, fosforylaci Tyr 551 v kinazové doméné Btk a pfechodu do aktivniho stavu (de
Weers et al., 1994; Rawlings et al., 1996). Na vazebném povrchu SH3 domény dochazi
k autofosforylaci Tyr 223 (odpovida Tyr 90 u kufeciho Src). Zaména tohoto tyrosinu za
fenylalanin vnesend do konstitutivné aktivni formy Btk zpisobuje zvySenou schopnost
transformovat 3T3 a RAT?2 fibroblasty. Jelikoz nedochazi k vyrazné zméné kinazové aktivity,
fosforyla¢ni status Tyr 223 ovliviiuje ziejmé vazebné vlastnosti SH3 domény (Park et al.,
1996).

Vazebné studie s GST fuznimi SH3 doménami kindzy Btk ukéazaly, Ze piitomnost

fosfatu na Tyr 223 mize mit rizny vliv na asociaci s jednotlivymi ligandy. Fosfotyrosin na
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pozici 223 nema zadny vliv na navazani proteinu c-Cbl na SH3 doménu. Pfitomnost fosfatu
vsak inhibuje interakci s proteinem WASP a naopak zptisobuje zvySenou afinitu pro kinazu
Syk (Morrogh et al., 1999).

Podobnym piikladem je interakce WASP s PSTPIP. Jsou to proteiny, které se ucastni
regulace aktinového cytoskeletu a jsou nezbytné pro modulaci kortikalniho aktinu ci
cytokinezi (Li, 1997). PSTPIP je fosforylovan kinazami rodiny Src na dvou mistech, z nichz
jedno je Tyr 367 SH3 domény (odpovida Tyr 90 kufeciho Src). Fosforylace nebo
fosfomimikujici ndhrada tyrosinu za glutamat na pozici 367 inhibuje vazbu WASP a vede
k naruSeni jejich kolokalizace uvnitf bunék. SH3 doména PSTPIP obsahujici nefosforylovany
Tyr 367 nebo Phe 367 s proteinem WASP asociuje. Fosforylace tyrosinu 367 je tudiz
prostiedkem kontrolujicim lokalizaci obou proteinti v ramci burniky a ziejmé se proto podili i
na regulaci formovani a piestaveb aktinového cytoskeletu (Wu et al., 1998).

Fosforylace SH3 domény ovliviiuje rovnéZ katalytickou aktivitu a vazebné schopnosti
kindzy Abl a jejiho fuzniho proteinu Ber-Abl. Abl je nereceptorova proteintyrosinkindza N-
koncovou oblasti obsahujici myristoylovou kotvu, SH3, SH2 a katalytickou doménou.
V inaktivnim stavu ji udrzuji intramolekularni interakce, které vedou, podobné jako u kinaz
Src nebo Hck, knavazani SH3-SH2 struktury na laloky katalytické domény. Regula¢ni
domény pak funguji jako jakasi ,,svorka“, jenz drzi kindzovou doménu v konformaci
neslucitelné s katalyzou. Jedna se o asociaci SH3 domény s linkerem spojujicim SH2 a
kinazovou doménu a o interakci myristoylovaného N-konce s C-terminalnim lalokem
katalytické domény (Nagar et al., 2003; Hantschel & Superti-Furga, 2004; Nagar et al., 2006).

Reciprokou translokaci mezi c-abl protookogenem lokalizovanym na chromosomu 9 a
ber lokusem na chromosomu 22 vznikne kromé pozménéného chromosomu 9 tzv. Filadelfsky
chromosom, coz je cytogeneticky ukazatel chronické myeloidni leukemie (CML). Vysledkem
je exprese fuzniho onkogenniho proteinu Ber-Abl, ktery vykazuje konstitutivni kindzovou
aktivitu a zptuisobuje transformaci hematopoetickych bunék a bunék kostni diené. V porovnani
s kinazou Abl neni Ber-Abl regulovan asociaci N-koncového segmentu s C-lalokem, nicméné
u ngj zOstdva CasteCné zachovédna inhibi¢ni interakce mezi SH3 doménou a linkerem
spojujicim SH2 a kinazovou doménu (shrnuto v Wong & Witte, 2004; Hantschel & Superti-
Furga, 2004).

Kinazy Hck, Lyn a Fyn nalezici k rodiné Src fosforyluji SH3-SH2 oblast Bcr-Abl
proteinu na 7 tyrosinech, z nichz 2 jsou lokalizovany v SH3 domén¢, 4 v SH2 doméné a 1
v linkeru mezi nimi. Z téchto mist je nejvyznamnéjsi fosfotyrosin 89 v SH3 doméné Ber-Abl

(homolog Tyr 90 SH3 domény kuieciho Src), jehoz vyrazné zvySeny vyskyt byl detekovan
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v CML bunéénych liniich K-562 a Meg-01. Mutace Tyr 89 za nefosforylovatelny fenylalanin
vedla ke snizeni schopnosti transformace oproti pivodnimu Ber-Abl. Nejvyssi transformacni
aktivitu vsak vykazuje Bcr-Abl protein, jehoz vSech 7 tyrosini je fosforylovano. Vétsina
Z nich se totiZ nachazi na interak¢nim rozhrani SH3-SH2 segmentu a kindzové domény a
svym negativnim nabojem tudiz destabilizuji inhibi¢ni efekt regulacnich domén (Meyn et al.,
2006). Fosforylace tyrosinu 89 kinazy Abl inhibuje asociaci SH3 domény jak s linkerem, tak
s intermolekularnim ligandem Abi-1 (Chen et al., 2008).

Ukazalo se, ze jedna z pticin rezistence Ber-Abl viici jeho inhibitoru imatinibu, jenz se
pouziva pii 1écbé chronické myeloidni leukemie, je mutace Tyr 89. JelikoZ se imatinib
preferenéné vaze na inaktivni formu Abl, ptedpokldda se, ze rozruseni intramolekularni
inhibi¢ni vazby mezi SH3 doménou a linkerem, kterd zlstava do urcité miry zachovana i u
Ber-Abl, vede k piechodu do plné aktivniho stavu a znemoznéni vazby inhibitoru (Azam et
al., 2003; Chen et al., 2008).

Dalsi bilkovina, u niz byla objevena fosforylace vazebného povrchu SH3 domény, je
adaptorovy protein p130CAS. Je to jeden ze stézejnich substratii kindzy Src, ktery se podili na
integrinové signalizaci (shrnuto v Defilippi et al., 2006). Exprese CAS v mysich
embryonalnich fibroblastech (MEF) transformovanych Src zvySuje migraci a invasivitu téchto
buné¢k (Brabek et al., 2004; 2005). SH3 doména se nachazi na N-koncové ¢asti CAS, C-konec
tvofi Src-vazebna doména. Mezi nimi je lokalizovana substrdtovd doména obsahujici 15
motivik  Tyr-X-X-Pro, které mohou byt fosforylovany kindzami rodiny Src.
V netransformovanych bunkach dochéazi k fosforylaci substratové domény CAS v mistech
bunécné adheze zprostiedkované integriny, jenz vede k stimulaci signalnich drah regulujicich
motilitu a viabilitu bun€k (shrnuto v Defilippi et al., 2006).

V mysich embryonélnich fibroblastech transformovanych Src byla detekovana zvySena
mira fosforylace Tyr 12 (homolog Tyr 90 kuteciho Src), ktery je soucasti prvni vazebné kapsy
SH3 domény CAS (Luo et al., 2008). Fosfomimikujici mutace Tyr 12 za kyselinu glutamovou
vede ke ztraté schopnosti SH3 domény vazat kindzu FAK a fosfatdzu PTP-PEST. Zpusobuje
uvolnéni CAS z jeho pivodni lokalizace ve fokéalnich adhezich. Zaroven zvySuje bunéénou
motilitu a invazivitu (pravdépodobné i diky vyssi expresi metalloproteaz). Bunky exprimujici
CAS, jehoz fosforylace na pozici 12 je blokovana substituci tyrosinu za fenylalanin, maji
abnormalné zvétSené fokalni adheze, které vykazuji snizenou schopnosti rozpadu. Bunky dale
manifestuji defekty v migraci. Fosforylace Tyr 12 v SH3 doméné CAS tudiz ovliviiuje nejen
jeho vazebné schopnosti a lokalizaci, ale skrze tyto fenomény se rovnéZz podili na regulaci

dynamiky adheznich struktur, migraci a invazivité (Janostiak et al., 2011).
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Fosfoproteomickou analyzou expresnich profili mySich embryonalni fibroblasti a MEF
transformovanych kinazou Src (Luo et al., 2008), na niz se podilela i nase laboratot, bylo
detekovano nové fosforyla¢ni misto v rdmci interakéniho povrchu SH3 domény Src. Jedna se
o tyrosin 90, coz je jeden z konzervovanych aminokyselinovych zbytka prvni hydrofobni
vazebné kapsy (Yu et al., 1992; Erpel et al., 1995; Xu et al., 1997).

Prvni diikkaz o vyznamu tyrosinu 90 (a pfilehlych aminokyselin) SH3 domény kindzy
Src pfinesla studie zabyvajici se transformacnim potencidlem mutantnich variant c-Src.
Exprese Src nesouci deleci aminokyselinovych zbytkli na pozicich 90 — 95 vedla ke zméné
bunéc¢né morfologie, schopnosti bunék rist nezavisle na podkladu a zvySené miie fosforylace
proteinovych substrati (Potts et al., 1988).

Dalsi prace, jenz zahrnovala i Tyr 90, mapovala vyznam konzervovanych hydrofobnich
zbytki  vazebného povrchu SH3 domény Src. Exprese c-Src v kvasinkach
Schizosaccharomyces pombe zpusobuje abnormalné vysoky vyskyt fosfotyrosind
Vv intracelularnich proteinech a inhibici rastu kultury. Koexprese c-Src s kindzou Csk, ktera
fosforyluje C-terminalni tyrosin 527 a tim Src inaktivuje, vede k potlaceni tohoto fenotypu
(Superti-Furga et al., 1993). Pokud byly kvasinky S. pombe transformovany csk a rovnéz
plasmidovym konstruktem nesoucim gen pro c-Src se zaménou Tyr 90 za alanin, doSlo pouze
k malému zvyseni ristové rychlosti bunék oproti stavu bez Csk. Vazebné experimenty s GST-
fuzovanymi SH3 doménami poukdzaly na skute¢nost, Ze substituce tyrosinu na pozici 90 za
alanin vede ke ztraté¢ schopnosti vazat protein Sam 68 a regulacni podjednotku kindzy PI3K
(p85a) (Erpel et al., 1995).

V ramci vyzkumu fosforylace Tyr 90 SH3 domény Src v nasi laboratofi byly vytvofeny
varianty kindzy Src nesouci fosfomimikujici mutaci Tyr 90 za glutamat (Src 90E), Src
s nefosforylovatelnym aminokyselinovym zbytkem na pozici 90 (Src 90F) a konstitutivné
aktivni Src, v néz byl C-koncovy regulacni tyrosin 527 nahrazen za fenylalanin (Src 527F).
Konstrukty byly spoleéné s nemutovanym c-Src (wt c-Src) exprimovany V kvasinkach
Saccharomyces cerevisiae a byla analyzovana mira fosforylace jednotlivych forem na Tyr 416
v aktivaéni smycce, jenz koreluje s katalytickou aktivitou kinazy (Boerner et al., 1996). Src
s fosfomimikujici substituci 90E vykazoval zvySeni fosforylace na Tyr 416 (obr. 5), a tudiz i
vy$$i kindzovou aktivitu, oproti nefosforylovanému c-Src a fenylalaninovému mutantu Src

90F (Gerndtova, 2008).
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Obr. 5: Autofosforylace Tyr 416 aktivacni smycky jednotlivych variant Src. Detekovand mira
fosforylace Tyr 416 byla vztazena k celkové expresi Src a vynesena do grafu jako pomér
k fosforylaci c-Src. Prevzato a upraveno z (Gerndtova, 2008).

Rovnéz byly ptipraveny GST-fazni SH3 domény Src nesouci alterace na pozici 90,
které byly inkubovany s lyzatem z HeLa bun¢k. Nasledna imunodetekce (obr. 6), jenz byla
zaméfena na proteiny ucastnici se integrinové signalizace (FAK, CAS, paxillin) a STATS3,
ukézala, ze fosfomimikujici mutace 90E vyrazné redukuje schopnost asociovat s danymi

vazebnymi partnery (Sztacho, 2009).

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

CAS

paxillin

Obr. 6: Imunobloty z pull-down analyzy vazebnych schopnosti v-Src, 90F, 90E a wt Src SH3
domén. Schopnost SH3 domény Y9O0E vazat FAK, CAS, STAT3 ¢i paxillin je do znacné miry
inhibovana pritomnosti fosfomimikujici kyseliny glutamové na pozici 90. Ve sloupci TL je
Jjako pozitivni kontrola nanesen lyzaz z HeLa bunék. GST predstavujici negativni kontrolu je

vzorek, kde bylo do vazebné reakce pridano pouze GST bez fuzované SH3 domény. Prevzato z
(Sztacho, 2009).
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Z uvedeného vyplyva, ze fosforylace Tyr 90 SH3 domény kinazy Src (a jemu
homolognich tyrosini v SH3 doménach dalSich proteint) tvofici ¢ast prvni hydrofobni
vazebné kapsy, ma ziejme regulacni vyznam ovlivitujici schopnost SH3 domény asociovat se
svymi ligandy. Negativni elektrostaticky potencial fosfitu pozméni do té doby pievazné
hydrofobni charakter vazebného povrchu a muZe tak zpusobitalterace v afinitach
k jednotlivym ligandim. Vysledkem muze byt jak zména katalytické aktivity enzymu
v disledku rozdilné schopnosti zprostfedkovavat intramolekularni a intermolekularni
interakce, tak jiné spektrum vazebnych partnerti nebo odlisna lokalizace. Toto vSe potom
muze vést k aktivaci ¢i inhibici riiznych signalnich drah, jenz maji nasledné rozli¢ny vliv na

procesy uvnitt bunék.
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3. Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Organismy

Escherichia coli kmen DH5a: ¢ 80dlacZ A M15, recA, gyrA96, thi-1, hsdR17 (rk,

mk*), SUpE44 relAl, deoR, A (lacZYA-argF), U, 169

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

(Decaottignies et al., 2003)

Sav¢i bunécné linie

e Phoenix ECO: bunécnd linie pro produkci ekotropickych retroviri zalozena na
293T bunécné linii, do niz byly inkorporovany konstrukty nesouci virové geny
gag, pol a env (Kinsella & Nolan, 1996)

e SYF (src -/-, yes -/- fyn -/-): bunééna linie mySich embryonalnich fibroblasti
vytvofena z bunék E9,5 embryi imortalizovanych velkym T antigenem viru
SV40 (Klinghoffer et al., 1999)

e SC burniky: CAS -/- mysi embryonalni fibroblasty retroviralné transfekované a

selektované na konstrukty nesouci geny pro Src 527F a CAS (Brabek et al.,
2004)
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3.1.2 Vektory

e pJR2-3XU (Moreno et al., 2000): vektor sthiamin-reprimovatelnym promotorem
nmtl pro expresi v S. pombe

EcoR V
/Smal EcoRV
~\ Sph
Hind Il ura 4+ . (Pst1) MCS1|MCS2
\ Xhol Xhol
nmt 1 Sall Sall
romoter . Nrul Nrul
3IX, 41X, 81X) \ ¥ ! Ascl Ascl
‘f 1 ori o Hinalll Nsil Pst|
pJ R-U Apal Apal
Sacil Sacll
(9-1 kb) Neol Kpnl
nmitt f Spel Spel
R sto o Not1 Notl
Amp e BamH 1| BamH |
ars 1 ; Smal Smal
Sac|
ori EcoR |
EcoR |

e pBluescript II SK (Stratagene, USA): bakteridlni vektor fagemidového typu

-

A1 (+) ori

ampicillin
lacs

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

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

...KS primer binding site SK primer binding site

- T3 Promoter |35;H | M
I ]

- CAGCTTTTGTTECCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATEATGGTCATAGCTGTTTCC
- 3 primer binding site “M13 Reverse primer binding site
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pPART1 (McLeod et al., 1987): vektor s konstitutivn¢ aktivnim adh promotorem pro

expresi v S. pombe

Ncol Sse83871 Pstl BarmHl Smal Sacl Miul

adh promoter

EcoRY

" ART1
LEUZ2 I[’? seibd

Dralll Aatll

PEFIRES-N
EHindlI!

.Pstl
Nhel

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

5648 bps Xl
Sall

Smal

‘"I Notl
Hindlll

BamHI'
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3.1.3 Primery

Csk F GGATCCATGTCAGCAATACAGGCC
Csk R CCCGGGTTACAGGTGCAGCTCGTG
Src SH3 F GGATCCATGGCTGGCGGCGTCACC
Src SH3 R GAATTCTAGATGGAGTCTGAGGGCGCG

3.1.4 Enzymy

Restrikéni endonukleazy

BamHI BamHlI
Bglll O

EcoRl EcoRl
Hindlll R

Hpal B

Ncol Tango 1x
Notl @)

Smal Tango 1x
Xhol R

Byly pouzity enzymy a pufry spole¢nosti Thermo Scientific (USA).

DNA modifika¢ni enzymy
e Klenowilv fragment (Thermo Scientific, USA)
o Alkalicka fosfataza SAP (Thermo Scientific, USA)
e T4 DNA ligaza (Thermo Scientific, USA)

e Taq polymeraza (Fermentas, Litva)

5" csk
3" csk
5" ¢c-src SH3
3’ ¢-src SH3
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3.1.5 Standardy velikosti DNA fragmentii a proteini

GeneRuler™ DNA Ladder Mix
(Thermo Scientific, USA)

bpng/05Spg %
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S
(=]

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

3.1.6 Protilatky

Aktin

CAS

pTyr 410 CAS
Csk

FAK (C-20)
pTyr 861 FAK
Paxillin

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

kozi polyklonalni
mysi monoklonalni
krali¢i polyklonalni
krali¢i polyklonalni
krali¢i polyklonalni
krali¢i monoklonalni
mysi monoklonalni
krali¢i polyklonalni
mys$i monoklonalni
krali¢i polyklonalni
mysi monoklonalni
osli polyklonalni
kozi polyklonélni
kozi polyklonélni

PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladder (Thermo Scientific, USA)

250 -

130

-n

— 36 —

[N — 28 —

17

11—

Gel

(==}

Santa Cruz Biotechnology

BD Transduction Laboratories
Cell Signaling

Cell Signaling

Santa Cruz Biotechnology
Abgent

BD Transduction Laboratories
Cell Signaling

Calbiochem

Invitrogen

Millipore

Santa Cruz Biotechnology
PIERCE

PIERCE

Blot

-16% Tris-glycine SDS-PAGE

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

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

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

3.2.1 Kultivace a transformace

3.2.1.1 Bakterialni kultury
Bakterie kultivujeme v zivném médiu s prislusnymi selekénimi antibiotiky pfi teploté
37 °C.

3.21.1.1 Zivna média
Média ptipravujeme z miliporové vody a sterilizujeme v autoklavu pti 121 °C po dobu

20 min. Po zchladnuti na cca 50 °C pridavame patficnd selekéni antibiotika.

1x LB 10 g/l Universal pepton M66 (MERCK, Némecko)
5 g/l kvasni¢ny extrakt (OXOID, UK)
5 g/l NaCl

2x LB (Super LB) 10 g/l Universal pepton M66 (MERCK, Némecko)
5 g/l kvasni¢ny extrakt (OXOID, UK)
5 g/l NaCl

ZAC.2 4% zivny agar €. 2 (Imuna, Slovensko)

3.2.1.1.2 Selekéni antibiotika
Selekéni antibiotika ptipravujeme jako 1000x koncentrované zasobni roztoky.
Ampicilin (Biotika, Slovensko) 100 mg/ml
Kanamycin (AppliChem, Némecko) 50 mg/ml

3.2.1.1.3 Glycerolové konzervy E. coli
Bakterialni kmeny se dlouhodobé uchovavaji v podobé glycerolovych konzerv
Vv mrazicim boxu pfi teploté -80 °C (kratkodobé jako kolonie na plotnach s zivnym agarem pfti

4°C).
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Ptiprava

LB médium s prisluSnymi selekénimi antibiotiky zaoCkujeme a nechame jej kultivovat
na tfepacce pii 37 °C pfes noc.

Kulturu pfevedeme do 1,5ml mikrozkumavky a centrifugujeme (11000 g, 30 s).
Odsajeme supernatant a pelet resuspendujeme v 60% (v/v) sterilnim glycerolu (Sigma,
USA).

Po zchlazeni ulozime v mrazaku pfi -80°C.

Bakteriemi z takto pifipravené konzervy je mozno zaoCkovat tekuté médium nebo je

rozpéestovat na plotné s zivnym agarem.

3.2.1.1.4 Ptiprava kompetentnich bunék pro transformaci elektroporaci

1. den (odpoledne)

Dvéma az tfemi Cerstvé narostlymi koloniemi recipientnich bakterii zaockujeme 30 ml
LB média v 250ml Erlenmayerové bance. Kultivujeme na tiepacce pii 37 °C do doby,

nez kultura dosahne stacionarni faze (pfes noc, cca 16 hod., ODggo > 2,5).

2. den (rano)

Kulturou zaockujeme 4x 250 ml LB média s 250 ul thiaminu (0,1 mg/ml) v 2litrovych
Erlenmayerovych bainikach na ODgyo 0,05 — 0,10. Kultivujeme za stalého tfepani pti
teploté 37 °C do ODggo 0,5 — 0,6.

Kultury nechame 10 — 15 min. chladit v ledové 1azni. Dal$i manipulace provadime na
ledu.

Kultury pfelijeme do 4 vychlazenych sterilnich 250ml centrifugaénich kyvet Nalgene
a sedimentujeme centrifugaci (Janetzki K26, 3500 — 4000 rpm, 0 °C, 10 min.).
Supernatant odsajeme a sedimenty resuspendujeme v 10 ml ledové deionizované
vody, kterou poté suspenzi doplnime do plvodniho objemu (250 ml). Opét
centrifugujeme (Janetzki K26, 3500 — 4000 rpm, 0 °C, 20 min.).

Sedimenty obdobn¢ resuspendujeme do 50 ml ledové deionizované vody, pfevedeme
do 50ml zkumavek Falcon a centrifugujeme (Jouan MR 22i, rotor SWM 180.5; 4200
rpm, 0 °C, 20 min.).

Sedimenty resuspendujeme v 1 ml ledového 10% glycerolu (w/w) a doplnime jim
objem suspenze na 25 ml. Opakujeme centrifugaci.

Odsajeme supernatant a opakujeme promyti glycerolem.
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Sediment resuspendujeme ve zbytkovém objemu supernatantu (cca 2 ml) a pipetujeme
po 100 — 200 ul do mikrozkumavek. Zamrazime v tekutém dusiku.
Dlouhodobé skladujeme pii -80 °C.

3.2.1.15 Transformace elektroporaci

Pracujeme na ledu. Do vychlazené mikrozkumavky pipetujeme 40 pl
elektrokompetentnich buné€k a 0,5 — 4 pl roztoku plasmidové DNA nebo ligacni smési
(5 pg — 0,5 ug DNA). Promichame a pfevedeme do vychlazené 0,2cm elektroporaéni
kyvety.

Poraci provadime na Gene Pulseru (Bio-Rad, USA) pfi nastaveni pro bakterie a 0,2cm
kyvetu (napéti 2,5 kV, kapacitance 25 uF, odpor 200 Q). Casovéa konstanta by méla
byt v rozmezi 4 — 5 ms.

Po aplikaci pulzu pievedeme obsah kyvety do sklenéné kultivaéni zkumavky s 1 ml
LB média s 20mM gluk6zou. Kultivujeme za stalého trepani pii 37 °C po dobu 1 hod.
Kulturu vysejeme na plotny s Zivnym agarem obsahujicim selek¢éni antibiotikum

(obvykle 2, 20 a 200 ul kultury) a inkubujeme ptes noc v termostatu pii 37 °C.

3.2.1.2 Kultury Schizosaccharomyces pombe

S. pombe kultivujeme v pfislusném zivném médiu pfi teploté 30 °C.

3.2.1.2.1 Zivna média

YES

0,5% kvasnicny extrakt (Formedium, UK)

2% glukoza (Sigma, USA)

0,025 SP suplements (Formedium, UK)

miliporové voda
Roztoky kvasinkového extraktu a glukézy sterilizujeme klavovanim (121 °C, 20 min.)
a smichame dle uvedenych koncentraci. Po zchladnuti na cca 50 °C ptiddme ampicilin
(Biotika, Slovensko) na vyslednou koncentraci 100 pg/ml.
Pevné médium vytvoiime ptfidanim 2% agaru (Difco, USA).

Glukozu ptipravujeme jako 20% zasobni roztok.
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MB

11,3 g/l EMM broth (Formedium, UK)

2% glukoza (Sigma, USA)

miliporova voda
Roztoky média a glukdzy sterilizujeme v autoklavu (121 °C, 20 min.) a smichame dle
uvedenych koncentraci. Dle potieby pifidame aminokyseliny na vyslednou koncentraci
0,2 mg/ml a thiamin na koncentraci 5 pg/ml. Pridame ampicilin (Biotika, Slovensko)
na vyslednou koncentraci 100 ug/ml.

Pevné médium ptipravime z 3% agaru (Difco, USA).

Roztoky aminokyselin

adenin (10 mg/ml)
leucin (20 mg/ml)

uracil (5 mg/ml)

3.2.1.2.2 Glycerolové konzervy S. pombe

Kvasinkové kmeny se dlouhodobé uchovavaji v podobé glycerolovych konzerv

V mrazicim boxu pfi teploté -80 °C (kratkodobé na pevnych médiich pti 4 °C).

Ptiprava

Zaockujeme 5 ml pfislusného média v 50ml Erlenmayerové bafice a nechame po 2 dny
kultivovat na tfepacce pii 30 °C.

Bunécnou suspenzi pipetujeme do mikrozkumavky a smichdme ji v poméru 1:1 se
sterilnim 60% (v/v) glycerolem (Sigma, USA)

Nechame zchladit na ledu a ulozime v -80 °C.

Kvasinky z takto ptipravené konzervy rozpéstovavame na plotné s vhodnym pevnym

médiem.

3.2.1.2.3 Transformace S. pombe lithium-acetatovou metodou

Upraveno podle (Morita & Takegawa, 2004; Béhler & Pringle, 1998)
Cerstvé narostlé recipientni buiiky seskrabneme $pickou zpevného média a

pfevedeme do 1,5ml mikrozkumavky.
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Pridame 74 pl 50% (w/v) PEG, 7 ul 1M LiAc, 7ul 10x TE pufru, 1 — 5 ul plasmidové
DNA a 2 pl denaturované ssDNA.

Preklapénim promichdme a inkubujeme 60 min. v 30 °C.

Tepelny Sok navodime pfenesenim do 42 °C na 15 min.

Smés nechame vychladnout pii pokojové teploté. Rozetieme ji na piislusné selekéni
plotny, které potom kultivujeme 3 — 5 dnti v termostatu pfi teploté 30 °C.

Pro ovéfeni pozitivity preneseme narostlé kolonie na nové selekéni plotny a

inkubujeme v termostatu pii 30 °C.

Roztoky

50% PEG 5 g/10 ml (w/v) PEG 4000 (Sigma, USA), sterilizujeme klavovanim

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

10x TE 100 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA; pH 7,5, sterilizujeme klavovanim
SSDNA single stranded salmon sperm DNA (Sigma, USA), denaturujeme pfi

95 °C 10 min. a zchladime na ledu

3.2.1.2.4 Sledovani ristu kultury S. pombe po indukci exprese kinazy Src

Kmenem S. pombe (transformovanym expresnim vektorem nesoucim pod thiamin-
reprimovatelnym promotorem gen pro Src) zaockujeme médium obsahujici ptisluSné
aminokyseliny a thiamin (v koncentraci 5 ug/ml). Kultivujeme na tiepacce cca 20 hod.
pti 30 °C.

Bunéénou suspenzi pievedeme do uzaviratelnych centrifuga¢nich zkumavek a
centrifugujeme (Jouan MR 22i, rotor SWM 180.5; 3000 rpm, 2 min., laboratorni
teplota)

Supernatant odstranime a pelet resuspendujeme v piiblizné¢ 3 ml média s ptislusnymi
aminokyselinami bez thiaminu a opét centrifugujeme. Supernatant slijeme a promyti
opakujeme jesté jednou.

Sledovani rastu je mozno provadét manudlnimi odbéry vzorkl rostouci kultury nebo
kontinualnim métenim ODggo pomoci fluorimetru Varioskan Flash (Thermo Scientific,
USA).

Manudalni méfeni: Pro indukci exprese proteinu kulturou zaockujeme 25 ml média

S ptislusSnymi aminokyselinami bez thiaminu v 250ml Erlenmayerové bance na ODggg
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0,05. Kultivujeme na tfepacce pii 30 °C. Kazdé 3 — 4 hod. provadime odbéry a na
spektrofotometru métime ODggp, jehoZ ¢asovou zavislost vynasime do grafu

e Mceéfeni pomoci fluorimetru: Kulturou zaockujeme 1,4 ml pfislusSného média bez
thiaminu v 12jamkové desticce na ODggo 0,05. Desti¢ku vlozime do fluorimetru.
Nastavime parametry pro inkubaci (teplota 30 °C, rychlost tiepani 180 rpm, primér
rozkmitu 20 mm) a vlnovou délku (600 nm), pti které bude méieni probihat kazdych

15 min. po dobu cca 40 hod.

3.2.1.3 Tkanové kultury

3.2.1.3.1 Kaultiva¢ni médium DMEM
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) (Gibco, Life Technologies)

o 10% fetalni hovézi sérum (FBS) (Sigma, USA); pro péstovani Phoenix bunck je
potieba FBS tepelné inaktivovat zahiivanim na 56 °C po dobu 30 min.
e 1% neesencialni aminokyseliny (Gibco, Life Technologies)
e 2% obecna antibiotika-antimykotika (Gibco, Life Technologies)
e zasobni roztok: 10 mg/ml penicilin
10 mg/ml streptomycin

25 ug/ml amphotericin

3.2.1.3.2 Péstovani a pasazovani tkanovych kultur
Sav¢i bunky standardné kultivujeme v termostatu pfi teploté 37 °C a 5% koncentraci
CO;,. Péstujeme je na plastikovych miskach ¢i v destickdch s povrchem upravenym pro

tkanové kultury. Médium obvykle ménime kazdy 2. ¢i 3. den. Mnozstvi se fidi velikosti

misky:
Velka miska 100 mm 10 ml
Mal4a miska 60 mm 4-5ml
6jamkova desticka 35 mm 2ml
12jamkova desticka 20 mm 1mil

Mikroskopem (Nikon Eclipse TS 2000) pravidelné kontrolujeme stav bunék, konfluenci

¢i pfipadnou kontaminaci.
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Bunky pasazujeme v zavislosti na konfluenci po 2 az 3 dnech:
e Médium DMEM a trypsin ptedehiejeme ve vodni lazni na 37 °C
e Z misky odsajeme médium a oplachneme ji 1x PBS. Pfidame trypsin (na velkou misku
1 ml, na malou misku 0,5 ml), jez nasledn¢ rozprostieme po celém povrchu. Nechame
inkubovat v termostatu, dokud se buniky neodd¢li ode dna (pfiblizn€ 6 min.).
e Aktivitu trypsinu inhibujeme pfidanim média, v kterém bunky poté resuspendujeme.
Odebereme pozadovanou ¢ést suspenze a pieneseme ji na novou misku s médiem.

Krouzivym pohybem miskou buiiky rovnomérné rozprostieme.

Roztoky
e kompletni médium DMEM
e Trypsin-EDTA 2,5 g/l trypsin, 0,38 g/l kyselina ethylendiamintetraoctova
(EDTA) (Gibco, Life Technologies)
e 1xPBS piipraveno ze zasobniho roztoku 10x PBS (Sigma, USA)

3.2.1.3.3 Priprava a rozpéstovani stabilati
Ptiprava stabilatt

e PIn¢ konfluentni 100mm misku dané sav¢i linie trypsinizujeme a resuspendujeme ve
4 ml média. Suspenzi pieneseme do 15ml zkumavky Falcon. Centrifugujeme
(Eppendorf Centrifuge 5804R, 180 g, 3 min.).

e (Odsajeme médium. Pelet resuspendujeme v 1 ml zamrazovaciho roztoku a pfevedeme
do 1,5ml zamrazovaci mikrozkumavky Nalgene. Zkumavku ulozime v nadobé
s isopropanolem do -80 °C po dobu pfiblizné 24 hod. Poté ji umistime do kontejneru

s tekutym dusikem.

Rozpéstovani bunék ze stabilat

e Mikrozkumavku vyjmeme z kontejneru s tekutym dusikem a pfenasime ji na ledu.

e Ve vodni ldzni vyhtaté na 37 °C stabilat rychle rozmrazime a suspenzi bunék
pfevedeme do 15ml zkumavky Falcon s 5 ml média. Centrifugujeme (Eppendorf
Centrifuge 5804R, 180 g, 3 min.).

e Odsajeme supernatant. Pelet resuspendujeme v malém mnozstvi média a pfeneseme na

misku s médiem. Kultivujeme v termostatu.
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Roztoky

e Zamrazovaci roztok: 90% FBS (Sigma, USA), 10% dimethylsulfoxid (DMSO)

(Sigma, USA)

3.2.1.3.4 Transfekce plasmidovou DNA

e Transfekci provadime plasmidovou DNA pieéisténou pomoci kitu NucleoSpin®

Plasmid (Macherey-Nagel, Némecko). Pouzijeme misku s pfiblizné 70% konfluenci

bunék.

e Do mikrozkumavky pipetujeme danda mnozstvi (viz tabulka) jetPRIME® pufru

(Polyplus-transfection, Fracie) a DNA. Promichame.

e Pridame jetPRIME® reagent (Polyplus-transfection, Francie), dikladné promichame a

nechame inkubovat pii pokojové teploté po dobu 10 min.

e Transfekcni smés nakapeme do média k bunikkam a promichame.

e Buiky nechame rast v termostatu. Po 6 — 16 hod. vyménime médium.

e Exprese proteinu by se méla objevit 24 — 48 hod. po transfekci.

Velka miska 500 10
Maléa miska 200 4
6jamkova desticka 200 2
12jamkova desticka 75 1

3.2.1.3.5 Produkce retrovirovych partikuli a infekce sav¢ich bunék

N~ |00

Jednou z moznosti jak dosahnout stabilni exprese nami zvoleného proteinu v savci

bunécné linii je retrovirdlni transfekce. Jednd se o 3sloZkovy systém tvofeny cilovymi

bunikami, buikami produkujicimi viriony a retrovirovym vektorem.

Linii pro produkci retrovirt byvaji obvykle 293T bunky, COS bunky nebo NIH 3T3

fibroblasty, do jejichz genomu byly vloZeny konstrukty nesouci virové geny gag, pol a env

(shrnuto v Cepko & Pear, 2001). Gag dava vzniknout skupiné proteind vnitiku kapsidy, pol

koduje enzym s funkci reverzni transkriptazy, RNazy H a integrazy a Env je vn&j$i kapsidovy

protein. Ackoli v bunikach dochazi k transkripci gag, pol, env a nasledné proteosyntéze

produktd, nevznikaji viriony, které by nesly inkorporovanou nukleovou kyselinou (coz by

Vv tomto piipadé bylo nezadouci a potencialné nebezpeéné). Zadna z RNA totiz neobsahuje
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signal pro sbaleni do virové partikule. Ten je dodan jako soucést retrovirového vektoru, do

kterého byl mezi 2 LTR sekvence zaklonovan nami zvoleny protein.

Konstrukt je transfekovan do bunék, kde je poté ptepisovan do RNA, kolem niz se

zaCnou sestavovat virové proteiny. Vzniklé viriony puci ven do média, jenz je nasledné

piidano kcilové sav¢éi linii. Na zékladé interakce Env glykoproteinu s hostitelskym

receptorem dojde K internalizaci retrovirovych Castic, reverzibilni transkripci RNA konstruktu

do DNA a integraci do genomu. Vysledkem je stabilni exprese daného proteinu v pozadované

linii. Jelikoz RNA virovych partikuli nekoduje gag, pol ani env geny, infekce se nesifi dal

mimo jiz zasazené bunky.

Malou misku Phoenix bunék kultivovanych v médiu DMEM s tepelné inaktivovanym
sérem transfekujeme retrovirovym vektorem nesoucim cilovy gen (pMSCV-IRES-
GFP)

24 hod. po transfekci zkontrolujeme procento bunék produkujicich GFP. Pokud byla
transfekce ucinnd, bunky zpasaZzujeme a preneseme je na velkou misku. Kultivujeme
je pouze v 6 ml média.

Bunky nechame adherovat. Poté je pfes noc kultivujeme v termostatu s teplotou 32 °C
(faze kdy se produkuji virové partikule).

M¢édium obsahujici retroviry odebereme, centrifugujeme (Eppendorf Centrifuge
5804R, 500g, 5 min.) a supernatant piefiltrujeme pies filtr. Phoenix buiiky miZeme
pro produkei virovych ¢astic pouzit nékolikrat.

Médium obsahujici retroviry miZzeme ihned pouzit k infekci bun€k nebo jej miZzeme
zamrazit: pipetujeme jej do zamrazovacich zkumavek Nalgene, které poté schladime
na suchém ledu a uskladnime v -80 °C (maximaln¢ 6 mésicit).

Infekce cilovych bunék (SYF): pfiblizn€ 18 — 24 hod. pfed planovanou infekci bunky
pieneseme do média DMEM s 10% tepelné inaktivovanym sérem. Na malou misku
takto pfipravenych bunék pipetujeme 2 ml média s viry. Bunky kultivujeme 6 — 12
hod. v 32 °C.

Odsajeme virové médiu a kultivujeme za standardnich podminek. Infekci provedeme
minimaln¢ 3krat. Na misce vznikne ur€ité procento pozitivnich bunék, které lze

sortovat na zakladé signalu GFP.
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3.2.2 Medody prace s DNA

3.2.2.1 1zolace plasmidové DNA alkalickou metodou

1. den (odpoledne)

V Erlenmayerové baiice o vhodném objemu zaockujeme piislusné mnozstvi LB média
(obvykle 50 ml), jenz obsahuje vhodné selek¢ni antibiotikum. Nechdame tfepat ptes

noc pii teploté 37 °C.

2. den (rano)

Kulturu nechame 10 min. zchladit v ledové lazni, prelijeme do centrifugacni
zkumavky a centrifugujeme (Jouan, vykyvny rotot K23, 4200 rpm, 20 min., 4 °C).
Sediment resuspendujeme ve 2 ml roztoku 1.

Zkumavku vyjmeme z ledové lazné&, pfidame 4 ml roztoku II, promichdme a nechame
maximaln¢ 5 min. inkubovat v laboratorni teplotg.

Zkumavku vlozime do ledové lazn¢ a ptidame 3 ml roztoku III, promichame a
inkubujeme na ledu 10 min.

Obsah pfevedeme do vychlazenych polypropylenovych zkumavek a centrifugujeme
(Jouan, uhlovy rotor K24, 15000 rpm, 20 min., 4 °C).

Supernatant pfeneseme do 15ml zkumavky Falcon, stanovime jeho mnoZstvi a
smichame s 0,6ndsobkem zjiSténého objemu isopropanalu. Thned centrifugujeme
(Jouan, vykyvny rotor K23, 4200 rpm, 5 min.).

Odstranime supernatant a sediment nechame vysuSit. Poté jej rozpustime v 300p
redestilované vody, pfevedeme do mikrozkumavky a stanovime objem.

Smisime se stejnym objemem 10M LiCl a inkubujeme nejméné 30 min. pi1 -20 °C
(eventuelné 10 min. v -70 °C).

Srazeninu usadime centrifugaci v mikrocentrifuze (13000 rpm, 5 min.) a supernatant
pfeneseme do nové mikrozkumavky.

Pfidame jeden objem 96% etanolu a inkubujeme 30 — 60 min. v -20 °C (respektive 10
min. pfi -70 °C), ¢cimz dojde k vysrazeni plasmidové DNA z roztoku.

Vysrazenou DNA sedimentujeme centrifugaci v mikrocentrifuze (13000 rpm, 5 min.),
sediment 2krat oplachneme 70% etanolem (pfidame piiblizné 500 pl etanolu a sto¢ime
2 min. pii 13000 rpm).

Nakonec nechame sediment oschnout a rozpustime jej 100 — 200 pl (dle velikosti

peletu) vody ¢i TE pufru.
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Roztoky

roztok I: 25mM Tris-HCI (pH 8,0), 10mM EDTA-NaOH, 1% glukdza
roztok Il: 1% SDS, 0,2M NaOH

roztok I111: 3M KAc : 2M kyselina octova, pH 5,4

10M LiCl

3.2.2.2 1zolace plasmidové DNA pomoci komeréniho kitu NucleoSpin® Plasmid
1. den (odpoledne)
e Bakteridlni kolonii zaockujeme pozadované mnozstvi LB média obsahujiciho
ptislusné selekéni antibiotikum; obvykle 2,5 ml v kultivacni zkumavce ¢i 5 ml
v 50ml Erlenmayerové baiice. Kultivujeme za stalého tfepani pii 37 °C ptes noc.
2. den (rano)
e Plasmidovou DNA izolujeme pomoci komeréniho kitu NucleoSpin® Plasmid
(Macherey-Nagel, Némecko). Postupujeme dle navodu kitu.

e Koncentraci DNA zmétime pomoci ptistroje NanoDrop (Thermo Scientific, USA).

3.2.2.3 Stépeni DNA restrikénimi endonukleazami

e Do reakce (obvykle v 1,5ml mikrozkumavce) pipetujeme:

plasmidova DNA objem obsahujici 0,3 — 5 ug DNA
10x restrikéni pufr 2 ul

restrikéni endonukleédza 05-2ul

miliporova voda doplnit na celkovy objem 20 pl

e Smichame a inkubujeme 2 — 16 hod pti 37 °C (neni-li uvedeno jinak).
Pozn.:
e objem pridavané restrikéni endonukledzy zavisi na jeji koncentraci, mnozstvi DNA a
jeji aktivité v pouzitém restrikénim pufru

e hodnoty jsou uvedeny pro restrikéni endonukleazy spolecnosti Thermo Scientific
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3.2.2.4 DNA elektroforéza v agarosovém gelu a izolace DNA fragmenti

Za pomalého zahtivani rozpustime v Erlenmayerové banice dané mnozstvi agarosy (dle
pozadované koncentrace gelu) v 1x TAE pufru.

Roztok nechame schladnout na pfiblizné 50 °C. Mezitim sestavime elektroforetickou
aparatutu a vlozime hiebinek pro tvorbu jamek.

Do pfipravené aparatury nalijeme vychladly roztok a nechame 15 min. tuhnout.

Do nadoby aparatury vlijeme 1x TAE pufr tak, aby jeho hladina byla nékolik
milimetr nad vzniklym gelem. Vyjmeme hiebinek, jenz ve gelu vytvoii jamky.

Do jamek naneseme marker a vzorky smichané se vzorkovym pufrem.

Elektroforézu piipojime ke zdroji. Vzorky nechame d¢lit pti napéti 0,5 — 10 V/ecm.

Po dobéhnuti elektroforézy gel vyjmeme a nechame jej barvir 15 — 20 min. v roztoku
ethidium bromidu.

Gel pteneseme do nddoby s destilovanou vodou a nechdme jej nékolik minut
odbarvovat.

DNA vizualizujeme pod UV lampou.

Takto rozdélené molekuly DNA je mozné z gelu izolovat a pouzit pro klonovani: gel
kratce prosvitime pod UV lampou a pomoci skalpelu vyfizneme pozadovany DNA
fragment. Pfeneseme jej do predem zvazené 1,5ml mikrozkumavky a stanovime jeho
hmotnost.

Pro izolaci DNA z agaru a nasledné pie¢isténi pouzijeme komeréni kit NucleoSpin®

Extract (Macherey-Nagel, Némecko).

Roztoky a dal$i material:

TAE pufr: 40 mM Tris (pH 8,5), 20 mM kyselina octova, 2 mM Na;EDTA
agarosa NuSieve a Sea Kem v poméru 1:1 (FMC, USA)

roztok ethidium bromidu (0,5 pg/ml)

vzorkovy pufr: 60 % glycerol, 0,6 % bromfenolova modf, 60 mM EDTA
marker GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Thermo Scientific, USA)

3.2.2.5 Ligace DNA
Ligace molekul DNA s pfesahujicimi konci

Do reakce pipetujeme (obvykle v 0,5ml zkumavkach):
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DNA (inzert a vektor o koncentraci koncti v poméru 3:1)

10x ligaéni pufr 1,5l
T4 DNA ligaza 0,2 ul
miliporova voda doplnit na celkovy objem 15 pl

Reakci promichdme a nechdme inkubovat 4 hod. pfi laboratorni teploté. Ligac¢ni smés

pak miizeme pouzit k elektroporaci bakteri.

Ligace molekul DNA s tupymi konci

Konce vektoru defosforylujeme za pouziti alkalické fosfatdzy SAP (na 1 pmol koncii
DNA 1 jednotka SAP, inkubace 30 — 60 min. v 37 °C, inhibice enzymu zahfivanim
reakce na 65 °C po dobu 15 min.)

Do reakce pipetujeme:

DNA (inzert a vektor o koncentraci koncti v poméru 3:1)

10x ligacni pufr 1,5l

50% PEG4000 1,5l

T4 DNA ligaza 05-1ul

miliporova voda doplnit na celkovy objem 15 pl

Reakci promichame a nechame inkubovat 4 hod. pfi laboratorni teploté. Ligacni smés

pak mtizeme pouzit k elektroporaci bakteri.

3.2.2.6 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pro jednu reakci smichdme:

Templatova DNA 0,5-10ng
Forward primer (10 uM) 2 ul
Reverse primer (10 uM) 2 ul
10x Taq pufr 2 ul
Taq polymeraza 1U

Phusion® Hot Start Flex 2x Master Mix
Miliporové voda doplnit na objem 20 pl

Smés v PCR mikrozkumavce vlozime do cycleru s predehiatym vikem (Peltier PTC-
200, MJ Research, USA)

Nastavime program:
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1) 95°C 2 min

2)95°C30s

3) X°C 40 s (X = teplota nasedani primert)

4) 72°C 1 min

5) 2x opakovat kroky 2 — 4

6) 95°C30s

7) Y°C 40 s (Y = teplota nasedani primeri véetné 5' koncd, které
neparuji s ptvodni sekvenci)

8) 72°C 1 min

9) 21x opakovat kroky 6 — 8

10) 72°C 2 min

11) 4°C donekonecna

3.2.3 Metody prace s proteiny

3.2.3.1 Priprava lyzata z kvasinek S. pombe
1.—2.den

Bunkami narostlymi na pevném médiu zaockume piislusné tekuté médiu. Kultivujeme
za stalého trepani pii 30 °C

Pokud pfipravujeme lyzaty zkvasinek transformovanych expresnim vektorem
s inducibilnim promotorem nmtl, nechame kvasinky rozrist pfiblizné¢ 24 hod.
v neinducibilnim médiu s thiaminem (5 ug/ml). Ztéto kultury poté zaockujeme
indukéni médium bez thiaminu, tak aby po 22 hod. kultivace nepteséhla kultura ODggo

1

2. (resp. 3.) den

Po celou dobu pracujeme na ledu.

Kulturu zchadime na ledu, pfevedeme ji do uzaviratelné centrifugacni zkumavky a
centrifugujeme (Jouan, rotor SWM 180.5, 5000 rpm, 3 min., 4 °C).

Supernatant slijeme, sediment resuspendujeme ve 2 ml STOP pufru a centrifugujeme
(Jouan, rotor SWM 180.5, 5000 rpm, 3 min., 4 °C).

Sediment resuspendujeme v 1 ml stop pufru a pfeneseme do 1,5ml mikrozkumavek.
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Centrifugujeme (5000 rpm, 3 min., 4 °C); po odstranéni supernatantu lze zamrazit v
-80 °C.

Po staceni odsajeme supernatant a sediment resuspendujeme v 40 pl (dle velikosti
peletu, 1ze pouzit i mensi mnozstvi) vychlazeného lyza¢niho pufru (obsahujiciho 1/100
objemu proteazovych inhibitort FY (Serva, Némecko) a 1/500 objemu 1M DTT).
Dolni koénickou ¢ast 2ml mikrozkumavek s vickem naplnime sklenénymi kulickami
(425 — 600 um, Sigma, USA) a nechame zchladit na ledu.

Suspenzi bun¢k prevedeme na kulicky.

Buiiky rozbijeme pomoci pfistroje FastPrep-24 (MP Biomedicals, Francie): tfepeme
20 s rychlosti 5,5. 3krat opakujeme (mezi jednotlivymi opakovanimi nechiame
zkumavku chladit na ledu).

Do mikrozkumavek ptfidame 600 ul lyza¢niho pufru (s FY a DTT). Objem mizeme
stanovit dle velikosti peletu.

Centrifugaci (Jouan, rotor SWM 180.5, 2000 rpm, 2 min.) lyzat pfevedeme do nové
mikrozkumavky.

Centrifugujeme (Ependorf Centrifuge 5417, 20000 g, 20 min., 4 °C).

Supernatant (tj. findlni lyzat) odebereme do nové mikrozkumavky. Skladujeme

v mrazaku pfti -80 °C.

Roztoky:

Lyzaéni pufr 1: 25 mM HEPES (pH 7,6), 0,1 mM EDTA (pH 8), 150 mM KCl, 0,1%,
Triton X100, 25% glycerol, 1M urea; pH 7,6; pH upravit pomoci KOH, sterilizovat
klavovanim

STOP pufr: 150 mM NaCl, 50 mM NaF, 25 mM HEPES, 1 mM NaN3; pH 8

3.2.3.2 Priprava lyzatu ze sav€ich bunék

Lyzaty ptipravujeme na ledu.

Misku s narostlymi buitkami nechame vychladit na ledu.

Odsajeme médium a 2krat oplachneme vychlazenym 1x PBS.

Dle velikosti misky na ni pipetujeme lyzacni pufr RIPA, ktery obsahuje v poméru
1:100 protedzové a fosfatdzové inhibitory.

15 min. nechame lyzovat na pieklapécce v lednicce.
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Z povrchu misky bunky seSkrabeme Skrabkou, pievedeme do vychlazené 1,5ml
mikrozkumavky a n€kolikrat protahneme injek¢ni stiikackou s jehlou 21G.
Centrifugujeme (Ependorf Centrifuge 5417, 11000 g, 20 min.).

Supernatant (tj. lyzat) pfeneseme do nové mikrozkumavky. Skladujeme v -20 °C.

Roztoky:

10x PBS: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 4,3 mM Na;HPO,.12 H,0; 1,4 mM KH,POy,
pH upraveno na 7,3

pufr RIPA: 0,15M NaCl; 50mM Tris-HCI (pH 7,4); 1% Nodinet P — 40; 0,1% SDS;
1% deoxycholét sodny; S mM EDTA; 50 mM NaF

Zasobni roztok proteazovych inhibitort MixM (Serva, Némecko): 0,5 mg/ml Aprotinin,
0,5 mg/ml Leupeptin, 12,5 mg/ml Pefabloc; fedéni 100x

3.2.3.3 Stanoveni proteinové koncentrace (Folinova metoda) a priprava vzorka pro

SDS-PAGE

Proteinovou koncentraci lyzatd stanovujeme kolorimetricky pomoci kitu DC™
Protein Assay (Bio-Rad, USA).

Ptipravime si fedici fadu BSA (hovézi sérovy albumin):

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

1500 37,5 12,5

Do mikrozkumavky napipetujeme 12,5 ul lyzatu ze sav¢ich bunek a 37,5 ul lyzaéniho
pufru. Kvasinkové lyzaty fedime vice: 5 ul lyzatu a 45 pl lyza¢niho pufru.

Z takto nafedéného lyzatu (a rovnéz BSA standardu) odebereme 25 pl do nové
mikrozkumavky a pfidame 125 pl roztoku A" (pfipravime jej smisenim 1 ml roztoku
A s 20 pl roztoku S) a 1 ml roztoku B.

Promichame a nechame 15 min. inkubovat ve tmé¢.

Na spektrofotometru zmétime absorbanci vzorkl pfi 750 nm.
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Z nam¢fenych hodnot standardti fedici fady vytvofime graf zdvislosti proteinové
koncentrace na absorbanci, ktery vyuzijeme pro stanoveni koncentrace proteint
Vv lyzatech.

Pomoci lyzacniho pufru lyzaty nafedime na shodnou proteinovou koncentraci.
Ptiddme 6x Laemmli pufr (1/4 objemu) a 1M DTT (1/20 objemu). Promichdme a

inkubujeme v piedehiatém blocku pii 95 °C po dobu 5 min.

Roztoky:

DC™ Protein Assay (Bio-Rad, USA)

BSA 2 mg/ml (Bio-Rad, USA)

6x Laemmli pufr: 0,35 M Tris-HCI (pH 6,8), 40 % glycerol, 10 % SDS, 0,012 %
bromfenolova modf

1M dithiothreitol (DTT)

3.2.3.4 SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE)

Pro SDS-PAGE pouzijeme soupravu Bio-Rad Mini Protean 11 Cell.

Sestavime aparaturu pro nalévani geli. Mezi skla nalijeme namichany roztok pro
separacni gel (viz rozpis) tak, aby jeho hladina sahala ptiblizn€ 5 mm pod dno jamek
pfipravenych v nésledujicim kroku. Pfevrstvime miliporovou vodou a nechame
ztuhnout (10 — 30 min.).

Odstranime vodu a vysuSime. Na vznikly separacni gel nalijeme aZ po okraj skel
roztok pro zaostfovaci gel (viz rozpis). Thned mezi skla vlozime hiebinek, jenz

v hornim gelu vytvoti jamky pro nanaseni vzorkd. Nechame ztuhnout (10 — 30 min.).

3,33 ml protogel 0,65 ml protogel

2,50 ml 4x Tris/SDS pH 8,8 1,25 ml 4x Tris/SDS pH 6,8
4,17 ml miliporova voda 3,10 ml miliporova voda

12 ul TEMED 10 ul TEMED

60 ul 10% APS 50 pul 10% APS

Vyjmeme hiebinek. Dvojici gell (resp. jeden gel a nastavec) vlozime do aparatury pro
elektroforézu. Elektroforetickym pufrem ptevrstvime gely a proplachneme jamky.
Do jamek naneseme marker molekulovych hmotnosti a pfipravené vzorky.
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Aparaturu vlozime do nadoby pro elektroforézu a zalijeme elektroforetickym pufrem.
Uzavieme vikem a nechame délit pii konstantnim proudu 10 mA/gel. Poté, co Celo
elektroforézy projde rozhranim obou gelli, zvySime proud na 20 mA/gel.

Po dobéhnuti elektroforézy vyjmeme gel ze skel. Mizeme jej pouzit pro Western blot
¢i muzeme rozdelené proteiny detekovat barvenim v roztoku Coomassie Brilliant Blue
(30 min. barveni za stalého tfepani, odbarvovani v odbarvovacim roztoku pies noc na

ttepacce).

Roztoky:

protogel: 30 % akrylamid, 0,8 % N,N’-methylenbisakrylamid; ptefiltrovano pies filtr
S pory o velikosti 0,45 um

4x Tris/SDS pH 8,8: 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), 0,4 % SDS; piefiltrovano pies filtr
S pory o velikosti 0,45 um

4x Tris/SDS pH 6,8: 1,5 M Tris-HCI (pH 6,8), 0,4 % SDS; piefiltrovano pies filtr
S pory o velikosti 0,45 um

N, N, N9, N9-tetrametyl-ethylendiamin (TEMED) (Serva, Némecko)

10% APS (amonium persulfat) (Sigma, USA)

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

marker molekulovych hmotnosti PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder
(Thermo Scientific, USA)

barvici roztok: 20 % methanol, 10 % kyselina octova, 0,114 % Coomassie Brilliant
Blue R-250 (Bio-Rad, USA)

odbarvovaci roztok: 20 % methanol, 7 % kyselina octova

3.2.3.5 Western blot

Western blot provadime pomoci soupravy Bio-Rad Trans-blot.

Sestavime aparaturu pro pienos na nitrocelulosovou membranu (Nitrobind, MSI,
USA). Na desticku mifici ke katod€ vrstvime izolacni houbiCku, filtraéni papir
Whatman, gel srozd€lenymi proteiny, nitrocelulosovou membranu, filtraéni papir
Whatman, izola¢ni houbicku (vSe navlhcené v pfenosovém pufru).

Uzavieme a vloZime do aparatury.

57



Zalijeme blotovacim pufrem a za stadlého chlazeni blotujeme pii konstantnim napéti
110V po dobu 1,5 hod.

Membranu s pfenesenymi proteiny oplachneme v TBS.

Roztoky:

ptenosovy pufr: 25 mM Tris, 192 mM glycin, 20 % methanol, 0,05 % SDS
TBS: 20 mM Tris-HCI (pH 8,0), 500 mM NaCl

3.2.3.6 Imunodetekce proteinii na membrané

Membranu s pfenesenymi proteiny rozstithAme na pozadované kousky dle markeru
molekulovych hmotnosti.

Blokujeme v 4% roztoku BSA v TBS na pieklapécce v termostatu pti 37 °C po dobu
45 min. — 1 hod.

Membranu zatavime do folie s roztokem primérni protilatky v 1% BSA v TTBS.
Inkubujeme na pteklapécce pti 4 °C pres noc.

Membranu vyjmeme a promyjeme 3 x 10 min. v TTBS.

Zatavime ji do folie sroztokem pfislusné sekundarni protilatky (konjugované
S kfenovou peroxidazou) v 1% BSA v TTBS. Inkubujeme na pieklapécce pii
laboratorni teploté po dobu 1 hod.

Oplachneme 3 x 10 min. v TTBS a1 x 5 minv TBS.

Membranu vloZime do vyvijeciho roztoku se substratem pro kienovou peroxidazu.
Vlozime do folie. Luminiscencni signal detekujeme pomoci piistroje LAS 4000

(Fujifilm, Japonsko).

Roztoky:

TBS: 20 mM Tris-HCI (pH 8,0), 500 mM NacCl
TTBS: 20 mM Tris-HCI (pH 8,0), 500 mM NacCl, 0,05 % Tween 20 (Serva, Némecko)
4% roztok BSA (Millipore, USA) v TBS

Substrat pro kienovou peroxiddzu: Super Signal West Pico Chemiluminiscent

Substrate (PIERCE, Thermo Scientific, USA)
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3.2.3.7 Stripovani membran

Pfipravime stripovaci pufr: 40 ml 10% SDS, 7,8 ml 4x Tris/SDS pH 6,8 a 9,4 ul
2-merkaptoethanol. Promichame.

Zkumavku Falcon naplnime stripovacim pufrem a vlozime do ni membranu.
Inkubujeme v temnu za stalého tiepani pti teploté 50 °C po dobu 30 min.

Membranu promyjeme 3 x 10 min. v TTBS.

Blokujeme v 4% roztoku BSA v TBS na pteklapécce v termostatu pii 37 °C po dobu
45 min. — 1 hod.

Inkubujeme s dalsi zvolenou primarni protilatkou.

Roztoky:

10% SDS

4x Tris/SDS pH 6,8: 1,5 M Tris-HCI (pH 6,8), 0,4 % SDS; piefiltrovano pies filtr
S pory o velikosti 0,45 um

2-merkaptoethanol (Sigma, USA)

3.2.4 Dalsi metody prace s tkanovymi kulturami

3.2.4.1 Migracni test ,,wound-healing*

Buiiky narostlé na kultivaéni misce trypsinizujeme a prevedeme do 15ml zkumavky
Falcon. Centrifugujeme (Eppendorf Centrifuge 5804R, 180 g, 3 min.).

Supernatant odsajeme a pelet resuspendujeme v malém objemu média (1 — 3 ml).
Pomoci Biirkerovy komurky spo¢itiame mnozstvi buné¢k v 1 ml média.

Na dno jamek v 6jamkové desticce prichytime komurky s prepazkou (Ibidi,
Némecko).

Do obou ¢asti komurky pipetujeme 70 pl média obsahujiciho 70000 bun¢k.

Inkubujeme v termostatu do doby, neZ buiiky vytvoii souvislou vrstvu (pfiblizné 20
hod.).

Opatrné sejmeme komiirku. Vznikne mezera, do niz mohou bunky migrovat.
Vyhodnocujeme pomoci mikroskopu Nikon Eclipse TE2000-S (objektiv 4x/HMC).

Potidime zaznam z doby ihned po sejmuti komurky a po uplynuti 3 hod.
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3.2.4.2 Test bunék na schopnost rist nezavisle na ukotveni k podkladu

Buiiky narostlé na kultivacni misce trypsinizujeme a prevedeme do 15ml zkumavky
Falcon. Centrifugujeme (Eppendorf Centrifuge 5804R, 180 g, 3 min.).

Supernatant odsajeme a pelet resuspendujeme v malém objemu média (1 — 3 ml).
Pomoci Biirkerovy komurky spoc¢itame mnozstvi buné¢k v 1 ml média.

Ptipravime 2x DMEM a 1,6% agar. Drzime je pii teploté pfiblizn¢ 45 °C.

Do jamek 6jamkové desti¢ky pipetujeme 1,5 ml 0,8% podkladového agaru vzniklého
smichdnim 2x DMEM a 1,6% agaru v poméru 1:1. Nechame ztuhnout.

V 0,4% agaru (pfipravime smisenim 2x DMEM a 0,8% agaru v poméru 1:1)
resuspendujeme 2000 bunck. Smés pipetujeme na podkladovy agar. Po ztuhnuti
prevrstvime 1x DMEM.

Za obcasného ptidavani 1x DMEM na povrch agaru inkubujeme v termostatu po dobu
14 dnt.

Jamky naskenujeme s rozlisenim 1200 dpi a snimky vyhodnotime pomoci programu
NIS-Elements.

Roztoky a dal$i material:

Agar noble (Sigma, USA)
2x DMEM (100 ml): 2,56 g praskové DMEM s pyruvatem (Gibco, Life
Technologies)

66,2 ml klavovana miliporova voda

9,8 ml 7,5% NaHCOs3

20 ml FBS (Sigma, USA)

2 ml neesencidlni aminokyseliny (Gibco, Life Technologies)

2 ml antibiotika-antimykotika (Gibco, Life Technologies)
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4. Vysledky

Cilem této prace je objasnit vliv fosforylace tyrosinu 90 vazebného povrchu SH3
domény kindzy Src na regulaci jeji katalytické aktivity a schopnost fosforylovat proteinové
substraty. Zamérem bude rovnéz stanovit, jak se tato modifikace projevuje na trovni bun¢k a
jejich fyziologickych procest.

Zvoleny piistup ke studiu Tyr 90 byl zalozen na vyuziti aminokyselinovych
substituentl, které napodobuji pfitomnost ¢i nepfitomnost fosfatové skupiny na postrannim
fetézci v dané pozici peptidu. Tyr 90 SH3 domény Src byl proto v jedné varianté zaménén za
nefosforylovatelny fenylalanin (Src 90F) a v druhé za zbytek kyseliny glutamové (Src 90E),
jenz je v soucasné dobé nejbéznéji pouzivana molekula mimikujici fosfotyrosin. Obé dvé
mutantni formy kufeciho Src byly vytvofeny Vv nasi laboratofi. Dale byl pouzit ptivodni
bunéény c-Src (wt c-Src) a konstitutivné aktivni Src nesouci fenylalanin na misté regula¢niho
tyrosinu 527 (Src 527F), kde absence hydroxylové skupiny neumoziiuje fosforylaci kindzami

Csk ¢i Chk a tim inhibici katalytické aktivity enzymu.
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4.1 Exprese variant Kkinazy Src v kvasinkach

Schizosaccharomyces pombe

Ackoli Ize u kvasinek detekovat nizkou miru tyrosinové fosforylace nékterych proteind,
nebyly u nich objeveny zadné proteintyrosinkinazy. Fosfat je na hydroxylovou skupinu
tyrosinu pienasen prostiednictvim dualné specifickych proteinkinaz (Gartner et al., 1992).
V kvasinkovych buiikach tudiz nejsou piitomny regulacni proteiny Src, jenz by ovliviovaly
jeho kindzovou aktivitu, ani jiné kindzy, které by mohly interferovat s provadénymi
experimenty.

Systém pouzivajici ke stanoveni katalytické aktivity mutantnich forem Src heterologni
expresi této kinazy ve Schizosaccharomyces pombe byl zaveden prof. Superti-Furgou
(Superti-Furga et al., 1993)a vyuzit pii studiu mechanismu regulujicich aktivitu Src.
Vzhledem k absenci regulatorti a inhibitortt Src v kvasinkach, jsou vSechny mutantni formy
s intaktni katalytickou doménou v bunkach S. pombe aktivni a to vcetné jinak piisné
regulovaného wt c-Src. Exprese Src proto v kvasinkach zpusobuje vysokou fosforylaci
endogennich proteint a inhibici ristu kultury. Pokud ale zaroveni s Src produkujeme v téchto
bunkach Csk dochazi u nemutované wt c-Src K potlateni popsaného fenotypu. U
pozménénych variant Src zavisi rychlost déleni bun€k na povaze mutace. Zasahy do struktury
Src, které ovlivni slozky regulac¢nich mechanisml drzici Src v inaktivnim stavu, se projevi
inhibici ristu, 1 pokud je ptfitomna Csk. Tento systém se proto jevil jako vhodny k otestovani
nasi hypotézy, ze fosforylace Tyr 90 snizuje afinitu SH3 domény k CD linkeru, coz vede
k narastu katalytické aktivity Src.

4.1.1 Priprava plasmidovych konstrukti pro expresi Src a Csk v S.

pombe
Pro expresi Src variant v kvasinkach S. pombe byl pouzit vektor pJR2-3XU (Moreno et
al., 2000). Jedna se o plasmid odvozeny od expresniho vektoru pREP3, ktery obsahuje
uracilovy selekéni marker, gen ampicilinové resistence, a indukovatelny promotor nmtl.
Moznost regulovat produkci Src byla vzhledem k toxicité proteinu pro bunky S. pombe
nutnou podminkou. Exprese znmtl je inhibovana pfitomnosti thiaminu. Je to jedna

z nejsilnéjsich promotorovych sekvenci v S. pombe (Tommasino & Maundrell, 1991).
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Jako vychozi zdroj mutantnich variant Src slouzily vektory pBluescript II SK(+) se
zaklonovanymi sekvencemi src variant (pBlue-c-src90E, pBlue-c-src90F, pBlue-c-src, pBlue-
C-Srch27F).

Plasmidy pBlue-c-src90F, pBlue-c-src a pBlue-c-src527F byly $tépeny restrik¢nimi
endonukleazami Xhol a Notl. Izolované precisténé fragmenty o velikosti 1680 bp, nesouci
DNA sekvence jednotlivych Src variant, byly poté ligovany s vektorem pJR2-3XU otevienym
V polylinkeru Xhol a Notl restriktdzami. Ligacni smési byly naslednou elektroporaci
transformovany bunky Escherichia coli kmene DH5a.. Bakterialni kolonie, vzniklé po vyseti
kultury na misky szivnym agarem obsahujicim selek¢éni antibiotiku ampicilin, byly
rozpestovany jako separatni kultury. Plasmidova DNA izolované z téchto bunék byla ovéfena
restrikénim $t€penim Xhol a Bglll endonukleazami (obr. 7). V ptipadé uspésné ligovanych
konstruktii pJR2-3XU-c-src90F, pJR2-3XU-c-src, pJR2-3XU-c-src527F vznikly 2 fragmenty
0 velikosti 1666 bp a 9114 bp. Druha kontrola byla pomoci restriktazy BamHI (obr. 8), ktera
konstrukt $tépila na 2 DNA molekuly o0 1630 bp a 9180 bp.

pJR2-3XU-c-src90F pJR2-3XU-c-src527F

<«—— 9114 bp

<«—— 1666 bp

Obr. 7: Restrikcni ovéreni konstruktit pJR2-3XU-c-src90F a pJR2-3XU-c-src527F. Plasmidy
izolované z jednotlivych kolonii (5 od kazdého konstruktu) byly Stépeny restriktazami Xhol a
Bglll. Spravné ligované plasmidy tvorily po separaci na agarosovém gelu pruhy v oblasti
1666 bp a 9114 bp (dle poradi nandsek klon 4 konstruktu pJR2-3XU-c-src90F a klony 2 — 5
pJR2-3XU-c-srch27F).
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<+—— 9180 bp

<«—— 1630bp

Obr. 8: Restrikcni ovéreni konstruktu pJR2-3XU-C-src Stépenim restriktazou BamHI.
V pripade uspésné vytvoreného plasmidu vznikly fragmenty o velikosti 1630 bp a 9180 bp (s
ohledem na poradi nanasek klony 2 a 4).

Piiprava expresniho konstruktu pJR2-3XU-c-Src90E probihala odlisné, jelikoz
vnesenim aminokyselinové zamény tyrosinu 90 za glutamat vzniklo v DNA sekvenci
restrikéni misto rozpoznavané Xhol, a tudiz nebylo mozno k vystépeni src inzertu z vektoru
pBlue-c-src90E pouzit Xhol a Notl restriktazy. Fragment nesouci Src90E byl proto
Z puvodniho plasmidu ziskdn pomoci restrik¢nich endonukledaz Sall a Bglll a byl ligovan
s vektorem pJR2-3XU otevienym v oblasti polylinkeru restriktizami Sall a BamHI (BamHI
vytvaii kohezni konce kompatibilni s BgllII). Plasmidova DNA izolovana z kolonii, jenz rostly
na zivném agaru s ampicilinem, byla ovéfena restrikénimi endonukledzami shodnymi
s ptedchozimi kontrolami. Navic bylo provedeno S§tépeni pJR2-3XU-c-src90E konstruktu
restriktazou HindIII (obr. 9), které v idealnim piipadé vedlo ke vzniku fragmentl o velikosti

3255 bp, 7126 bp a dvou malych DNA molekul o souhrnné velikosti 399 bp.
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<«——— 7126 bp

<«——— 3255bp

Obr. 9: Kontrolni stepeni konstruktu pJR2-3XU-C-Src90E restrikcni endonukledzou HindIIl
Separace agarosovou elektroforézou ukdzala dva vyrazné pruhy o velikostech 3255 bp a 7126

bp.

Kinazu Csk jsme se v kvasinkach S. pombe rozhodli produkovat prostfednictvim
expresniho vektoru pART (McLeod et al., 1987). Tento plasmid je vybaven konstitutivné
aktivnim adh promotorem, genem pro ampicilinovou resistenci a leucinovym selekénim
markerem. adh je promotorova oblast genu pro alkohol dehydrogenazu. Je schopna piiblizné
stejné vysoké exprese jako indukovany nmtl promotor.

Plasmid pEFIRES-N-csk (dar od dr. Brdic¢ky) byl stépen restrikénimi endonukledzami
Xhol a Notl a nasledn¢ inkubovan s Klenowovym fragmentem. Izolovany a piecistény
fragment (1350 bp) s tupymi konci nesl DNA kodujici Csk. Vektor pART byl linearizovan
pomoci restriktazy Smal, jenz vytvaii na molekule DNA tupé konce. Po defosforylaci
alkalickou fosfatazou SAP byl ligovan s csk fragmentem. Liga¢ni smési byly transformovany
bakterie E. coli kmene DH5a. Kolonie narostlé na zivném agaru s ampicilinem byly
testovany na piitomnost pozadovaného konstruktu pART-csk. Kontrolnim §tépenim spravné
vytvofeného plasmidu endonukleazami Ncol a BamHI (obr. 10) vznikly 2 fragmenty o
velikosti 907 bp a 7721 bp. Druhou kontrolou byla PCR s primery ohranicujicimi csk inzert
(obr. 11). Namnozeny tsek DNA po rozdé¢leni na agarosové elektroforéze vytvoril vyrazny
pruh na pozici odpovidajici velikosti 1350 bp, coz potvrdilo pfitomnost celé¢ sekvence csk
v pART vektoru.
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<« 7721bp

<+——— 907 bp

Obr. 10: Restrikcni ovéreni konstruktu pART-csk. Plasmid byl Stépen restriktazami Ncol a
BamHI. Elektroforetickd separace na agarosovém gelu vedla v pripadé spravného konstruktu
ke vzniku 2 fragmentu o velikostech 907 bp a 7721 bp (dle poradi nandsek klony 2, 5 a 7)

<+— 1350 bp

Obr. 11: Agarosova elektroforéza PCR reakce S pART-csk vektorem jako templatovou DNA a
primery ohranicujicimi sekvenci kodujici Csk. Vznikly produkt putoval jako pruh o velikosti
1350 bp, coz odpovida velikosti inzertu.

4.1.2 Transformace kvasinek S. pombe expresnimi vektory nesoucimi

varianty src a konstruktem pART-csk
Vytvorenymi expresnimi konstrukty pJR2-3XU-c-src90E, pJR2-3XU-c-src90F, pJR2-
3XU-c-src, pJR2-3XU-c-src527F a praznym vektorem pJR2-3XU byly lithium-acetatovou
metodou transformovany kvasinky S. pombe kmene PN559. Kolonie, jenz vyrostly na
plotnach s pevnym médiem bez uracilu, byly pro kontrolu pfecarkovany na nové selekéni

plotny.
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Ovéfeni, zda vzniklé pozitivni klony (dale oznacované jako Src90E, Src90F, Src527F,
c-Src a kontrolni pJR bez src inzertu) jsou opravdu schopny exprimovat jednotlivé varianty
kinazy Src, bylo provedeno imunodetekci Src v kvasinkovych lyzatech. Nejdiive byly
kvasinkové buniky rozpéstovany za neiduk¢énich podminek v médiu obsahujici thiamin
v koncentraci 5 pg/ml po dobu pfiblizné 24 hod. Po promyti byly pfeneseny do indukéniho
média bez thiaminu. Pro kontrolu byla ¢ast populace klonu c-Src ponechana v neiduk¢nich
podminkach. Z kazdé kultury byly provedeny 2 odbéry: prvni 17 hod. a druhy 24 hod. po
indukci exprese Src. Vzorky byly nésledné lyzovany, upraveny na shodnou koncentraci a
piipraveny pro SDS-PAGE. Po elektroforetické separaci byly pieneseny western blotem na
nitrocelulosovou membranu. Nasledovala inkubace v roztoku s primarni protilatkou proti v-
Src a poté se sekundarni protilatkou konjugovanou s kienovou peroxidazou (GAM-HRP). Po
pridani substratu pro HRP byl luminiscencni signal detekovan pomoci pfistroje LAS 4000
(Fujifilm, Japonsko). Z vysledného blotu (obr. 12) je patrné, Ze exprese Src je relativné
vysoka i za inhibi¢nich podminek thiaminu v médiu (vzorky c-Src NI). 17 hod po zaockovani
do média bez thiaminu je produkce Src v porovnani s neidukovanou kulturou c-Src NI stale
jesté nizkd. Odbéry provedené 24 hod. po indukci vSak jiz vykazuji vyrazné nabohaceni

proteint.

24 hod. po indukci 17 hod. po indukci

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

R . S —
O =~ S—

Obr. 12: Oveéreni exprese variant Src v kvasinkdch S. pombe transformovanych konstrukuty
pJR2-3XU-c-src90E, pJR2-3XU-c-src90F, pJR2-3XU-c-src, pJR2-3XU-c-srch27F a pJR2-
3XU. Z kazdé kultury byly provedeny 2 odbery: po 17 hod. a 24 hod. od indukce exprese.
Lyzované vzorky o shodné koncentraci byly rozdéleny SDS-PAG a preneseny na
nitrocelulosovou membrdanu. Detekce byla provedena protilatkou anti-v-Src (Ab-1).

Jelikoz exprese Src zpusobuje inhibici rastu kultury S. pombe, zajimalo nas, jak se
ptitomnost kinazy Src v kvasinkach projevi na jejich morfologii. Po 24 hod. kultivace
v indukénim médiu byly bunky zkoumany pod mikroskopem Nikon Eclipse TE2000-S
(objektiv 100x/DIC) pomoci diferencialniho interferenéniho kontrastu (obr. 13). Klony

nesouci pouze prazdny vektor pJR2-3XU vypadaly obdobné jako pifed transformaci.
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V kulturach S. pombe exprimujicich Src byly pozorovany buiiky se zménénymi difrakénimi
vlastnosti predstavujici mrtvé jedince. Kvasinky dale vykazovaly morfologické abnormality

projevujici se zmeénou proporci a u nékterych bunék vakuolarizaci.

Obr. 13: Bunky S. pombe neexprimujici (pJR; vlevo) a exprimujici (Src90E; vpravo) kindzu
Src. Kvasinky byly 24 hod. kultivovany v indukcénim médiu a poté pozorovany pod
mikroskopem Nikon Eclipse TE2000-S (objektiv 100x/DIC) metodou diferencidlni
interferencniho kontrastu.

Klony Src90E, Src90F, Src527F, c-Src a pJR byly transformovany konstruktem
nesoucim gen pro kindzu Csk (pART-csk) a vysety na selekéni plotny neobsahujici uracil a
leucin. Aby byla vylouc¢ena fale$na pozitivita, byly narostlé kolonie opét pieneseny na nové
selek¢éni misky. Tim byly ziskany kvasinkové buiky (oznaceny jako Src 90E+Csk, 90F+Csk,
527F+Csk, c-Srct+Csk a kontrolni pJR+Csk), které by mély konstitutivné exprimovat Csk a
po indukci produkovat jednotlivé varianty Src.

Lyzaty klona Src 90E+Csk, 90F+Csk, 527F+Csk, c-Src+Csk a pJR+Csk byly testovany
na pritomnost Src a Csk. Imunologicka detekce na membrané po western blotu prokazala, ze
exprese Src zUstala ve vSech piipadech zachovana. Prezenci Csk v kvasinkovych lyzatech se
v8ak bohuzel nepodafilo prokazat. Vzhledem K faktu, Ze pouzita primarni protilatka anti-Csk
tento protein velmi slabé detekovala i v kontrolnich lyzatech pifipravenych z SC bunék, mohlo
se ziejm¢é jednat spiSe o problém v detekci nez v expresi. Proto jsme se rozhodli zjistit, zda by
nebylo mozné produkci Csk ovéfit nepfimo vysledovanim zmén v ristovych rychlostech
kvasinek transformovanych konstrukty s src i csk oproti buiitkam S. pombe nesoucim jen

plasmidy s src.
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Aby bylo mozné péstovat ob¢ sady klonii ve stejném médiu a tim minimalizovat vliv
rozdilného prostiedi, byly buiiky majici pouze src konstrukt transformovany prazdnym pART

vektorem, ¢imz ziskaly schopnost syntetizovat leucin obdobné jako kvasinky s pART-csk.

4.1.3 Méreni ristovych krivek kvasinek S. pombe transformovanych

vektory nesoucimi csk a varianty src

Exprese kinazy Src v kvasinkach S. pombe je pro tyto buiky toxicka. Vede k aberantné
vysoké tyrosinové fosforylaci endogennich proteinti a inhibici rustu kultury (Superti-Furga et
al., 1993), coz lze vysledovat méfenim ristovych kiivek.

Ob& piipravené¢ sady klont produkujici varianty Src, znichZz jedna je navic
transformovana konstruktem pART-csk a druha nese pouze prazdny plasmid pART, byly po
dobu piiblizn¢ 24 hod. péstovany v médiu s thiaminem o koncentraci 5 pg/ml. Po promyti
indukénim médiem bylo jednotlivymi inokuly zaockovano 1,4 ml indukéniho média
v 12jamkové desticce na ODggg 0,05.

Sledovani rustu bylo provadéno kontinudlnim métenim ODggp pomoci fluorimetru
Varioskan Flash (Thermo Scientific, USA). Jelikoz se jednalo o ne zcela zavedeny postup,
bylo nejdfive nutno systém optimalizovat, najit vhodné inkubacni podminky, mnoZstvi
méfeného média a tomu odpovidajici plastik. Experimenty byly nakonec provadény pravé ve
12jamkovych destickach s 1,4 ml zaockovaného média, coZ je objem dostate¢né velky na to,
aby bylo mozné zanedbat piipadné rozdily zpisobené nerovnomérnym vyparem tekutiny
Z jednotlivych jamek. Méfeni v menSich objemech v destiC¢kach s vétSim poctem jamek se
ukézalo jako neefektivni rovnéZ z toho divodu, ze kapalina zde ma, v porovnédni se svym
objemem, pfilis velkou sty¢nou plochu se sténami desticky, coz znemoziuje dostatecné
promichévani média a vede k sedimetaci bunék. Kvasinky byly kultivovany pfi teploté 30 °C
za stalého tfepani rychlosti 180 rpm a primérem rozkmitu 20 mm, coz se ukézalo jako
dostatecné pro udrzeni bunék v suspenzi. Méfeni absorbance probihalo pii vinové délce 600
nm kazdych 15 min. po dobu obvykle 40 hod.

Inokula byla dale pouzita na zaoCkovani 25 ml indukéniho média. Tyto kultury byly po
22 hod. kultivace lyzovany a byly z nich pfipraveny vzorky pro SDS polyakrylamidovou
elektroforézu o shodnych proteinovych koncentracich. Experiment byl proveden ve 3
nezavislych vyhotovenich.

Vzorky pro SDS-PAGE pfipravené lyzati jednotlivych kultur po 22 hod. od indukce

exprese Src byly elektroforeticky separovany a pifeneseny na nitrocelulosovou membranu
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pomoci western blotu. Abychom porovnali miru exprese jednotlivych Src proteinti byla
membrana inkubovana v primarni protilatce proti v-Src. Po detekci byla membrana stripovana
a znovu pouzita pro stanoveni kinazové aktivity Src variant pomoci protilatky proti

fosforylovanému Tyr 416 v aktiva¢ni smy¢ce katalytické domény (anti-Src pY418) (obr. 14).

+ Csk
c-Src 527F 90F 90E pJR c-Src 527F 90F 90E pJR

Src - " : b -
— N—

e -

pY418 .-

Obr. 14: Imunodetekce celkového Src a Src fosforylovaného na Tyr 416 aktivacni smycky.
Vzorky byly pripraveny lyzi jednotlivych kultur S. pombe 22 hod. po indukci exprese Src. Na
polyakrylamidovy gel byla nandsena shodna proteinova mnozstvi. Po rozdéleni pomoci SDS-
PAGE a nasledném western blotu byla provedena imunodetekce celkového Src. Membrana
byla poté stripovina a vyuzita pro stanoveni Src fosforylovaného na Tyr 416. PouZité
primdrni protilatky: anti-v-Src (Ab-1), anti-Src pY418.

Pomoci programu ImageJ (NIH) byla stanovena denzita jednotlivych pruhti imunoblotu.
Mira Kkatalytické aktivity Src variant je dana podilem denzit odpovidajicich Src
fosforylovanému na Tyr 416 a celkovému Src. Je patrné, ze mira fosforylace Tyr 418
aktivacni smycky je u glutamatového mutanta Src90E 2,8krat vyssi nez u ptivodni wt formy
c-Src. Zaména za Tyr 90 za nefosforylovatelny fenylalanin vedla jen k velmi malé odchylce
oproti wt c-Src (obr. 15). V souladu s pfedchozim vyzkumem v nasi laboratofi (Gerndtova,
2008) Ize tedy ftici, ze fosforylace Tyr 90 v SH3 domén¢ kinazy Src zvySuje jeji katalytickou
aktivitu.
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Obr. 15: Mira fosforylace Tyr 416 aktivacni smycky Src. Byla stanovena jako podil Src
fosforylovaného na Tyr 416 a celkového Src. Hodnoty byly vztazeny K mire fosforylace c-Src.
Mnozstvi  jednotlivych forem Src bylo urceno denzitometrickou analyzou pruhi na
imunoblotech pomoci programu ImageJ.

Jak vyplyva z detekce celkového mnozstvi Src v jednotlivych lyzatech (obr. 16), vice
katalyticky aktivni formy (Src90E a Src527F) jsou exprimovany mén¢, nez varianty s nizsi
kindzovou aktivitou (Src90F a c-Src). Tento trend nabyva na sile, pokud provedeme lyzi
bunék az 36 hod. po indukci exprese Src, misto pivodnich 22 hod. Kvasinky se tedy ziejmé
snazi vy$§i mérou odstraiiovat ¢i inhibovat proteosyntézu katalyticky aktivnéjSich forem Src
V porovnani s t¢mi méng aktivnimi.

Rozdil mezi klony transformovanymi pART-csk nebo jen prazdnym vektorem pART se
nezda byt piili§ vyrazny. U kvasinek jenz by mély produkovat Csk (vyjma Src527F+Csk)
byla detekovana zvySena hladina Src variant v porovnani s buiikami bez Csk. Divodem muize
byt pravé pritomnost Csk, ktera jim ziejmé ¢asteénou inhibici kinazové aktivity Src umoznuje

exprimovat vét§si mnoZzstvi tohoto proteinu.
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Obr. 16: Mira exprese jednotlivych variant Src bez nebo za soucasné produkce Csk. Mnozstvi
Src produkované v jednotlivych klonech bylo stanoveno denzitometrickou analyzou pruhii na
imunoblotech pomoci programu ImageJ a vztazeno k expresi kindzy v klonu c-Src.

Ptipravené lyzaty byly dale pouzity pro stanoveni fosfotyrosinového profilu
jednotlivych klonti. Po elektroforetické separaci SDS-PAGE a western blotu, byly vzorky
pfenesené na nitrocelulosovou membranu inkubovany s primarni protilditkou proti
fosfotyrosinu (4G10). Vysledny imunoblot ukazal (obr. 17), ze pfes rtizna mnozstvi
exprimovaného Src klond Src90E, Src90F, c-Src a Src527F, je fosforylace endogennich
proteind piiblizné stejna. Kvasinkové bunky Src90E+Csk, Src90F+Csk, c-Src+Csk a
Src527F+Csk, jez navic ziejmée produkuji kinazu Csk, se svymi fosfotyrosinovymi profily lisi.
U kloni Src90F+Csk a c-Src+Csk Ize pozorovat pokles v obsahu fosfotyrosint,
pravdépodobné V diisledku inhibi¢niho plsobeni Csk. V oblasti odpovidajici molekulové
hmotnosti 60 kDa lze pozorovat pruhy, které odpovidaji Src. U bunc¢k Src90E+Csk a
Src527F+Csk je tento pruh polozen vyse nez u kvasinek Src90F+Csk a c-Src+Csk. Bylo
pozorovano, ze horni pruh obvykle odpovida aktivni formé Src a dolni inaktivni. Z toho je
mozné opét usuzovat, ze u kloni Src90F+Csk a c-Src+Csk dochdzi k inaktivaci Src kindzou
Csk. Dale je ziejmé, Ze exprese samotné Csk (ovéfend jen nepiimo) nezpisobuje fosforylaci

endogennich kvasinkovych proteini.
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Obr. 17: Fosfotyrosinovy profil kvasinkovych klonit exprimujicich varianty Src. Lyzaty
kvasinkovych kultur péstovanych 22 hod. v indukcnim médiu byly srovnany na shodné
koncentrace. Po SDS-PAGE a prenosu na membranu byla provedena imunodetekce primarni
protilatkou anti-pY 4G10 (horni membrana). Dolni membrdana dokumentuje mnoZstvi Src
V jednotlivych klonech.

Ristové kiivky (obr. 18) byly vynaSeny jako zavislost ODgyp na case (hod.).
Logaritmickym vynosem exponencidlni faze rGstu byla proloZena regresni piimka. Jeji
smérnice je rovna reciproké hodnoté generacni doby. Generacni doby jednotlivych kultur ze
tii nezavislych méfeni byly nasledné vyneseny do grafu (obr. 19). Je z n&j patrné (stejné jako
z vyobrazenych rastovych kiivek), ze klony exprimujici Src90E a Src527F maji zhruba o 1
hod. delsi genera¢ni dobu nez buiky produkujici Src90F a c-Src, coz v souladu
s imunologickou analyzou lyzatd ukazuje na jejich vyss$i kindzovou aktivitu. Lze rovnéz
pozorovat zvySeni rlstové rychlosti, pokud kvasinky krom& Src variant zaroven

pravdépodobné syntetizuji kinazu Csk (vyjma klonu Src527F+Csk).
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Obr. 18: Rustové krivky jednotlivych kultur S. pombe. Prvni dva grafy zndzornuji ristové
krivky a jim odpovidajici logaritmické vynosy exponencidlni fazi ristu kvasinek exprimujicich
pouze Src varianty. Druhé dva grafy vyjadruji obdobné, ale pro bunky produkujici Src i Csk.
Dolnich 5 grafit porovnadva vliv Csk na riistovou rychlost bunék obsahujicich danou formu
Src. Obdobné jako u grafii ristovych kiivek (vlevo nahore) je zde vynesena zavislost ODggy
kultury na case (hod.).
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X X X
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Generacni doba (hod.)

Obr. 19: Generacni doby jednotlivych kvasinkovych klomi. Byly stanoveny jako reciproka
hodnota smérnice regresni primky, jenz byla proloZena logaritmickym vynosem zavislosti OD
na casu kultury v exponencialni casti riistu.

75



4.2 Exprese variant kinazy Src v bunkach SYF

Bunky SYF (src -/- yes -/- fyn -/-) je linie mySich embryonalnich fibroblasti, ktera byla
vytvofena z bunék E9,5 mySich embryi, v nichz byly deletovany geny pro kinazy Src, Fyn a
Yes. Izolované bunky byly transformovany velkym T antigenem viru SV40 (Klinghoffer et
al., 1999). Src, Yes a Fyn jsou kindzy rodiny Src. Nachazi ve vSech bunécnych typech a
vykazuji vysokou vzajemnou zastupitelnost ve svych funkcich (Thomas & Brugge, 1997).
SYF bunky, jenz nemaji jak Src, tak ani Yes a Fyn, byly proto zvoleny jako vhodny model
pro studovani vlivu c-Src a jeho mutant (90E, 90F a 527F) na fyziologii bunék.

4.2.1 Priprava plasmidovych Kkonstrukti s variantami Src pro

retroviralni transfekci

Abychom docilili stabilni exprese jednotlivych variant Src v SYF buiikach, rozhodli
jsme se pouzit retroviralni transfekci. Sekvence kodujici Src90E, Src90F, c-Src, Src527F bylo
proto nutné zaklonovat do retrovirového vektoru pMSCV-IRES-GFP (dar od dr. KaSpara).
Tento plasmid nese gen pro ampicilinovou resistenci, 2 LTR oblasti, signalni sekvenci pro
sbaleni DNA do virové partikule a gen pro EGFP nasledujici po IRES sekvenci.

Inzerty nesouci varianty src byly ziskdny sekven¢nim Stépenim plasmidi pBlue-c-
src90E, pBlue-c-src90F, pBlue-c-src a pBlue-c-src527F nejdiive restrikéni endonukleazou
Notl. Poté byly vzniklé konce zatupeny pomoci Klenowova fragmentu. DNA molekula byla
nasledné Stépena restriktdzou BamHI, ¢im vznikl inzert s jednim tupym koncem. Fragment
byl ligovan s vektorem pMSCV-IRES-GFP linearizovanym endonukleazami BglIl a Hpal a
defosforylovanym alkalickou fosfatizou SAP. Ligaéni smési byly elektroporaci
transformovany bakterie E. coli kmene DH5a. Kolonie, jenz byly schopny vyrtst na selekéni
plotné s Zivnym agarem obsahujicim ampicilin, byly testovany na pfitomnost spravné
ligovanych konstrukti pMSCV-IRES-GFP-src90E, pMSCV-IRES-GFP-src90F, pMSCV-
IRES-GFP-c-src nebo pMSCV-IRES-GFP-src527F. Nejdiive byla provedena kontrola
pomoci PCR, primery ohrani¢ujicimi sekvenci koédujici SH3 doménu (obr. 20). Vysledny
produkt mél velikost ptiblizn€ 200 bp. Nasledné konstrukty ovétovany $t€penim restrikénimi
endonukleazami EcoRI a Ncol (obr. 21). V ptipadé spravné vytvoiené¢ho konstruktu doslo
k vystépeni fragmentu o velikosti 1620 bp, jenz odpovidal src, a dale dalsi DNA molekuly
velké ptiblizné 700 bp.
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Src 527F

Obr. 20: Overeni konstrukti pMSCV-IRES-GFP-src90E, pMSCV-IRES-GFP-src90F,
PMSCV-IRES-GFP-c-src a pMSCV-IRES-GFP-src527F pomoci PCR. Po rozdéleni na
agarosové elektroforéze vznikly produkt vytvoril pruh o velikosti priblizne 200 bp.

Src90E Src90F Src527F

<«—— 1620bp

Obr. 21: Kontrolni Sstépeni konstruktii pMSCV-IRES-GFP-src90E, pMSCV-IRES-GFP-
src90F, pMSCV-IRES-GFP-c-src a pMSCV-IRES-GFP-src527F restrikcnimi endonukledzami
EcoRIl a Ncol. V pripadé spravné vytvoreného plasmidu se kromé malé DNA molekuly 0
Velikosti asi 700 bp vystépil 1620 bp fragment odpovidajici src.

4.2.2 Retroviralni transfekce SYF bunék a exprese variant Src
Pro produkci retroviri byly pouzity bunky Phoenix, coz je linie vznikla z 293T
bunkach, do nichz byly vloZeny geny pro virové proteiny gag, env a pol. Phoenix bunky byly
kultivovany v DMEM médiu s tepelné inaktivovanym sérem. Pomoci transfekéniho c¢inidla
JetPRIME® do nich byly vneseny konstrukty pMSCV-IRES-GFP-src90E, pMSCV-IRES-
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GFP-src90F, pMSCV-IRES-GFP-c-src, pMSCV-IRES-GFP-src527F a pro kontrolu prazdny
vektor pMSCV-IRES-GFP. Jelikoz tyto plasmidy obsahuji signal pro enkapsidaci, byly
sbalovany do virovych partikuli, které nasledné pucely ven z bun¢k do média, jenz bylo
posléze pouzito kinfekci linie SYF. Pro zvySeni efektivity inkorporace konstruktu do
genomové DNA SYF bungk, byla infekce 3krat opakovana. Podle intenzity signalu GFP byla
ucinnost transfekce 20 — 40 %.

Abychom mohli porovnavat vliv jednotlivych forem Src na bunéénou fyziologii, bylo
nezbytné vytvorit linie obsahujici shodna mnozstvi Src variant. Transfekované SYF linie byly
proto na zakladé¢ GFP signalu rozdéleny sorterem BD FACS VantageSE (BD Biosciences,
USA) na bunky s nizkou (L), stiedni (M) a vysokou (H) expresi Src. Tim byly pfipraveny 4
linie SYF bungk stabilné exprimujici Src (dale oznacovany jako SYF-Src90E, SYF-Src90F,
SYF-c-Src, SYF-Src527F), z nichz od kazdé existovaly 3 varianty liSici se mirou produkce
daného Src. Pro kontrolu byla navic vytvofena linie nesouci pouze prazdny vektor (SYF-
MSCV).

Abychom zjistili skutecnou expresi Src variant, byly z jednotlivych linii pfipraveny
lyzaty. Vzorky o shodné proteinové koncentraci byly naneseny na polyakrylamidovy gel a
rozdéleny pomoci SDS-PAGE. Western blotem byly pifeneseny na nitrocelulosovou
membranu a inkubovany s primdrni protilatkou proti v-Src. Sekundarni protilatka
konjugovana s kienovou peroxidazou pak umoznila Src imunologicky stanovit a to na zakladé
detekce luminiscenéniho signalu piistrojem LAS 4000 (Fujifilm, Japonsko). Pro kontrolu
nanasky bylo rovnéz stanoveno mnozstvi aktinu (obr. 22). Denzitometrickou analyzou pruhd
ze 3 nezdvisle opakovanych imunobloti byly pro dalsi experimenty vybrany linie obsahujici
stejna mnozstvi Src; a to konkrétné SYF-Src90E(H), SYF-Src90F(H), SYF-c-Src(M) a
SYF-Src527F(L).

SC  SYF with) wt(m) wi(l) 527(h)527() F(h) F(m) F() E() Em) E()

R — ——

Obr. 22: Imunodetekce Src (horni membrana) a aktinu (dolni membrdana) jako kontroly
nanasky. Lyzaty SYF linii exprimujici jednotlivé varianty Src byly upraveny na shodnou
koncentraci, elektroforeticky rozdéleny SDS-PAGE a preneseny na nitrocelulosovou
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membranu. Imunodetekce byla provedena za pouziti primdrnich protildtek anti-v-Src (Ab-1) a
anti-actin. Lyzdt z SC bunek byl pouzit jako pozitivni kontrola. Negativni kontrolou je lyzat
SYF bunék nesouci prazdny vektor pMSCV-IRES-GFP.

4.2.3 Stanoveni fosforyla¢niho statusu proteini interagujicich s SH3

doménou Src

Mira fosforylace proteint, jenz jsou substraty Src a zaroven s kinazou interaguji pomoci
vazby na jeji SH3 doménu, by mohla ptinést informace o schopnosti jednotlivych mutantnich
variant SH3 domény Src asociovat se svymi ligandy. Snizena zpiisobilost vazat proteinové
substraty Src, by se mohla projevit poklesem jejich fosforylace. Pro experimenty byly
vybrany interakéni partnefi Src UcCastnici se integrinové signalizace: CAS, FAK a paxillin.
Ptedchozi vyzkum na SH3 doménach Src fuzovanych s GST ukézal, Ze substituce Tyr 90 za
glutamat inhibuje asociaci SH3 domény a proteini CAS, FAK, paxillin (Sztacho, 2009).
DalSim krokem bylo proto ovéfit, jak jednotlivé aminokyselinové zdmény na pozici 90 SH3
domény ovlivni vazbu ligandi in vivo a pokud interakce probiha s celym proteinem Src.

Linie SYF-Src90E(H), SYF-Src90F(H), SYF-c-Src(M) a SYF-Src527F(L) exprimujici
stejna mnozstvi Src byly lyzovany (spolu buiikami SC, SYF nesoucimi prazdny pMSCV-
IRES-GFP vektor, SYF-c-Src(L) a SYF-c-Src(H). Vzorky o shodné proteinové koncentraci
byly rozdéleny na SDS polyakrylamidové gelové elektroforéze, preneseny western blotem na
nitrocelulosovou membranu a inkubovany s primarnimi protilatkami proti fosforylovanym
epitopiim zvolenych proteinil; konkrétné proti pTyr 410 CAS, pTyr 861 FAK, pTyr 118
paxillinu resp. pTyr418 Src. Po detekci byly jednotlivé membrany stripovany a byly opét
pouzity pro imunologické stanoveni tentokrat celkového mnozstvi CAS, FAK, paxillinu a Src
(primarni protilatky anti-CAS, anti-FAK, anti-paxillin a anti-v-Src). Pruhy na imunoblotech
odpovidajici jednotlivym proteiniim byly denzitometricky vyhodnoceny pomoci programu
ImageJ (NIH). Mira fosforylace byla vypoctena jako podil mezi signalem fosfotyrosinu a
mnozstvim celkového proteinu.

Z takto provedené analyzy Src fosforylovaného na Tyr 416 a celkového Src (obr. 23)
vyplyva, Ze mira fosforylace Tyr 416 je u fosfomimikujiciho mutanta Src 90E pfiblizné 3krat
vy$$i neZ u wt c-Src, nicméné vyrazné niz§i nez u konstitutivné aktivniho Src 527F.
V souladu s daty ziskanymi z exprese Src variant v S. pombe lze proto tvrdit, Ze fosforylace

tyrosinu 90 SH3 domény kinazy Src zvysuje jeji katalytickou aktivitu.
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Obr. 23: Imunodetekce Src fosforylovaného na Tyr 416 aktivacni smycky. Lyzaty o shodnych
koncentraci byly po SDS-PAGE preneseny na nitrocelulosovou membranu. Po stanoveni
celkového Src primarni protildatkou anti-v-Src(Ab-1) ndsledoval strip membrany a detekce Src
fosforylovaného na Tyr 416 primarni protilatkou anti-Src pY418 (Tyr 418 lidského proteinu
Src odpovida Tyr 416 u kureciho homologa).

Porovnani miry fosforylace mezi SYF-Src90E(H), SYF-Src90F(H), SYF-c-Src(M)
neukazalo zadny signifikantni rozdil nebo trend. Fosforylace CAS (obr. 24), FAK (obr. 25) a
paxillinu (obr. 26) byla v SYF fibroblastech exprimujicich Src se zaménou Tyr 90 za
fenylalanin ve vétsiné ptipadd vyssi nebo rovna mite jejich fosforylace v bunkach majici wt
c-Src. U SYF linii produkujicich Src 90E nebyl zaznamenan Zadny vyznamny pokles
v obsahu fosfotyrosind substratovych proteinll. Imunodetekce Src fosforylovaného na Tyr 416

vSak ukazuje na vyssi kindzovou aktivitu Src 90E.

SYF SC  wtthH wt(M) wt(L) 527F(L) 90F(H) 90E(H)
Cas pY410 ' — pr—
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pTyr 410 CAS vs. CAS
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Src 90F c¢-Src Src 90E Src 90F c¢-Src Src 90E Src 90F c¢-Src Src 90E

Obr. 24: Fosforylace pTyr 410 CAS. Lyzaty z jednotlivych linii byly upraveny na shodnou
koncentraci, rozdeleny SDS PAGE a preneseny na membranu. Po imunodetekci pTyr 410
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CAS byla membrana stripovana a pouzita ke stanoveni celkového mnozstvi proteinu CAS.
Bunky SC byly pouzity jako pozitivni kontrola, linie SYF infikované pouze prazdnym vektorem
PMSCV-IRES-GFP slouzily jako negativni kontrola. Graf znazornuje miru fosforylace Tyr
410 CAS vypoctenou jako podil fosforylovaného Tyr 410 CAS a celkového CAS. Experiment
byl proveden ve 3 nezavislych opakovanich, které jsou v grafu odliSeny riznymi barvami.
Obdobnym zpiisobem byla ziskdna i data pro FAK a paxillin.

SC SYF wt(H) wt(M) wit(L) 527F(L) 90F(H) 90E(H)

FAK pY861 ”
- @R g

FAK

pTyr 861 FAK vs. FAK

Mira fosforylace

Src 90F c¢-Src Src 90E Src 90F c¢-Src Src 90E Src 90F c-Src Src 90E

Obr. 25: Mira fosforylace Tyr 861 FAK.
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Obr. 26: Mira fosforylace Tyr 118 paxillinu.
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4.2.4 Analyza migra¢nich schopnosti bunék linii SYF exprimujicich

varianty Src

Kinaza Src je jednou z klicovych molekul bunécné migrace, kterd se ucastni jeji
regulace na mnoha urovnich a Vv nékolika riznych kontextech. Kromé toho, ze
zprostiedkovava pienos signalu z aktivovanych integrint, tak se ucastni naptiklad regulace
kontraktility, dynamiky fokélnich adhezi, tvorby membranovych vybézku ¢i stimuluje
produkci proteaz degradujicich extracelularni matrix (Playford & Schaller, 2004; Guarino,
2010). Rozhodli jsme se proto otestovat, jaky vliv bude mit exprese nékteré z pfipravenych
variant Src na migraci SYF bun¢k.

Zvolenym piistupem byl ,,wound-healing* migraéni test. Komtrka o rozmérech 9 mm x
9 mm X 5 mm tvotfena dvéma ¢astmi oddélenymi piepazkou o Sifce 500 um (Ibidi, Némecko)
byla ptichycena na dno kultiva¢ni misky. Do obou ¢&asti komurky bylo pipetovano 70 pl
DMEM média obsahujici 70 000 bunék. Pfiblizné po 16 hod. vytvofily buiiky souvislou
vrstvu. Komiurka byla nasledné snata, ¢imz vznikla definovana mezera, do niz bunky
migrovaly. Migrace byla vyhodnocovana po 3 hod. od sejmuti komtirky pomoci mikroskopu
Nikon Eclipse TE2000-S (objektiv 4x/HMC). Migrace byla stanovena jako rozdil velikosti
mezer ihned po odstranéni komirky a nasledné po 3 hodinach. Obsah plochy mezery byl
urcen pomoci programu Imagel (NIH).

Byla vyhodnocovana data ze 3 nezavislych opakovani. Ac¢koli trend byl podobny, udaje
ziskané jednotlivymi experimenty se liSily, coZ je pfi¢inou velkych odchylek ve vysledném
vynosu (obr. 27). Migrace bunék exprimujicich fosfomimikujici a nefosforylovatelnou
mutantu (Src 90E a Src 90F) byla mirné vyssi nez migrace fibroblasti s wt c-Src (SYF c-Src
M), pticemZz SYF 90F migrovaly nejrychleji. Konstitutivné aktivni Src 527F (buiiky SC a

SYF Src 527F L) nebo vyrazna nadprodukce wt c-Src zptisobovala snizenou migraci bunék
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Obr. 27: Migrace bunék SYF linii exprimujicich varianty Src. Byla stanovena jako rozdil
plochy mezery, do niz bunky migrovali, v ¢ase 0 hod. (po odstranéni komiirky) a 3 hod. a
vztazena k migraci SYF fibroblartii nesouci pouze prazdny konstrukt bez src.

4.2.5 Test bunék SYF linii exprimujicich varianty Src na schopnost

rustu nezavisle na podkladu

Deregulované a tedy aktivnéjsi formy kindzy Src jsou schopny zpisobovat transformaci
bunék, kterd se mimo jiné projevuje schopnosti ristu nezavisle na ukotveni k podkladu.
Rozhodli jsme se tento fenomén testovat i na nasich SYF liniich a to metodou kultivace bun€k
v mekkém 0,4% agaru. Transformované fibroblasty jsou schopny v téchto podminkach rtst a
délit se. Po pfiblizné 10 dnech Ize pak v agaru pozorovat kolonie, jenz vznikly délenim
pivodni transfomované buiiky. Netransformované fibroblasty umiraji.

Dno jamek v 6jamkové desticce bylo pokryto 0,8% podkladovym agarem, ktery byl
pripraven ze zasobniho 1,6% agaru a 2krat koncentrovaného DMEM. Na né&j byl pipetovan
0,4% agar, vnémz bylo resuspendovano 2000 bunék. Po zatuhnuti byl agar pfevrstven
médiem DMEM. Po 14 dnech kultivace v termostatu byly jednotlivé jamky naskenovany
s rozlisenim 1200 dpi a snimky byly vyhodnoceny pomoci programu NIS-Elements. Pro
kazdou jamku (obsahujici jednu ze SYF linii) byl stanoven pocet kolonii o daném rozmezi
velikosti.

Ackoli se toto mnozstvi pro dany typ bun¢k pomérné lisilo, porovname-li jednotlivé
nezavislé experimenty (obr. 28), tak tvar distribuce byl ve vSech tiech opakovanich shodny.
SYF fibroblasty exprimujici konstitutivné aktivni Src 527F tvortily nejvétsi pocet kolonii. Na

miskach se SYF bunkami, jenZ nesou pouze prazdny expresni konstrukt, nevznikaly zadné
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kolonie. Obdobné¢ se chovala i linie SYF-Src90F. Bunky produkujici fosfomimikujici mutantu
Src 90E byly schopny rist v agaru lépe nez SYF-c-Src(M), coz spolu s vyssi kindzovou

aktivitou této varianty indikuje ¢astecny transformacni potencial Src 90E.

mm? 0-0,1 01-02 0,2-0,3 0,3- mm? 0-0,1 0,1-0,2 0,203 0,3-
SYF 0 0 0 0 SYF 0 0 0 0
SC 55 7 4 4 SC 42 9 3 0
90E 19 3 1 0 90E 20 1 0 0
90F 0 0 0 0 90F 0 0 0 0
527F 91 14 g 16 527F 69 10 3 1
c-Src L 2 0 0 0 c-Src L 4 0 0 0
c-SrcM 5 0 0 0 c-SrcM 17 1 0 0
c-Src H 12 1 0 1 c-Src H 26 4 0 0
100 80
90 m SYF 70
= 38 mSC . 60
5 e mSrc90EH  § 50
S 50 - msrc90FH £ 40 -
8 40 - mSrc527FL 8 30 -
< 38 ] Wc-Srcl * 20 -
10 - c-SrcM 10
0 - c-Src H 0 - - I'J A '
0-0,1 0,102 02-03 0,3- 00,1 0102 02-03 0;3-
mm2 mm?

Obr. 28: Distribuce kolonii dané SYF linie v zavislosti na velikosti. V 0,4% agaru bylo
kultivovano 2000 bunék od kazdé linie. Po 14 dnech byl experiment vyhodnocen. Pomoci
programu NIS-Elemens byl v kazdé misce stanoven pocet kolonii o daném rozmezi velikosti.
Na obrazku je uvedena tabulka a odpovidajici graf této distribuce pro 2 ze 3 nezavislych
opakovani.
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5. Diskuse

I pfes to, Ze kinaza Src je nejstars$i objeveny onkogen a jeji vyzkum zapocal uz v 70.
letech 20. stoleti, zlstavd stile mnoho otazek tykajicich se jejiho plisobeni a funkce
nezodpoveézeno; a to i tak zakladnich, jakou je jeji aktivace a regulace katalytické aktivity.
Ackoli struktura inaktivni formy Src (Xu et al., 1997; 1999) je znama jiz z konce 90. let, to,
jak vypada resp. vypadaji jeji aktivni konformace ¢i pfechod mezi jednotlivymi stavy, jesté
neni uspokojiveé objasnéno.

Byla vykrystalizovana aktivni forma Src v komplexu s inhibitorem, u niz doslo
Kk pferuSeni vazby mezi C-koncovym segmentem a SH2 doménou, ale zlstavaji zachovany
interakce mezi CD linkerem, SH3 doménou a N-termindlnim lalokem kindzové domény
(Cowan-Jacob et al., 2005). Dalsi prace nicméné naznacuji, Ze tato struktura nebude jedinou
moznou aktivni konformaci.

Studie vyuzivajici metodu SAXS ukazala, ze v roztoku existuje jedna inaktivni forma
Src odpovidajici krystalické struktufe, ale vice aktivnich forem (Bernadoé et al., 2008).
Mutaéni studie RT- a n-Src smy¢ek dokumentuji vliv interakce SH3 domény a N-koncového
laloku katalytické domény, jejiz inhibice substituci klicovych aminokyselinovych zbytkii vede
k dalsimu zvySeni kinazové aktivity jiz SH2-aktivovaného Src (Brabek et al., 2002).
Experimenty provedené zejména na kindze Hck nasvédCuji tomu, ze inhibi¢ni
intramolekularni interakce zprostiedkované SH3 a SH2 doménami mohou regulovat
katalytickou aktivitu nezavisle na sobé (Murphy et al., 1993; Lerner & Smithgall, 2002;
Lerner et al., 2005). Studium tyrosint SH3 domény a jejich fosforylaci ukazalo, ze aktivita
proteintyrosinkinazy muze rovnéz zaviset na fosforylacnim statusu jejich SH3 domén (Park et
al., 1996; Meyn et al., 2006; Chen et al., 2008).

Pti analyze fosfoproteomu mySich embryonalnich fibroblasti transformovanych
kinazou Src a normalnich netransformovanych MEF (Luo et al., 2008), kterého se ucastnila i
nase laboratot, byl v SH3 doméné Src objeven novy aminokyselinovy zbytek, ktery mtize byt
in vivo fosforylovan. Jedna se o Tyr 90, jenz se nachazi na vazebném povrchu SH3 domény a
pomaha tvofit prvni hydrofobni kapsu pro prolin ligand nesouci motiv PxxP (Erpel et al.,
1995). V SH3 doménach je to vyrazné konzervovana aminokyselina. Homologni tyrosiny
dalSich proteinti jsou nejcastéji fosforylovanymi misty v ramci SH3 domén (Tatarova et al.,

2012). Lokalizace Tyr 90 na jedné z klicovych pozic interakéniho povrchu SH3 domény Src
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naznacuje, ze modifikace jeho hydroxylové skupiny fosfatem a nasledna zména sterickych a
elektrostatickych vlastnosti vazebného mista SH3 domény, mutze ovlivnit jeji schopnost
asociovat s ligandy. To mize mit za nasledek jak oslabeni intramolekularni inhibi¢ni vazby
s CD linkerem, tak preferenci asociovat s odlisSnym spektrem protein, coz muze vést
k aktivaci jinych signalnich drah ¢i zmén¢ lokalizace.

Cilem vyzkumu fosfotyrosinu na pozici 90, ke kterému se snazi ptispét i tato prace, je
tedy zjistit, zda ma tato modifikace pro buiiku néjaky fyziologicky vyznam, jaké regulace je
dusledkem a ke kterym procesum nasledné vede. Pro zamyslené experimenty byly pfipraveny
mutantni formy Src, z nichz jedna nese na pozici 90 nefosforylovatelny fenylalanin. U druhé
mutanty byl tyrosin nahrazen zbytkem kyseliny glutamové, jenz se standardné pouziva jako

substituent fosfotyrosinu.

Prvni metodou, kterou jsme se rozhodli pouzit, byla exprese wt c-Src a jeho mutantnich
forem Src 90E, Src 90F a Src 527F v kvasinkach Schizosaccharomyces pombe. Tato metodika
byla etablovana prof. Superti-Furgou (Superti-Furga et al., 1993) a ma zna¢ny vyznam
Vv kontextu studia kinazy Src. Mimo jiné odhalila regulacni funkci SH3 a SH2 domén
(Superti-Furga et al., 1993), ukazala vyznam konzervovanych aminokyselinovych zbytkt
vazebného povrchu SH3 domény (Erpel et al., 1995) ¢i pomohla objevit tlohu SH3-SH2
linkeru v inaktivaci Src (Young et al., 2001). Podstata této techniky spociva ve faktu, Ze
exprese kinazy Src v kvasinkach S. pombe inhibuje rist kultury a zplsobuje vyraznou
tyrosinou fosforylaci endogennich proteint. Tento fenotyp je potlacen soucasnou produkci
Src a Csk (Superti-Furga et al., 1993), ktera Src inhibuje fosforylaci jeho C-koncového Tyr
527. Csk vsak neni schopna inhibovany rustovy projev kvasinkovych bun¢k kompenzovat,
pokud exprimovana varianta Src nese mutaci sekvence ¢i struktury, kterd se podili na regulaci
katalytické aktivity kinazy. Takto lze tedy identifikovat sloZky regula¢nich mechanismu
kinazy Src.

Byly vytvoteny expresni konstrukty pJR2-3XU-c-src90E, pJR2-3XU-c-src90F, pJR2-
3XU-c-src, pJR2-3XU-c-src527F, kterymi byly transformovany buiky S. pombe kmene
PN559. Cast populace vzniklych klon byla dale transformovana vektorem pART-csk.
Vznikly tak 2 sady klond, z nichZ jedna exprimovala pouze Src varianty a ve druhé mélo
navic dochazet K proteosyntéze Csk. Pfitomnost Src byla potvrzena ve vSech klonech.
Imunologicka detekce vSak neprokdzala expresi Csk. Vzhledem k tomu, ze pouzitd primarni
protilatka anti-Csk detekovala tento protein velmi slabé i kontrolnim lyzatu z SC bunék, se

zna¢nou pravdépodobnosti tento fakt zptsobila Spatna protilatka.
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Jelikoz katalyticka aktivita Src koreluje s mirou fosforylace tyrosinu v aktivacni smycce
kinazové domény (Boerner et al., 1996), bylo na aktivitu jednotlivych variant usuzovano
z poméru mnozstvi detekovaného fosfotyrosinu 416 a celkového Src. V souladu s pfedchozim
vyzkumem v nasi laboratofi (Gerndtova, 2008) bylo zjisténo, ze mira fosforylace Tyr 416
fosfomimikujici varianty Src 90E je 2,8krat vyssi neZ u nemutovaného c-Src. Zaména Tyr 90
za glutamat respektive modifikace hydroxylové skupiny tyrosinu fosfatem zavadi do pfevazné
hydrofobniho vazebného povrchu SH3 domény zaporny ndboj a méni jeho sterické vlastnosti,
coz pravdépodobné zptisobi zeslabeni interakce s CD linkerem a jeho disociaci. Dojde
K poruSeni inhibi¢niho pusobeni ,,svorkového mechanismu® regula¢nich domén, zména
polohy CD linkeru a SH3 domény je pfenesena na strukturni komponenty N-koncového
laloku, coz oboje vede K iniciaci katalytické aktivity (Xu et al., 1999; Young et al., 2001,
Cowan-Jacob et al., 2005).

Mira fosforylace Tyr 416 varianty Src 90F je oproti wt c-Src zvySena jen slabé.
Koexprese Src s Csk neméla na jednotlivé formy Src témét zadny vliv. Jedinym vyznamnym
rozdilem bylo ponékud zvlastni zvySeni obsahu fosfotyrosinu 416 u konstitutivné aktivni
formy Src 527F v piitomnosti Csk oproti puvodnimu stavu bez Csk. To nas znovu ptivedlo
k otazce, zda v bunkach k expresi Csk viibec dochazi.

| ztoho divodu byl stanoven fosfotyrosinovy profil jednotlivych klonii. Bunky
produkujici pouze rizné varianty Src se manifestovaly uniformnim profilem s vysokou,
nicméné piiblizné shodnou, fosforylaci endogennich proteinii. Kvasinky, u nichz mélo
dochazet zaroven k proteosyntéze Csk, vykazovaly rozdilné distribuce fosforylovanych
proteinil v zavislosti na mife aktivace pfitomné varianty Src. Klony Src90E+Csk a
Src527F+Csk  se rozlozenim pruhtt na imunoblotu pfiblizné shodovaly s bunkami
exprimujicimi pouze Src. U lyzath z Src90F+Csk a c-Src+Csk byla patrn urcitd mira redukce
fosforylace endogennich proteini. Rovnéz bylo mozno v oblasti odpovidajici 60 kDa
identifikovat vyrazné&jsi pruh, jez odpovidal kinaze Src. V porovnani s obdobnym pruhem
U Src90E+Csk ¢i Src527F+Csk byl posunut mirn€ dold, coz souhlasi s pozorovanim, ze
inaktivni forma Src migruje pfi SDS-PAGE rychleji nez aktivni konformace. Lze proto fici,
ze k produkci Csk, i pfes nemoznost jeji pfimé detekce, s nejvyssi pravdépodobnosti dochazi.
Mira jeji exprese je vSak ziejmé& velmi nizkd a neni tudiZ schopna plné€ potlacit aktivaci
zprosttedkovanou pfitomnosti nefosforylovaného C-koncového tyrosinu 527.

Mg¢feni rastovych kiivek jednotlivych kultur a vypocteni jejich generacni doby potvrdilo
a dale zptesnilo ziskané vysledky. Doba zdvojeni bunék nesoucich aktivnéjsi formy Src

(Src90E, Src527F) byla ptiblizn€ o 1 hod. delsi, nez jakou vykazovaly klony Src90F a c-Src.
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Soucasna exprese Src variant a pravdépodobné kinazy Csk vedla ke zvySeni rtistové rychlosti
vSech klonii vyjma Src527F+Csk, jenz mé cilovy inhibi¢ni tyrosin 527 nahrazen za
nefosforylovatelny fenylalanin. Pokles délky generac¢ni doby kvasinek Src90E+Csk oproti
Src90E indikuje CasteCnou inaktivaci Src90E v piitomnosti Csk.

Imunologicka detekce celkového Src v lyzatech kloni dokumentuje, ze pozorované
zmeény Vv rychlosti ristu jednotlivych kultur nejsou vysledkem vyssi nebo nizsi exprese Src.
Zajimavym faktem nicméné je, zZe aktivnéj$i mutanty Src (Src 90E, Src 527F) se v kvasinkéch
vyskytuji v mensi mife nez katalyticky vice reprimované formy Src 90F a c-Src. Kvasinky
tudiz vykazuji vyssi tendenci né¢jakym mechanismem degradovat aktivované konformace Src
¢i utlumit jejich expresi. Jako pravdépodobna se jevi moznost snizovani pocétu kopii
produkci toxického Src, ale pfitom dostate¢né expresi z urad™ genu.

Podaftilo se nam tedy vytvofit systém zalozeny na expresi Src a Csk v S. pombe, ktery je
schopen detekovat zmény v aktivit¢ kindzy Src. V porovnani s ptvodni metodou
publikovanou prof. Superti-Furgou (Superti-Furga et al., 1993) se vsak v nékterych ohledech
lisi. V jejich uspofadani produkce wt c-Src ¢i jakykoliv mutantnich forem kinazy (s
neporuSenou katalytickou aktivitou) vedla vzdy k inhibici rastu kultury, ktery byl popsan
témeét shodnymi ristovymi kiivkami pro vSechny varianty Src. Rozdily v aktivaénim
pusobeni jednotlivych mutacich se projevily az s koexpresi s Csk. V nasem systému oproti
tomu doSlo k manifestaci odchylek mezi jednotlivymi variantami Src uZ v buinikach
transformovanych pouze src konstrukty.

Moznym vysvétlenim by mohlo byt pouziti rozdilného kmene S. pombe ¢i expresniho
vektoru. Podobné jako v pivodnim uspofadani jsme pro produkci Src vyuzili nmtl promotor,
nicméné se nejednalo o shodné plasmidy. V nami ptipraveném konstruktu byl jako selekéni
marker pouzit urad4®. Vektor prof. Superti-Furgy misto toho nesl gen LEU2, ktery je
v kompenzaci auxotrofie kvasinek méné u¢innéjsi nez urad” a musi byt tudiz v buiikach
pfitomen ve vétsim poctu kopii nez plasmid s uracilovym markerem (Moreno et al., 2000).
Dochdazi proto k vyssi produkci Src, jenz pravdépodobné miize zastiit rozdily mezi rizné
aktivnimi formami kinazy.

Problémem obou systémil je vSak nerovnomeérna exprese Src a Csk vramci kvasinkové
populace. Pocet kopii vektori nesouci geny pro tyto proteiny se Vv jednotlivych buikach
vyrazné 1i8i, ¢imZ vznikaji rizné poméry mezi mnozstvim Src variant a Csk, coz nésledné
ovliviiuje viabilitu jedincti. ReSenim by zfejm& bylo neexprimovat proteiny episomalng, ale

integrovat konstrukty s kodujicimi sekvencemi Src a Csk pitimo do genomu S. pombe.

88



I ptes to lze fici, ze tyrosin 90 a jeho fosforylaci mizeme povazovat za dalsi
komponentu souboru mechanismu, které se podileji na regulaci aktivity Src a udrzovani jeji

inaktivni konformace.

Exprese Src v kvasinkovém systému je vhodny nastroj pro studium regulace aktivity
kindzy. Nema vsak zddnou vypovidajici hodnotu o jeji biologické funkci. Abychom zjistili,
zda fosforylace Tyr 90 néjakym zpuisobem ovliviuje signalizaci zprostiedkovanou kinazou
Src a ma tak vyznam pro fyziologii bunék, rozhodli jsme se exprimovat mutantni formy Src
se substituovanym tyrosinem 90 v linii SYF (src -/- yes -/- fyn -/-).

SYF fibroblasty byly transfekovany pomoci retrovirové infekce konstrukty pMSCV-
IRES-GFP nesoucimi kédujici sekvence pro c-Src a mutantni formy Src 90E, Src 90F a
Src527F. Pro nasledné experimenty bylo potieba zajistit, aby jednotlivé SYF linie obsahovaly
stejna mnozstvi Src. Na zakladé GFP signalu byla tedy kazda linie sortovana na 3 bunécné
populace s nizkou (L), stiedni (M) a vysokou (H) mirou exprese. Pomoci imunologické
detekce byly vybrany linie se shodnou hladinou Src (Src 90E(H), Src 90F(H), c-Src (M), Src
527F (L)). Stanoveni fosfotyrosinu 416 v lyzatech SYF bun¢k ukazalo, ze Src 90E ma vyssi
kinazovou aktivitu nez c-Src, ale nizs$i nez konstitutivné aktivni Src 527F, coz souhlasi
s predchozimi dosazenymi vysledky.

Nasledné byla ovéfovana schopnost mutantnich forem SH3 domén Src interagovat se
svymi proteinovymi substraty. Tento experiment byl zaloZen na stanoveni miry fosforylace
vazebnych partnert SH3 domény. Konkrétné se jednalo o proteiny integrinové signalizace
CAS, FAK a paxillin. Pokles fosforylace téchto substratti kindzy Src u bun¢k exprimujicich
fosfomimikujici mutantu Src 90E by byl dikazem sniZené schopnosti SH3 domény asociovat
Se jmenovanymi ligandy.

Stanovovany pomér denzit pruhli odpovidajicich fosforylované varianté a celkovému
proteinu  vlyzatech zbunék SYF-Src 90E neukdzal ani u jednoho ze
zkoumanych interakénich partnerd SH3 domény signifikantni zménu v obsahu fosfotyrosinii
Vv porovnani s fibroblasty = produkujicimi wt c-Src. Vazebné studie s GST-
fuzovanymi variantami SH3 domén mutovanycmi na pozici 90 vSak naznacily, Ze substituce
tyrosinu 90 za glutamat vede k inhibici vazby proteinit CAS, FAK a paxillin (Sztacho, 2009),
coz je ponékud v rozporu s praveé ziskanymi vysledky. Nabizi se n¢kolik moznych vysvétleni.
Fosfomimikujici mutanta Src 90E ma vyssi kinazovou aktivitu nez wt c-Src, a proto by méla
byt vyssi i mira fosforylace jejich substrati. Pokud tedy pozorujeme v obou piipadech

pfiblizn€ shodou fosforylaci vazebnych partnetri Src, lze ptredpokladat, ze k oslabeni
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interakce mezi SH3 doménou a jejimi proteinovymi ligandy opravdu doslo. Dalsi fenomen,
ktery pravdépodobné ovlivnil vysledek experimentu, je schopnost Src interagovat s proteiny
CAS a paxillin pfimo nebo je fosforylovat prosttednictvim vazby na kindzu FAK.

V odpovéd’ na adhezi zprostiedkovanou integriny dojde k fosforylaci Tyr 397 FAK
(Schlaepfer et al., 1994; Schaller et al., 1994). Na fosfotyrosin 397 se svoji SH2 doménou
vaze Src, pficemz interakce obou proteini je dale stabilizovana vazbou SH3 domény Src na
motiv RALPSIPKL (aminokyseliny 368 — 376) kinazy FAK (Thomas et al., 1998). Tim dojde
k pfechodu Src do plné aktivovaného stavu a nasledné fosforylaci tyrosint 407, 576, 577, 861
a 925, které jsou nezbytné pro maximalni katalytickou aktivitu FAK. Takto aktivovany
komplex obou kindz potom fosforyluje fadu substratovych proteinti véetné CAS a paxilinu
(shrnuto v Hanks et al., 2003). Krom¢ skute¢nosti, ze mize byt CAS fosforylovan
prostfednictvim piimé interakce Src s jeho Src-vazebnou doménou, je schopen se svoji SH3
doménou vazat na FAK. Src, jenz spolu s FAK tvoii aktivni komplex, CAS fosforyluje. Oba
dva zptsoby probihaji v bunkach in vivo, nicméné fosforylace prostiednictvim komplexu Src-
FAK vykazuje vyssi efektivitu (Ruest et al., 2001). Obdobné dochazi i k fosforylaci paxillinu.
Vazebné studie in vitro potvrdily ptimou interakci paxillinu s SH3 doménou Src. In vivo se
vsak na jeho fosforylaci podili asociace s kinazou FAK a na ni dokovanym Src (Weng et al.,
1993; Hanks et al., 2003). Pokud by tedy ziistala zachovana interakce FAK s Src 90E,
nemuselo by se snizeni afinity SH3 (Y90E) domény k proteinim CAS ¢i paxillin viibec
projevit poklesem jejich fosforylace.

Deregulované a tedy aktivné€j§i formy Src jsou schopny indukovat bunécnou
transformaci. Jednou z charakteristik téchto bunék jsou abnormalni riistové vlastnosti, které se
mimo jiné projevuji zvySenou mirou proliferace, ztratou kontaktni inhibice a schopnosti ristu
nezévisle na ukotveni k podkladu. Zkusili jsme tento fenomén otestovat na nasich SYF liniich
exprimujicich varianty Src a to metodou kultivace fibroblast v 0,4% agaru. Transformované
bunky dokazi rast i v tomto prostiedi, normalni fibroblasty vSak nikoli.

Linie SYF exprimujici fosfomimikujici mutantu Src 90E tvotily v agaru kolonie ve
vétsim mnozZstvi i1 velikosti neZ SYF buiiky nesouci c-Src (nicméné méné nez SYF fibroblasty
s konstitutivné aktivni formou Src 527F). Lze tedy soudit, ze Src s fosfomimikujici mutaci
90E vykazuje ¢aste¢ny transformacni potencial. Urcity pocet kolonii vznikal i v miskach, kde
byly vysety SYF linie s plné regulovanym wt c-Src. Bylo to pravdépodobné zptsobeno
vysokou nadprodukei kinazy, kterou nebyly schopny bunécéné inhibi¢ni mechanismy plné
kontrolovat. SYF fibroblasty, které byly infikovany prazdnym expresnim vektorem a obdobné

I SYF bunky obsahujici nefosforylovatelnou mutantu Src90F netvofily zadné kolonie. U linie
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SYF-Src90F to bylo pon¢kud piekvapivé zjisténi, protoze se predpokladalo, ze se bude chovat
podobn¢ jako bunky produkujici wt c-Src. Zaména tyrosinu 90 za nepolarni fenylalanin
ziejm¢ zvysila hydrofobicitu vazebného povrchu SH3 domény, ¢im mohlo dojit k zesileni
interakce s CD linkerem a tésnéj$i inhibici kindzy doprovazenou snizenou piistupnosti SH3
domény pro jeji proteinové ligandy.

Ackoli jsme U bun€k exprimujicich Src 90E zaznamenali zvySenou schopnost
proliferovat v agaru, jejich transformacni potencidl zfejmé nebude tak vysoky, jak by
odpovidalo kinazové aktivité glutamatové mutanty Src. Experimenty s GST-fuzovanou SH3
doménou ukdzaly, ze zaména Tyr 90 za kyselinu glutamovou inhibuje jeji asociaci
s transkripénim faktorem STAT3 (Sztacho, 2009), coz je klicovd molekula mitogenni
signalizace zprostiedkované cytokiny a ristovymi faktory. STAT3 aktivovany fosforylaci Src
translokuje do jadra a indukuje expresi transkripéniho faktoru c-Myc a dalSich mediatort
pruchodu bunénym cyklem (Bowman et al., 2001). P#i aberantni signalizaci muze tato
signalni drdha vést k nekontrolovanému bunéénému ristu a pravé Src-transformované
fibroblasty vykazuji zvySenou tyrosinovou fosforylaci STAT3. Bylo dokumentovéano, ze
STAT3 je jedna zklicovych molekul bunééné transformace indukované kinazou Src
(Bromberg et al., 1998; Turkson et al., 1998). Jak ukazuji studie na kinaze Hck, pro aktivaci
tohoto transkripéniho faktoru je nezbytna funkéni SH3 doména (Schreiner et al., 2002).
Inhibice asociace STAT3 s SH3 doménou Src, ke které by mohlo dojit diky substituci Tyr 90
za glutamat, by mohla potlacit signalizaci uvedenou mitogenni drahou. Pozorovany ¢aste¢ny
transformacéni potencial Src 90E by tak pravdépodobné byl z velké ¢asti dusledkem jinych
signalnich drah; naptiklad MEK/ERK signalizace (shrnuto v Frame, 2002). Vzhledem k tomu,
7e neschopnost glutamatové mutanty SH3 domény Src vazat STAT3 byla pozorovana pouze
Vv in vitro systému s izolovanou SH3 doménou, bylo by zajimavé ovéfit tuto interakei in vivo.

Lze tedy shrnout, Ze piitomnost fosfatu na Tyr 90 kinazy Src oslabuje interakci mezi
SH3 doménou a CD linkerem, coz vede k casteCné aktivaci katalytické aktivity. Aberantni
fosforylace tohoto tyrosinu muze zpusobit deregulaci kindzové aktivity a indukovat

transformaci bunék.
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Shrnuti

Byly pfipraveny plasmidové konstrukty pro expresi Src 90E, Src 90F, Src 527F, wt c-
Src a Csk v kvasinkach S. pombe. Rovnéz byly vytvofeny vektory obsahujici kodujici
sekvence src 90E, src 90F, src 527F a wt c-src pro retroviralni transfekci SYF bunék.
Kvasinky S. pombe byly transformovany expresnimi konstrukty nesoucimi csk a
varianty src. Vznikly tak 2 sady klont, z nichz jedna produkovala pouze jednotlivé
formy Src a ve druhé dochazelo navic k proteosyntéze Csk (pravdépodobné). Tyto
sady tvoti expresni systém (jiz diive etablovany prof. Superti-Furgou (Superti-Furga et
al., 1993)), podle kterého lze na zéakladé ristovych kiivek kvasinkovych kultur
stanovit kindzovou aktivitu produkovanych variant Src

Z ristovych rychlosti jednotlivych kultur ziskanych pomoci uvedené metody a z miry
fosforylace Tyr 416 v aktivacni smycce katalytické domény Src, jez koreluje s jeji
kindzovou aktivitou vyplyvd, ze Src s fosfomimikujici substituci tyrosinu 90 za
glutamat (Src 90E) vykazuje vyssi katalytickou aktivitu neZ nemutovany c-Src.
Retrovirdlni transfekci SYF bunck a jejich naslednym sortovanim byly vytvofeny
fibroblasty stabiln€ exprimujici Src 90E, Src 90F, Src 527F a wt c-Src. Od kazdé linie
existuji 3 populace bungk liSici se mirou exprese dané varianty Src.

Vliv aminokyselinovych substituci Tyr 90 v SH3 doméné Src na jeji asociaci
s interak¢énimi partery byl stanovovan na zékladé zmény vySe fosforylace protein
CAS, FAK a paxillin, kterd byla imunologicky detekovana zlyzatd SYF linii.
Experimenty neprokazaly, Ze u SYF linie nesoucich fosfomimikujici mutantu Src 90E
dochazi k vyrazné zméné fosforylace CAS, FAK a paxillinu v porovnani s burikami
obsahujicimi wt c-Src. Kinazova aktivita Src 90E je vSak oproti wt c-Src vysSsi.
Srovnatelné hodnoty fosforylace interakénich partnerd SH3 domény Vv obou liniich
proto neznamenaji, ze glutamatova substituce Tyr 90 nevede k poklesu afinity k témto
ligandiim.

Schopnost migrace linii SYF exprimujicich Src 90E, Src 90F ¢i wt c-Src se nikterak
vyznamné neli$i.

Test, zda jsou SYF bunky nesouci varianty Src schopny rist nezavisle na ukotveni

ukazal, ze Src 90E vykazuje urcity transformac¢ni potencial.
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