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Rekombinantni proteinovy biosenzor kinazy Src, nukleova Kkyselina,

bunééna linie a pouZziti

Oblast techniky

Vynalez poskytuje biosenzor Kinazy Src, ktery je tvofen samotnou kinazou Src, do které jsou
na specifickych mistech vloZeny fluorofory, které umozni monitorovani jeji aktivity pomoci
méfeni metodikou FRET. Vynalez déle poskytuje pouziti nového biosenzoru kindzy Src pfi
zplisobu testovani €inku chemickych latek ovliviiujicich aktivitu protoonkoproteinu Src a

zplsob analyzy lokalizace a aktivity kinaz rodiny Src v Zivych bufikach.

Dosavadni stav techniky

Kinaza Src je vyznamny protoonkoprotein, ktery se ucastni regulace fady bun€enych d&ju,
jako jsou napiiklad migrace bun&k, proliferace, diferenciace a adheze. Aktivita kinazy Src je
zvysena u fady typd rakovin a je Casto spojovana s VétSi schopnosti nadorovych bunck
invadovat do zdravych tkani a vytvafet tam metastdze. Proces aktivace kinazy Src je spojen se
strukturdlnimi zménami. Neaktivovana kinaza Src zaujima velmi kompaktni konformaci
danou intramolekularnimi interakcemi. Oslabenim téchto vazeb je struktura Src znaCné

rozvolnéna a vede k aktivaci Src.

Pro vizualizaci aktivity kindz rodiny Src v burice byly navrZzeny dva typy biosenzorl
vyuzivajici FRET. Prvni typ vyuZziva specifickou peptidovou sekvenci, ktera predstavuje
fosforylaéni substrat pro Src kindzu a fosfovazebnou doménu (Ting,A.Y., KainK.H.,
Klemke,R.L., and Tsien,R.Y. (2001). Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 98, 15003-15008.;
Wang,Y ., Botvinick,E.L., Zhao,Y., Berns,; M.W., Usami,S., Tsien,R.Y., and Chien,S. (2005).
Nature 434, 1040-1045.). Fosforylace ptislusné sekvence kinazou z rodiny Src (SFK) vede k
intramolekularni vazbé s fosfovazebnou doménou. Tato vazba je sledovana jako zvySeni

FRET mezi fluorofory pfipojenymi k fosforylaénimu substratu a fosfovazebné doméné.
Nevyhodou nutné spojenou s biosenzory zalozenymi na fosforylaci substratu je nespecificky
signal pochazejici z fosforylace prislusného substratu i jinymi kindzami pfitomnymi ve

vzorku. Nemohou byt ani pouZity k analyze strukturnich zmén spojenych s aktivaci Src ani



k ziskani informaci o dynamice a lokalizaci Src, protoZe jejich aktivita a vnitrobunécna

lokalizace neni pf¥imo zéavisla na struktufe nebo lokalizaci Src.

Druhy znamy typ biosenzorG kinaz rodiny Src vyuziva konformagni zmény b&hem jejich
aktivace. Paster a kol. publikovali biosenzor kinazy Lck, kterd patii do rodiny SFK a vyuziva
pravé konformacnich zmén doprovazejicich aktivaci SFK (Paster,W., Paar.C., Eckerstorfer,P.,
Jakober,A., Drbal,K., Schutz,G.J., Sonnleitner,A., and Stockinger,H. (2009). J. Immunol. 182,
2160-2167.). Autoti vlozili do molekuly kindzy Src fluorofory CFP a YFP na C-konec a do
smycky spojujici SH3 a SH2 doménu a s pomoci tohoto biosenzoru byli schopni vizualizovat
dynamiku aktivace kinazy Lck po stimulaci T-receptoru (Stirnweiss,A., Hartig,R., Gieseler,S.,
Lindquist,J.A.,  Reichardt,P.,  Philipsen,L.,  Simeoni,L.,  Poltorak.M.,  Merten,C,,
Zuschratter,W., Prokazov,Y., Paster,W., Stockinger,H., Harder,T., Gunzer,M., and
Schraven,B. (2013). Sci. Signal. 6, ral3.).

U biosenzoru Lck je jeden z fluoroford umistén na C-konci molekuly. Druhy fluorofor je v
piipadé Lck biosenzoru umistén mezi domény SH2 a SH3. Toto umisténi druhého fluoroforu
by v piipadé kindzy Src nebylo funkéni, protoZe tato oblast je u kindzy Src, na rozdil od
kinazy Lck, dblezita pro komunikaci mezi SH2 a SH3 doménou a naruseni struktury této
oblasti vede k nefyziologické aktivaci Src (Young,M.A., Gonfloni,S., Superti-Furga,G.,
Roux,B., and Kuriyan,J. (2001). Cell 105, 115-126.). Biosenzor kindzy Lck lze z podstaty
jeho konstrukce pouzit pouze pro analyzu aktivace Lek a design tohoto biosenzoru z ditvodu
umisténi fluoroforu do oblasti mezi SH3 a SH2 doménu navic nelze pouZit pro vytvofeni

funké&niho biosenzoru Src.

V soucasnosti tedy neni k dispozici funk&ni biosenzor kindzy Src umoZiujici snadné
monitorovani jeji aktivity a dostatené specificky pro testovani ucinku napfiklad chemickych
latek ovliviiujicich aktivitu protoonkoproteinu Src. Je proto nutné nalézt takové vhodné
fluorofory a jejich specifické umistnéni v sekvenci kinazy Src, které by svym prostorovym
umisténim v neaktivni a aktivni molekule neovliviiovaly specificitu a prib&h aktivace a

umoznily snadnou detekci rozvolnéni struktury Kindzy Src pfi jeji aktivaci.

Podstata vynalezu

Predkladany novy biosenzor kindzy Src vyuziva strukturnich zmén b&hem aktivace Src.

Zakladem biosenzoru je molekula Src, do jejiz sekvence jsou vlozeny modrozelend a Zluta
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varianta zeleného fluorescenéniho proteinu (GFP) tak, aby neovlivnily strukturu Src. Méfeni
vzdalenosti obou fluoroforti pomoci Forsterova rezonanéniho ptenosu (FRET) pak umoZiuje

sledovat miru kompaktace struktury biosenzoru Src a tim i jeho miru aktivace.

Piedkladany biosenzor kindzy Src vyuzivd konformacnich zmén doprovazejicich aktivaci
SFK podobné jako biosenzor Lek. S Lek biosenzorem sdili umisténi jednoho z fluoroforii na
C-konec molekuly. Hlavnim rozdilem je umisténi druhého fluoroforu, ktery je v ptipad€ Lck

biosenzoru umistén mezi SH2 a SH3 doménu.

Na rozdil od vyse uvedenych biosenzord prvniho typu zaloZenych na fosforylaci substratu
neni predkladany biosenzor kindzy Src néachylny k tvorbé nespecifického signalu
pochazejiciho z fosforylace jinymi kindzami. Navic mtize byt pouZit k analyze strukturnich

zmén spojenych s aktivaci Src a poskytne zaroveii i informaci o dynamice a lokalizaci Src.

Zakladem ptedmétného biosenzoru kinazy Src je cDNA sekvence kodujici kindzu Src kura
domaciho (Gallus gallus, NCBI Reference Sequence: NP_990788.2). Unikatnost biosenzoru
je predevsim dana sekvenci linker peptidi strukturné oddélujici fluorofory od samotné
molekuly kinazy Src, specifickym umistnénim fluoroford do sekvence kindzy Src a pouZitim
monomernich forem modrozelené a Zluté varianty GFP jako fluoroforu (nukleotidova
sekvence biosenzoru SEQ ID NO. 1, odpovidajici proteinova sekvence biosenzoru SEQ ID
NO. 2).

Fluorofor mCFP (Zacharias DA, Violin JD, Newton AC, Tsien RY. Partitioning of lipid-
modified monomeric GFPs into membrane microdomains of live cells. Science. 2002 May
3;296(5569):913-6.) je pomoci dvou linker peptidi ¢. 1 (SEQ ID NO. 3) a ¢. 2 (SEQ ID NO.
4) vloZen mezi aminokyseliny na pozici 208 (Asp) a 209 (Ser). Fluorofor mCit (Griesbeck O,
Baird GS, Campbell RE, Zacharias DA, Tsien RY. Reducing the environmental sensitivity of
yellow fluorescent protein. Mechanism and applications. J Biol Chem. 2001 Aug
3:276(31):29188-94) je vloZzen za posledni aminokyselinu sekvence Src (Leu, 533) pomoci
linker peptidu €. 3 (SEQ ID NO. 5).

Piedkladany biosenzor kindzy Src ptedchdzi vySe popsanym problémim s umisténim
fluoroforu do oblasti mezi SH3 a SH2 doménou u biosenzoru Lck vloZenim fluoroforu do
smycky ve struktufe SH2 domény, ktera sméfuje ven z kompaktni struktury Src (viz Obr. 1 a
2). Pro viozeni fluoroforu do SH2 domény jsou pouzity 8 a 11 aminokyselin dlouhé linkery s
opakujici se repetici Gly-Gly-Ser, které oddgluji fluorofor od struktury SH2 domény. V ramci

piipravy biosenzoru byly testovany dvé série linkeri o rizné délce a délka 8 a 11
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aminokyselin se ukazala jako nejvhodn&jsi. P¥i pouziti kratsi (3 aminokyseliny) délky linkerd
dochazi k deregulaci kinazy. Jako fluorofory byly pouzity derivaty GFP; a to modrozeleny
mCFP a Zluty mCit. K zabranéni pfipadné dimerizace GFP variant, kterd by mohla zkreslit

vysledky, byly pouZity monomerické varianty t€chto proteind.

Kompaktni, inaktivni konformace biosenzoru Src vede k vysokému FRET mezi mCFP a

mCit. Po aktivaci se struktura kinazy Src rozvolni a dojde k poklesu FRET (viz. Obr. 2).

Podstatou predkladaného vynalezu je tedy rekombinantni proteinovy biosenzor kindzy Sre,
ktery ma sekvenci SEQ ID NO: 2 nebo alespon 90% identitu sekvence s proteinem se SEQ ID
NO: 2.

Dalsim pfedmétem vynalezu je nukleova kyselina kodujici vySe uvedeny rekombinantni
proteinovy biosenzor kinazy Src, nebo k ni komplementarni sekvence, nebo jeji varianta
kodujici v disledku degenerace genetického kodu stejnou aminokyselinovou sekvenci. Ve

specifickém provedeni ma tato nukleova kyselina sekvenci SEQ ID NO: 1.

Dalsi predmét vynalezu je buné&éna linie zaloZena na linii SYF (ATCC: CRL-2459™,) stabiln¢
exprimujici biosenzor kinazy Src.

Vynalez se také tyka pouziti nového biosenzoru kindzy Src pro testovéani ucinku chemickych

latek na aktivitu kindzy Src.

Ve vyhodném provedeni jde o pouZiti biosenzoru kindzy Src pfi zplisobu stanoveni aktivity
chemické latky vici kindze Src ex vivo, pfi kterém se butiky exprimujici uvedeny biosenzor
kinazy Src inkubuji s chemickou latkou a metodou Férsterova rezonanéniho pfenosu neboli

FRET se stanovi zména stavu aktivace biosenzoru zplsobena touto chemickou latkou.

Vyniélez se déle tyka pouziti nového biosenzoru kinazy Src pro analyzu vlivu chemickych
latek na lokalizaci a aktivitu Src, provadénou na Zivych burikach a detekovanou v redlném

Case.

Ve vyhodném provedeni jde o pouZiti biosenzoru kinazy Src pfi zplisobu stanoveni lokalizace
a aktivity kinazy Src v Zivé bufce, pfi kterém se analyzovana buné&fnd linie nejprve
transfekuje expresnim vektorem obsahujicim sekvenci koédujici biosenzor a nésledné se
sleduje lokalizace a aktivace biosenzoru kinazy Src metodou FRET, napiiklad metodou

senzitizované emise akceptoru nebo metodou méfeni doby Zivota fluorescence neboli FLIM.

Podle vynalezu je také mozné pouziti biosenzoru kinazy Src pfi zplisobu stanoveni

piitomnosti chemickych latek s aktivitou vi¢i kindze Src schopnych pronikat do bunek v
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biologickém vzoru ex vivo, pfi kterém se buiika exprimujici rekombinantni biosenzor kindzy
Src ponecha reagovat se vzorkem a metodou FRET se stanovi zména stavu aktivace

biosenzoru zptisobena vzorkem.

Chemickou latkou se zde rozumi jakakoli latka, ktera by mohla mit inhibi¢ni, popt. aktivacni
acinek na kinazu Src. Vyhodné se z hlediska moZného terapeutického pouZiti jedna o
inhibitory, nejvyhodné&ji nizkomolekularni (< 10 kDa) inhibitory kinazy Src. Pfikladem
mohou byt piirodni i syntetické organické slouceniny s protirakovinnym Gginkem, popf. i

nizkomolekularni peptidy.

ZpUsob analyzy aktivity chemickych latek ex vivo se obecné miize provadét tak, ze na burky
produkujici biosenzor Src podle vynalezu se po uritou dobu piisobi latkou, jejiz aktivita se
testuje. Nasledn& se stanovi metodou FRET, zda biosenzor Src je v aktivovaném

(rozvolnéném, snizeny FRET) nebo neaktivovaném (kompaktnim, zvySeny FRET) stavu.

Meéteni se nejvyhodnéji, ale bez omezeni provadi metodou Forsterova rezonanCniho pienosu,
FRET. V prikladech je pouzivana metoda méfeni FRET s pomoci fluorimetru zaloZena na
méfeni senzitizované emise akceptoru. Dal§im typem méfeni je méfeni pomoci Casove
rozlisené fluorescence, kdy se pogita doba Zivota fluorescence a z ni se nasledné da dopocitat

efektivita FRET.

Vynalez déle popisuje zplsob analyzy aktivity proteinti ex vivo, specificky zplsob testovani
aéinku chemickych latek ovliviiujicich aktivitu protoonkoproteinu Src a zpisob analyzy

lokalizace a aktivity kinaz rodiny Src v Zivych burikéch.

Objasnéni vvkresi

Obr. 1 zachycuje strukturu kindzy Src v inaktivnim stavu s vyznaenim dleZitych oblasti

proteinu. Modely byly vytvofeny podle struktury Src (PDB databize: 1FMK)

Obr. 2 zachycuje mechanismus méFeni aktivity kindzy Src pomoci biosenzoru. V inaktivnim
stavu zaujimé kindza Src kompaktni konformaci (vlevo) a biosenzor dava silny FRET signal,
v aktivnim stavu je kindza Src v oteviené konformaci (vpravo) a biosenzor déva slaby FRET
signal. Linkery mezi fluorofory a kindzou nejsou ukazany. Modely byly vytvofeny podle

struktur z PDB databaze (1FMK, 1Y57, 2H5P, 1F0B).
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Obr. 3 je graf zndzoriiujici reprezentativni emisni spektra Src biosenzoru méfend v buné&ném
lyzatu pti excitaéni vlnové délce 430 nm (excitaéni maximum mCFP). UT — buiiky

neindukované, EGF — buriky indukované EGF, LPA — buriky indukované LPA.

Obr. 4 Relativni FRET vztazeny na hodnotu FRET neindukovanych bunék a pocitany jako
pomér emise pti 530 nm (emisni maximum mCit) a 480 nm (emisni maximum mCFP). Graf
udavéa primér ze 3 nezavislych experiment(l analyzovanych v triplikdtech. Chybové usecky
piedstavuji smérodatnou odchylku. Hodnota “p* udava statistickou vyznamnost vypocitanou
pomoci Studentova t-testu. UT — buiiky neindukované, EGF — buiiky indukované EGF, LPA —
buiky indukované LPA.

Obr. 5 znazorfiuje reprezentativni emisni spektra Src biosenzoru méfena pfi excitatni vinové
délce 430 nm. UT — burniky kontrolni, Das — buriky, na které bylo plisobeno 100 nM

Dasatinibem.

Obr. 6 Relativni FRET vztaZeny na hodnotu FRET kontrolnich bunék a pocitany jako pomér
emise pti 530 nm a 480 nm. Graf udava primér ze 3 nezavislych experimentl analyzovanych
v triplikitech. Chybové uasetky predstavuji smérodatnou odchylku. Hodnota “p* udava
statistickou vyznamnost vypo¢itanou pomoci Studentova t-testu. UT — buiiky kontrolni, Das —

buriky, na které bylo pisobeno 100 nM Dasatinibem.

Obr. 7 ukazuje lokalizaci Src biosenzoru (fluorescence mCFP; zelena barva) v SYF burikéach.

Obr. 8 ukazuje miru aktivace Src biosenzoru v Zivych burikich linie SYF. Aktivita biosenzoru
je sledovana méfenim FRET pomoci metody vyuZivajici méfeni doby Zivota fluorescence
mCFP (frequency domain FLIM). Zvy3ena aktivita biosenzoru dand nizsim FRET odpovida
zvyseni doby Zivota fluorescence mCFP (barevna $kéla vlevo; [ns]). Zvy3ena aktivita Src je
viditelna jako svétlé body odpovidajici dob& Zivota fluorescence ca 2.8 ns na krajich bunek
v tzv. fokalnich adhezich, tj. bun&nych strukturdch zodpovédnych za adhezi bun&k

k podkladu.
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Priklady uskute¢néni vynalezu

Piiklad | P¥iprava bun&éné linie SYF stabilné exprimujici biosenzor kinazy Src.

a. Produkce viriond v pakovacich Phoenix E burikach:

5x10% Phoenix E (ATCC: CRL-3214™) bunék bylo pomoci polyethyleniminu transfekovano
12 pg plasmidové DNA (vektor pMSCVpuro se zaklonovanym biosenzorem kinazy Src).
Treti den po transfekci byly po 12 hod inkubace bunék v Cerstvém mediu sklizeny

vyprodukované viriony.

b. Vlastni piiprava bun&éné linie SYF stabilné exprimujici biosenzor kindzy Src:

K adherovanym burikam linie SYF (konfluence 80%) bylo pfidano preciSténé (centrifugace
15 min, 400 x g) médium s viriony produkovanymi ve Phoenix E buiikdch (viz. bod 1 vyse).
Infikované SYF buiiky byly nasledné selektovany v médiu s puromycinem (0,7 pg/ml). Po 14
dnech selekce byly buiiky sortovany pomoci bun&tného sorteru FACS na pozitivitu na mCit
fluorescenéni signal. Takto piipravené buiiky vykazovaly stabilni expresi biosenzoru kinazy

Src.

P#iklad 2. Analyza aktivace kinazy Src

Buiiky linie SYF (maji inaktivované geny pro SFK kindzy Src, Yes a Fyn; ATCC: CRL-
2459™) stabilné transfekované Src biosenzorem byly aktivovany Epidermélnim ristovym
faktorem (EGF, 100 ng/ml) po dobu 24 hod nebo kyselinou lyzofosfatidovou (LPA, 10 pM)
po dobu 10 min. Nasledn& byly lyzovany a v lyzitu byla stanovena mira FRET Src
biosenzoru. Snizeni FRET odpovida rozvolnéni struktury biosenzoru a tedy jeho aktivaci.

Znazornéno na obr. 3 a 4.

Piiklad 3. Analvza inhibice kindzy Src in vitro

Buriky linie SYF stabilng transfekované Src biosenzorem byly inkubovany po dobu 30 min
v pFitomnosti 100nM Dasatinibu (Bristol-Myers Squibb) a nasledné byla v jejich bunécném
lyzatu byla stanoven mira FRET Src biosenzoru. ZvySeni FRET odpovida kompaktaci
struktury biosenzoru a tedy jeho inhibici. Analyza inhibice kindzy Src in vitro je znazornéna

naobr.5a6.
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Piiklad 4. Analyza lokalizace a aktivace inhibice Src v Zivvch burikach

Analyza lokalizace je znazornéna na obr. 7. Mira aktivace Src biosenzoru v Zivych buikach
linie SYF je znazornéna na obr. 8. Aktivita biosenzoru je sledovana méfenim FRET pomoci
metody vyuZivajici méfeni doby zivota fluorescence mCFP (frequency domain FLIM).
Zvysena aktivita biosenzoru dand niz§im FRET odpovida zvySeni doby Zivota fluorescence
mCFP. Zvysena aktivita Src je viditelnd na krajich bunék v tzv. fokalnich adhezich, tj.

buné&nych strukturach zodpovédnych za adhezi bunék k podkladu.

Priumyslova vyuZitelnost

Biosenzor kinazy Src podle vynélezu je vyuZitelny pfedevdim pro testovani vlivu chemickych
latek, zejména nizkomolekularnich organickych sloucenin, popt. peptidii, na aktivitu kinazy
Src. To je zasadni informace pro oblast 1ékafstvi, protoZe inhibitory kindzy Src jsou schopné
inhibovat motilitu a invazivitu nadorovych bunék a v kone¢ném didsledku tak branit jejich
metastazovani. Biosenzor kindzy Src je rovnéz pouzitelny pro sledovani lokalizace aktivity
kinazy Src v bufikich, vEetné dynamiky této lokalizace. PouZitim biosenzoru Ize tedy ziskat
nové poznatky o kindzou Src zprostfedkované signalizaci, kterd ma zdsadni vyznam pro

vétsinu zakladnich bunéinych dé&ji a za patologickych podminek i pro nadorovou progresi.



Sequence Listing

SEQ ID NO. 1 (DNA sekvence biosenzoru)

Pozice jednotlivych funkénich useki:
625-648 sekvence kodujici linker peptid ¢. 1
649-1344 sekvence kodujici mCFP
1345-1377 sekvence kddujici linker peptid €. 2
2353-2373 sekvence kodujici linker peptid €. 3
2374-3090 sekvence kodujici mCit

atgggtagta
cccgacagcea
cccgacacgce
ttcgggggcet
ggcggcgtca
tcecttcaaga
gctcattccc
gactccatcc
ctgctgctca
aaaggtgcct
cactacaaga
ggcgaggagce
ggccacaggt
ctgaagttca
ctgacctggyg
ttcaagtccg
ggcaactaca
gagctgaagg
aactacatca
cacttcaaga
cagaacaccc
cagtccaagce
gtgaccgccg
ggcggcttet
tactccaaac
ccccagaccce
gaggtgaagc
accagagtgg
gaagcccaag
tcggaagagce
ctgaagggag
attgcatccg
gccaacatcc
ctcatcgagg
gcccceccgagg
atcctgctga
gaggtgctgg
tcgctgecatg
gagtacctgc
ggagagaacc
accggggtgg
gtgtccggceg
accaccggca
atgtgctteg
cccgaaggcet
cgcgecgagg

gcaagagcaa
cccaccacgg
accgcacccece
tcaacacttc
ccactttcgt
aaggagaacg
tcactacagg
aggctgaaga
accccgaaaa
attgcctctce
tccgcaagcet
tgttcaccgg
tcagcgtgtce
tctgcaccac
gcgtgcagtg
ccatgcccga
agacccgcgce
gcatcgactt
gccacaacgt
tcegecacaa
ccatcggcga
tgagcaaaga
ccgggatcac
acatcacctc
atgctgatgg
agggactcgc
tggggcaggg
ccataaagac
tgatgaagaa
ccatctacat
agatgggcaa
gcatggccta
tggtggggga
acaacgagta
cagccectcta
ctgagctgac
accaggtgga
acctcatgtg
aggccttcect
tagaattcgg
tgcccatcect
agggcgaggg
agctgccegt
ccecgcetacce
acgtccagga
tgaagttcga

gcctaaggac
gggattccca
cagccgctece
tgacaccgtc
ggctctctac
cctgcagatt
acagacgggce
gtggtacttt
ccececcgggga
cgtttctgac
ggacgtcgga
ggtggtgcce
cggcgagggce
cggcaagctg
cttcagccge
aggctacgtc
cgaggtgaag
caaggaggac
ctatatcacc
catcgaggac
cggcceegtg
ccccaacgag
tctcggegga
acgcacacag
cttgtgccac
caaggacgcyg
ctgctttgga
tctgaagccce
gctccggeat
cgtcactgag
gtacctgcgg
tgtggagagg
gaacctggtg
cacagcacgg
tggcecggttce
caccaagggc
gaggggctac
ccagtgctgg
ggaggactac
tggcagtgga
ggtcgagetg
cgatgccacc
gccctggecc
cgaccacatg
gcgcaccate
gggcgacacce

cccagccage
gcetcgeaga
tttgggaccg
acgtcgcecegce
gactacgagt
gtcaacaaca
tacatcccca
gggaagatca
accttcttgg
tttgacaacg
agcggaggta
atcctggtceg
gagggcgatg
ccecgtgecect
taccccgacce
caggagcgta
ttcgagggcg
ggcaacatcc
gccgacaage
ggcagcgtgce
ctgctgcecyg
aagcgcgatc
agtggtagcg
ttcagcagcc
cgcctgacca
tgggaaatcc
gaggtctgga
ggcaccatgt
gagaagctgg
tacatgagca
ctgccacagc
atgaactacg
tgcaaggtgg
caaggtgcca
accatcaagt
cgggtgccat
cgcatgccecct
cggaaggacc
ttcacctcga
gggatggtga
gacggcgacg
tacggcaagc
accctcgtga
aagcagcacg
ttcttcaagg
ctggtgaacc

gcecggegceag
ccceccaacaa
tggccaccga
agcgtgccgg
cccggactga
cggaaggtga
gtaactatgt
ctcgtcggga
tcecgggagag
ccaaggggct
gtggtggaat
agctggacgg
ccacctacgg
ggcccaccect
acatgaagca
ccatcttctt
acaccctggt
tggggcacaa
agaagaacgg
agctcgccga
acaaccacta
acatggtcct
gcagtggagg
tgcagcagcet
acgtctgccc
ccecgggagtce
tggggacctg
cceceggagge
ttcagctgta
aggggagcect
tcgtcgatat
tgcaccgaga
ctgactttgg
agttccccat
cggatgtctg
acccagggat
gcccgeccga
ctgaggagcg
cagagccccea
gcaagggcga
taaacggcca
tgaccctgaa
ccaccttegg
acttcttcaa
acgacggcaa
gcatcgagcet

aees
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cctggagcca
gacagcagcc
gcccaagcete
ggcactggct
aacggacttg
ctggtggctg
cgcgccctcea
gtccgagcegg
cgagacgaca
caatgtgaag
ggtgagcaag
cgacgtaaac
caagctgacc
cgtgaccacc
gcacgacttc
caaggacgac
gaaccgcatc
gctggagtac
catcaaggcc
ccactaccag
cctgagcacce
gctggagtte
tgacgtcagc
ggtggcctac
cacgtccaag
gctgcggetg
gaacggcacc
cttecctgcag
cgcagtggtg
cctggattte
ggctgctcag
cctgcgggcyg
gctggcacgc
caagtggaca
gtccttegge
ggtcaacagg
gtgcccecgag
gcccactttt
gtaccagcct
ggagctgttce
caagttcagc
gttcatctgce
ctacggcctg
gtccgcecatg
ctacaagacc
gaagggcatc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760



gacttcaagg
aacgtctata
cacaacatcg
ggcgacggec
aaagacccca
atcactctecg

aggacggcaa
tcatggccga
aggacggceag
ccgtgcectgaa
acgagaagcg
gcatggacga

catcctgggg
caagcagaag
cgtgcagctc
gcccgacaac
cgatcacatg gtcctgaagg
gctgtacaag

10

cacaagctgg
aacggcatca
gccgaccact
cactacctga

tag

SEQ ID NO. 2 (proteinova sekvence biosenzoru)

Pozice jednotlivych funkénich useki:
209-216 linker peptid &. 1 (Val-Gly-Ser-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly)
217-448 mCFP

449-459 linker peptid ¢.
786-791 linker peptid €.

792-1030 mCit

Met

Ser

Gln

Arg

Asn

65

Gly

Glu

Asn

Thr

Ala

145

Leu

Ser

Asn

Gly

Leu

Thr

Ser

50

Thr

Gly

Thr

Thr

Gly

130

Glu

Leu

Glu

Ala

Ser

Glu

Pro

35

Phe

Ser

Val

Asp

Glu

115

Tyr

Glu

Leu

Thr

Lys
195

Ser

Pro

20

Asn

Gly

Asp

Thr

Leu

100

Gly

Ile

Trp

Asn

Thr
180

Gly

Lys

Pro

Lys

Thr

Thr

Thr

85

Ser

Asp

Pro

Tyr

Pro

165

Lys

Leu

agtacaacta
aggtgaactt
accagcagaa
gctaccagtc
agttcgtgac

caacagccac
caagatccgc
cacccccatc
cgcecctgage
cgccgcecggyg

2 (Gly-Gly-Ser-Gly-Ser-Gly-Ser-Gly-Gly-Asp-Val)
3 (Glu-Phe-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly)

Ser

Asp

Thr

Val

Val

70

Phe

Phe

Trp

Ser

Phe

150

Glu

Gly

Asn

Lys

Ser

Ala

Ala

55

Thr

Val

Lys

Trp

Asn

135

Gly

Asn

Ala

Val

Pro

Thr

Ala

40

Thr

Ser

Ala

Lys

Leu

120

Tyr

Lys

Pro

Tyr

Lys
200

Lys Asp Pro
10

His His Gly
25

Pro Asp Thr

Glu Pro Lys

Pro Gln Arg
75

Leu Tyr Asp
90

Gly Glu Arg
105

Ala His Ser

Val Ala Pro

Ile Thr Arg
155

Arg Gly Thr
170

Cys Leu Ser
185

His Tyr Lys

Ser

Gly

His

Leu

60

Ala

Tyr

Leu

Leu

Ser

140

Arg

Phe

Val

Ile

Gln

Phe

Arg

45

Phe

Gly

Glu

Gln

Thr

125

Asp

Glu

Leu

Ser

Arg
205

Arg

Pro

30

Thr

Gly

Ala

Ser

Ile

110

Thr

Ser

Ser

Val

Asp

190

Lys

Arg

15

Ala

Pro

Gly

Leu

Arg

95

Val

Gly

Ile

Glu

Arg

175

Phe

Leu

Arg

Ser

Ser

Phe

Ala

80

Thr

Asn

Gln

Gln

Arg

160

Glu

Asp

Asp

*
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2820
2880
2940
3000
3060
3094



Val

Phe

225

Gly

Gly

Pro

Ser

Met

305

Gly

Val

Ile

Ile

Arg

385

Gln

Tyr

Asp

Gly

Ile

465

Tyr

Pro

Gly

210

Thr

His

Lys

Trp

Arg

290

Pro

Asn

Asn

Leu

Thr

370

His

Asn

Leu

His

Gly

450

Thr

Ser

Thr

Ser

Gly

Arg

Leu

Pro

275

Tyr

Glu

Tyr

Arg

Gly

355

Ala

Asn

Thr

Ser

Met

435

Ser

Ser

Lys

Ser

Gly

Val

Phe

Thr

260

Thr

Pro

Gly

Lys

Ile

340

His

Asp

Ile

Pro

Thr

420

Val

Gly

Arg

His

Lys
500

Gly

Val

Ser

245

Leu

Leu

Asp

Tyr

Thr

325

Glu

Lys

Lys

Glu

TIle

405

Gln

Leu

Ser

Thr

Ala

485

Pro

Ser

Pro

230

Val

Lys

Val

His

Val

310

Arg

Leu

Leu

Gln

Asp

390

Gly

Ser

Leu

Gly

Gln

470

Asp

Gln

Gly

215

Ile

Ser

Phe

Thr

Met

295

Gln

Ala

Lys

Glu

Lys

375

Gly

Asp

Lys

Glu

Ser

455

Phe

Gly

Thr

Gly

Leu

Gly

Ile

Thr

280

Lys

Glu

Glu

Gly

Tyr

360

Asn

Ser

Gly

Leu

Phe

440

Gly

Ser

Leu

Gln

Met

Val

Glu

Cys

265

Leu

Gln

Arg

Val

Ile

345

Asn

Gly

Val

Pro

Ser

425

Val

Gly

Ser

Cys

Gly
505

Val

Glu

Gly

250

Thr

Thr

His

Thr

Lys

330

Asp

Tyr

Ile

Gln

Val

410

Lys

Thr

Asp

Leu

His

490

Leu

Ser

Leu

235

Glu

Thr

Trp

Asp

Ile

315

Phe

Phe

Ile

Lys

Leu

395

Leu

Asp

Ala

Val

Gln

475

Arg

Ala

Lys

220

Asp

Gly

Gly

Gly

Phe

300

Phe

Glu

Lys

Ser

Ala

380

Ala

Leu

Pro

Ala

Ser

460

Gln

Leu

Lys

Gly

Gly

Asp

Lys

Val

285

Phe

Phe

Gly

Glu

His

365

His

Asp

Pro

Asn

Gly

445

Gly

Leu

Thr

Asp

Glu

Asp

Ala

Leu

270

Gln

Lys

Lys

Asp

Asp

350

Asn

Phe

His

Asp

Glu

430

Ile

Gly

Val

Asn

Ala
510

Glu

Val

Thr

255

Pro

Cys

Ser

Asp

Thr

335

Gly

Val

Lys

Tyr

Asn

415

Lys

Thr

Phe

Ala

Val

495

Trp

Leu

Asn

240

Tyr

Val

Phe

Ala

Asp

320

Leu

Asn

Tyr

Ile

Gln

400

His

Arg

Leu

Tyr

Tyr

480

Cys

Glu

»
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Ile

Phe

Ile

545

Glu

Tyr

Ser

Leu

Met

625

Ala

Gly

Ala

Arg

Glu

705

Glu

Glu

Asp

Asp

Glu

785

Thr

His

Pro

Gly

530

Lys

Ala

Ala

Lys

Arg

610

Ala

Asn

Leu

Lys

Phe

690

Leu

Val

Cys

Pro

Tyr

770

Phe

Gly

Lys

Arg

515

Glu

Thr

Gln

Val

Gly

595

Leu

Tyr

Ile

Ala

Phe

675

Thr

Thr

Leu

Pro

Glu

755

Phe

Gly

Val

Phe

Glu

Val

Leu

Val

Val

580

Ser

Pro

Val

Leu

Arg

660

Pro

Ile

Thr

Asp

Glu

740

Glu

Thr

Gly

Val

Ser

Ser

Trp

Lys

Met

565

Ser

Leu

Gln

Glu

Val

645

Leu

Ile

Lys

Lys

Gln

725

Ser

Arg

Ser

Ser

Pro

805

Val

Leu

Met

Pro

550

Lys

Glu

Leu

Leu

Arg

630

Gly

Ile

Lys

Ser

Gly

710

Val

Leu

Pro

Thr

Gly

790

Ile

Ser

Arg

Gly

535

Gly

Lys

Glu

Asp

Val

615

Met

Glu

Glu

Trp

Asp

695

Arg

Glu

His

Thr

Glu

775

Gly

Leu

Gly

Leu

520

Thr

Thr

Leu

Pro

Phe

600

Asp

Asn

Asn

Asp

Thr

680

Val

Val

Arg

Asp

Phe

760

Pro

Met

Val

Glu

Glu

Trp

Met

Arg

Ile

585

Leu

Met

Tyr

Leu

Asn

665

Ala

Trp

Pro

Gly

Leu

745

Glu

Gln

Val

Glu

Gly

12

Val

Asn

Ser

His

570

Tyr

Lys

Ala

Val

Val

650

Glu

Pro

Ser

Tyr

Tyr

730

Met

Tyr

Tyr

Ser

Leu

810

Glu

Lys

Gly

Pro

555

Glu

Ile

Gly

Ala

His

635

Cys

Tyr

Glu

Phe

Pro

715

Arg

Cys

Leu

Gln

Lys

795

Asp

Gly

Leu

Thr

540

Glu

Lys

Val

Glu

Gln

620

Arg

Lys

Thr

Ala

Gly

700

Gly

Met

Gln

Gln

Pro

780

Gly

Gly

Asp

Gly

525

Thr

Ala

Leu

Thr

Met

605

Ile

Asp

Val

Ala

Ala

685

Ile

Met

Pro

Cys

Ala

765

Gly

Glu

Asp

Ala

Gln

Arg

Phe

Val

Glu

590

Gly

Ala

Leu

Ala

Arg

670

Leu

Leu

Val

Cys

Trp

750

Phe

Glu

Glu

Val

Thr

seee
es s

Gly

Val

Leu

Gln

575

Tyr

Lys

Ser

Arg

Asp

655

Gln

Tyr

Leu

Asn

Pro

735

Arg

Leu

Asn

Leu

Asn

815

Tyr

soee o

Cys

Ala

Gln

560

Leu

Met

Tyr

Gly

Ala

640

Phe

Gly

Gly

Thr

Arg

720

Pro

Lys

Glu

Leu

Phe

800

Gly

Gly

L3 ess
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Lys

Trp

Arg

865

Pro

Asn

Asn

Leu

Met

945

His

Asn

Leu

His

Leu

Pro

850

Tyr

Glu

Tyr

Arg

Gly

930

Ala

Asn

Thr

Ser

Met
1010

Thr

835

Thr

Pro

Gly

Lys

Ile

915

His

Asp

Ile

Pro

Tyr

995

Val

Met Asp Glu

1025

SEQ ID NO. 3 (proteinova sekvence linkeru €. 1)

820

Leu

Leu

Asp

Tyr

Thr

900

Glu

Lys

Lys

Glu

Ile

980

Gln

Leu

Leu

Lys

Val

His

Val

885

Arg

Leu

Leu

Gln

Asp

965

Gly

Ser

Lys

Tyr

Phe

Thr

Met

870

Gln

Ala

Lys

Glu

Lys

950

Gly

Asp

Ala

Glu

Lys
1030

Ile

Thr

855

Lys

Glu

Glu

Gly

Tyr

935

Asn

Ser

Gly

Leu

1

Phe
1015

Cys

840

Phe

Gln

Arg

Val

Ile

920

Asn

Gly

Val

Pro

Ser

000

Val

Val Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly

1

SEQ ID NO. 4 (proteinova sekvence linkeru ¢. 2)

5

825

Thr

Gly

His

Thr

Lys

905

Asp

Tyr

Tle

Gln

Val

985

Lys

Thr

Thr

Tyr

Asp

Ile

890

Phe

Phe

Asn

Lys

Leu

970

Leu

Asp

Ala

Gly

Gly

Phe

875

Phe

Glu

Lys

Ser

Val

955

Ala

Lys

Pro

Ala

Gly Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Gly Asp Val

1

SEQ ID NO. 5 (proteinova sekvence linkeru €. 3)

5

Glu Phe Gly Gly Ser Gly Gly

1

5

Lys

Leu

860

Phe

Phe

Gly

Glu

His

940

Asn

Asp

Pro

Asn

1

Gly
1020

Leu

845

Met

Lys

Lys

Asp

Asp

925

Asn

Phe

His

Asp

Glu

005

Ile

830

Pro

Cys

Ser

Asp

Thr

910

Gly

Val

Lys

Tyr

Asn

990

Lys

Thr

ceee

Val

Phe

Ala

Asp

895

Leu

Asn

Tyr

Ile

Gln

975

His

Arg

Leu

Pro

Ala

Met

880

Gly

Val

Ile

Ile

Arg

960

Gln

Tyr

Asp

Gly

s oscoe
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PATENTOVE NAROKY

Rekombinantni proteinovy biosenzor kindzy Src, ktery ma sekvenci SEQ ID NO: 2 nebo
alespoii 90% identitu sekvence s proteinem se SEQ ID NO: 2.

Nukleova kyselina kddujici rekombinantni proteinovy biosenzor kindzy Src podle naroku 1,
nebo k ni komplementarni sekvence, nebo jeji varianta kodujici v disledku degenerace

genetického kodu stejnou aminokyselinovou sekvenci.

Nukleova kyselina podie naroku 2, kterd ma sekvenci SEQ ID NO: 1.

Bunééna linie zaloZena na linii SYF (ATCC: CRL-2459™) stabilné exprimujici biosenzor

kinazy Src.

PouZiti biosenzoru kinazy Src podle naroku 1 pro testovani G¢inku chemickych latek na

aktivitu kindzy Src.

Pouziti podle naroku 5 pii zptisobu stanoveni aktivity chemické latky vici kindze Src ex vivo,
pfi kterém se buitky exprimujici biosenzor kinazy Src podle ndroku 1 inkubuji s chemickou
latkou, a metodou Forsterova rezonanéniho prenosu, FRET, se stanovi zména stavu aktivace

biosenzoru zpiisobena touto chemickou latkou.

PouZiti biosenzoru kindzy Src podle naroku 1 pro analyzu vlivu chemickych latek na

lokalizaci a aktivitu Src, provad&nou na Zivych buiikéch a detekovanou v redlném Case.

Pouziti podle naroku 7 pfi zptisobu stanoveni lokalizace a aktivity kindzy Src v Zivé burice, pfi
kterém se analyzovand bun&¢na linie nejprve transfekuje expresnim vektorem s biosenzorem a

nasledné se sleduje lokalizace a aktivace biosenzoru kindzy Src podle ndroku 1 metodou
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FRET, zejména metodou senzitizované emise akceptoru nebo metodou méfeni doby Zivota

fluorescence, FLIM.

Pouziti biosenzoru kinazy Src podle naroku 1 pii zplisobu stanoveni ptitomnosti chemickych
latek s aktivitou vii¢i kindze Src schopnych pronikat do bunék v biologickém vzoru ex vivo,
pii kterém se burika exprimujici rekombinantni peptidovy biosenzor kindzy Src podle naroku 1
poneché reagovat se vzorkem a metodou FRET se stanovi zména stavu aktivace biosenzoru

zplsobena vzorkem.

Pouziti podle naroku 5, 6 nebo 9, kde chemickou latkou je inhibitor, zejména, inhibitor kinazy
Src s molekularni hmotnosti < 10 kDa.



Prehled sekvenci

<110>
<120>
vivo
<160> 5

<210>
<211>
<212>
<213>

1
3094
DNA

<220>

<223> DNA sekvence src kura domaciho (Gallus
a mCit oddélenych od sekvence Src pomoci tri

<400> 1

atgggtagta
cccgacagca
cccgacacgc
ttcgggggct
ggcggcgtca
tccttcaaga
gctcattccc
gactccatcc
ctgctgctca
aaaggtgcct
cactacaaga
ggcgaggage
ggccacaggt
ctgaagttca
ctgacctggg
ttcaagtccg
ggcaactaca
gagctgaagg
aactacatca
cacttcaaga
cagaacaccc
cagtccaagc
gtgaccgccg
ggcggcttct
tactccaaac
ccccagaccc
gaggtgaagc
accagagtgg
gaagcccaag
tcggaagagc
ctgaagggag
attgcatccg
gccaacatcc
ctcatcgagg
gcccccgagg
atcctgctga
gaggtgctgg
tcgctgcatg
gagtacctgc
ggagagaacc
accggggtgg
gtgtccggcg
accaccggca
atgtgcttcg
cccgaaggcet
cgcgccgagg
gacttcaagg
aacgtctata
cacaacatcg
ggcgacggcc
aaagacccca
atcactctcg

Univerzita Karlova v rodovédecka fa ) o
Biosenzor kindzy Src pro testovani inhibitoru a analyzu aktivity Src ex

Artificial

gcaagagcaa
cccaccacgg
accgcacccc
tcaacacttc
ccactttcgt
aaggagaacg
tcactacagg
aggctgaaga
accccgaaaa
attgcctctce
tccgcaagcet
tgttcaccgg
tcagcgtgtc
tctgcaccac
gcgtgcagtg
ccatgcccga
agacccgege
gcatcgactt
gccacaacgt
tccgecacaa
ccatcggcga
tgagcaaaga
ccgggatcac
acatcacctc
atgctgatgg
agggactcgc
tggggcaggg
ccataaagac
tgatgaagaa
ccatctacat
agatgggcaa
gcatggccta
tggtggggga
acaacgagta
cagccctcta
ctgagctgac
accaggtgga
acctcatgtg
aggccttcct
tagaattcgg
tgcccatcct
agggcgaggg
agctgcecgt
cccgctacce
acgtccagga
tgaagttcga
aggacggcaa
tcatggccga
aggacggcag
ccgtgctgaa
acgagaagcg
gcatggacga
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PT11894CZ Sekvence

Praze, Prirodovédecka fakulta

?q11us) s vlozenymi sekvencemi mCFP
inker peptidu

gcctaaggac cccagccagce gecggcgcag cctggagceca 60
gggattccca gcctcgcaga cccccaacaa gacagcagec 120
cagccgctcc tttgggaccg tggccaccga gcccaagcetce 180
tgacaccgtc acgtcgecge agcgtgccgg ggcactgget 240
ggctctctac gactacgagt cccggactga aacggacttg 300
cctgcagatt gtcaacaaca cggaaggtga ctggtggctg 360
acagacgggc tacatcccca gtaactatgt cgcgecctca 420
gtggtacttt gggaagatca ctcgtcggga gtccgagcgg 480
cccccgggga accttettgg tccgggagag cgagacgaca 540
cgtttctgac tttgacaacg ccaaggggct caatgtgaag 600
ggacgtcgga agcggaggta gtggtggaat ggtgagcaag 660
ggtggtgccc atcctggtcg agctggacgg cgacgtaaac 720
cggcgagggc gagggcgatg ccacctacgg caagctgacc 780
cggcaagctg cccgtgececct ggcccaccct cgtgaccacc 840
cttcagccgce taccccgacc acatgaagca gcacgacttce 900
aggctacgtc caggagcgta ccatcttctt caaggacgac 960
cgaggtgaag ttcgagggcg acaccctggt gaaccgcatc 1020
caaggaggac ggcaacatcc tggggcacaa gctggagtac 1080
ctatatcacc gccgacaagc agaagaacgg catcaaggcc 1140
catcgaggac ggcagcgtgc agctcgecga ccactaccag 1200
cggcccegtg ctgetgecccg acaaccacta cctgagceace 1260
ccccaacgag aagcgcgatc acatggtcct gctggagttc 1320
tctcggegga agtggtagcg gcagtggagg tgacgtcagce 1380
acgcacacag ttcagcagcc tgcagcagct ggtggcectac 1440
cttgtgccac cgcctgacca acgtctgeccc cacgtccaag 1500
caaggacgcg tgggaaatcc cccgggagtc gctgcggcetg 1560
ctgctttgga gaggtctgga tggggacctg gaacggcacc 1620
tctgaagccc ggcaccatgt ccccggagge cttcctgcag 1680
gctccggcat gagaagctgg ttcagctgta cgcagtggtg 1740
cgtcactgag tacatgagca aggggagcct cctggatttc 1800
gtacctgcgg ctgccacagce tcgtcgatat ggctgctcag 1860
tgtggagagg atgaactacg tgcaccgaga cctgcgggcg 1920
gaacctggtg tgcaaggtgg ctgactttgg gctggcacgc 1980
cacagcacgg caaggtgcca agttccccat caagtggaca 2040
tggccggttc accatcaagt cggatgtctg gtcctteggce 2100
caccaagggc cgggtgccat acccagggat ggtcaacagg 2160
gaggggctac cgcatgccct gecccgecccga gtgccccgag 2220
ccagtgctgg cggaaggacc ctgaggagcg gcccactttt 2280
ggaggactac ttcacctcga cagagcccca gtaccagect 2340
tggcagtgga gggatggtga gcaagggcga ggagctgttc 2400
ggtcgagctg gacggcgacg taaacggcca caagttcagc 2460
cgatgccacc tacggcaagc tgaccctgaa gttcatctgc 2520
gccctggcecc accctcgtga ccaccttcgg ctacggectg 2580
cgaccacatg aagcagcacg acttcttcaa gtccgccatg 2640
gcgcaccatc ttcttcaagg acgacggcaa ctacaagacc 2700
gggcgacacc ctggtgaacc gcatcgagct gaagggcatc 2760
catcctgggg cacaagctgg agtacaacta caacagccac 2820
caagcagaag aacggcatca aggtgaactt caagatccgc 2880
cgtgcagctc gccgaccact accagcagaa cacccccatc 2940
gcccgacaac cactacctga gctaccagtc cgccctgagce 3000
cgatcacatg gtcctgaagg agttcgtgac cgccgccggg 3060
gctgtacaag tag 3094
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223> proteinovd src kura domiciho(Gallus gallus) s
mCit pomoci tri linker peptidl

<400> 2
Met Gly Ser Ser Lys Ser Lys Pro
1 5

Ser
Gln
Arg
Asn
65

Gly
Glu
AsSn
Thr
Ala
145
Leu
Ser
AsSn
val
Phe
225
Gly
Gly

Pro

Ser

Leu
Thr
Ser
50

Thr
Gly
Thr
Thr
Gly
130
Glu
Leu
Glu
Ala
Gly

210

Thr

Lys

Trp

Arg

2
1030
PRT
Artificial

Glu
Pro
35

Phe
Ser
val
Asp
Glu
115
Tyr
Glu
Leu
Thr
Lys
195
Ser
Gly
Arg
Leu
Pro

275

Tyr

Pro
20

Asnh
Gly
Asp
Thr
Leu
100
Gly
Ile
Trp
Asn
Thr
180
Gly
Gly
val
Phe
Thr
260

Thr

Pro

Pro
Lys
Thr
Thr
Thr
85

Ser
Asp
Pro
Tyr
Pro
165
Lys
Leu
Gly
val
Ser
245
Leu

Leu

Asp

Asp
Thr
val
val
70

Phe
Phe
Trp
Ser
Phe
150
Glu
Gly
AsSn
Ser
Pro
230
val
Lys

val

His

ser
Ala
Ala
55

Thr
val
Lys
Trp
AsSnh
135
Gly
Asn
Ala
val
Gly
215
ser
Phe

Thr

Met
295

Thr
Ala
40

Thr
Ser
Ala
LysS
Leu
120
Tyr
Lys
Pro
Tyr
Lys
200
Gly
Leu
Gly
Ile
Thr

280

Lys

PT11894CZ Sekvence

Lys Asp Pro Ser GIln
10

His
25

Pro
Glu
Pro
Leu
Gly
105
Ala
val
Ile
Arg
cys
185
His
Met
val
Glu
cys
265

Leu

GIn

His
Asp
Pro
Gln
Tyr
90

Glu
His
Ala
Thr
Gly
170
Leu
Tyr
val
Glu
Gly
250
Thr

Thr

His

Gly
Thr
Lys
Arg
75

Asp
Arg
Ser
Pro
Arg
155
Thr
Ser
Lys
Ser
Leu
235
Glu
Thr

Trp

Asp

Gly
His
Leu
60

Ala
Tyr
Leu

Leu

Ser

Phe
Arg
45

Phe
Gly
Glu
Gln
Thr

125

Asp

140

Arg
Phe
val
Ile
Lys
220
Asp
Gly
Gly

Gly

Phe
300

Stranka 2

Glu
Leu
ser
Arg
205
Gly
Gly
Asp
Lys
val

285

Phe

-
saa

.?\)"w

vloZzenymi sekvencemi mCFP a

Arg Arg Arg
15

Pro
30

Thr
Gly
Ala
Ser
Ile
110
Thr
Ser
Ser
val
Asp
190
Lys
Glu
Asp
Ala
Leu
270

Gln

Lys

Ala
Pro
Gly
Leu
Arg
95

val
Gly
Ile
Glu
Ar

175
Phe
Leu
Glu
val
Thr
255
Pro

cys

Ser

Ser

Ser

Phe

Ala

80

Thr

Asn

Gln

Gln

Arg
160

g Glu

Asp

Asp

Leu

Asn

240

Tyr

val

Phe

Ala

A 6o



Met
305
Gly
val
Ile
Ile
Arg
385
Gln
Tyr
Asp
Gly
Ile
465
Tyr
Pro
Ile
Phe
Ile
545
Glu
Tyr
Ser
Leu
Met
625

Ala

Gly

Pro
Asn
ASn
Leu
Thr
370
Asn
Leu
His
Gly
450
Thr
Ser
Thr
Pro
Gly
530
Lys
Ala
Ala
Lys
Arg
610
Ala

Asn

Leu

Glu
Tyr
Arg
Gly
355
Ala
Asn
Thr
Ser
Met
435
Ser
Ser
Lys
Ser
Arg
515
Glu
Thr
GIn
val
Gly
595
L.eu
Tyr

Ile

Ala

Gly
Lys
Ile
340
His
Asp
Ile
Pro
Thr
420
val
Gly
Arg
His
Lys
500
Glu
val
Leu
val
val
580
Ser
Pro
val

Leu

Arg

Tyr
Thr
325
Glu
Lys
Lys
Glu
Ile
405
GlIn
teu
Ser
Thr
Ala
485
Pro
Ser
Trp
Lys
Met
565
Ser
l.eu
Gln
Glu
val

645

Leu

val
310
Arg
Leu
Leu
Gln
Asp
390
Gly
Ser
Leu
Gly
GIn
470
Asp
Gln
Leu
Met
Pro
550
LysS
Glu
Leu
Leu
Ar

630
Gly

Ile

Glin
Ala
Lys
Glu
LyS
375
Gly
Asp
Lys
Glu
sSer
455
Phe
Gly
Thr
Arg
Gly
535
Gly
Lys
Glu

Asp

val
615

g Met

Glu

Glu

PT11894CZ Sekvence

Glu Arg Thr Ile

Glu
Gly
Tyr
360
Asnh
Ser
Gly
Leu
Phe
440
Gly
Ser
Leu
Gln
Leu
520
Thr
Thr
Leu
Pro
Phe
600
Asp
Asn

Asn

Asp

val
Ile
345
ASn
Gly
val
Pro
Ser
425
val
Gly
Ser
cys
Gly
505
Glu
Trp
Met
Arg
Ile
585
Leu
Met
Tyr

Leu

Asn

Lys
330
Asp
Tyr
Ile
Gln
val
410
Lys
Thr
Asp
Leu
His
490
Leu
val
Asn
Ser
His
570
Tyr
Lys
Ala
val
val

650
Glu

315

Phe
Phe
Ile
Lys
Leu
395
Leu
Asp
Ala
val
Gln
475
Arg
Ala
Lys
Gly
Pro
555
Glu
Ile
Gly
Ala
His
635

Cys

Tyr

Phe
Glu
Lys
Ser
Ala
380
Ala
Leu
Pro
Ala
Ser
460
Gln
Leu
Lys
Leu
Thr
540
Glu
Lys
val
Glu
Gln
620
Arg

Lys

Thr

Stranka 3

Phe
Gly
Glu
His
365
His
Asp
Pro
Asn
Gly
445
Gly
Leu
Thr
Asp
Gly
525
Thr
Ala
Leu
Thr
Met
605
Ile
Asp

val

Ala

Asp
Asp
350

Asn

Phe

Asp
Glu
430
Ile
Gly
val
Ash
Ala
510
Gln
Arg
Phe
val
Glu
590
Gly
Ala
Leu

Ala

Arg

ASp
Thr
335
Gly
val
Lys
Tyr
Ash
415
Lys
Thr
Phe
Ala
val
495
Trp
Gly
val
Leu
Gln
575
Tyr
Lys
Ser
Arg
Asp

655

GlIn

Asp
320
Leu
Asn
Tyr
Ile
Gln
400
His
Arg
Leu
Tyr
TYr

480
Cys

Cys
Ala
Gln
560
Leu
Met
Tyr
Gly
Ala
640

Phe

Gly
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PT11894CZ Sekvence
660 665 670

Ala Lys Phe Pro Ile Lys Trp Thr Ala Pro Glu Ala Ala Leu Tyr Gly
675 680 685

Arg Phe Thr Ile Lys Ser Asp val Trp ser Phe Gly Ile Leu Leu Thr
690 695 700

Glu Leu Thr Thr Lys Gly Arg val Pro Tyr Pro Gly Met val Asn Arg
705 710 715 720

Glu val Leu Asp GIn val Glu Arg Gly Tyr Arg Met Pro Cys Pro Pro
725 730 735

Glu Cys Pro Glu Ser Leu His Asp Leu Met Cys Gln Cys Trp Arg Lys
740 745 750

Asp Pro Glu Glu Arg Pro Thr Phe Glu Tyr Leu GIn Ala Phe Leu Glu
755 760 765

Asp Tyr Phe Thr Ser Thr Glu Pro Gln Tyr GIn Pro Gly Glu Asn Leu
770 775 780

Glu Phe Gly Gly Ser Gly Gly Met val Ser Lys Gly Glu Glu Leu Phe
785 790 795 800

Thr Gly val val pro Ile Leu val Glu Leu Asp Gly Asp val Asn Gly
805 810 815

His Lys Phe Ser val ser Gly Glu Gly Glu Gly Asp Ala Thr Tyr Gly
820 825 830

Lys Leu Thr Leu Lys Phe Ile Cys Thr Thr Gly Lys Leu Pro val Pro
835 840 845

Trp Pro Thr Leu val Thr Thr phe Gly Tyr Gly Leu Met Cys Phe Ala
850 855 860

Arg Tyr Pro Asp His Met Lys GIn His Asp Phe Phe Lys Ser Ala Met
865 870 875 880

pro Glu Gly Tyr val Gln Glu Arg Thr Ile Phe Phe Lys Asp Asp Gly
885 890 895

Ash Tyr Lys Thr Arg Ala Glu val Lys pPhe Glu Gly Asp Thr Leu val
900 905 910

Asn Arg Ile Glu Leu Lys Gly Ile Asp Phe Lys Glu Asp Gly Asn Ile
915 920 925

Leu Gly His Lys Leu Glu Tyr Asn Tyr Asn Ser His Asn val Tyr Ile
930 935 940

Met Ala Asp Lys GIn Lys Asn Gly Ile Lys val Asn Phe Lys Ile Arg
945 950 955 960

His Asn Ile Glu Asp Gly Ser val GIn Leu Ala Asp His Tyr Gln Gln
965 970 975

Asn Thr Pro Ile Gly Asp Gly Pro val Leu Lys Pro Asp Asn His Tyr
980 985 990

Leu Ser Tyr Gln Ser Ala Leu Ser Lys Asp Pro Asn Glu Lys Arg Asp
995 1000 1005

His Met val Leu Lys Glu Phe val Thr Ala Ala Gly Ile Thr Leu Gly
1010 1015 1020

stranka 4



Met Asp Glu Leu Tyr
1025

<210> 3

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Tlinker peptid

<400> 3
val Gly Ser Gly Gly
1 5

<210> 4

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> linker peptid

<400> 4
Gly Gly Ser Gly Ser
1 5

<210> 5

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Tlinker peptid

<400> 5
Glu Phe Gly Gly Ser
1 5

PT11894CzZ Sekvence
Lys
1030

oddélujici sekvenci mCFP na jeho N-konci od sekvence Src

Ser Gly Gly

oddélujici sekvenci mCFP na jeho C-konci od sekvence Src

Gly ser Gly Gly Asp val
10

oddéTujici sekvenci mCit na jeho N-konci od sekvence Src

Gly Gly
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Obr. 3

Obr. 4

Obr. 5

Relativnifluorescence

Relativni FRET

Relativnifluorescence
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