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Rekombinantni proteinovy biosenzor kinazy Src, nukleova kyselina, 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 méteni
metodikou FRET. Vynalez dale poskytuje pouziti nového biosenzoru kinazy Src ptfi zplsobu
testovani u€inku chemickych latek ovlivitujicich aktivitu protoonkoproteinu Src a zpisob analyzy
lokalizace a aktivity kinazy Src v zivych buiikéch.

Dosavadni stav techniky

Kinaza Src je vyznamny protoonkoprotein, ktery se ucastni regulace fady bunéénych déju, jako
jsou napiiklad migrace bungk, proliferace, diferenciace a adheze. Aktivita kinazy Src je zvySena
u tfady typu rakovin a je Casto spojovana s veétSi schopnosti nadorovych bun¢k invadovat do
zdravych tkani a vytvaret tam metastaze. Proces aktivace kinazy Src je spojen se strukturalnimi
zménami. Neaktivovana kindza Src zaujimd velmi kompaktni konformaci danou
intramolekularnimi interakcemi. Oslabenim téchto vazeb je struktura Src zna¢né rozvolnéna a
vede k aktivaci Src.

Pro vizualizaci aktivity kinaz rodiny Src v buiice byly navrzeny dva typy biosenzoru vyuzivajici
FRET. Prvni typ vyuziva specifickou peptidovou sekvenci, ktera predstavuje fosforylacni
substrat pro Src kinazu a fosfovazebnou doménu (Ting, A.Y., Kain, K.H., Kiemke, 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 piislusné sekvence kindzou z rodiny Src (Src family kinase. SFK) vede k
intramolekularni vazbé s fosfovazebnou doménou. Tato vazba je sledovana jako zvySeni FRET
mezi fluorofory pfipojenymi k fosforylacnimu substratu a fosfovazebné doméne.

Nevyhodou nutné spojenou s biosenzory zalozenymi na fosforylaci substratu je nespecificky
signal pochazejici z fosforylace pfislusného 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
pfimo zavisla na struktuie nebo lokalizaci Src.

Druhy znamy typ biosenzoru kindz rodiny Src vyuzivd konformacéni zmény béhem jejich
aktivace. Paster a kol. publikovali biosenzor kinazy Lck, kterd patii do rodiny SFK a vyuziva
praveé 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.). Autofi vlozili do molekuly kinazy 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 fluoroforu umistén na C—konci molekuly. Druhy fluorofor je v
ptipad¢ Lck biosenzoru umistén mezi domény SH2 a SH3. Toto umisténi druhého fluoroforu by
v ptipad¢ kinazy Src nebylo funkéni, protoze tato oblast je u kinazy Src, na rozdil od kinazy Lck,
dilezitd 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 kinazy Lck 1ze z podstaty jeho konstrukce
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pouzit pouze pro analyzu aktivace Lck a design tohoto biosenzoru z divodu umisténi fluoroforu
do oblasti mezi SH3 a SH2 doménu navic nelze pouzit pro vytvoreni funkéniho biosenzoru Src.

V soucasnosti tedy neni k dispozici funkéni biosenzor kindzy Src umoznujici snadné
monitorovani jeji aktivity a dostate¢né specificky pro testovani u¢inku naptiklad chemickych
latek ovliviigjicich aktivitu protoonkoproteinu Src. Je proto nutné nalézt takové vhodné
fluorofory a jejich specifické umistnéni v sekvenci kindzy Src, které by svym prostorovym
umisténim v neaktivni a aktivni molekule neovlivitovaly specificitu a prib¢h aktivace a umoznily
snadnou detekci rozvolnéni struktury kinazy Src pii jeji aktivaci.

Podstata vynalezu

Predkladany novy biosenzor kinazy Src vyuziva strukturnich zmén béhem aktivace Src.
Zakladem biosenzoru je molekula Src, do jejiz sekvence jsou vlozeny modrozelena a Zluta
varianta zeleného fluorescencniho proteinu (GFP) tak, aby neovlivnily strukturu Src. Méfeni
vzdalenosti obou fluoroforu pomoci Forsterova rezonan¢niho prenosu (FRET) pak umoznuje
sledovat miru kompaktace struktury biosenzoru Src a tim i jeho miru aktivace.

Predkladdany biosenzor kinazy Src vyuzivd konformacnich zmén doprovazejicich aktivaci SFK
podobn¢ jako biosenzor Lck. S Lck biosenzorem sdili umisténi jednoho z fluoroforu na C—konec
molekuly. Hlavnim rozdilem je umisténi druhého fluoroforu, ktery je v ptipadé¢ Lck biosenzoru
umistén mezi STT2 a SH3 doménu.

Na rozdil od vyse uvedenych biosenzoru prvniho typu zalozenych na fosforylaci substratu neni
predkladany biosenzor kindzy Src nachylny k tvorbé nespecifického signalu pochézejiciho z
fosforylace jinymi kindzami. Navic mlze byt pouzit k analyze strukturnich zmén spojenych s
aktivaci Src a poskytne zaroven i informaci o dynamice a lokalizaci Src.

Zakladem predmétného biosenzoru kindzy Src je cDNA sekvence kodujici kindzu Src kura
domaciho (Gallas gallus, NCBI Reference Sequence: NP _990788.2). Unikatnost biosenzoru je
predev§im dana sekvenci linker peptidi strukturné oddélujici fluorofory od samotné molekuly
kindzy Src. specifickym umistnénim fluoroforu do sekvence kinazy 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 membran¢ microdomains of live cells. Science. 2002 May
3:296(5569):913-6.) je pomoci dvou linker peptida ¢. 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 vlozen za posledni aminokyselinu sekvence Src (Leu, 533) pomoci linker peptida ¢. 3 (SEQ ID
NO. 5).

Predkladany biosenzor kinazy Src piedchazi 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 vlozeni
fluoroforu do SH2 domény jsou pouzity 8 a 11 aminokyselin dlouhé linkery s opakujici se
repetici Gly—Gly—Ser, které oddé€luji fluorofor od struktury SH2 domény. V ramci pfipravy
biosenzoru byly testovany dvé série linkeru o rizné délce a délka 8 a 11 aminokyselin se ukazala
jako nejvhodnéjsi. Pii pouziti kratsi (3 aminokyseliny) délky linkeru dochazi k deregulaci kinazy.
Jako fluorofory byly pouzity derivaty GFP; a to modrozeleny mCFP a zluty mCit. K zabranéni
pfipadné dimerizace GFP variant., ktera by mohla zkreslit vysledky, byly pouzity monomerické
varianty téchto proteint.
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Kompaktni, inaktivni konformace biosenzoru Src vede k vysokému FRET mezi mCFP a mCit.
Po aktivaci se struktura kindzy Src rozvolni a dojde k poklesu FRET (viz obr. 2).

Podstatou predkladaného vynélezu je tedy rekombinantni proteinovy biosenzor kinazy Src, ktery
ma sekvenci SEQ ID NO: 2.

Dal§im piedmétem vynalezu je nukleova kyselina kdédujici vySe uvedeny rekombinantni
proteinovy biosenzor kindzy Src, nebo k ni komplementarni sekvence, nebo jeji varianta kodujici
v dusledku degenerace genetického kédu stejnou aminokyselinovou sekvenci. Ve specifickém
provedeni ma tato nukleova kyselina sekvenci SEQ ID NO: 1.

Dalsi ptedmét vynalezu je bunééna linie zalozena na linii SYF (linie mySich fibroblasta. které
maji inaktivované geny pro SFK kinazy Src, Yes a Fyn; Klinghoffer, R.A., Sachsenmaier. C.,
Cooper, J.A., and Soriano, P. (1999). EMBO J. 18, 2459 2471; ATCC: CRL-2459™) stabiln¢
exprimujici biosenzor kindzy Src.

Vynalez se také tyka pouziti nového biosenzoru kindzy Src pro testovani ucinku chemickych
latek na aktivitu kindzy Src.

Ve vyhodném provedeni jde o pouziti biosenzoru kindzy Src pfi zplsobu stanoveni aktivity
chemické latky vici kinaze Src ex vivo, pii kterém se builky exprimujici uvedeny biosenzor
kindzy Src inkubuji s chemickou latkou a metodou Forsterova rezonan¢niho pfenosu neboli
FRET se stanovi zména stavu aktivace biosenzoru zptisobena touto chemickou latkou.

Vynalez se dale tyka pouziti nového biosenzoru kinazy Src pro analyzu vlivu chemickych latek
na lokalizaci a aktivitu Src, provadénou na zivych buiikach a detekovanou v realném case.

Ve vyhodném provedeni jde o pouziti biosenzoru kinazy Src pii zplsobu stanoveni lokalizace a
aktivity kindzy Src v zivé burice, pfi kterém se analyzovana bunétna linie nejprve transfekuje
expresnim vektorem obsahujicim sekvenci kddujici biosenzor a nésledné se sleduje lokalizace a
aktivace biosenzoru kindzy Src metodou FRET, napfiklad 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 vici kindze Src schopnych pronikat do bun€k v 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 zpisobena vzorkem.

Chemickou latkou se zde rozumi jakakoli latka, kterd by mohla mit inhibi¢ni, popt. aktivacni
ucinek na kinazu Src. Vyhodné se z hlediska mozného terapeutického pouziti jedna o inhibitory,
nejvyhodnéji nizkomolekularni (< 10 kDa) inhibitory kinazy Src. Pfikladem mohou byt pfirodni i
syntetické organické slouceniny s protirakovinnym ucinkem, popft. i nizkomolekularni peptidy.

Zpusob analyzy aktivity chemickych latek ex vivo se obecné muze provadét tak, ze na bunky
produkujici biosenzor Src podle vynalezu se po urCitou dobu plsobi latkou, jejiz aktivita se
testuje. Nasledné se stanovi metodou FRET, zda biosenzor Src je v aktivovaném (rozvolnéném,
snizeny FRET) nebo neaktivovaném (kompaktnim, zvyseny FRET) stavu.

Meéfeni se nejvyhodnéji, ale bez omezeni provadi metodou Forsterova rezonancniho pfenosu.
FRET. V prikladech je pouzivana metoda méteni FRET s pomoci fluorimetru zalozena na méfeni
senzitizované emise akceptoru. Dal§im typem méfeni je méfeni pomoci Casové rozliSené
fluorescence, kdy se pocita doba Zivota fluorescence a z ni se nasledné da dopocitat efektivita
FRET.
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Vynalez dale popisuje zplsob analyzy aktivity proteinti ex vivo, specificky zplisob testovani
ucinku chemickych latek ovliviyjicich aktivitu protoonkoproteinu Src a zpisob analyzy
lokalizace a aktivity kinazy Src v zivych buiikéch.

Objasnéni vykrest

Obr. 1 zachycuje strukturu kindzy Src v inaktivnim stavu s vyznaenim dilezitych oblasti
proteinu. Modely byly vytvoteny podle struktury Src (PDB, tedy Protein data bank databéze:
1FMK)

Obr. 2 zachycuje mechanismus méfeni aktivity kindzy Src pomoci biosenzoru. V inaktivnim
stavu zaujima kin4dza Src kompaktni konformaci (vlevo) a biosenzor dava silny FRET signal, v
aktivnim stavu je kindza Src v oteviené konformaci (vpravo) a biosenzor dava slaby FRET
signal. Linkery mezi fluorofory a kinazou nejsou ukazany. Modely byly vytvotreny podle struktur
z PDB databaze (1IFMK, 1Y57, 2HSP, 1F0B).

Obr. 3 je graf znazornujici reprezentativni emisni spektra Src biosenzoru méfena v bunééném
lyzatu pii excitani vinové délce 430 nm (excitani maximum mCFP). UT - buiky
neindukované, EGF — bunky indukované¢ EGF, LPA — buiiky indukované LPA (kyselinou
lyzofosfatidovou).

Obr. 4 Relativni FRET vztazeny na hodnotu FRET neindukovanych bunék a pocitany jako pomér
emise pii 530 nm (emisni maximum mCit) a 480 nm (emisni maximum mCFP). Graf udava
pramér ze 3 nezavislych experimentt analyzovanych v triplikatech. Chybové usecky predstavuji
smérodatnou odchylku. Hodnota "p" udédva statistickou vyznamnost vypocitanou pomoci
Studentova t-testu. UT — bunky neindukované, EGF — buiky indukované EGF, LPA — bunky
indukované LPA.

Obr. 5 znazorfiuje reprezentativni emisni spektra Src biosenzoru meéfend pii excitani vinové
délce 430 nm. UT — buiiky kontrolni. Das — buniky, na které bylo ptisobeno 100 nM Dasatinibem.

Obr. 6 Relativni FRET vztazeny na hodnotu FRET kontrolnich bun€k a pocitany jako pomér
emise pii 530 nm a 480 nm. Graf udava primér ze 3 nezavislych experimentti analyzovanych v
triplikatech. Chybové usecky predstavuji smérodatnou odchylku. Hodnota "p" udava statistickou
vyznamnost vypocitanou pomoci Studentova t—testu. UT — buriky kontrolni. Das — buiiky, na
které bylo ptisobeno 100 nM Dasatinibem.

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

Obr. 8 ukazuje miru aktivace Src biosenzoru v zivych bunkach linie SYF. Aktivita biosenzoru je
sledovana méfenim FRET pomoci metody vyuZivajici méfeni doby Zivota fluorescence mCFP
(frequency domain FLIM). Zvysend aktivita biosenzoru dand niz§im FRET odpovida zvyseni
doby zivota fluorescence mCFP (barevna skala vlevo; [ns]). ZvySena aktivita Src je viditelna jako
svétlé body odpovidajici dobé Zivota fluorescence ca 2,8 ns na krajich bunék v tzv. fokalnich
adhezich, tj. bunécnych strukturdch zodpovédnych za adhezi bun¢k k podkladu.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Ptiklad 1 Pfiprava bunééné linie SYF stabilné exprimujici biosenzor kinazy Src

a. Produkce virionti v pakovacich Phoenix E buiikach:
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5x10% Phoenix E (Kinsella TM, Nolan GP. (1996). Hum Gene Ther. 7(12): 1405-13, ATCC:
CRL-3214™) bune¢k bylo pomoci polyethyleniminu transfekovano 12 pg plasmidové DNA
(vektor pMSCVpuro se zaklonovanym biosenzorem kin4zy Src). Tteti den po transfekci byly po
12 hod inkubace bungk v ¢erstvém mediu sklizeny vyprodukované viriony.

b. Vlastni pfiprava bunécéné linie SYF stabiln€ exprimujici biosenzor kinazy Src:

K adherovanym buinikam linie SYF (konfluence 80 %) bylo pfidano piecisténé (centrifugace
15 min, 400 x g) médium s viriony produkovanymi ve Phoenix E buiikach (viz bod 1 vyse),
infikované SYF bunky byly nésledné selektovany v médiu s puromycinem (0,7 pg/ml). Po 14
dnech selekce byly bunky sortovany pomoci bunééného sorteru FACS na pozitivitu na mCit
fluorescencni signal. Takto pfipravené buiiky vykazovaly stabilni expresi biosenzoru kindzy Src.

Ptiklad 2 Analyza aktivace kinazy Src

Bunky linie SYF (maji inaktivované geny pro SFK kindzy Src, Yes a Fyn; ATCC: CRL-2459™)
stabiln¢ transfekované Src biosenzorem byly aktivovany Epidermalnim rlstovym faktorem
(EGF, 100 ng/ml) po dobu 24 hod nebo kyselinou lyzofosfatidovou (LPA, 10 uM) po dobu
10 min. Nasledné byly lyzovany a v lyzatu byla stanovena mira FRET Src biosenzoru. SniZeni
FRET odpovida rozvolnéni struktury biosenzoru, a tedy jeho aktivaci. Znazornéno na obr. 3 a 4.

Ptiklad 3 Analyza inhibice kindzy Src in vitro

Bunky linie SYF stabilné transfekované Src biosenzorem byly inkubovany po dobu 30 min v
pritomnosti 100 nM Dasatinibu (Bristol-Myers Squibb) a nasledné byla v jejich bunééném lyzatu
stanovena mira FRET Src biosenzoru. Zvyseni FRET odpovidd kompaktaci struktury biosenzoru,
a tedy jeho inhibici. Analyza inhibice kindzy Src in vitro je zndzornéna na obr. 5 a 6.

Ptiklad 4 Analyza lokalizace a aktivace inhibice Src v zivych bunkach

Analyza lokalizace je zndzornéna 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 méteni doby zivota fluorescence mCFP (frequency domain FL1M). ZvySend aktivita
biosenzoru dana niz§im FRET odpovidd zvySeni doby zivota fluorescence mCFP. Zvysena
aktivita Src je viditelna na krajich bun¢k v tzv. fokalnich adhezich, tj. bunécnych strukturach
zodpovédnych za adhezi bun€k k podkladu.

Pramyslova vyuzitelnost

Biosenzor kindzy Src podle vynalezu je vyuzitelny piredev§im pro testovani vlivu chemickych
latek, zejména nizkomolekularnich organickych sloucenin, popt. peptidd, na aktivitu kinazy Src.
To je zésadni informace pro oblast lékafstvi, protoze inhibitory kindzy Src jsou schopné
inhibovat motilitu a invazivitu nadorovych bunék a v kone¢ném dusledku tak branit jejich
metastazovani. Biosenzor kindzy Src je rovnéz pouzitelny pro sledovani lokalizace aktivity
kindzy Src v buiikach, véetné dynamiky této lokalizace. Pouzitim biosenzoru lze tedy ziskat nové
poznatky o kinadzou Src zprostfedkované signalizaci, kterd ma zasadni vyznam pro vétSinu
zakladnich buné¢nych dé&ji a za patologickych podminek i pro nddorovou progresi.



CZ 308368 B6

Seznam sekvenci
SEQ ID NO. 1 (DNA sekvence biosenzoru)

Pozice jednotlivych funkénich tseku:

625-648 sekvence kodujici linker peptid €. 1
649-1344 sekvence kodujici mCFP

1345-1377 sekvence kodujici linker peptid €. 2
2353-2373 sekvence kodujici linker peptid ¢. 3
2374-3090 sekvence kodujici mCit



atgggtagta
cccgacagca
cccgacacgc
ttcgggggct
ggcggcgtca
tccttcaaga
gctcattccc
gactccatcc
ctgctgctca
aaaggtgcct
cactacaaga
ggcgaggagc
ggccacaggt
ctgaagttca
ctgacctggyg
ttcaagtccg
ggcaactaca
gagctgaagg
aactacatca
cacttcaaga
cagaacaccc
cagtccaagc
gtgaccgccg
ggcggcttct
tactccaaac
ccccagaccc
gaggtgaagc
accagagtgg
gaagcccaadg
tcggaagagcoc
ctgaaggdag
attgcatccg
gccaacatcc
ctcatcgagg
goccococgagg
atcctgctga
gaggtgctgg
tcgoctogcatyg
gagtacctgc
ggagagaacc
accggggtygyg
gtgtccggcg
accaccggca
atgtgcttcg
cccgaaggct
cgcgocgagyg
gacttcaagg
aacgtctata
cacaacatcg
ggcgacggoc
aaagacccca
atcactctcg

gocaagagcaa
cccaccacgg
accgcacccce
tcaacactte
ccactttcgt
aaggagaacdg
tcactacagg
aggctgaaga
accccgaaaa
attgcctctc
tcoccocgcaaget
tgttcaccgg
tcagcgtgte
tctgcaccac
gcgtgcagtyg
ccatgcccga
agacccgcgc
gcatcgactt
gcoccacaacgt
tccocgccacaa
ccatcggcga
tgagcaaaga
cogggatcac
acatcacctc
atgctgatgg
agggactcgc
tggggcaggg
ccataaagac
tgatgaagaa
ccatctacat
agatgggcaa
gcatggccta
tggtggggga
acaacgagta
cagccctcta
ctgagctgac
accaggtgga
acctcatgtg
aggccttect
tagaattcgg
tgcccatcct
agggcdgaggy
agctgcccgt
ccocgctaccc
acgtccagga
tgaagttcga

aggacggcaa
tcatggccga
aggacggcag
ccgtgctgaa
acgagaagcg
gcatggacga

gcctaaggac
gggattccca
cagccgctec
tgacaccgtc
ggctctctac
cctgcagatt

acagacgggc
gtggtacttt

ccoccogggga
cgtttctgac
ggacgtogga
ggtggtgcocc
cggcgagggc
cggcaagctg
cttcagccge
aggctacgtc
cgaggtgaag
caaggaggac
ctatatcacc
catcgaggac
cggccccgtyg
ccccaacgadg
tctoggogga
acgcacacadg
cttgtgccac
caaggacgcyg
ctgctttgga
tctgaageccc
gctcocggeat
cgtcactgag
gtacctgcgg
tgtggagagg
gaacctggtg
cacagcacgg
tggccggttc
caccaagggc
gaggggctac
ccagtgctgg
ggaggactac
tggcagtgga
ggtcgagetg
cgatgccacc
gccctggccc
cgaccacatg
gcgcaccatc
gggcgacacc

catcctgggg
caagcagaag
cgtgcagctc
gcccgacaac
cgatcacatg
gctgtacaag
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cccagocage
gcctocgcaga
tttgggaccg
acgtcgccge
gactacgagt
gtcaacaaca
tacatcccca
gggaagatca
accttcttgg
tttgacaacg
agcggaggta
atcctggtcg
gagggcgatg
cccgtgccct
taccccgacc
caggagcgta
ttcgagggcg
ggcaacatcc
gccgacaage
ggcagcgtgce
ctgctgcceg
aagcgcogatc
agtggtagcg
ttcagcagcc
cgcctgacca
tgggaaatcc
gaggtctgga
ggcaccatgt
gagaagctgg
tacatgagca
ctgccacagc
atgaactacg
tgcaaggtgg
caaggtgcca
accatcaagt
cggdrgocat
cgcatgccct
cggaaggacc
ttcacctcga
gggatggtga
gacggogacy
tacggcaagc
accctcgtga
aagcagcacg
ttcttcaagyg
ctggtgaacc

cacaagctgg
aacggcatca
gccgaccact
cactacctga
gtcctgaagg
tag

gccggcocgoag
cccccaacaa
tggccaccga
agcgtgccgg
cccggactga
cggaaggtga
gtaactatgt
ctcgtcggga
tccgggagag
ccaaggggcet
gtggtggaat
agctggacgg
ccacctacgg
ggcccaccct
acatgaagca
ccatcttett
acaccctggt
tggggcacaa
agaagaacgg
agctcgccga
acaaccacta
acatggtcoct
gcagtggagg
tgcagcagct
acgtctgcecc
cccgggagtce
tggggacctg
cccocggagge
ttcagctgta
aggggagcct
tcgtcgatat
tgcaccgaga
ctgactttgg
agttccccat
cggatgtctg
acccagggat
gccogeocoga
ctgaggagcg
cagagcccca
gcaagggcga
taaacggcca
tgaccctgaa
ccaccttcgg
acttcttcaa
acgacggcaa
gcatcgagct

agtacaacta
aggtgaactt
accagcagaa
gctaccagtc
agttcgtgac

cctggagcca
gacagcagcc
gcccaagctc
ggcactggct
aacggacttg
ctggtggctyg
cgcgccctca
gtccgagegg
cgagacgaca
caatgtgaag
ggtgagcaag
cgacgtaaac
caagctgacc
cgtgaccacc
gcacgacttc
caaggacgac
gaaccgcatc
gctggagtac
catcaaggcc
ccactaccag
cctgagcacc
gcoctggagtte
tgacgtcagce
ggtggcctac
cacgtccaag
gctgcggetg
Jgaacggcacc
cttcctgcag
cgcagtggtg
cctggatttc
ggctgctcag
cctgcgggeg
gctggcacgc
caagtggaca
gtccttcocgge
ggtcaacagg
gtgccccgag
gocccactttt
gtaccagcct
ggagctgttc
caagttcagc
gttcatctgc
ctacggcctg
gtccgcoccatg
ctacaagacc
gaagggcatc

caacagccac
caagatccgc
cacccccatc
cgccctgagc
cgoccgooggy

&0
120
80
240
300
360
420
80
540
600
660
T20
T80
8§40
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
21e0

2220
2280
2340
2400

[ae i)

)



CZ 308368 B6

SEQ ID NO. 2 (DNA sekvence biosenzoru)

Pozice jednotlivych funkénich tseku:

209-216 linker peptid ¢. 1 (Val-Gly—Ser—Gly—Gly—Ser—Gly—Gly)
217447 mCFP
449459 linker peptid ¢. 2 (Gly—Gly—Ser—Gly—Ser—Gly—Ser—Gly—Gly—Asp—Val)
786791 linker peptid ¢. 3 (Glu—Phe—Gly—Gly—Ser—Gly—Gly)
792-1030 mCit

Met =ly Ser

1

Ser

G1ln

=ly

zlu

Aszn

Thr

Zla
145

Aszn

Thr

=ly

Thr 2

Thr

=ly

130

zlu

Leu

zlu

Zla

Glu

Pro A

35

FPhe

Ser

val

Leu

Thr

Thr

» Leu

100

u Gly

Il=

Lys

Fro

Lys

Thr

» Thr

Asp

Pro

» Tyr

Pro
1&5

r Lys

Asp

Thr

Val

Val

70

Phe

Lys

Ser

Thr

val

> Lys

Val

Fro

Thr

Bla

40

Thr

Lys

=

RS IT ]

[

Lys

Pro

Tyr

Lys
200

Lys

S

-

Fro

zlu

Fro

Ely
105
2l=a

Val

Ile

Arg G

Cys
185

His

Asp

Pro

Tyr 2

S0

His

Thr

Pro

Thr

Lys

Ser

Pro

Ser

Lys

Ser =ln Z

zly FPhe

His Arg

Rla =ly Z

» Tyr =lu

Leu =ln

Leu Thr

125

S=r Acsp
1410

Arg Glu

Phe Leu

Val Ser

Ile Arg
5

Il=
110

Thr

2ar

Val E

Lzp
150

Lys

Arg 2

15

Pro

Gly

Leu R

Arg

895

Val

Gly

Ile

zlu

Leu R

Phe

zln

Gln

Arg

1le0

Glu



Tal

Tal

Il=

Il=

R
(R
[ Te)

i
'—l
]

Iyr

A=p

=ly

Il=

465

-

Iyc

Gly

210

Thre

Hi=

Ly=

Trp

Arg

250

Pro

Bmmy

Bmmy

Law

Thr

o

Him

BEmr

Lmwy

Him

Gly

4350

Thre

Ser

The

Zar

Gly T

Arg

Lew

Glua

Tyr

Arg

Gly

=

Ala

Eam

Thr

Zar

M=t T

435

S=r

S=r

Ly=

Ser

Ph=

Thzc
Za0

Th

L]

Fro

Gly

Lys

Ile=
240

His
Zaup

1l

FPrao

His

Lys
S0oo

Leu 7V

A=sp

Ty

Thx

Elu

Ly=

Ly=

Elu

Il=
405
Eln

L=u

S=

"

Sax

Leu

La=u

Eln

Bup

280

Ely

Sax

Lau

=ln
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Thr

S_a

Ly

Bmp

Lyrs

Thr

Le=u

Thr
280

Lys

Tyr
=]

Emn

L=

Leu

H=t Val
Tal Glu
Elu Gly
250
Cya Thr
2&5
Leu Thr
zln EHis=
Arg Thr
Tal Ly=
330
Il= RA=p
245
Bmn Tyr
Ely Il=
Tal Glm
Pro Val
410
Smr Ly=
225
Tal Thr
Gly L=p
S3er Leu
Cya His
450
Ely Leu

Smr

Thr

Tcp

Gly

A=p Phe

Il=
315

Il=

Ly=

Le=p

Ela

Wal

Gln

==
L

Ala

Glu

Lys=

Sar

Ala
280

1 Bla

L=

Sex
4E0
Gln

Leu

Lys

Ely

Gly

A=p

Ph=

Gly

=lua

Hims

2635

Hims

Bup

Fro

B=n

Ely

445

Gly

L=u 7%

Th

L]

A=p

Elu

A=p

Ala

Lys

Lys

A=p

A=p
350

Zam T

Eh=

Bup

Elu
420

Il=

A=n

Elu

Ser

A=p

Thr

225

Gly

Ly=

Thr

Phie=

Ala

E——
Vo

Tx

L=

-

Tal

L=

Amn

Lyr

Zln

Hi=

Arg

L=

Iyr



Il=

Fhe

L=

Ala

Hi=

Gly

5320

= Ly=

1 Bla

Ala

Ly=

Arg

£110

Ala

B=n

L=

L=

1 Val

Tyr

L e Iy
Pl

Gly

Ly=

Arg

5135

Glua 7

Thr

Gl=n 7

Wal %

(]
'—l
in kg

in
w

Tyr *

Il=

Ela

Thr

Lan

Gly

Wal *

Elu

Leu

Prao

L=u

Lle

Th=x

Elu
740

Elu

Thx

Saxr

Serx

Mt
565

Serx

r Leu

Gln
Elu

Val

=]
T
o

Lau
Il=

Ly=

Ly=

Eln W

TZS

Sar

Arg

Sar

Sar

Leu

Met

Fro

550

Lys

Elu

L=u

L=u

Arg

G20

Gly

Le=u

Pro

Thx

Sa

"
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Arg

o

o b

(1]
o
i

Him

Thr

Le=11

i
o
]

Leu =1

520

Thr

Thr

Leu

Aan

Aan

Tal

=g

Arg

585

Le=u

(1]
o
"

- 10 -

A=n

Ser

1
TS
1]

in

Ly=

Ala

Smr

Tyr

Tyr
T30

M=t C

Tyr

Tyr

Ser

Ly=

Gly

1
in H
in 0

i

Ile W

Gly

Ala

His=

€35

Iyz

Ela

Leun

Gln P

I
L
n s

=1

Gly

Leu
Thc
s40

Glu

Ly=

Glu

Gln

620

Arg

Ly=

Th=

Gly

Gly

Het

Glm

Glm

Gly
525

Ala

Le=u ¥

1l Thzx

M=t
605

lle

A=p

Tal

Rla

Mat

Pro

Elu

A=p

2la

Eln

Fhe

Gly

Ala

L=u

Ala

Lau

Cys

Trp

750

Ehe=

Elu

Elu

Thr

Leu

Ser

A=p

655

Eln

Tyr

L=u

R=n

Le=u

E=n

Le=u

oo
o
oo

[}]
o
(E]

['}]
=
(E]

Thzx

Arg

TZ0

L=



Lys

Irp

AT
Ba5

Pro

Leu

M=t

45

His

A=n

Leu

His

M=t

1025

Leu Thr
835

Pro Thr
BSO

Tyr Pro

Glu Gly

1 ITyr Lys

1y Arg Ile

915

Gly His
930

LERla LE=p

Ezn Ile

Thr Pro

Ser Tyr
995

Met Val
1010

Eap Glu

=48]
5]
o

Thr
o0

zlu

Lys

Lys=

Glu

Ile

Q30

Gln

His

Val
385

Lrg L

Leu

Leu

Gln

Esp
965

Ser &

Lys

Tyr

Fhe

Thr

=L

g0

Gln

Lys

Glu

Lys

S50

Gly

Glu

Lys
1030
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Thr FPhe
855

Lys Gln

Gly Ile
20

hzn Gly

Ser Val

Pro

g
et

Leu 5er
1000

Fhe Val
1015

SEQ ID NO. 3 (proteinova sekvence linkeru ¢. 1)
Val Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly

1

5

SEQ ID NO. 4 (proteinova sekvence linkeru ¢. 2)
Gly Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Gly Asp Vval

1

5

SEQ ID NO. 5 (proteinova sekvence linkeru ¢. 3)
Glu Phe Gly Gly Ser Gly Gly

1

5

Thr

Thr

-11 -

Thr

; Tyr

Ile
490

FPhe

1 Phe

Lys

Leu

970

Leuw

Lsp

Ala

Gly

1 Ser

Val
955

Pro

Lys Lsu
B45

; Leu Met

360

FPhe Lys

Phe Lys

Elu Asp

His Asn

940

Ezn Fhe

Esp His

Pro

HEl
]
s

Ezsn Glu
1005

Ely Ile
1oz0

330

Pro

Cys

Ser L

Lazp A

Thr
910

Lv=

Tyr

Lan

90

Lys

Thr

Fhe

Tyr

Ile

Gln

875

His

Arg

Pro



Pfehled sekvenci
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<110> Univerzita Karlova v Praze, Pfirodovédecka fakulta
<120> Biosenzor kinazy Src pro testovani inhibitorti a analyzu aktivity Src ex vivo

<160>5

<210>1
<211> 3094
<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> DNA sekvence Src kura domaciho (Gallus qallus) s vlozenymi sekvencemi mCFP a mCit

odde¢lenych od sekvence Src pomoci tii linker peptidi

<400> 1

atgggtagta
coogacagoa
coogacacgo

ttoggggget
ggoggogtoa
toottoaaga
gotoattooo
gactoocatoo
ctgotgotoa
aaaggtgoot
cactacaaga
ggegaggage
ggococacaggt
ctgaagttoa
ctgacoctggg
ttocaagtoog
ggocaactaca
gagotgaagy
Aactacatoa
Cacttoaaga
Ccagaacacos
cagtoocaago
gtgacogoog
ggoggottot
tactoccaaac
coooagacoo
gaggtgaago
accagagtgy
FRagoooaag
toggaagago
ctoaaggyay
attgoatoog
goocaacatoo
ctoatogagg
gooooogagg
atocotgotga
gaggtgctogg
togotgoatyg
gagtacotgo
gOagagaaco
acocggggtgy
gtgtoocggog
ACCACCgOOoR
atgtgocttog
coogaaggot
cgogoogagg
gacttoaagg
sacgtotata
CACAACatog
ggogacggoo
ARagacoooR
atcactotog

goaagagoas
cocacocacgg
acogoacooo
toaacactto
ccactttogt
aaggagaacg
toactacagy
aggotgaaga
ACCoogaaEaa
attgoototo
toogoaagot
tgttocacogg
tocagogtgto
totgoacoac
gogtgoagty
cocatgoooga
agacocogogo
goatogactt
QUCACRACgT
toogoocacaa
cocatoggoga
tgagoaaaga
cogggatocac
acatcacoto
atgotgatgg
agggactogo
togggCcagog
CoaAtasagac
tatgaagaa
coatoctacat
AatgTyoaa
goatggoota
tggtggggga
acaacgagta
cagoootota
ctgagotgac
accaggtgga
acctoatgtg
aggoottoot
tagaattogg
tgooocatoct
agggegaggg
agoctgoocogt
cocogotacoo
acgtoocagga
tgaagttoga
aggacggoas
tocatggooga
aggacggoag
cogtgotgaa
ACgagaagog
goatggacga

gootaaggac
goggattococoa
cagoogotoo
tgacacogto
ggotototac
cotgoagatt
acagacggge
gtggtacttt
coccogggga
egtttotgac
ggacgtogga
ggtggtgooo
eggoegagggo
cggoaagotg
cttoagooge
aggotacgto
cgRggtgasy
caaggaggac
ctatatocaceo
catogaggac
cggooocogtg
CoCccaacgag
totoggogga
acgoacacag
ctitgtgooac
caaggacgog
ctgotttgga
totgaagooe
gotooggoat
cgtocactgag
gtacctgogg
tgtggagagg
gaacctggtg
cacagoacgg
tggooggtto
Caccaaggge
Faggggotac
ccagtgotgg
ggaggactac
tggoagtgga
ggtogagotg
cgatgooace
goootggooo
cgaccacatg
gogoacocato
gggogacaco
catococtgggg
caagoagaag
cgtgoagote
goocogacaac
cgatocacatg
gotgtacaag

coocagoocage
goctogoaga
tttgggaceg
acgtogoogo
gactacgagt
gtoaacaaca
tacatooooa
gogaagatca
accttottgg
tttgacaacy
agoggaggta
atococtggtog
gagggogatyg
coogtgooct
tacocoogaco
caggagogta
ttogagggog
gocaacatoo
googacaage
ggocagogtgo
ctgotgooceg
aagogogato
agtggtageg
ttoagoagoo
cgoctgacoa
tgggaaatoo
gaggtotgga
ggcaccatgt
gagaagotgy
tacatgagoa
ctgoocacago
atgaactacg
tgoaaggtgy
caaggtgoca
acocatocaagt
cgggtgooat
cgoatgooct
cggaaggace
ttoacotoga
FygatggTga
gacggogacg
tacggoaage
accoctogtga
aagoagoacg
ttottoaagg
ctggtgaaco
cacaagotgg
aacggoatoa
googacocact
cactacotga

gtooctgaagg
tag

goeggegoag
CoCOCRaTaR
tggoocacoga
agogtgoogg
cooggactga
cggaaggtga
gtaactatgt
ctogtoggga
toogggagay
Ccoaaggggot
gtggtggaat
agoctggacgg
cocacotacgg
ggooocacoot
ACatgaagoa
coatottott
acaccotggt
tggggoacaa
Agaagaacgy
agoctogooga
acaacocacta
acatggtoct
goagtggagy
tgoagoagot
acgtoctgooo
coogggagta
tggggacotg
coooggaggo
ttoagotgta
aggggagoct
togtogatat
tgoacogaga
ctgactttgg
agttooooat
cggatgtotg
ACCOATYIAT
gooogoooga
ctgaggagog
CagAagooooa
goaagggoga
taaacggooa
tgacootgaa
cocaccttogg
acttottoaa
acgacggoaa
goatocgagot
agtacaacta
aggtgaactt
ACCAgoagEaa
gotacocagto
agttogtgac
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cotggagooa
gacagoagoo
gooocaagoto
ggoactggot
aacggacttg
ctggtggotg
cgogoootoa
groocgagogy
COagacgaca
Caatgtgaag
gogtgagcaag
Ccgacgtaaac
Ccaagotgaco
cgtgacocaco
goacgactto
Ccaaggacgac
gaacocgoato
gotggagtac
CAatCaRggoo
cocactacoag
cotgagoaco
gotggagtto
tgacgtoage
ggtggootac
cacgtocoaag
gotgoggoty
gaacggoaco
cttooctgoag
cgoagrggty
cotggattto
ggotgotoag
cotgogggog
gotggoacgo
Caagtggaca
gtocttoggo
ggtoaacagg
gtgoooogag
gooccactttt
gtacocagoot
ggagctgtto
caagttoago
gttoatotgo
ctacggootg
gtoogooatg
ctacaagaco
gaagggoato
Caacagooan
Ccaagatoogo
Cacocoooato
cgoocotgago
cgoogooggg
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<210>2
<211>1030
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Proteinova Src kura domaciho (Gallus gallus) s vlozenymi sekvencemi mCFP a mCit
pomoci tii linker peptida

<400>2

Het Gly Jer Jer Ly=s Jer Ly= Pro Ly= Asp Pro Ser Gln Arg ARrg Arg
3er Leu Zlu Pro Pro Asp J3er Thr Hi= Hi= Gly Gly FPhe Pro Ala Ser
21 23 2

Zln Thr Fro A=sn Ly=s Thr Ala Ala Pro ARsp Thr Hi= Arg Thr Fro Ser
3 41 435

Arg 3er Phe Gly Thr Val Ala Thr Glu Pro Ly= Leu FPhe Gly Gly Fhe
510 33 &0

=n Thr 3er Asp Thr Val Thr 3er Pro Gln Arg Ala Gly Ala Len Ala
£5 70 = =0

Fly Gly Val Thr Thr Fhe Val Ala Leu Tyr A=sp Tyr Glun 3er Arg Thr

Zlu Thr A=sp Len Fer Phe Ly=s Ly= Gly Glu Arg Len Gln Ile Val Asn
1040 105 110

A=sn Thr Glu Gly Asp Trp ITrp Len Ala Hi=s 3er Len Thr Thr Gly Gln
115 120 123

Thr Gly Tyr Ile Pro 3er Asn Tyr Val Ala Pro 3er Asp S3er Ile Gln
130 135 140

Ala Glu Glu Trp Tyr Phe Gly Lys Ile Thr Arg Arg Glu 3er Glu Arg

145 150 1355 1e0

Len Len Len Asn Pro Glu Asn Pro Arg Gly Thr FPhe Len Val Arg Gln
1E5 170 175

3er Glu Thr Thr Ly= Gly Ala Tyr Cy= Len JFer Val 3er &=p Fhe Asp
180 185 130

A=n Ala Ly= Gly Len A=n Val Ly=s Hi= Tyr Ly=s Ile Arg Ly=s Len Asp

o

Val Gly Fer Gly Gly Fer Gly Gly Het Val 3er Ly=s Gly Gln Glu Len
210 215 220

Phe Thr Gly Val Val Pro Ile Len Val Glu Len Asp Gly A=p Val Asn

225 230 235 240

Fly Hi= Arg Phe Jer Val 3er Gly Glu
2453

[T}

ly Glu Gly Asp &la Thr Tyr

o

Fly Ly= Leu Thr Leun Ly= Phe Ile
2E0

Thr Thr Gly Ly= Len Pro Val

=
= 270

Pro Trp Pro Thr Len Val Thr Thr Len Thr Trp Gly Val Gln Cy= Phe

a
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<210>3
<211>8

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> linker peptid oddélujici sekvenci mCFP na jeho N—konci od sekvence Src

<400> 3
Val Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly
1 5

<210>4
<211>11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> linker peptid odd€lyjici sekvenci mCFP na jeho C—konci od sekvence Src

<400> 4
Gly Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Gly Asp Val
1 5 10

<210>5
<211>7

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> linker peptid odd¢lujici sekvenci mCit na jeho N—konci od sekvence Src

<400> 5
Glu Phe Gly Gly ger Gly Gly
1

PATENTOVE NAROKY

1. Rekombinantni proteinovy biosenzor kinazy Src, ktery ma sekvenci SEQ ID NO: 2.

2. Nukleova kyselina kodujici rekombinantni proteinovy' biosenzor kinazy Src podle naroku 1,
nebo k ni komplementarni sekvence, nebo jeji varianta kdédujici v disledku degenerace

genetického kddu stejnou aminokyselinovou sekvenci.

3. Nukleova kyselina podle naroku 2. ktera ma sekvenci SEQ ID NO: 1.

4. Bunécnd linie zaloZena na linii SYF. majici inaktivované geny Src, Yes a Fyn, ulozené v
Americké sbirce typovych kultur ATCC pod pfistupovym cislem CRL-2459, stabilné

exprimujici biosenzor kindzy Src podle naroku 1.

5. Pouziti biosenzoru kindzy Src podle naroku 1 pro ex vivo testovani U€inku inhibitorti a

aktivatord kinazy Src, na aktivitu kinazy Src.
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6. Pouziti podle naroku 5 pro stanoveni aktivity inhibitorti a aktivatorti kindzy Src vici kinaze
Src ex vivo, pfi kterém se buiiky exprimujici biosenzor kindzy Src podle naroku 1 inkubuji s
témito inhibitory ¢i aktivatory, a metodou Forsterova rezonancniho prenosu, FRET, se stanovi
zmena stavu aktivace biosenzoru zptisobena touto chemickou latkou.

7. Pouziti biosenzoru kinazy Src podle naroku 1 pro stanoveni lokalizace a aktivity kinazy Src
v zivé buince ex vivo, pii kterém se analyzovand buné¢na linie nejprve transfekuje expresnim
vektorem s biosenzorem a nasledné se sleduje lokalizace a aktivace biosenzoru kinazy Src podle
naroku 1 metodou FRET, zejména metodou senzitizované emise akceptoru nebo metodou méfeni
doby zivota fluorescence, FLIM.

8. Pouziti biosenzoru kinadzy Src podle ndroku 1 pro stanoveni pfitomnosti inhibitord a
aktivatoru kinazy Src schopnych pronikat do bun€k v biologickém vzorku ex vivo, pfi kterém se
bunka exprimujici rekombinantni peptidovy biosenzor kinazy Src podle naroku 1 ponecha
reagovat se vzorkem a metodou FRET se stanovi zména stavu aktivace biosenzoru zplisobena
vzorkem.

9. Pouziti podle narokd 5, 6 nebo 8, kde inhibitorem je inhibitor kinazy Src s molekularni
hmotnosti < 10 kDa.

3 vykresy
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