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1.[ZANGA

Eukariotiny lasteliy proliferacija, diferenciacija ir programuotgsteliy mirtis yra
pagrindiniai hstekse vykstantys procesai, uZztikrinantys organizmo tygssi,
funkcionavimy ir mirti. Sie procesai ir juos reguliuojéin signal; perdavimas yra
realizuojami tarpbaltymiémis siveikomis. Sip reguliaciniy sistemy tyrimas yra
vienas iS pagrindinilasteks biologijos uzdavini.

Lasteks proces reguliavime svarp vaidmen atlieka augimo faktoriai, kurie
jungiasi prie 4steks pavirSiuje esaim tirozino kinazi; recepton,. Po aveikos su
ligandu receptorius tampa aktyviu ir su juo galeskauti citoplazmos molekés,
kurios silygoja signalo perdavig branduaj ir atitinkamo atsako suformavin

Signalo perdavime svagbvaidmer atlieka adaptoriniai baltymai. Sie baltymai
veikia kaip tarpininkai uztikrindamiageikas tarp skirting baltymy ir, tokiu badu,
salygodami signalo perdavim

Keletas adaptorini baltymy priklauso Nck baltym Seimai. Yra zinomas i
baltymy vaidmuo proliferacijos signalo perdavime, bet maggrinétas p veikimo

mechanizmas.

Darbo tikslas:
IStirti Nck Seimos baltymp saveika su Ras GTPazaktyvuojariu baltymu
(RasGAP).
Uzdaviniai:
Nustatyti uz Ncke. saveika su RasGAP atsakingus Nekbaltymo domenus ir
iStirti saveikos mechanizm
Ivertinti Nck Seimos baltymir RasGAP sveikos priklausomyb nuo PDGF

receptoriaug} aktyvacijos.



2. LITERATUROS APZVALGA
2.2PDGF ir jo receptorius

Ekstrahstelines signalits molekutés, tokios kaip augimo faktoriai (EGF, PDGF,
VEGF), jungiasi prie receptaritirozino kinaziy (RTK). Prisijungus ligandui vyksta
receptoriaus dimerizacija ir tirozinautofosforilinimas. Prie fosfotirozinspecifiskai
jungiasi SH2 (Src homologijos domenas) domenustysibaltymai, kurie perduoda
signah kitoms, signalo perdavime dalyvau§ams, molekums.[42] Vienas pirmju
augimo faktony yra plokstehy (trombocity) kilmés augimo faktorius PDGF.

Ploksteliy (trombocity) kilmés augimo faktorius (PDGF) pirmiausia nustatytas
kaip kraujo serumo s@étné dalis, \éliau iSskirtas iS Zmogaus trombac[tl2, 22]
PDGF yra sintetinamas daugelyjsteliy. Sintez padictja atsakg iSorinius stimulus
tokius kaip Zemas deguonies lygis, trombinas, paosgvairiais augimo faktoriais ir
citokinais. Dazniausiaiaktekje yra sintetinamos abi PDGF izoformos, A ir B, bet
reguliacija transkripciniame ir potranskripciniatggyje vyksta nepriklausomai.[12]

PDGF yra gaminamas megakariocituose irypdiferenciacijos trombocitus yra
saugomasyj a-granukse. Kraujui kreSant trombocitai agreguojasi ir degtiuoja,
PDGF pereina serum, iS serumo patenka audinius ir dalyvauja Zaizdgijimo
procesuose pritraukdamas makrofagus ir inicijuodabsdeks proliferacia.[29]

PDGF dalyvaujajvairiuose #4steliniuose procesuose reguliuodamasteliy
proliferacip, augimy, chemotakis Yra svarbus embrioninio vystymosi metu, apsaugo
lasteles nuo apoptég, dalyvauja Zaiad gijimo procesuose. Per didelis PDGF
aktyvumas gali sukelti padiflisia lasteliy proliferacip ir iSsivystyti jvairis wziniali
susirgimai (sarkoma, glioma), taip pat fibéezateroskleraz[12, 13, 22, 37]

Siuo metu yra zinomos keturios PDGF izoformos: ACBir D. A ir B izoformy
genai yra iSsiéste 7 ir 22 chromosomose, atitinkamai. Abu turi 7 egma pirmas
koduoja signalin seky, 2 ir 3 — koduoja iSkerpamas iS pirmtako sekas; 8 —
didziaja dal baltymo, 7 egzonas daugiausia yra nekoduojantiegfonas iS B
grandires yra iSkerpamas brendimo metu, tuo tarpu A grangaii turti Sio egzono
koduojama sely arba ne. PDGF-C ir PDGF-D genai yra 4q32 ir 11822.
chromosomose, atitinkamai. PDGF-C genas turi 6 mgzdPDGF-D — 7.[12, 16]

Polipeptidires grandigs yra sintetinamos kaip pirmtakai, kurie patiriatpolitin
procesing. Susiformuoja subrendusios moledall A ir B izoformos sudarytos iS 100

amino 6g&¥iy liekany ir savo sekomis identiSkos 60%.[13] C ir D polipdai



sudaryti iS5 323 ir 348 aminoig&iy liekany, atitinkamai, ir pasizymi 43% sek
homologija.[16]

PDGF augimo faktoriai jungiasi prie PDGF tirozinm&zs receptoriaus. PDGF
poveikis PDGF receptoriui yra reguliuojamas augfaidoriaus gveikos su matrikso
komponentais bei tirpiais baltymais (pvz., PARGF-Associated tein)).

Yra du PDGF receptoriai; PDGHR-170 kDa ir PDGFR3 180 kDa. a
receptoriaus genas yra lokalizuotas 4912 chromogmw  receptoriaus - 5
chromosomoje.[12]

PDGF receptorius yra transmembraninis polipeptidasstrahsteline dalis yra
sudaryta iS penlgii imunoglobulinus panasidomen ir atsakinga uZ receptoriaus
saveika su ligandu. Transmembraéidalis yra sudaryta iS hidrofobinamino Gg&iu
sekos, kurios C-gale yra kelios hidrofésramino figStys. Transmembrardndalis
igalina receptoti migruoti membranoje lateraliai. Vididtelincje dalyje yra
priemembraninis domenas, tirozino kidazdomenas atsakingas uZ receptoriaus
saveika su kitomis signalimis molekuémis ir C-galo domenas vadinamas

receptoriaus uodega.(Pav.1.)[12, 22]
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Pav.1. PDGF receptoriausp struktara ir su jo fosfotirozinais sgveikaujantys

baltymai.

Receptoriai gali funkcionuoti kaip homoeo( ir Bp) ir heterodimerai of3), kurie

pasizymi skirtingu specifiSkumu ligandui.[22] PDGF ir B jungiasi prie PDGF



receptony a ir B kaip, disulfidiniais tilteliais sujungtos, homorba heterodimeriis
molekuks (PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB), o C ir D izoformosk tkaip
homodimerai (PDGF-CC, PDGF-DD). Prisijungus ligandeDGF receptoriaus
molekuks dimerizuojasi. AA, AB ar BB ligand prisijungimas slygoja PDGF
receptoriausua, off ar B dimem susiformavim. PDGF-CC homodimeras jungiasi
prie PDGFe ir salygoja homodimeraia susiformavin, bet nesijungia prie PDG--
Taip pat gali aktyvuoti PDGEf heterodimar susidarym. Tuo tarpu PDGF-DD
aktyvuoja tik PDGHB homodimeg ir PDGFaf heterodimes, bet neaktyvuoja
PDGF#a.[12, 16, 22] Ligando prisijungimui yra svarbiatigis, labiauj iSore nutok,

i1 imunoglobulinus pana$ domenai. $/eika tarp dviej receptoriaus polipeptidini
grandiniy yra inicijuojama ligando prisijungimu, o stabiliama per ketvidji i Ig-
panag domemn. Ligando-receptoriaus kompleksas yra stabilizugantiesiogiiés
saveikos tarp receptari[12, 13]

Po ligandu indukuotos receptoriaus dimerizacijos kst receptoriaus
citoplazmirgje dalyje esafiy tiroziny autofosforilinimas. Autofosforilinimas atlieka
dvi svarbias funkcijas. Tirozip esadiy kinazs domene, fosforilinimasakygoja
katalitini aktyvuny, o fosforilinti tirozinai, esantys uz kinée domeno reikalingi
receptoriaus gveikai su SH2 domen turinéiomis citoplazmigmis molekuémis.
PDGF receptoriaugd tirozino kinazs aktyvumui ir aktyvumo palaikymui yra
reikalingas tirozino Y857, es&io antrajame kinazs domene, fosforilinimas. Siuo
metu yra zinoma 12 tirozinesagiy priemembraniéie dalyje, intarpe ar uodegoje
atsaking uz signalo perdavimkitoms citoplazmiams molekutms. Per 30 min. po
stimuliacijos receptorius endocituojamas ir palaips degraduojamas lizosomose.
[12, 13, 18]

Daugiau nei 10 SH2 domemurin¢iy molekuliy specifiSkai jungiasi prie skirting
PDGFR fosfotirozin. Saveikos specifiSkump uztikrina 3-6 amino tg&iy liekanos
esagios uz fosfotirozino.[13] Kai kurie baltymaiageikaujantys su PDGHR
pasizymi fermentiniu aktyvumu. Tai PkCkuri jungiasi prie pTyr 1021 ir 1009,
PI3K jungiasi prie pTyr740 ir751, tirozino fosfata8HP-2 — pTyr1009 ir pTyr763,
RasGAP — 771, Src Seimos tirozino kiemz— pTyr579 ir 581. Kiti baltymai
nepasizymintys fermentiniu aktyvumu yra Grb2, kuss/eikauja su PDGFR
pTyr775,716, Grb7 — pTyr775, 716, Shc — 751, 77378. Prie PDGFR pTyr579,
581 ir 775 taip pat jungiasi transkripcijos faktprStat Seimos nariai.(Pav.1.)



Kiekviena SH2 domepntalpinanti moleku, kuri jungiasi prie PDGFR inicijuoja
skirtinga signalo perdavimo keli(Pav.2.)[8, 12, 13, 30]
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Pav.2. Signalo perdavimas PDGF receptoriung.

Trys dimerits PDGFR kombinacijos perduoda panaSius, bet nésttest
lastelinius signalusa ir B heterodimerai perduoda mitogeninius signalugialayra
skirtumaijtakojant aktino filament sistem.  receptorius aktyvuoja chemotake a
receptorius lygiju raumem lastekse ir fibroblastuose chemotakslopina. Abu

receptoriai slygoja viduhstelinio C&* koncentracijos padifima.[12, 13]
2.2. Signalo perdavimas PDGF receptorifmi
2.2.1. Fosfatidilinozitol 3-kinaz

PI3K Seimos nariai, kurie jungiasi prie ir yra akipjami tirozino kinaai
receptony yra sudaryti iS reguliacinio subvieneto p85 iraiiinio subvieneto p110.
p85 subvienetas sudarytas iS vieno SH2 domeng jurgiasi prie pYXXM motyvo.
Prisijungus PI3K prie PDGHR ji yra fosforilinama ties Tyr508. Patieika slygoja
konformacinius pok§ius, kuryp pasekoje padiga p85 subvieneto Kkatalitinis
aktyvumas. PI3K substratas yra fosfatidilinozitgh-dlifosfatas [P1(4,5)8, kuris yra

10



fosforilinamas iki fosfatidilinozitol 3,4,5,-trifdato [PI(3,4,5)B]. Yra keletas
skirtingy PI3K efektorinyy molekuly. Tai serino/treonino kings Akt/PKB, kuriomis
yra perduodamas antiapoptotinis signalas, PKC &maoai €, 5, (), p70 S6 kinag,
JNK, mazosios Rho Seimos GTERsz yp& Rac, kuris yra svarbus aktino
reorganizacijos ir chemotaksio procesuose. (PdRdv)2.) PI3K medijuoja daugyb
skirtingy lasteks atsalf i skirtingus ekstrabktelinius signalus, tai aktino

reorganizacija, chemotaksigsteks augimas ir antiapopté18, 12, 13, 42]

2.2.2. Fosfolipaz Cy

Fosfolipaz Cy yra sudaryta iS dvigjSH2 ir vieno SH3 domemn Fosfolipazs Cy
substratas taip pat yra PI(4,5)B0 produktai yra inozitolo 1,4,5,-trifosfatas,riku
iSleidzia viduhstelin C&* i§ endoplazminio tinkla citoplazm, ir diacilglicerolis
(DAG) aktyvuojantis PKC Seimos narius. Prisijungpse PDGF receptoriaus
pY1021 PLG yra fosforilinama ir padiga jos katalitinis aktyvumas.(Pav.1.) Pilna
PLCy aktyvacija priklauso nuo PI3K. PI3K substrato prkis PI1(3,4,5)Pjungiasi
prie PLGy PH domeno ir tokiuidu inkaruoja fermeatmembranoje. PL€dalyvauja
fosfatidilcholinui specifigs fosfolipazs D (PLD) aktyvacijoje. Po PLD veiklos
susiformuoja fosfatidié riagstis, kuri alosteriSkai aktyvuoja PkGr gali dalyvauti
mitogeniniame atsakeji PDGF stimuliaci. PLCy dalyvauja N&H® main
aktyvacijoje nuo C# ir PKC priklausomu mechanizmu.(Pav.2.) RL@era hitina
lasteks augimo ir judrumo stimuliacijai, ¢mu kai kuriy tipy lastekse galijtakoti
Siuos atsakus.[10, 12, 13, 42]

2.2.3. Src tirozino kinaz

Tirozino kinazy; Src Seimos nariai sudaryti iS vieno SH3, vieno SHétalitinio
domen. C galirgje dalyje yra tirozino Y527 liekana. Kai C-galo ominas
fosforilinamas, jis sveikauja su Src SH2 domenu ir inaktyvuoja kigiaRrisijungiant
Src prie PDGF receptoriaus pTyr579 ar pTyr581 ye#osforilinamas C-galinis Src
tirozinas ir Src aktyvuojama. Aktyvi Src indukuo@amyc geno ekspresij kuri
reikalinga petjimui per G1 faz. Src dalyvauja perduodant mitogenatisaly PDGF
receptoriumip. Tuo tarpu Src prisijungimas prie PDGF recepta@iawnéra svarbus
mitogeniniam atsakui.(Pav.1.)(Pav.2.)[12, 13, 30]
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2.2.4. Adaptorinis baltymas Grb2

Grb2 (Gowth factor keceptor_bund 2) yra nematodo Caenorhabditis elegans
baltymo Sem-5 homologas. Grb2 yra adaptonmlekuk sudaryta iS vieno SH2 ir
dvieju SH3 domen. SH3 domenai suriSa Sos, SH2 domenai reikalimgidginiam
adaptoriaus prisijungimui prie PDGF receptoriausaanetiesiogineiaveikai per Shc
ar SHP-2. Grb2 SH2 domenas afgé& pYXNX motyw. PDGFR tokie motyvai yra
du. Vienas tie Tyr716, kitas ties Tyr775.(Pavl.)giaineé Grb2 funkcija yra
aktyvuoti Ras glygojant RasGDP virtimp | RasGTP. Aktyvuotas Ras jungiasi prie
serino/treonino kinas Raf-1, kuri aktyvuoja MAP kinazikaskad dalyvaujadia
lastebs augimo stimuliacijos, migracijos, diferenciacijpsocesuose.(Pav.2.)[3, 12,
13, 17]

2.2.5. Tirozino fosfatazSHP-2

SHP-2 tai 70 kDa tirozino fosfatazudaryta iS dviegf SH2 domen reikalingy
saveikai su fosforilintais tirozinais, o Siageika reikalinga pilnam katalitiniam
aktyvumui. Pagrindié Sio baltymo funkcija yra neigiama PDGF receptasiaignalo
perdavimo reguliacija defosforilinant jo autofoslatus tirozinus. Uz SHP-2aseika
su PDGFR yra atsakingi receptoriaus fosfotirozinai pY10Q9 piY763.(Pav.1.)
Prisijungus prie receptoriaus yra fosforilinami SRIRrozinai ir fosfataz gali atlikti
adaptoriaus funkcij suriSdama Grb2/Sos ir tokiu adu dalyvaudama Ras
reguliuojamoje MAP kinazi kaskados aktyvacijoje. Kita svarbi Sios fosfagaz
funkcija yra Src tirozino kinagi aktyvacija defosforilinant Src C-galin
tirozina.(Pav.2.)[12, 13]

2.2.6. Transkripcijos faktoriai Stat

Stat baltyna Seiny sudaro 7 nariai. Statl, 3¢,558 ir 6 jungiasi prie aktyvuoto
PDGFR3 ir yra fosforilinami. Po tirozino fosforilinimo &t dimerizuojasi ir
translokuojamag branduaol kur jungiasi prie DNR ir veikia kaip transkripcgo
faktorius. Stat molekabs yra svarbios signalo perdavimui citokineceptoriais. y

vaidmuo signalo perdavime PDGF receptoriugrtarzinomas.(Pav.1.)[12, 13]
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2.2.7. Mitogem aktyvuotos proteino kinag

Mitogeny aktyvuotos proteino kingz (MAPK) tai serino/treonino kinaziSeima.
Sios kinazs yra aktyvuojamos veikiarivairiems iSoriniams stimulams pgrairius
receptorius (PDGFR, EGFR, FGFR), dalyvauja daugelsignalini keliy. Sie
signaliniai keliai randami daugelyje eukariotimmrganizmy ir sudaryti is trip pakop:
MAP kinaz (MAPK) yra aktyvuojama MAP kinas kinazs (MAPKK), kuria
aktyvuoja MAP kinags kinazs kinaz (MAPKKK). Sis tripakopis veikimas galitbi
reguliuojamas tiesiogiai GTP surigan ir hidrolizuojartiu baltymu, GTPaze (pvz.,
Ras) arba netiesiogiai — kai GTRaaktyvuoja tarpin, sistema kontroliuojartia
kinaz. MAP kinazi stimuliacija alygoja transkripcijos aktyvagij

MAP kiaziy Seima yra skirstomatris poSeimius: ERK (ekstrgdteliniy signaly
reguliuojama kina®), SAPK/JINK (streso aktyvuota proteino kigaz-Jun N galig
kinaz) ir p38. Visos MAPK yra fosforilinamos ties Thr-Ryr motyvu, esagiu VI
kinazs subdomene.[42, 50]

MAP kinazi sistemos yra aptinkamos tiek nése, tiek ir stuburiniuose. Migde
yra aptiktos penkios tokios sistemos veikias nepriklausomai viena nuo kitos ir
reguliuojargios atskirus viduistelinius procesus. Stuburiniuose atrastos bergt try
sistemos dalyvauj&ios daugelio procesreguliacijoje ir @ra susijusios su vieno
konkretaus proceso reguliacija.[42, 50]

Geriausiai iStirtas yra ERK posSeimis. Tai pirma &ah atrasta stuburiniuose
organizmuose. Jis dalyvauja signatia kaskadose sudarytose iS Raf, MEK1/MEK2
(MAPK/ERK kinaz) ir ERK1/ERK2. Raf yra aktyvuojamas fosforilinant PKC ar
kitais baltymais ir gveikaujant su RasGTP ir 14-3-3 baltymais. Raf taanpr
asocijuoja ir fosforilina MEK. MEK savo ruoztu fasflina ERK ties tirozino ir
treonino liekanomis Thr-Glu-Tyr motyve ir tokiwtu aktyvuoja ERK. ERK kina&s
gali bati aktyvuojamos ir nuo Ras bei Raf nepriklausomiiukeeguliuojant PKC.
Fosforilinimas, bet ne katalitinis aktyvumas yrakaiingi ERK translokacijaii
branduol. Aktyvus ERK fosforilina daugel baltymy, tokiy kaip transkripcijos
faktoriai ir Kkiti branduolio baltymai (EIk1 - trimedo komplekso faktorius (TCF),
cMyec, c-Fos). Sis signalinis kelias yra aktyvus nodiferuojartioje lastekje ir yra
stimuliuojamas mitogeniniu signalu. FibroblastudsRK silygoja i¢jima i lasteks

cikla reguliuodamas ciklino D1 transkripgijj42, 50]
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SAPK/INK medijuoja atsakug lasteks streg. SAPK/IJNK poSeimis yra
fosforilinamas ir tokiu bdu aktyvuojamas dvigubo specifiSkumo treonino-imoz
kinaze SEK1 (SAPK/ERK kin&zl) ir MKK7 (MAPK kinaze 7). MKK7 aktyvuoja
JNK specifiSkai. SEK1 galititi aktyvuotas MEK kinagmis (MEKK). Kas aktyvuoja
MEKK néra Zinoma, manoma, kad tai PaR{f#**?activated knase) kinag, kuri
tiesiogiai gveikauja sui Ras panasSiu baltymu. Uz JNK kaskados kinaityvacip
yra atsakingi baltymai Racl ir Cdc42. JNK substrgta transkripcijos faktoriai c-
Jun, EIk-1 ir ATF-2. JNK fosforilina Siuos faktogur taip padidinay transkripcin
aktyvum. [42, 50]

Zinduoliy lastekse buvo nustatytas pastolinis baltymas JIPMKEdnteracting
protein 1), kuris stabdo JNK translokacij branduoj ir slopina JNK aktyvuat
apoptoz. JNK ir ERK pasizymi prieSingu poveikiu reguliunjaapoptoz. [42, 50]

p38 yra Saccharomyces Hoglp baltymo homologas.pp38imio baltymai gali
buti stimuliuojami osmosinio Sokaakygomis. p38 fosforilinama MKK3 ir MKK6, o
jos savo ruoztu galiti aktyvuojamos MTK1 (nuo MAP nepriklausoma kigal) ir
TAK1 (TGF (Transformuojantis augimo faktorius 1) aktyvuotmaze 1). p38
substratas yra MAPKAP2 (MAPK aktyvuota proteinodai 2), kuri po to fosforilina
Siluminio Soko baltyra Hsp25/Hsp27. PCladtekse p38 indukuoja apoptgzkitose
lastekse apsaugo nuo apopiesz[42, 50]

ERK, SAPK/JINK ir p38 veikimas priklauso nuo kontekd asteliy sugeljimas
iSgyventi ar patirti apopt@zpriklauso nuo MAP kinaai signaliniy keliy santykio.[42]

2.3. Kitos signalo perdavime dalyvaujays molekuts
2.3.1. Ras ir Ras GTPaaktyvuojantis baltymas

Ras baltymas dalyvauja daugelyjesteks proces tokiy kaip proliferacija,
diferenciacija, apopt@z migracija. Tai 21 kDa mazasis G baltymas turi@iBPazin
aktyvumy reikalinga jo funkcijai atlikti. Yra Zinomos trys Ras izofoos: Kirsten-Ras,
Harvey-Ras ir N-Ras, apibendrintai vadinamos p2lRaslu. Ras baltymai yra
lokalizuoti plazmirgs membranos citoplazniéje dalyje.[45]

p21Ras baltymai ima dviejp basen:: neaktyvi — prisijungus GDP ir aktyvi —
prisijungus GTP. GTP prisijungimasalggoja konformacinius pokyus, kurie

uztikrina Ras baltynp saveika su efektoriémis molekuémis. Po gveikos su
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efektoriumi, pastarasis aktyvuojamas ir signalaspgrduodamas kitoms signains
molekukms. Nors 4stekje yra Zymiai daugiau GTP nei GDP, GDP nuo Raskedi
disocijuoti, nes RasGDPyeika pasizymi dideliu giminingumu. GDP/GTP reakcij
stimuliuoja guanino nukleotido maijrfaktoriai (GEF baltymai): Vavl, Sqgson o
Sevenless), Pix. GERgeikauja su RasGDP, GDP iSsilaisvina jo vieta prisijungia
GTP. Ras baltymai yra inaktyvuojami dalyvaujant ®Aa® (GTPaz aktyvuojantis
baltymas), kuris padidina Ras GTPazaRktyvuny.[45]

Prie aktyvuoto tirozino kinas receptoriaus fosfotirozino jungiasi adaptorinis
baltymas Grb2 ar SHC/Grb2 kompleksas, kuris pridi@uSos. Susiformuoja
receptoriaus-Grb2-GEF kompleksas. Tada Sos stigjaliuRasGDP virtim |
RasGTP. Ras galitii aktyvuojamas netiesiogiai per Src tipo tirozikimazes. Po
aktyvacijos Ras perduoda siggpal pasrovigms efektoriégms molekutms.
Caenorhabditis elegans, Drosophila ir Zmogaus Ragogiai jungiasi ir aktyvuoja
Raf proteino kinag, Raf fosforilina ir aktyvuoja MEK, kuri fosforilia ir aktyvuoja
MAP kinazes Erkl ir Erk2. Aktyvios Erk translokumjasi branduoj kur fosforilina
ir reguliuoja tam tikg transkripcijos faktor aktyvuny.(Pav.2.) Kaip yra stabdomas
Ras signalizavimas éma gerai Zzinoma. Manoma, kad Raf/MAP kinpZaskada
fosforilina Sos ir tokiu bdu sukelia Sos-Grb2 komplekso disociacijKitas
mechanizmas galiiiti, kad prisijungus Grb2-Sos prie receptoriaus akgyvuojamas
RasGAP.[13, 42, 45]

GAP (GTPaz aktyvuojantis baltymas) baltymai atlieka neigiar@baltym;
reguliatoriaus funkcy. Jie aveikauja su daugybedteks faktoriy ir yra alosterisSkai
reguliuojami kovalentiémis ir nekovalentiamis sveikomis.[44]

p120GAP (Ras GTPazaktyvuojantis baltymas, dar vadinamas RasGAP) yra
pliai ekspresuojamagvairiose hstekse. Gali lati jvairios Sio baltymo izoformos.
Pagrindit RasGAP katalitia funkcija yra vykdyti GTP hidroliz Ras, R-Ras ir Rab5
baltymuose. RasGAP jungiasi prie Ras efektorinioneioo, todl manoma, kad
RasGAP gali atlikti ne tik GTPazaktyvuojartia funkcija, bet ir kiti Ras efektoriumi.
Buvo parodyta, kad p120GAP specifiSkai dalyvauja Reedijuoto JNK signalinio
kelio aktyvacijoje bei gali dalyvauti kituose, neA kinazi, signaliniuose keliuose
reguliuojamuose Ras.[25, 40, 43]

Kaip ir kiti GAP baltymai, p120GAP turi domenrirstrukiira. C-gale yra RasGAP
domenas (katalitinis domenas) sudarytas iS ~334@mp<iy, N-gale yra du SH2

domenai, o tarpyj isitergs vienas SH3 domenas. RasGAP domenas #tiads ir
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pakankamas GTP hidrolizei.[44] Tuo tarpu SH2 ir Sld8nenai yra reikalingi pilnam
katalitiniam aktyvumui. Tarp vidinio SH2 ir katafito domem yra PH (plekstrino
homologijos) domenas, kuris reikalingagzeikos tarp Ras ir RasGAP reguliacijai ir
Cd”* bei lipidus suriSantis domenas, kuris gaitilreikalingas sveikai su vidiniu
plazmires membranos pavirSiumi. N-gale yra prolinu turtisg&a reikalingaaveikai

su Src kinazj Seimos nariais.(Pav.3.)

SH2  SH3 SH2 PH Rap

Pav.3. Ras p120GAP baltymo strukiros schematinis vaizdas.

Manoma, kad efektyviai RasGTP hidrolizei plazasinmembranos vidiniame
pavirSiuje vykti yra latina p120GAP sveika su kitais faktoriais. Tai galiib jvairis
receptoriai, pavyzdziui, PDGFR, EGFR ir kt. ¢laal, yra mazai zinoma apie
p1l20GAP ir aktyvuoto receptoriaugveikos mechanizmir apie baltymus, kurie
medijuoja GAP jungirasi prie specifinio receptoriaus. p120GAP SH3 ir Siétnemn
iSsickstymas vienas Salia kitoalggoja swveikos su signaligmis molekuémis
vairowg. Dél GAP sveikos su skirtingomis molekirhis, jis gali jeiti i jvairius
kompleksus bei iSsédtyti jvairiuose 4steks kompartmentuose priklausomai nuo
komplekso komponent koncentracijos, kuri gali priklausyti nuaskeks tipo ir
amziaus.[25, 45]

RasGAP per savo SH2 domenus jungiasi prie aktyvirRidGFf receptoriaus
pTyr771 (Pav.l.), bet nesijungia prie PDGF+eceptoriaus. Prisijungus prie
tirozinfosforilinto receptoriaus vyksta RasGAP fa#iinamas ir konformaciniai
pokyciai reikalingi, kad SH3 domenagith prieinamas kitoms molekirhs, bet ara
Zinoma, kad fosforilinimagiakoty RasGAP aktyvum(Pav.2.)[12, 13, 29, 43, 44] Kai
RasGAP yra fosforilintas ties Tyr460 jigveikauja su Src Seimos nariais Lyn, Fyn ir
Yes. Tuo tarpu RasGAP-Sraweika nevyksta, kadangi Src patgvaikauja su
aktyvuotu PDGFR3.[35, 40]

RasGAP taip pataseikauja su Kkitais signaliniais baltymais tokiaiaigk p190
RhoGAP, p62Dok. pl120RasGAP perneSa kompleksksiriy suckti jeina p190
RhoGAP ir p62Dok prie aktyvugttirozino kinazy, tai rodo, kad RasGAP atlieka ir
kitas funkcijas nesusijusias su neigiama Ras ragijgi.[40, 43]
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2.3.2. Adaptorini baltymy Nck-a ir Nck-B vaidmuo signalo perdavime

Pirma karta nck genas buvo iSskirtas iS Zzmogaus melanomos cDNRotakos.
Nck baltym; Seimai priklauso du Zmogaus baltymai, Nck-ir Nck43/2, du pets
lastekse - mNcke ir mNck$/Grb4 ir vienas Drozofiloje - Dock. Nck-ir Nck-
pasizymi 68% aminoig<iy homologija. Abu Nck baltymus koduoja skirtingi gen
nck-o genas yra lokalizuotas 39q21 chromosomojaclef — 2g12. Nck baltymai yra
47 kDa citozoligs molekuts sudarytos iS tj SH3 (Src homologijos domenas) ir

vieno SH2 domenir nepasizymitios katalitiniu aktyvumu.(Pav.4.)[3, 5, 17]

SH3 | SH3 I SH3 1l SH:
r = = ==
N 7z Y
5 o
S 2R BE9a S
@R eHEQTQ
5 TAW o
5 A A
B N

Baltymy Geny ekspresija  Aktino DNR sinte2
degradacija Transliacija citoskeleta

Pav.4. Nck baltymy struktaros schematinis vaizdasSH3 domenai ské&iuojami
nuo N galo. SH3 | — pirmasis SH3 domenas, SH3 #ntrasis, SH3 Il — tasis.
Zvaigzdutmis pazyngti baltymai gveikaujantys tik su Nclg-

Abu baltymai yra ekspresuojami daugelyjstéliy, bet p ekspresija toje @#oje
lastekje skiriasi.[1, 3] Pagrindin adaptoring baltymy funkcija yra per savo SH2
domen, prijungti lasteks pavirSiaus receptorius prie Kitsignalo perdavime
dalyvaujatiy molekuliy, kurios aveikauja su adaptariSH3 domenais.[5, 6]

Nck Seimos baltymai jungiasi prie daugelio augiraktdriy receptony, tai EGFR
(Epidermal_Gowth Factor_Receptor), VEGFR _(¥scular_Edothelial Gowth Factor
Receptor). [1] Tyrimaisin vitro buvo parodyta, kad Nok ssveikauja su PDGF
receptoriaugs (Platelet-Derived _Gowth Factor Receptor) pTyr 751, 740, 771, 1009,
0 Nck su pTyrl009.(Pav.1.)[1, 2, 3, 5, 6, 8, 9, 11] Tagou S. Frese ir koleg
tyrimai rodo, kad abu Nck galiageikauti su PDGFR Y1009, bet & vienas
nesijungia prie Y751.[46] Po stimuliacijos auginaktoriumi Nck yra fosforilinamas

17



ties tirozinu, treoninu ir serinu. Nck taip pat ysforilinamas atsakgforskolino ir
forbolo esterio poveik Tai rodo, kad jis gali iiti substratu citozoliems Ser/Thr
kinazzms, tokioms kaip proteino kindzC (PKC) ir proteino kinaz A (PKA, nuo
cAMP priklausoma proteino kin&g Kai kurie autoriai teigia, kad Nck gali jungtis
prie PDGF receptoriaus tiesiogiai arba per Dok @QCS3 ($ippressor OCytokine
Signaling 3) baltymus.[9, 24] Nck baltymai per seé&H2 domen taip pat gveikauja
su tirozinfosforilintais citoplazminiais baltymai$ai insulino receptoriaus substratas-
1, Src, p62Dok, FAK, SLP-76.[2, 3, 5, 6, 17] Vienassvarbiausi Nck partnen
saveikaujargiy su Nck SH2 domenu yra Dok @vnstream btrosine_knase). Tai 62
kDa su RasGAP asocijuojantis fosfotirozininis badgs. Po EphB1 ir EphB2 tirozino
kinazs recepton stimuliacijos formuojasi kompleksaskurio sucti jeina Nck, su
Nck gsveikaujanti kinaz (NIK), Dok-1, RasGAP ir nezinomas 145 kDa
fosfotirozininis baltymas. Manoma, kad Dok-1 pevs&#H domea saveikaudamas
su fosfolipidais pritraukia Nck ir su Nckaweikaujagius baltymus prie plazmés
membranos.[3, 5, 19]

Daugelis kit; baltymy saveikauja dazniausiai su visais trim Nck SH3 domenai
kai kuriy baltymy atveju papildomai reikalingas ir SH2 domenas.(Pa\Kokia tokiy
saveiky reikSne néra zZinoma. Daugelis baltym saveikauja su abiem Nck
izoformomis, tai WASP, Sos, Abl, dinaminas, Pal&$S41 ir kt. Tiek Nck, tiek ir
Nckp susijungs su v-Abl, Ha-Ras ir Sos reguliuogsteliy morfologija ir indukuoja
geny ekspresy per transkripcijos faktogi EIk1. Duomenys apie Nck dalyvavam
Ras/MAPK kaskados aktyvacijoje yra labai prieSwgitivieni autoriai teigia, kad Nck
baltymai nedalyvauja Ras/MAPK signalizavime, kadamick negtakoja ERK
aktyvacijos atsakeg EGF stimulus [1, 17]. Tuo tarpu kiti autoriai teig kad
nestimuliuotose augimo faktoriumastekse Nck lokalizuodamas Sos membranoje
aktyvuoja Ras ir ERK.[3, 27] Tokie priestaringi doenys gali kilti @&l to, kad Nck
néra labai giminingas Sos ir tyrimai dazniausiai eifimi padidinus Nck ar jo
mutant; ekspresij. Nck sveika su dauguma baltymyra pastovi. Su kai kuriais,
PxxP motyw turinéiais, baltymais, tokiais kaip PAK, PRK2, WASP, PIN&veika
yra indukuojama ir vyksta per Nck SH3 doméh, 6, 28] Esant skirtingam
receptoriaus kiekiui, jis gali jungtis prie skirgup Nck-efektoriaus kompleks Nck-
efektoriaus kompleksai galiib tokie: Nck-Pakl1-PIX-GITI, Nck-Pak3, Nck-Prk2,
Nck-NIK, Nck-WASp, Nck-WIP, Nck-NAP-1, Nck-DOCK18Wck-PINCH. Visi Sie

kompleksai potencialiai gali sujungti savo aktyvate su aktino citoskeletu bei
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salygoti lasteliy migracip, adhezij, endocitoz, vystymasi, proliferacip. Atskirg
kompleks, susidarymas iS dalies priklauso ngstéks tipo. Pavyzdziui, Nck-WASP
kompleksas dominuoja hematopoése hstekse, o Nck-NIK — neuronise
lastekse.[6]

PAK1 jungiasi prie Nck SH3 domen Yra Zinoma, kad PAK1l Seimos
serino/treonino kinaxs yra aktyvuojamos prisijungiant prie aktyviRho Simos
GTPaziy Cdc42 ir Rac (prisijungusiGTP). Nck pritraukia PAK1 prie aktyvupEGF
ir PDGF receptoi. PAK1 lokalizacija membranoje alygoja MAP kinazi
SAPK/INK kaskados aktyvagij PAK1 siveika su Nck yra reguliuojamasteks
adhezijos. Paabkteks atkibimo kompleksas suyra ir greitai atstatonapgkartoties
adhezijos prie ekstrgdtelinio matrikso.[3, 6, 17, 28]

Nck-Prk2 kompleksas gali perduoti sign&ho-aktyvuojamu signaliniu keliu. Si
saveika taip pat svarbi aktino citoskeleto reguliacjp]

Aktino citoskeleto organizacijoje kritirvaidmer atlieka WASP (Wiskott-Aldrich
Syndrome Protein) Seimos baltymai. Aktyvuotuosériidcituose Nck medijuoja nuo
fosfotirozino priklausomo komplekso susirinking kurio sucttj jeina WASP, Nck,
SLP-76 ir SLAP (su SLP-76 asocijuojantis baltymagjtymai.[3] Nci ir Grb2
salygoja N-WASP aktyvac§, o N-WASP savo ruoztu indukuoja aktino
polimerizacip.[15, 23]

Neseniai buvo nustatytaweika tarp Nck ir Ras GTPag aktyvuojargio baltymo
(RasGAP arba p120GAP), bet Siawaikos mechanizmas ir biologirreiksne néra
Zzinomi.[3, 4, 11, 17]

Nck-a. ir Nck-f jungiasi prie insulino receptoriaus, kuris galiguguoti
efektoriniy Nck-o molekuliy aktyvuma. Sam68, prie RNR prisijungiantis baltymas,
saveikauja su Nclke ir turi biti substratu insulino receptoriui. Sam68 turi dalyti
nuo Ncke priklausomoje baltym transliacijoje tiesiogiai nukreipdamas spedcifin
MRNR i ribosomas per molekulirkompleka MRNR-Sam68-Nckx-elF23. Nck-a
saveikauja su eukariatiniciacijos faktoriumi 3, kuris yra elF2 komplekso, atsakingo
uz baltymy sintezs iniciacip, komponentas. Nck- ir elFZ3 lokalizuojasi
ribosomose, kuriose jlygis yra reguliuojamas insulino.[26]

Siuo metu yra Zinoma tik keletas baltymspecifiskai sveikaujagiy su
NckB.(Pav.4.) Tai PINCH ir DOCK180, kurie reikalingi tako citoskeleto
reguliacijoje.[1, 6] PINCH (for Particularly Intestng New Cys-His Proteins)
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baltymas yra sudarytas iS pemkLIM domen; ir dalyvauja isteks adhezijos
procesuose. PINCHygeikauja su ILK (Integrin-Linked Kinase). Nustatytad Ncif
specifiSkai gveikauja su ketvirtuoju PINCH baltymo LIM domenur@avo tréiaji
SH3 domen. Manoma, kad PINCH funkcija yra sujungti ILK suk$d3] Per savo C
galini ir vidurini SH3 domenus N¢k jungiasi prie DOCK180, kuris dalyvauja
integring  signalizavime ir aktyvuoja Rac, kuris indukuojasteks migracij.[6]
Tyrimais in vivo buvo parodyta, kad, prieSingai nei N¢ckNck blokuoja PDGF
indukuoty aktino polimerizacg.[2] Nesenai buvo nustatyta, kad Nckveikauja su
FAK (Focal Adhesion Kinase), kinaze lokalizuota &ipodijose, filopodijose ir

dalyvaujasia lasteks juckjimo reguliacijoje.[14]

2.4. Tarpbaltyminesaseikas uztikrinantys domenai

2.4.1. SH2 domenai

Specifires baltymy saveikos, gveikos su kitomis molekéimis, tokiomis kaip
fosfolipidai ar nukleino @gStys yra svarbios organizuojardsteks funkcijas ir
duodant specifinatsalq i iSorinius signalus. §eikos domenai, specifiniai motyvai
uztikrina eukariotini Iasteliy funkcing jvairove.[21]

Src homologijos (SH) domenas 2 buvo nustatytasvetrso onkobaltyme v-Fps
kaip 100 aminoug&iy seka, kuri atsakinga uz baltymaveika su kitais baltymais ir
v-Fps katalitinio aktyvumo reguliagij Véliau SH2 domenas buvo nustatytas
nereceptorinj tirozino kinazi; reguliaciniuose regionuose.éNau ir negiminingose
signalirese molekuise, tokiose kaip PL{z RasGAP, PI3K p85 subvienete.[21]

SH2 domen suformuoja dvin spiraks @A ir aB) tarp kuriy yrap klosié (BB, BC,
BD). Suformuojama teigiamakrauta kiSea vienoje klosks pusje, kuri uztikrina
saveika su motyvu. Kita gveikos kiSen yra atsakinga uzaseika su amino figstimis
esartiomis +3 pozicijoje nuo fosfotirozino.a8eikos specifiSkump uztikrinaj C gah
nuo fosfotirozino esais 3-6 aminoirgstys.[21, 47, 48]

Skirtingy baltymy SH2 domenai atpgta tik specifinius pTyr motyvus. Pvz.,
Grb2 SH2 specifiSkai jungiasi prie pTyr-Ise/Val-AXnmotyvo kuriame kritig yra
hidrofobire amino figStis +1 pozicijoje ir asparaginas +2 pozicijojec $irozino

kinazs SH2 domenas specifiSkai jungiasi prie pTyr-Glu-G¢ motyvo.[17, 21]
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Nck Seimos baltymp SH2 domenas priklauso | grigpSeimai, turitiiai aromatir
amino agst fenilalanirg BD5 pozicijoje. SH2 domenas jungiasi prie pY-D-EHR/)
motyvo tirozinfosforilintuose baltymuose.a¥ikai yra svarbiausios trys amino
ragstys esatios 0, +1 ir +3 pozicijose. Stipriausiaveika vyksta esant valinui +3

pozicijoje. +1 pozicijoje esanti asparagimgstis yra kritire.[3, 17, 46]

2.4.2. SH3 domenai

SH3 domenai yra taingi daugeliui dsteks baltymy dalyvaujagiu signalo
perdavime, citoskeleto organizacijoje, baltymuoggnartiuose | fermentinius
kompleksus (pvz. fagocitNADPH oksidaz). Pagrindig Siy domenu funkcija yra
uztikrinti saveikas tarp baltynn[17]

SH3 domenai (Src homologijos domenas) dazniausaisydaryti iS 60 amino
ragiy. Su SH3 domenais asocijuojantys peptidai turiigg@rsukimo antrojo tipo
poliprolino spira¢ (PPIl) su trimis aminotgstimis vijai. Beveik visi SH3 domenai
atpaista konservatyy motyva PxxP (P — prolinas, x — bet kokia amin@stis). Du
konservatyus prolinai yra [atini saveikai, o X gali luti bet kokia aminowgstis, bet
dazniausiai tai alifatién amino ngstis. Kiekviena xP pora suformuoja hidrofapin
kiSerg, kurioje esatios konservatyvios aminaigstys suteikia pagrindgnenergig
saveikai. SpecifiSkumas yra uztikrinamas Samniis amino @igstimis, K ir R. Buvo
iSskirtos dvi toki motyw; klases: | klag - KIRxxPxxP ir 1l klag - PxxPxK/R (K ir R
yra hitinos Sonigs amino @igstys lizinas ir argininas, x — bet kokia aminmgstis).
SH3 domenai prie tos pia@s amino igiy sekos gali jungtis dviem orientacijomis: iS
C galoi N gah ir iS5 N galoi C gah. Ligandai, kuni saveikaujargios sekos
pagrindires amino #igstys yra N gale (I klas ligandas) g/eikauja su SH3 domenu
amino-karboksi orientacija, o tutilos pagrindines aminoigstis C gale (Il klass
ligandas) sveikauja karboksi-amino orientacija. Keletas SH3nda; atpaista ne
PxxP moty4. Pavyzdziui, Eps8 SH3 domenas afpa PxxDY, Gads — RxxK
motyva, Fusl — Arg ir Ser turtingas sekas. [17, 20, 49]

Baltymy saveika per SH3 domenus dazniausiai yra pastovi prikkauso nuo
ekstrahsteliniy signal, kurie dazniausiai reguliuojaeikas per SH2 domenusénd
duomen, kad gveikos per SH3 domenus priklauso nuo chemmodifikacijy (pvz.,
fosforilinimo), bet teoriSkai jos gali keisti baitys konformaciy ir tokiu badu atskirti

baltymus erd¥je. Kai kuriuose SH3 domerliganduose yra nustatytos MAP kinazi
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fosforilinamos sekos, o tai gabakoti siveika. Saveika tarp SH3 domeno ir prolinu
turtingo motyvo yra silpna ir tai uztikrina baltynsugeljima greitai keisti gveikos
partnerius. ®veikos stiprumui uztikrinti daznai vienas baltyntatpina kelef SH3
domeny. Tai yp& budinga adaptoriniams baltymams, kupagrindiré funkcija yra
sujungti transmembraninius receptorius su \gstiglinemis molekuémis ir tokiu kidu
uztikrinti signalo perdavimi lasteks vidy. Pvz., Grb2, Crk baltymai turi po du SH3
domenus, Nck Seimos baltymai tris. Kiekvienas lmatiySH3 domenas gali atpazinti
specifirg prolinu turtings seks. Ncko antram SH3 domenui yraitinas serinas antros
klasss motyve (PxxPxRxX), be to rra toleruojamos agstines amino iwigstys,

fosfoserinas ir prolinasC gah nuo Serdinio motyvo.[49]
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3. TYRIMO METODAI IR MEDZIAGOS

3.1. Reagentai

pRK5-HA-Nck-a ekspresijos vektoriai talpinantys laukinio tipdd@amuatantinius
Nck genus bei anti-N¢kantiserumas buvo dovana nuo Wei Li.[2, 5]

Anti-PDGF receptoriu$- ir anti-RasGAP antiserumas buvo pagamintisimn
laboratorijoje.

Anti-HA (sc-7392) antiknas, proteinas-A/G sefaroz iS Santa Cruz
Biotechnology, JAV.

PDGF-BB iS Amgene, JAV.

Antriniai antikiinai i$ Sigma, JAV.

HepG2 §steliy linija iS Dr. M. Valiaus asmenés kolekcijos, Lietuva.

FBS i HyClone, JAV.

3.2. GST, GST-Nck baltymgavimas

3.2.1. Ekspresijos vektoriai

Rekombinantiniai, su GST sulieti baltymai buvo ekspiojami pGex tipo
plazmictse. Sios plazmigs turi tac promotou (lac ir trp promotoni hibridas) uz
kurio yra ploksgiosios kirnelés Schistosoma japonicum GST genas. Baltymo genas
yra jstatomas naudojant uz GST geno egsamotilinkeri. GST baltymo ekspresijai
buvo naudojama pGex-6P1 plaz&éido rekombinantini GST-Nck baltyny
ekspresijai haudotos pGex-2T plazesdKaip genas markeris pGex plazasd yra

naudojamas atsparumo ampicilifidiaktamazs genas.
3.2.2. GST-Nck ekspresija
Rekombinantini GST-Nck baltyma ekspresija, t.y. baltymo gaminimas, buvo
vykdomas E.coli BL21 kamieno bakterijose, auging@g skystoje LB terge su

ampicilinu. Kadangi GST-baltymo genas yra suliems tac promotoriumi, jo

ekspresija yra indukuojama izopropHb-tiogalaktozidu (IPTG). Tai yra laktég
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analogas, kuris jungiasi su lac represoriumi atiadamas operan transkripcijai.
IPTG rera metabolizuojamas, taigi jo koncentracija sudailemaija. Efektyviausiai
baltymas yra gaminamas 30°C tempege, kai bakterijos yra augimo fge (optinis
tankis 600 nm bangos ilgyje indukcijos pradzioj8.6-1), pagaminto baltymo kiekis
tiesiogiai priklauso nuo laiko (iki 18 val.). Ekgsija vykdoma 4-6 val. Bakterijos
nusodinamos centrifuguojant 3000 xg 10 min., Bdose esanos bakterijos
suspenduojamos GST-baltynsorbcijos buferyje (50 mM Tris/HCI pH 7.5, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM PMSF, 15 mN-merkaptoetanolio, 1% Triton X-100) ir

suardomos ultragarsu (5 min.).

3.2.3. GST-baltym gryninimas

Rekombinantiniai su GST sulieti Nck baltymai buvayrgnami afinires
chromatografijos #du naudojant glutationo sefakodB. Sveikaujant su glutationu
GST-Nck prisikabina prie sefarégz o po to eliuojamas didesne redukuoto glutationo
koncentracija.

Bakterijy lizatai sorbcijos buferyje inkubuojami su glutaiosefaroze 4B 2 val.
0°C temperairoje. SefaroZ nusodinama centrifuguojant 1000 xg 1 min., plaugmam
plovimo buferiu (sorbcijos buferis, 0.5 M NaCl),fbtiu B (50 mM Tris/HCI, 0.1 mM
EGTA, 10% glicerolio, 15 mM-merkaptoetanolio, 50 mM NacCl) ir GST-baltymai
eliuojami eliucijos buferiu (buferis B su 20 mM rddioto glutationo). Baltymo
koncentracija nustatoma SDS-PAG elektroféselidu kartu leidziant Zinomus BSA

(jawio serumo albuminas) kiekius. Tuodpanustatomas ir baltymo grynumas.

3.3. Nck Seimos baltymsaveikos su RasGAP tyrimas

3.3.1. lasteliy linijos

Tyrimams buvo naudojama substraiinHepG2 4steliy linija. Tai Zmogaus

hematomosalsteliy linija neturinti endogeninio PDGF receptorighisLaukinio tipo
PDGF receptoriaug genas buvgvestag lasteles pLX§{ vektoriaus pagalba [10].
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Lasteks buvo kultivuojamos Dulbecc’o modifikuotoje EadBME) terpje su
10% jakio embriono serumo (FBS). akteks pergjamos naudojant standartin
audini kultairy prieziaros technik.

HL-60 lastely linijja — tai suspensiés promielocitiks leukemijos dsteks,
neturirtios endogeninio PDGHR Paveikus dsteles TPA (forbolo esteris) jos
diferencijuojasii makrofagus. hsteks buvo kultivuojamos RPMI-1640_¢(Rwell

Park Memorial_hstitute) terpje su 10% jatio embriono serumo (FBS).

3.3.2. Laikinoji transfekcija

Lasteks buvo transfekuojamos su 39 pRK5-HA-Ncky, pRK5-HA-Ncka-SHZ
ar pRK5-HA-Ncki-SHZ" konstruktais. Transfekcija buvo atliekama su Gab 24
val. CaC}-DNR precipitatai buvo nuplauti irasteks paliktos augti 24 val. DME
terpeje su 10% FBS uZztikrinti efektyyibaltymy ekspresy.

Imunofluorescencijos tyrimamasteks buvo transfekuojamos pRK5-HA-Nek-
naudojant Lipofectamine reagemagal gamintojo nurodymus (Invitrogen).

pRK5-HA-Nck-a-SHZ konstrukte SH2 domenas yra inaktyvuotas mutacija
R308K. SH3 domenai pRK5-HA-Nok-SHZ" konstrukte inaktyvuojami W38K,
W143K ir W229K amino gy pakeitimais. Tokios pat mutacijos yra ir su GST
sulietuose Nckx-SHZ ir Nck-o-SH2™ baltymuose.[2, 5]

3.3.3. lasteliy lizaty paruoSimas

Kiekvieno pavyzdZio paruosimui buvo naudojama xti@teliy. Lasteks buvo
sinchronizuojamos DME arba RPMI tép be serumo 16 val. Po sinchronizacijos
lasteks veikiamos augimo faktoriumi PDGF-BB 50 ng/ml 1hn87°C arba forbolo
esteriu TPA 30 nM 36 val. 37°C arba neveiktos. 8eefkio lasteks perkeliamos ant
ledo ir plaunamos 3x fosfatiniu druskos tirpalu §BHL-60 hsteks plaunamos
centrifuguojant 500 xg 5 min. Lizuojama EBouferyje (10 mM Tris/HCI pH7.4, 50
mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM NaF, 1% Tritono X-100, M PMSF, 2 mM
NagVo, ). Lasteliy nuolauzos ir branduoliai pasalinti centrifuguoj@&@000 xg 15

min. 0°C. Tyrimams buvo naudojamsteliy citoplazminiai lizatai.

25



3.3.4. Imunoprecipitacija

Citoplazminiai lizatai inkubuojami su 3l PDGFR3, RasGAP arba Nekp
antikiinais 2 val. 0°C temperabje. Veliau imuninis kompleksas imobilizuojamas ant
15 ul proteinas A sefar@s 1 val. 0°C temper@ibje nuolat vartant. Susidgr
imuninis kompleksas plaunamas 4x po 0.5 ml ir 14 pol EB™ buferio. Kompleksai
iSardomi suspenduojant pl01x SDS-PAG elektroforeés buferio ir iSkaitinant 100°C
temperairoje 1 min. Dalis imunoprecipitatbuvo naudojami “Far western” blotui

bei kinazs aktyvumo testui.

3.3.5. Precipitacija su rekombinantiniais baltymais

Kiekvienam pavyzdziui buvo paruosta ant glutatisetaroz 4B imobilizuot; 10
ng GST, GST-Nchk arba NcB bei GST-Nck-SHZ ir GST-Ncki-SH2™ baltym.
Tam tikslui 15ul glutationo sefaraz 4B buvo inkubuojama 0,5 ml GST-baltym
sorbcijos buferio su 1Qug atitinkamo baltymo 2 val. 0°C nuolat vartant. Po
inkubacijos sefarazbuvo plaunama 4 kartus EBbuferiu nusodinant 1000 xg 1 min.
0°C temperatroje. Sefarogs-baltymy kompleksas inkubuojamas su citoplazminiais
lizatais 2 val. 0°C nuolat vartant. Po inkubacipwscipitatas buvo plaunamas 4x po
0,5 ml ir 1x po 1 ml EB" buferio nusodinant ant sefaészsusidariusius baltym
kompleksus 1000 xg 1 min. 0°C temparaje. Precipitatai sumaiSomi su hDSDS-
PAG elektroforezs buferio ir kaitinami 1 min. 100°C tempanatje.

Precipitatuose esantys baltymai buvo iSskirstytSSPAG elektrofores badu ir
pernesti ant polivinildifluorido membranos (PVDRikanalizuojami Western bloto
budu. Membranoje laisvos, baltymais nepadengtos, osiebuvo blokuojamos
blokavimo buferiu (1% lieso pieno miltelGloria”, 0.05% Tween 20, 0.01% NaN
0.9% NaCl, 8 mM Tris HCI, 2 mM Tris) kambario temaiaroje 1 val. Po blokavimo
membrana inkubuojama 3 val. su §gsel(ar triusio) antitnais atpaistartiais
analizuojam baltyma (pirminis antikinas). Pirminis antiknas buvo skiedZiamas
blokavimo buferiu santykiu 1:500). Po inkubacijoembrana plaunama 4 kartus
Western rinse (WR) buferiu (0.9% NaCl, 8 mM Tris IHE mM Tris) ir inkubuojama
antrinio antika no tirpale (1:2000) 1 val. po inkehos plaunama 4 kartus WR

buferiu ir viera karta Sarmires fosfatazs buferiu (10 mM Tris, 3 mM MgG).
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Baltymai vizualizuojami dazant NBT/BCIP (nitr@hgnojo tetrazolio druska ir 5-

bromo-4-chloro-3-indolilfosfatas) dazinkiniu.

3.3.6. “Far western” blotas

Imunoprecipitate esantys baltymai buvo suspendatil SDS-PAGE buferio ir
iSskirstyti SDS-PA gelyje elektroforéz hidu. Gelyje iSskirstyti baltymai buvo
perneSami ant PVDF membranos, o baltymais nepagengetos blokuojamos
blokavimo buferyje su 1% BSA (1% BSA, 0.05% Twedh D.01% Naly, 0.9%
NaCl, 8 mM Tris HCI, 2 mM Tris). Po to membranauidkiojama su GST, GST-Nck-
a, GST-Ncke-SHZ, GST-Ncke-SHZ" ar GST-NckB baltymais 15ug/ml “Far
western” buferyje (22 mM HEPES, 75 mM KCI, 0.1 mNDEA, 2.5 mM MgC}, 1%
BSA, 0.05% NP40, 1 mM DTT) 3 val. kambario temparaje. Plaunama 1 kart
“Far western” buferiu ir 4 kartus Western rinse dsif ir inkubuojama 1.5 val.
pirminio GST antikino tirpale (GST antiknas praskiestas blokavimo buferyje su 1%
BSA santykiu 1:500) ir & plaunama 4 kartus WR buferiu. Inkubuojama antrini
antikiino tirpale (santykis 1:2000) 0.5 val., plaunamaa#tus WR, 1 kast Sarmires
fosfatazs buferiu ir dazoma NBT/BCIP dazinkiniu.

3.3.7. Testas aktyvuojant kirgin vitro

Neaktyvuoty, HepG2 istely citoplazminiai lizatai buvo naudojami
imunoprecipitacijai su 3l PDGFRB antikino. Imuninis kompleksas imobilizuojamas
ant 15ul proteinas A sefar@s 1 val. 0°C temper@ije. Susiday imunoprecipitatai
buvo plaunami 2 kartus po 0.5 ml EBouferio ir 3 kartus po 0,5 ml kinéz buferio
(20 mM MnCh, 20 mM PIPES pH 7,0, 20g/ml aprotinino). PDGFR- aktyvuojamas
inkubuojant su 5@ kinazés buferio su 5@M ATP 10 min. 30°C tempen@bje. Po
aktyvacijos imunoprecipitatai buvo plaunami 1 kaPBS ir inkubuojami su HepG2
arba HL-60 4steliy citoplazminiais lizatais 1 val. kambario temperaje. Po
inkubacijos plaunami 4 kartus po 0,5 ml ir 1 kgyb 1 ml EB™ buferio. Baltyminiai
kompleksai buvo iSardyti su 50 elektroforezs pavyzdzio buferio iSkaitinant 1 min.
100°C temperatoje. Baltymai iSskirstyti SDS-PA gelyje, pernedtit membranos ir

analizuoti Western blotouolu.
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3.3.8. Imunofluorescencija

Kiekvienam pavyzdZiui paruodti buvo naudojama Sxifdteliy. Lastebs
auginamos 24 duobiy IékStekse. Atliekama laikinoji transfekcija su pRK5-HA-
Ncka konstruktais naudojant Lipofectamine reagentPo 24 val. dsteks
sinchronizuojamos DME teé¢e be serumo per naktdaromas arba ne poveikis su
100 ng/ml PDGF-BB. fsteks fiksuojamos su 4% paraformaldehido tirpalu KRG
buferyje (Ringer's modifikuotas fosfatinis bufer{€20 mM NaCl, 4.9 mM KCI, 1.7
mM KH,PQ,, 1.2 mM MgSQ 7H,0, 8.3 mM NaHPQ, 2H,0, 10 mM glukogs, pH
7.3), plaunamos 1 karpo 1 ml PBS. hsteks permeabilizuojamos 0,5 ml PBS/0.15%
Triton X-100 buferyje 3 min. kambario tempenage ir plaunamos 3 kartus po 0,5 ml
PBS su 1% BSA. Blokuojama 28 PBS/1% BSA tirpalo su 10% ozkos serumo 30
min. 37°C temperatoje. Perkeliamai 25 pl pirminio anti-HA arba anti-Nchx
antikiino tirpalo (antikinas skiestas PBS/BSA/10% ozkos serumo tirpalu kanty
1:50) 1 val. 37°C temperabje. Po inkubacijosabteks plaunamos 5 kartus po 0,5 ml
PBS/BSA ir inkubuojamos 2pl antrinio antikino, sujungto su Alexa Fluor 488 dazu
(Invitrogen) arba su FITC dazu, tirpalo (skiedimdsl25) 30 min. 37°C
temperairoje. Anti-RasGAP antiknas buvo Zyrtas Alexa Fluor 594 dazu. Po
inkubacijos plaunama 5 kartus PBS/1% BSA. Brandwdluvo dazomi su 300 nM
DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindolas). Duomenys vizizaojami konfokalirts
mikroskopijos metodu naudojant Nikon C1 konfokalmikroskop ir programirgs
irangos rinkin EZ-C1.
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4. REZULTATAI

4.1. Su GST suligtbaltym; gavimas

Su GST sulieti baltymai Nchk-ir Nck-B, Nck-u-SHZ" ir Ncka-SHZ bei GST buvo
ekspresuojami E.coli BL21 kamieno bakterijose inghjent IPTG, iSvalyti afiniés
chromatografijos fdu ir patikrinti SDS-PAG elektroforég badu. Visi baltymai yra
gerai isgryninti ir atitinka savo mases. ¥idaltymy koncentracija yra Zug/ul.
(Pav.5.B.) Mutantini Nck-a baltymy schema pateikta Pav.5.A.

A G e o s b wr
Core XA s X e — SHz

II 3% | I| SH2 = SHZ

Nck-p
Nck-a
SHZ
SHZ
GST

Pav.5. A. Ncke WT ir SH2" bei SHZ mutanty schematinis vaizdas.
Perbraukti domenai rodo, kad juose yra mutacighsSu GST suliegg baltymy
elektroforetinis vaizdas.

4.2. Ncke ir Nck- baltymy saveika su RasGAI vitro
Sio darbo tikslas — patikrinti Nok-ir Nck-p baltymy specifiSkum saveikoje su
RasGAP bei sreikos priklausomy®d nuo PDGFRB. Tam tikslui buvo naudojama

HepG2 j4steliy linija neturinti endogeninio PDGFR- (N) ir HepG2 4steks
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infekuotos laukinio tipo PDGFR-gery talpinartiais konstruktais arba tési pLXSy
vektoriumi stabiliai PDGF receptoriafis-ekspresijai.[10] (Pav.6.A. 4, 5, 8, 9)
Lasteks buvo paliktos nestimuliuotos arba stimuliuotos 68/ml PDGF-BB,
lizuojamos. lasteliy citoplazminiai lizatai buvo naudojami precipitatij su
rekombinantiniais GST, GST-Nak- ir GST-Nckf§ baltymais.(Pav.6.A.)
Precipitatuose esantys baltymai iSskirstyti SDS-Rééktroforezs hidu ir analizuoti
su anti-RasGAP antikais.

Duomenys rodo, kad abi Nck izoformagzeikauja su Ras GTPaaktyvuojaritiu
baltymu panaSiu efektyvumu.(Pav.6.A. pavyzdziai54,6, 8, 9, 10) Po PDGF
receptoriaugs aktyvacijos, dstekse, ekspresuojéimse PDGF receptarip, tiek Nck-

a tiek ir Nckf suriSa papildom RasGAP kiek Taigi, Nck baltymy saveika su
RasGAP yra pastovi, oageikos stiprumas priklauso nuo PDGF receptorfaus-
aktyvacijos. (Pav.6.A. pavyzdziai 7 ir 11) Galimamyti, kad Si gveika gali huti
dvejopa: tiesiogié arba netiesiogi) dalyvaujant papildomam fosforilipttirozing
turin¢iam baltymui.

Kitas Sio darbo tikslas buvo nustatyti, kuris Nckbaltymo domenas yra
atsakingas uz joaseika su RasGAP ir PDGFR- Tam tikslui HepG2 dsteks
ekspresuojatios laukinio tipo PDGF receptarp buvo neveiktos arba veikiamos 50
ng/ml PDGF-BB, lizuojamos. Citoplazminis lizatasudajamas precipitacijai su
GST, GST-Ncke-WT, GST-Ncke-SHZ ir  GST-Ncka-SHZ™  baltymais.
Precipitatuose esantys baltymai iSskirstyti SDS-Réktroforezs badu, pernesti ant
membranos ir analizuoti Western blotiodin su antikinais atpaistartiais RasGAP ir
PDGFR$.(Pav.6.B.)

Duomenys rodo, kad Naok-baltymo gveika su PDGFRS- vyksta tik aktyvuotose
augimo faktoriumi 4stekse ir yra uztikrinama Nck- SH2 domeno.(Pav.6.B.10, 14)
O, saveika su RasGAP, kaip buvo parodyta Pav.6.A, vyRststoviai, nepriklausomai
nuo PDGFRB aktyvacijos, o po receptoriaus aktyvacijos GST-Ndkaltymas suriSa
papildony RasGAP kiek(Pav.6.B. pavyzdys 10) Duomenys rodo, kad preaipitse
su GST-Ncke-SHZ" baltymu PDGF-BB aktyvuotoseastebse RasGAP baltymo
kiekis padidja ir yra lygus RasGAP kiekiui eséiam precipitatuose su laukinio tipo
Nck-o iS aktyvuoti PDGF-BB hsteliy. Taigi, Ncke sgveikai su RasGAP yra
reikalingi SH2 ir vienas arba keli SH3 domenai.
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A.
1 23 45 6 7 8 9 1

W: anti-GAP
R— «— GAP
PDGFBB: Lzatas - + - 4+ - + - + - +
Lasteks: WT N WT N WT
Precipitacija: GST GST-Nck-a GST-Nck-B
B.
1 2 34 5 6 7 8 9 10 1213 14
W: anti- e - . -
R R ] PR
PDGFR- bl |4 b « PRY
W: anti- s -
GAP \“““ i w—— e GapP
PDGF-BB: - - + - + -+ - - + - + - +
Precipitacija GST WT SF SH:*

Lizatai Precipitatai

Pav.6.A. Ncka ir Nck- B baltymy saveikos su GAP priklausomylé nuo PDGFR.
HepG2 linijos 4steks, pastoviai ekspresuojéos laukinio tipo PDGF receptor (WT)
arba turigios ivest tuia pLXSy vektoriy (N) buvo lizuojamos, o lizatai naudojami
precipitacijai su 10ug GST, GST-Ncks ir GST-Nckf baltymy. Precipitatuose esantys
baltymai iSskirstyti SDS-PA gelyje, pernesti antlBmembranos ir analizuojami Wester
bloto hidu su anti-GAP ir anti-PDGHR antikinais. B. Uz gveika su PDGFR§ ir
RasGAP atsakingg Nck-o domemy nustatymas. HepG2 4steliy linija ekspresuojanti
laukinio tipo PDGF receptaribeta buvo naudota precipitacijai sud@GST, GST-Nchka-
WT, GST-Ncke-SHZ ir GST-Ncka-SHZ2™ baltym;. Ant membranos pernesti
precipitatuose esantys baltymai analizuoti su antiks atpagstartiais PDGFR ir
RasGAP.

4.3. Ncke ir Nck- saveika su RasGAIn vivo

Tyrimaisin vitro parogme, kad Nck Seimos baltymaiveikauja su Ras GTPaz
aktyvuojargiu baltymu Ras p120GAP ir nustaie uz 3 saveika atsakingus Nck:

v

baltymo domenus. Tolesni tyrimai buvo atliekamikgeat nustatyti $i saveika in
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vivo. Pirmas uzdavinys buvo patikrinti ar endogeniriik-o. ir Nck-p baltymai
saveikauja su RasGAP. Tam tikslui HepG2 linijagsteks buvo veikiamos arba
neveiktos PDGF-BB, lizuojamos. Citoplazminis lizata naudojamas
imunoprecipitacijai su specifiniais anti-Nek(Pav.7.A. 4, 5) ir anti Nck- (pav.7.A.

6, 7)antikinais. Kontrolei buvo atlikta imunoprecipitacija suanti-HA
(hemagliutininas) antiknais (Pav.7.A. pavyzdys 3). Imunoprecipitatuosengsa
baltymai iSskirstyti elektroforés kidu, pernesti ant PVDF membranos ir analizuoti
Western bloto du su antikinais atpaistartiais RasGAP ir abu Nck Seimos
baltymus.

Gauti duomenys rodo, kadweika vyksta irin vivo. Kaip ir in vitro, RasGAP-
Nck-o/f saveika yra pastovi, bet neaptikta RasGAP kiekio @gono
imunoprecipitatuose po stimuliacijos augimo fakiati PDGF-BB.(Pav.7.A.
pavyzdziai 5, 7)

Kadangi paroéime, jog gveika vykstain vivo, kitas tikslas buvo nustatyti Nak-
saveikos su RasGAP mechaniznKadangi HepG2aktekse Nck baltym kiekis yra
nedidelis, o sveika silpna buvo atliekama transfekcija su pRK5-Nék-a
konstruktais, kontroleibkteks buvo paliktos netransferuotos (Pav.7.B. 1, Skthlyti
kuris Ncko baltymo domenas yra atsakingas aveika su p120 GAP, transfekcija
buvo atliekama naudojant pRK5-HA-Nekkonstruktus su mutantiniu SH2 domenu
(SH2) (Pav.7.B. 3, 7) arba su mutantiniais visais Skdfhenais (SHJ (Pav.7.B. 4,
8).

IS duomen matoma, kad imunoprecipitatuose su mutantiniaig-dNdRasGAP
kiekis yra mazesnis lyginant su RasGAP kiekiu inprecipitatuose su Nck-
laukinio tipo baltymu.(Pav.7.B. pavyzdziai 2, 3, @) Nck-w« su mutantiniais SH3
domenais suriSa mazedRasGAP kieknei esant mutuotam SH2 domenui.(Pav.7.B.
3,4)

Galima daryti iSvadas, kad Nek-saveikai su RasGAP yra reikalingi SH2 ir
vienas arba keli SH3 domenai, bet svarbesni yra Sd@ienai. SH2 domeno
dalyvavimas sgveikos sudaryme galith priklausoma nuo kit tirozinfosforilinty
baltymy, tiek recepton tiek ir nereceptorimi. Be to,in vitro duomenys rodo, kad
Nck-oo SH2 domenas uztikrina trinario komplekso tarp N¢lRasGAP ir fosforiling
tirozing turincio baltymo susidarym O tyrimai su Ncke SHZ" baltymu rodo, kad
saveika su fosfotirozig turin¢iu baltymu yra pastovi. (Pav.6.B. 10, 14) Taigckh-
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RasGAP kompleksas gali dalyvauti mitogeninio signaperduodamo PDGF
receptoriumip, atsako reguliacijoje.

Pav.7.B. pavyzdziai 5-8 rodo vierwdRasGAP ir Ncke baltymy kieki
citoplazminiuose lizatuose. Pavyzdyje 5 parodyta] kontrolirtse netransfekuotose
lastekse HA-Ncke baltymo rera.

A. 1 2 3 4 5 6
W: anti-GAP | s - . * GAP
W: anti-Nck-o/p <+ Nck-o/p
PDGF BB . 4 + - 4+ -+
P: Lizatas Anti-  Anti-
' Nck-a  Nck
B.
1 2 3 4 5 6 7 8
W: anti-GAP . —_— — — — w4 RASGAP
W: anti-HA - A - HA-NCk-0
Transfekcija,
pRK5-HA-Nck- a: K WT SH2SHZ K WT SH2 SHZ

IP: ant-HA Lizatai

Pav.7.A. Ncka ir Nck-pB saveika su RasGAPiIn vivo. Atliekama imunoprecipitacija
su 3ul specifiniais anti-Ncke (A. 4, 5) ir anti-NclB (6, 7) antikinais iS stimuliuag (+) 50
ng/ml 10 min. arba nestimuliupt(-) PDGF-BB HepG2asteliy ekspresuojatiy laukinio
tipo PDGFRB. Neigiamai kontrolei buvo atliekama imunoprecipifa su anti-HA
antikinais (3). Imunoprecipitatuose esantys baltymaiiisgski SDS-PAG elektrofores
budu. Ant membranos pernesti baltymai analizuojamisidie bloto bdu su anti-GAP
antikinais ir anti-Ncke/p antiserumu (3, 7)B. Nck-a sqveikos su RasGAPin vivo
mechanizmas.HepG2 4steks buvo transfekuotos su pRK5-HA-NokWT (WT) (2, 6),
SHZ (3, 7), SHZ (4, 8) arba netransfekuotos (kontrésh (K) (1, 5). lasteliy lizatai
imunoprecipituoti su 3 hemagliutinino sek atpazstartiy antikiny (anti-HA). I1Sskirstyti
gelyje ir ant membranos pernesti baltymai analizsiotanti-GAP ir anti-HA antiinais.(1-
4) Dalis (~10%) lizat buvo analizuoti su GAP ir HA aniikais RasGAP ir HA-Nck
baltymy kiekio lizatuose nustatymui. (A. 1, 2, B. 5-8)
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4.4. Tiesiogir saveika tarp RasGAP ir Nck Seimos baltyiin jos mechanizmas

Tolesni tyrimai buvo atliekamiaseikos tarp Nck Seimos baltymir RasGAP
tiesiSkumo nustatymui. Tam tikslui buvo atliekani&sr western” blotas. HepG2
lasteks ekspresuojains laukinio tipo PDGFR buvo neveiktos arba veikiamos 50
ng/ml PDGF-BB. lasteliy citoplazminiai lizatai naudojami imunoprecipitagijsu
anti-GAP antikinais. Imunoprecipitatuose esantys baltymai iSskirsiektroforezs
budu ir pernesti ant membranos. Membranoje esantytynie inkubuojami su
rekombinantiniais GST (Pav.8.A. 4), GST-Nek{Pav.8.A. 5, 6) ir GST-Nck-
(Pav.8.A. 7, 8) baltymais. Po inkubacijos baltyrhavo analizuojami Western bloto
budu su GST atpagtartiais antikinais. Dalis citoplazminio lizato ir imunoprecipmat
buvo analizuojami Western blotaidu su anti-GAP antiknais, RasGAP baltymo
kiekiui lizatuose ir imunoprecipitatuose nustaffgav.8.A. 1, 2, 3, apatirdalis) Taip
pat buvo atlikta Western analisu anti-p190 RhoGAP antikais siekiant nustatyti ar
mums nezinomas baltymas tiesiogigveikaujantis su GST-Nck baltymais yra p190
RhoGAP.(pav.8.A. 1, 2, 3, virSutirdalis)

Duomenys rodo, kad Nok-ir Nck- baltymai gveikauja su RasGAP tiesiogiali,
nepriklausomai nuo aktyvacijos augimo faktoriumaym8.A. 5-8) Be to, abu Nck
Seimos baltymai tiesiogiai jungiasi prie nezZinprbaltymy. Nckf su 190 kDa
baltymy saveikauja silpniau nei Ncke. Su Nck Seimos baltymaisaveikaujantis
nezinomas baltymas poliakrilamidiniame gelyje majeukaip ~190 kDa baltymas ir
Jo migracijos vieta atitinka p190RhoGAP baltymo naigjos vie.(Pav.8.A. 5, 6)
Yra zinoma, kad RhoGAP yra tirozinfosforilinamassiveikauja su RasGAP. Téd
galima manyti, kad Nck baltymaiweikauja su RhoGAP. Bet pradiniais duomenimis
Sito jrodyti nepavyko (duomenys neparodyti).

Nustat, kad Nck baltymai tiesiogiagseikauja su RasGAP, toliau sigke istirti,
kurie Ncko baltymo domenai yra atsakingi uza Swveika. Tikslui jgyvendinti
RasGAP baltymo imunoprecipitatai iS HepG2 linijastéliy buvo iSskirstyti SDS-
PAGE hudu, pernesti ant membranos ir analizuojami “Fartere$ bloto metodu.
“Far western” blotas buvo atliekamas su GST (P8v.8), GST-Ncke (Pav.8.B. 10),
GST-Ncka-SHZ (Pav.8.B. 11) ir GST-Nck-SHZ" (Pav.8.B. 12) rekombinantiniais
baltymais. SusidarGST-Ncke ir ant membranos pernedbaltym; kompleksai buvo

analizuojami Western bloto tdu su anti-GST antiknais. Dalis lizato ir
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imunoprecipitato panaudota RasGAP kiekio nustatyrswi anti-GAP antiknais

(Pav.8.B. 1, 2).
A. 1 2 4 5 6 8
Far wester
W: anti-p190
p190 * il ﬂ<_ ~190 kD:
W: anti-GAP g:
GAP — -
PDGF-BB 50ng/ml: - - 10 - - 10 - 10
Far western: GST Nok- Nckp
Lizatas Imunoprecipitatai
B. 1 2 3 4 5 6
W:anti-GAP Far wester
~190 kDa —» e
GAP —> = . u \
R
Far wester! GST N-a SH: SH.*
Lizatas IP:a-GAP

Pav.8. Buvo naudojama HepG2-WTdteliy linija. Lasteks buvo neveiktos (-) arba
veikiamos (+) 50 ng/ml PDGF-BB 10 min., lizuojamositoplazminis lizatas naudojamas
imunoprecipitacijai (IP) su anti-PDGFHRantikinais. Dalis (10%) imunoprecipitatuose bei
lizatuose esatfiy baltymy analizuoti Western blototldu naudojant antiinus atpaistartius
RasGAP (A. 1,2,3 pavyzdziai, B. 1,2) ir pl90RhoGAR.1,2,3 virSutit dalis).
Imunoprecipitatuose esantys baltymai buvo iSskirs§DS-PA gelyje, pernesti ant
membranos ir atliktas “Far western” blot&s.Nck-a ir Nck- g baltymy tiesioginé saveika
su RasGAP.Nck baltymy tiesiogires siveikos su RasGAP nustatymui membranoje esantys
baltymai inkubuoti su rekombinantiniais baltyma&ST (neigiama kontré) (A.4), GST-
Nck-o (A.5,6) ir GST-Nckp (A.7,8). Susiday baltyminiai kompleksai analizuoti anti-GST
antikinais. B. Tiesiogines gveikos mechanizmaslrodzZius gveikos tarp Nck ir GAP
tiesiSkum (A.) tolesnis tikslas buvo nustatyti, kurie Nakbaltymo domenai atsakingi uz
Sia saveika. Tam tikslui “Far western” blotas buvo atliekanmsas GST (B.3), GST-Nck-
(B.4), GST-Ncke-SHZ (B.5) ir GST-Ncke-SHZ" (B.6) baltymais.
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Duomenys rodo, kad uz Ncktiesiogire saveika su RasGAP yra atsakingi vienas
arba keli SH3 domenai, 0 SH2 domenas Sigjeikoje nedalyvauja. Nck-laukinio
tipo baltymas silpniau aseikauja su RasGAP nei Nek-su mutantiniu SH2
domenu.(Pav.8.B. 4, 5) Taip pat pastebima priklenyd® tarp Si baltymy saveikos
su RasGAP ir su nezinomu 190 kDa baltymu. Laukiimio Nck-o saveikauja silpniau
su RasGAP, bet stipriau su 190 kDa baltymu, o M&H2 domeno mutantas stipriau
saveikauja su RasGAP, bet silpniau su mums nezinoaityrbu. Tuo tarpu Ncke
mutantas su mutacijomis SH3 domenuose ($H2gveikauja su RasGAP, bet taip
pat yra aptinkamaaseika su 190 kDa baltymu ir Siogveikos stiprumas toks pat kaip
ir SH3 domen.(Pav.8.B. 3-6)

Taigi, lyginant su duomenimign vivo ir in vitro, kurie rodo sgveikos
priklausomyle tiek nuo SH2 tiek ir nuo SH3 domgrgalima daryti iSvadas, kad Nck-
a baltymo gveika su RasGAP yra dvejopa: tiesiagim netiesiogig. Tiesiogire
saveika gretiausiai vyksta pastoviai ir jai reikalingi Nak- SH3 domenai, o
netiesiogit saveika gretiausiai reikalinga signalo perdavimui per fosfortli

tirozina turinti baltymg ir priklauso nuo Nckx SH2 ir SH3 domen

4.5. Ncke baltymo gveika su RasGAP HL-6@gtely linijoje

Nck baltymy saveikos su RasGAP hepatomasteliy linijoje (HepG2) tyrimais
buvo nustatytas ageikos mechanizmas. Toliau nuspréme iStirti ar Si gveika
vyksta specifiSkai tik tam tikrosedtekse. Tyrimams buvo pasirinktos HL-60 linijos
lastebs. HL-60 hsteliy linija — tai promielocitigs leukemijos dsteks. Si hsteliy
linija pasirinkta, nes joje éma endogeninio PDGF receptorigbisPaveikus TPA
(forbolo esteris, forbol-12-myristat-13-acetatae¥ jdiferencijuojasii makrofagus,
padictja RasGAP baltymo kiekis ir RasGAP subyfeagmentus.

Nck-o saveikai su RasGAP nustatyti buvo atlikta precipi@acu GST ir GST-
Nck-o baltymais iS HL-604dsteliy lizaty neveikt; arba paveikt TPA.(Pav.9.A. 6, 7,
8) Kontrolei buvo atliekama precipitacija i5 HepQ3stely.(Pav.9.A. 4, 5)
Precipitatuose esantys baltymai iSskirstyti SDS-RéAé€ktroforezs hidu, pernesti ant
membranos ir analizuoti Western blotitdin su anti-GAP antiknais.

Gauti duomenys rodo, kad GST-Nakiesiveikauja su RasGAP iS HL-6@steliy

in vitro. Tuo tarpu kontroliasse hstekse (HepG2) greika yra. Galima manyti, kad
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HL-60 lasteliy linijoje Si saveika nevyksta @ to, kad jose éra PDGF receptoriau’-
kadangi buvo parodyta, kad receptorius iS dgliasoja Ncke-RasGAP komplekso
susidarym. Tikétina, kad RasGAP galiii specifiSkai modifikuojamas. Kita vertus,
potenciali Ncke-RasGAP kompleks funkcija yra hsteliy adhezijos reguliacija, o
HL-60 yra suspensinilasteliy linija, kuriai adhezija naidinga. Ketvirta galimy®
yra ta, kad RasGAP iS HL-6@steliu po aktyvacijos yra suskaldomas proteataip
pat dalis baltymo aptinkama suskaldyto ir nestiotibse 4stekse.

Lasteliy lizatuose esantis baltymo kiekis iS HepGistély yra parodytas
Pav.9.A.1, o HL-604dstekse Pav.9.A. 2, 3.

Kadangi, gveikos tarp Ncke ir RasGAPIn vitro nenustaime, toliau tyéme ar Si
saveika egzistuojaakteksein vivo. Tam tikslui buvo atliekama imunoprecipitacija su
anti-Nck-o antikiinais iS HepG2 ir HL-60 abteliy. Imunoprecipitatuose esantys
baltymai iSskirstyti poliakrilamidiniame gelyje irpernesSti ant membranos.
Membranoje esantys baltymai buvo analizuojami Wadbdoto lidu su anti-GAP ir
anti-Nck-o antikiinais. Dalis citoplazmini lizaty buvo panaudota RasGAP ir Nak-
baltymy kiekio nustatymui.(Pav.9.B. 1, 2)

Duomenys rodo, kadageika tarp Ncke ir RasGAP nevyksta HL-6Qdteksein
vivo.(Pav.9.B.5) Tuo tarpu kontroee HepG2 dstekse gaveika aptinkama tiek po
stimuliacijos TPA tiek ir nestimuliuotose.(Pav.9.8. 4) Po stimuliacijos TPA yra
matomas Ncle baltymo mass padidjimas, tai rodo, kad Nck- po stimuliacijos
TPA yra modifikuojama. Gréiausiai tai fosforilinimas ties serinu ar treonirhet
kaip itakoja Si modifikachg Nck-o baltymo gveika su RasGAP éra Zinoma.(Pav.9.B.

4, apatir dalis)

A. 1 2 3 4 5 g ¢
W: ant-GAP . e - — GAP
N
Poveikis TPA 30 nM: - - 36h - - - - IB6
Precipitacija: Lizatai GSTRCGST  Nck
Lasteks: HepG2 HL-60 HepG2 HL-60
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B.

1 z 3 4
W: ant-GAP — <+— GAP
W: ant-Nck-a <+ IgG
<+— Nck-a
Poveikis TPA 30nM : - - - 10min -
Lasteks: HepG2 HL6 HepG2 HL60
zhta IP:aNcka

Pav.9. A. Ncke saveikos su RasGAP HL604stelkesein vitro tyrimas. HL-60
lasteks buvo neveiktos arba veikiamos 30 nM TPA 36 wvadukuojant doferenciaaij
HepG2 #hsteks buvo naudojamos kaip kontral Lasteliy lizatai naudojami
precipitacijai su 1Qug GST ir GST-Ncka baltymy. Precipitatuose esantys baltymai
iSskirstyti elektrofore&s bidu ir analizuoti su anti-GAP antikais.B. Nck-a saveikos
su RasGAP HL60 hsteksein vivo tyrimas. HepG2 ir HL-60 4stekms buvo daromas
poveikis su TPA arba ne (-),adtebs lizuojamos ir lizatas naudojamas
imunoprecipitacijai su anti-Ncl- antikiinais. Imunoprecipitatuose esantys baltymai
analizuoti Western blotodidlu su anti-GAP ir anti-Nck-antikinais.

Kadangi nusta@me, kad Ncka negveikauja su RasGAP HL-60 linijogdtekse,
tolesnis tikslas buvo istirti ar GAP iS HL-6§steliy néra uzblokuotas kitais baltymais
ir dél to negali gveikauti su PDGFRB- ir Nck-a. Tam tikslui buvo atliktas testas
aktyvuojant kinag in vitro. Neaktyvuotos HepG2isteks ekspresuojains laukinio
tipo PDGFRB buvo naudojamos imunoprecipitacijai su PDGFRantikinais.
Imunoprecipitatuose esantis PDGBRuvo aktyvuotas prigus 50uM ATP (Pav.10.
4, 6) arba neaktyvuotas (Pav.10. 3, 5) ir inkubuwgja su lizatais iS HepG2
(kontrok)(Pav.10. 3, 4) ir HL-60 aktely (Pav.10. 5, 6). Susidarbaltyminiai
kompleksai iSskirstyti SDS-PA gelyje ir perneStit amembranos. Baltymai
analizuojami su anti-GAP antikais. Gauti duomenys rodo, kad GAP iS HL-60
lasteliy jungiasi prie aktyvuoto PDGFR-iS HepG2 asteliy.(Pav.10. 6) Vadinasi,
GAP nréra blokuojamas kit su juo gveikaujariy baltymy ir potencialiai gali
saveikauti ir su kitais, abiemysteliy linijoms bidingais, baltymais.

GAP baltymo kiekio nustatymui dalis HL-60 ir HepGasteliy citoplazminiy
lizaty buvo analizuojami Western blotaidu su anti-RasGAP antikais. Kadangi

citoplazminiuose HL-60akteliy lizatuose esantis baltymo kiekis yra mazesnis nei
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HepG2 hstekse, Imaged programos pagalba aps&apme skirtumus ir nustane,
kad GAP kiekis HL-60 dstekse yra 50% mazesnis. Tiogaf skirtumy gavome ir
sulygine GAP kiekius gveikaujartius su PDGFR3 po aktyvacijos ATP.

1 2 3 4 5
W: ant-GAP
Poveikis ATP: - - - + - +
Lasteliy kiekis: 15 1,5 1,51,5 15 15
Lasteliu lizatai: HLe0 * H* HL60

Pav.10. RasGAP specifits modifikacijos tikrinimas HL-60 |astekse. HL-60 ir
HepG2 hstely lizatai buvo naudojami imunoprecipitacijai su adPDGFRf
antikinais. Imunoprecipitatuose esantis receptorius takigvuojamas arba ne su 50
uM ATP. Po aktyvacijos imuninis kompleksas buvo ibkojamas su HepG2 arba HL-
60 lasteliy lizatais. Susidas baltyminis kompleksas analizuotas Western blatiutsu
anti-GAP antikinais. Siekiant gauti vienadRasGAP baltymo kigkéméme tokius
lasteliy kiekius: HepG2dsteliy 1,5x10 (1,5), HL-60 hsteliy 15x10 (15). A. 1, 2, 3,
B. 1, 2, C. 1, 2 pavyzdZiuose pavaizduotas RasGaKikcitoplazminiuose lizatuose
(10%).

4.6. Ncke ir RasGAP baltym lokalizacija

Siekiant istirti Nckee baltymo lokalizacijos priklausomgb nuo PDGF
receptoriaug aktyvacijos buvo atliekamas imunofluorescencijogrias. Tam tikslui
HepG2 hsteks ekspresuojains laukinio tipo PDGF receptor buvo auginamos 24
duobuiy IékStekse ant dengianjy stikleliy. Lasteks buvo transfekuojamos pRK5-
HA-Nck-a konstruktais naudojant Lipofektamine reagefinchronizuojamos 12 val.
ir stimuliuojamos augimo faktoriumi PDGF-BB 50 nd/m0 min. arba paliktos
nestimuliuotos. hksteks fiksuojamos, permiabilizuojamos ir inkubuojamos s
pirminiu anti-HA antikinu, po inkubacijos laikomos antrinio antito, Zynmeto Alexa
Fluor 488 dazu, tirpale. HA-Nck- baltymo lokalizacija nestimuliuotose ir

stimuliuotosedstekse buvo analizuojama konfokalinio mikroskopo pagalb
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PDGF-BB 0 min.

PDGF-BB 10 min.

HA-Nck-a Alexa fluor 48¢

Pav.11. HA-Ncka baltymo lokalizacija. Siekiant nustatyti Ncke baltymo
lokalizacija lastebse priklausomai nuo PDGF receptorigusktyvacijos atlikome
imunofluorescencijos tyrim Tam tikslui HepG24steks buvo neveiktos (0 min.) arba
veikiamos 50 ng/ml PDGF-BB 10 min., fiksuojamos 4fdaraformaldehido tirpalu,
permeabilizuojamos ir blokuojamos. Po blokavimo douwkubuojama su anti-HA
antikiinais ir su antriniais Alexa Fluor 488 dazu (Zaliginétais antikinais. Duomenys
buvo analizuojami konfokalinio mikroskopo pagaltiRodykkmis pazynétos Ncke
baltymo lokalizacijos vietos. Baltos rodgkl — streso fibrés, geltona — membranos
susirauksljimai, raudona — fokatim adhezijos kontaktai, ¢lyna — citoplazminiai
granuly pavidalo dariniai.
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Gauti duomenys rodo Nok-baltymo lokalizacijos priklausomgbnuo PDGF
receptoriaug: aktyvumo. Nestimuliuotose augimo faktoriumjstekse didzZiausia
Nck-o baltymo frakcija lokalizuojasitampos skaidulose (Pav.11. balta rodylei
fokaliniuose 4steks kontaktuose (Pav.11. raudona rodykdalis lamelipodijose bei
filopodijose, hsteks membranos susiraukginuose (Pav.11. geltona rodgkl Yra
Zinoma, kad streso fibéis eina per dsteks citoplazm ir yra prijungiamos prie
plazmires membranos per fokaliniugsteks kontaktus, taip pat yra duomgeapie
Nck-a vaidmen formuojant fokalinius kontaktus. Téldgalima manyti, kad Ncke
gakty dalyvauti streso fibrili polimerizacijos link fokalini kontakty procecuose.
Taip pat, nestimuliuotosedtekse maza Ncke baltymo dalis yra aptinkamasiteks
citoplazmoje.(Pav.11. virSuién dalis, ntlyna rodykt) Tuo tarpu po PDGF
receptoriaug aktyvacijos Ncke kiekis citoplazmigje lasteks dalyje granuii
pavidalo strukirose padidja, tafiau i kokiy dariniy suctj jeina kol kas negalima
pasakyti. Bet galima teigti, kad Nek-baltymas reguliuoja abteks procesus
priklausomus nuo PDGF receptorigusktyvacijos. Po stimuliacijos Nak-taip pat
yra aptinkamas streso fibifle ir fokaliniuose dsteks kontaktuose. dsteks dalyje,
kuri migracijos metu atsikabina nuo substrato,sstrigbrilés sutrumpja ir ¢ia Nck-a
yra aptinkama maziau. Taigi, gauti duomenys patdgrtkad Ncke baltymo viena is
funkciju lastekje yra hsteks migracijos reguliacija.

Toliau tyeme endogenini Nck-o ir RasGAP baltym lokalizacip HepG2 4steliy
linijoje. HepG2 4steks buvo fiksuojamos 4% paraformaldehido tirpalu,
permiabilizuojamos ir blokuojamos. Nek-lokalizacijai nustatyti, po blokavimo
lasteks buvo inkubuojamos su pirminiais anti-Nekantikinais ir su antriniais
antikinais sujungtais su FITC dazu.(Pav.12.A.) RasGAPyibal lokalizacijai
nustatyti 4steks buvo inkubuojamos su anti-RasGAP amtikis konjuguotais su
Alexa Fluor 594 dazu.

Gauti duomenys rodo, kad Neok-r RasGAP baltym lokalizacijos 4stekje
profilis yra panasus. Abu baltymai lokalizuojagsteks citoplazmigje dalyje, o
didziausios snkaupos aptinkamos Salia branduolio.(Pav.12.A. Bofkl, galma
manyti, kad Sie baltymai lokalizuojasi sudarydaroimipleks. Norint patvirtinti Si

hipotez batina atlikti iSsamius kolokalizacijos tyrimus.
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Pav.12. Baltymy lokalizacijai  hstekje  nustatyti buvo  atliekamas
imunofluorescencijos tyrima#.Nck-a. baltymo lokalizacija. HepG2 linijos 4steks
buvo fiksuojamos 4% paraformaldehido tirpalu, peahikzuojamos su 0,15% Triton
X-100 ir blokuojamos. Inkubuojamos su pirminiaigidick-o antikinais ir antriniais
Alexa Fluor 488 dazu zy#tais antiKinais.B. RasGAP baltymo lokalizacija. HepG2
linjjos lasteks buvo fiksuojamos, permeabilizuojamos ir inkubuma su anti-
RasGAP antifinais Zyngtais Alexa Fluor antinais. Duomenys vizualizuojami
konfokalires mikroskopijos bdu.
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5. REZULTATU APTARIMAS

Siame darbe buvo tiriamas Nck 3eimos bailtymveikos su Ras GTPaz
aktyvuojargiu baltymu (RasGAP) mechanizmas. Tam tikslui buvaudojamos
HepG2 hsteks ekspresuojatios laukinio tipo PDGF receptorp. Lasteks buvo
nestimuliuojamos arba stimuliuojamos PDGF-BB siekigvertinti Nck Seimos
baltymy saveikos su RasGAP priklausomyhuo PDGFR3.

IS pradzy parodme, kad Nck Seimos baltymajveikauja su RasGAP baltymano
vitro ir in vivo pastoviai per Ncke SH2 ir viera arba kelis SH3 domenus. Pastoviali
saveikai yra svarbs SH3 domenai. SH2 domeno dalyvavimasegos sudaryme gali
bati priklausomas nuo kit tirozinfosforilinty baltymy, tiek recepton tiek ir
nereceptorinj (Pvz., p62Dok)[24]. Po PDGF receptorigusktyvacijos Nck Seimos
baltymai suriSa papildoamnRasGAP kiekir tam yra reikalingas Nck-SH2 domenas.
Tokie duomenys gauti atlikus vitro tyrimus su mutantiniais Nck-baltymai. Vien
tik SH2 domea turintis Ncko suriSa padidint RasGAP kiek aktyvuotose PDGF-
BB lastekse kaip ir laukinio tipo Ncke baltymas. Tik SH3 domenus turintis Nak-
baltymas suriSa vienadRasGAP kiektiek aktyvuotose tiek ir neaktyvuotose augimo
faktoriumi lastekse. Tuo tarpu nestimuliuotose augimo faktoriumi aarb
neekspresuoj&inse receptoriausastekse tiek laukinio tipo tiek ir mutantiniai
baltymai suriSa vienad GAP kieli. Taigi, Nck-RasGAP gveika iS dalies yra
reguliuojama PDGF receptoriurfii- Papildomo GAP kiekio suriSimas galiatb
salygojamas GAP fosforilinimo prisijungus jam prie BBRB, po kurio pakinta GAP
konformacija.[12, 13] Nckt SH2 domenas g&ly jungtis prie GAP fosforilinto
tirozino ir, tokiu hidu, Nck gali dalyvauti sujungdamas RasGAP-PDGFR-
kompleks su kitomis pasrovigmis molekuémis. Papildomas RasGAP kiekis gali
buti svarbus mitogeninio signalo perdavimui.

Tyrimaisin vivo paro@me, kad Nck Seimos baltymai, Nekir Nck-8, saveikauja
su RasGAP vienodai. Tuo tarpu Siogveikos priklausomyés nuo PDGFR3
aktyvacijos neaptikome. Nak-saveikai su RasGA vivo yra reikalingi SH2 ir SH3
domenai. Per SH2 domemaveika yra silpnesnir grekiausiai vyksta per RasGAP
fosforilinta tirozing arba kit, fosfotirozirg turinti baltyma. Fosfotirozim turintis
baltymas gali bti p62Dok. Yra zinoma, kad RasGARveikauja su fosforilintu

p62Dok ir tokiu mdu yra neigiamai reguliucjamas Ras [19]. dlogalima manyti,
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kad Ncker sudarydamas kompleksu RasGAP ir p62Dok taip pat dalyvauja Ras
inaktyvavimo procese. Kita vertus, RasGABtékje gali veikti kaip Ras neigiamas
reguliatorius arba Ras efektoriusavBika su Nck gali gygoti efektorire arba
reguliacire RasGAP funkci.

“Far western” blotas rodo, kad tiesiogineveikai vykti yra reikalingi tik vienas
arba keli Nckee SH3 domenai. Nck: baltymas turintis tik SH2 domertiesiogiali
nesijungia prie RasGAP, befveikauja su nezinomu fosforiliptirozing turinc¢iu 190
kDa baltymu.

Yra duomen, kad RasGAP, kaip ir Nck baltymai, yra susigu aktino citoskeleto
reguliacijacija [1, 6]. Todl gali bati, kad Ncke-RasGAP kompleksas taip pat yra
susigs su Sia funkcija. Bet kol kagmna duomen patvirtinartiy Sia hipotez.

Tolesniuose tyrimuose si@kie nustatyti ar Nck Seimos baltynsyveika yra
universali arba specifiSka tam tikrogstekse. Tam tikslui atlikomen vitro ir in vivo
tyrimus promielocities leukemijos dsteliy linijoje neekspresuojdinje PDGF
receptoriaug. Duomenys rodo, kad nén vivo neiin vitro Nck-o saveika su GAP
HL-60 lasteliy linijoje nevyksta. Tyrimaisn vivo nustaéme, kad Siojealsteliy linijoje
Nck-o saveikauja su PAK (duomenys nepateikti), dbgalima manyti, kad PAK
konkuruoja su GAP d saveikos su Ncka. Toliau siekkme istirti ar RasGAP iS HL-
60 linijos lasteliy néra uzblokuotas kit pastoviai su juogveikaujartiy baltymy, kurie
trukdyty jo saveikai su PDGF receptoriunfli- Atlike kinazs aktyvumo test
nustaéme, kad GAP iS HL-60 linijosabtely saveikauja su PDGFR iS HepG2
lasteliy. Tai rodo, kad GAP é&ra uzblokuotas kit baltymy ir potencialiai gali
saveikauti ir su kitomis, abiemysteliy linijoms bidingomis, molekumis.

Atlikus lokalizacijos tyrima nustatme, kad po aktyvacijos PDGF-BB dideNick-

a baltymo dalis yra lokalizuojamdasteks citoplazm ir aptinkama granuli pavidalo
strukfirose. Yra zinoma, kad Nak-dalyvauja dsteks nuo PDGF priklausomuose
proliferacijos ir migracijos procesuose, ¢bdalima manyti, kad Ncke lokalizacijos
pokytis po stimuliacijos augimo faktoriumi yra gesisu Siais procesais. Po poveikio
augimo faktoriumi Ncke. gali sudaryti kompleksus su kitais baltymais, taigt
dalyvaujartiais lasteks proliferacijos ar migracijos procesuodeSiu kompleks
suckti gal kit jeina ir RasGAP. Yra Zinoma, kadéldRasGAP sveikos su
skirtingomis molekumis, jis galijeiti i jvairius kompleksus bei iSsistyti jvairiuose
lasteks kompartmentuose priklausomai nuo komplekso kompirkoncentracijos,
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kuri gali priklausyti nuo dsteks tipo ir amziaus.[45] Imunofluorescencijos tyrisai
patvirtinome, kad Nckr tiek aktyvuotose tiek ir neaktyvuotose PDG4stékse
lokalizuojasi fokaligs adhezijos kontaktuose, membraniniuose susirgirkglose
bei itampos skaidulose, bet kiek Si lokalizacija ir su gusigs Ncko baltymo
veikimas priklauso nuo joaseikos su RasGAP kol kas pasakyti negalima. Tam
reikalingi tolesni tyrimai.

Imunofluorescencijos tyrimais nustate, kad Ncke ir RasGAP baltym
lokalizacijos profilis yra panasus. Abu baltymakatizuojasi 4steks citoplazmigje
dalyje yp& Salia branduolio. Tad, galima manyti, kad Nckt baltymas lokalizuojasi
mums nezinomoseadteks strukiirose idamas komplekse su RasGAP ¢iada Sios
hipotezs patvirtinimui yra reikalingi tolesni tyrimai suadteks strukiroms
specifiniais Zymenimis.

Gauti duomenys buvo patvirtinti trijuose ir daugiepriklausomuose tyrimuose.

Kadangi nustaime Ncke baltymo gveikos su RasGAP pagrindimechanizm ir
priklausomyle nuo PDGFR aktyvumo, toliau ketiname detaliau tyin Sios
saveikos specifiSkumy priklausomyl nuo jvairiy aplinkos bei 4steks vidaus

poveikiy bei biologin vaidmeri.
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6. ISVADOS

. Nck Seimos adaptoriniai baltymai aveikauja su Ras GTPaz
aktyvuojargiu baltymu (RasGAP) pastovial, ir Siveika nepriklauso nuo
PDGF receptoriau-aktyvacijosin vitro ir in vivo. Siai siveikai yra lutini
Nck-o SH3 domenai ir SH2 domenas.

. Nck Seimos baltymai gali ageikauti su RasGAP tiesiogiai ir per
nenustatyt tarpininky (tarpininkus). Uz tiesioginNck-o baltymo gveika
su RasGAP yra atsakingi adaptorinio baltymo SH3 elmem o uz
netiesiogik — SH2 domenas.

. Promielocitires leukemijos HL-604dsteliy linijoje RasGAP negreikauja
su Ncke, bet gali gveikauti su aktyvuotu PDGF receptoriumi.

. Konfokalines mikroskopijos analiz rodo, kad Ncke ir RasGAP

lokalizacijos hstekje poludis yra panasus.
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VAIDA GURSKIENE

NCK SEIMOS BALTYM U SAVEIKA SU RAS GTPAZ E AKTYVUOJAN CIU
BALTYMU

SANTRAUKA

Baltymy tarpusavio gveika uZztikrinajvairiy ekstrafsteliniy ir vidulasteliniy
signal; perdavim. Sgveikas glygoja specializuoti baltymm domenai, vieni
pagrindiniy ju yra Src homologijos (SH) domenai, kurie aptinkaaiigelyje baltym.

Nck Seimos baltymai, Nck-ir Nck-B, yra sudaryti i$ trij SH3 ir vieno SH2
domenm ir neturi jokiy katalitinih, domeny. Nck veikia kaip tarpininkai per SH2 ir SH3
domenus sujungdanwairius viduhstelinius procesus reguliuojans baltymus.

Siame darbe nustahe, kad Nck $eimos nariagv@ikauja su Ras GTPaz
aktyvuojargiu baltymu (RasGAP) pastovian vitro ir in vivo, bet po PDGFR:
stimuliacijos su Nck asocijuojdio RasGAP kiekis padiga. Pastovi sveika
priklauso nuo Nckx SH2 ir vieno arba kaliSH3 domen. Po PDGFR3 aktyvacijos,
uz papildomo RasGAP kiekio suri&imyra atsakingas SH2 domenas. Taip pat
nustaéme, kad Nck baltymai galiggeikauti su RasGAP tiesiogiai. Vienas arba keli
Nck-o. SH3 domenai yra atsakingi uz Nak-tiesiogire saveika su RasGAP.
Imunofluorescencijos tyrimais par@de, kad Ncke ir RasGAP baltym

lokalizacijos profilis yra panas.
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VAIDA GURSKIENE

ASSOCIATION OF NCK FAMILY PROTEINS WITH RAS GTPASE
ACTIVATING PROTEIN

SUMMARY

Extracellular and intracellular signals are medlatby protein-protein
interactions. These interactions are determinedmcialized protein domains, for
example, Src homology (SH) domains found in marmgens.

Nck family proteins, Nckx and Nckf, are composed of three SH3 and one SH2
domains and have no any putative catalytic donfdak proteins act as adaptors by
linking via SH2 and SH3 domains proteins that ratlvarious intracellular
processes.

Here we show that Nck family proteins associatehviRasGAP constantlyn
vivo andin vitro, but after PDGFRS- stimulation quantity of Nck-bound RasGAP
increases. Constant interaction depends on dN&-2 and one or several SH3
domains. SH2 domain is responsible for bindingddfitonal RasGAP after PDGFR-
B stimulation. We have also determined that Nckeinst are able to interact with
RasGAP directly. One or several SH3 domains arporesble for Ncke. direct
association with RasGAP. Immunofluorescence assaw shat localization patterns

of Nck-a and RasGAP are similar.
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