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Abstrakt

MAP kinasova signalizacni kaskdda hraje dulezitou roli pfi vzniku bunécnych
odpovédi na rizné stresové podnéty z vnéjSiho prostiedi. Tato signalizani kaskada je
tiistupiiova: MAP kinasy kinasy kinasy (MAP3K) fosforylaci aktivuji MAP kinasy kinasy
(MAP2K) a ty nasledné fosforyluji a tim aktivuji MAP kinasy (MAPK), ¢imz reguluji
spoustu bunécnych funkci jako je apoptosa, bunétné déleni ¢i morfogenese. Jednou
z dulezitych MAP3K je proteinkinasa ASK1 (z angl. apoptosis signal-regulating kinase 1),
ktera je dulezitym regulatorem imunitnich a stresovych bunéénych odpovédi. Vzhledem
K tomu, ze zvySena aktivita ASK1 souvisi S rozvojem zavaznych onemocnéni, jako jsou
napt. rakovina, kardiovaskularni a neurodegenerativni onemocnéni, je ASK1 zajimavym
cilem ve farmacii pti vyvoji novych 1é¢iv. Lidska ASK1 sestava z 1374 aminokyselin a
déli se na tii domény: centralni Ser/Thr katalytickou doménu a dvé coiled-coil domény,
Z nichz prvni se nachazi na N- a druha na C-konci molekuly této proteinkinasy. ASK1 je
regulovdna pomoci svych vazebnych partnert, mezi které patii také maly celularni redoxni
protein thioredoxin (Trx-1), ktery se vaze na N-termindlni ¢ast ASK1. Trx-1 je silnym
antioxidantem a chrani tak bunky pied toxickymi podnéty z okoli. Mechanismus regulace
aktivity ASK1 pomoci Trx-1 je jednim z nejvice studovanych a prestoze jesté neni zcela
vyfeSen, zda se, ze probiha diky redoxnim reakcim probihajicim na Trx-1. Interakce s
ASKI je schopny pouze redukovany Trx-1, pii jeho oxidaci dochazi k disociaci.

Cilem této prace bylo: (i) pfiprava Trx-1 a ¢tyf razné dlouhych fragmentt N-
terminalni ¢asti ASK1,; (ii) zakladni biofyzikalni charakterizace ptipravenych proteind; a
(iii) studium interakci mezi fragmenty ASK1 a Trx-1 kvuli upfesnéni polohy vazebného
mista pro Trx-1. Vysledky ukézaly, Ze pouze dva ze Ctyf pfipravenych fragmenti ASKI
jsou rozpustné (sekvence 46-302 a 88-302). Dale bylo zjisténo, Ze oba tyto fragmenty
interaguji s Trx-1 v reduk¢énich podminkach se stejnou vazebnou afinitou. Zavérem lze fici,
7e vazebné misto pro Trx-1 v molekule ASK1 se nachazi v oblasti 88-302 a Ze tato oblast
vytvaii doménu, kterou Ize samostatné pfipravit a pouzit jako model pro studium interakci

mezi ASK1 a Trx-1.



Abstract

MAP kinase signaling cascade plays an important role in the cellular response to
various stress stimuli from the external environment. This signaling cascade is divided into
three levels: MAP kinase kinase kinases (MAP3K) phosphorylate and thus activate MAP
kinase kinases (MAP2K) and those subsequently phosphorylate and thus activate MAP
kinase (MAPK) pathway, which regulates many cellular functions such as apoptosis, cell
differentiation and morphogenesis. One of the important MAP3K is protein kinase ASK1
(Apoptosis signal-regulating kinase 1), which is an important regulator of cellular immune
and stress responses. Given that the increased activity of ASK1 is related to the
development of serious diseases such as cancer, cardiovascular and neurodegenerative
diseases, ASK1 is an interesting target in the pharmacy in the development of new drugs.
Human ASKZ1 consists of 1374 amino acids and is divided into three domains: a central
Ser/Thr catalytic domain and two coiled-coil domains, of which the first is located at the
N- and the second at the C-terminus of the molecule of this protein kinase. ASK1 is
regulated by its binding partners, which include a small cellular redox protein thioredoxin
(Trx-1), which binds to the N-terminal part of ASK1. Trx-1 is a potent antioxidant and so it
protects cells against toxic stimuli from the environment. The mechanism of the regulation
of ASK1 activity using Trx-1 is one of the most studied, and although it is not completely
solved, it appears that it is related to the redox reactions which take place within the Trx-1
molecule. Interaction with ASK1 is possible only while Trx-1 is reduced, its oxidized form
dissociates from ASK1 molecule immediately.

Aim of this study was following: (i) preparation of Trx-1 and four fragments of N-
terminal part of ASK1 with different lenghts; (ii) basic biophysical characterization of
prepared proteins; and (iii) the study of the interactions between fragments of ASK1 and
Trx-1 to specify the position of the binding site for Trx-1. Results showed that only two of
the four prepared fragments of ASK1 are soluble (sequences 46-302 and 88-302).
Furthermore, it was found out that both fragments interact with Trx-1 under reducing
conditions with the same binding affinity. At the end it can be said that the binding site for
Trx-1 in ASK1 molecule is located within the sequence of 88-302 and that this area creates
a domain that can be separately prepared and used as a model for study of the interactions
between ASK1 and Trx-1.

(In Czech)
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1. Prehled literatury

1.1 Fosforylace

Fosforylace (viz obr. 1.1) je jednim z nejbéznéjsich mechanismt pouzivanych pfi
regulaci proteinové aktivity. Dochazi pii ni K adici fosfatovych skupin na hydroxylové
skupiny serinovych, threoninovych ¢i tyrosinovych zbytka. Fosforylace je katalyzovédna
proteinkinasami, defosforylace pak fosfatasami. Protichidnd aktivita proteinkinas a
fosfatas zajistuje bunice ,,spinac®, ktery mtize sepnout ¢i vypnout funkce mnoha proteinti.
Fosforylace méni proteinovy naboj a obecné vede ke konforma¢nim zménam v molekule
proteinu. Tyto fosforyla¢ni efekty mohou vyrazné pozménit vazbu ligandu na protein ¢i
jiné vlastnosti proteinu vedouci ke zvyseni €i snizeni jeho aktivity. Rizné proteinkinasy a
fosfatasy jsou specifickymi katalyzatory fosforylace/defosforylace riiznych -cilovych
proteinti a mohou tak regulovat celou fadu bun&enych signalnich drah. Casto dochazi
k fosforylaci jiné proteinkinasy, nez ktera reakci katalyzuje, a tim dochazi k vytvofeni

kinasové kaskady, ktera zesiluje buné¢ny signal a zlepsuje jeho bunéénou kontrolu [1].

ZEFNOWY,
threoninosy ADP
nebo T

byroginowy r"'" PROTEIM KIM& A, “} -
zhytek O

\@}DH C)}o—é-o'
0

Protein L
FOSFATASA Fosforylovany
protein

Fi

Obr. 1.1: Schéma forsforylace a defosforylace proteinu. Adici fosfatovych skupin z donoru
adenosintrifosfatu (ATP) dochazi k fosforylaci postrannich retézcii aminokyselin serinu
(Ser), threoninu (Thr) ¢ tyrosinu (Tyr). Tato reakce je katalyzovana proteinkinasami.
Opacnym procesem je pak defosforylace, pri které enzymy fosfatasy katalyzuji odstépeni
fosfatové skupiny z proteinu a vznik ATP. Upraveno dle [2].
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1.2 MAP kinasové signaliza¢ni kaskady

Vzhledem ktomu, Ze jsou vSechny organismy neustale vystavovany mnoha
nebezpecnym podnétim z vnéjsiho okoli, je pro né dualezit¢ na tyto situace patficné
odpovidat a udrzovat si stalost vnitiniho prostiedi, protoze pfi jejim naruseni mize dojit ke
vzniku mnoha Zivot ohrozujicich onemocnéni [3]. V bunkach eukaryot se nachazi mnoho
signaliza¢nich drah, které na stresové situace odpovidaji a pomahaji tak k adaptaci
organismu na zmény vnéjsiho prostiedi.

Takovymi signaliza¢nimi drahami jsou i mitogeny aktivované proteinkinasové
(MAP) kaskady, coz jsou multifunkéni signalizaéni drahy, které jsou evolu¢né
konzervované ve vSech eukaryotickych butikach [4, 5]. MAP kinasové signaliza¢ni
kaskady patfi mezi nejvice studované signalizacni systémy pfenasejici podnéty
z extracelularniho prostoru do bunééného jadra [6]. Vzhledem ktomu, ze ovliviji
regulaci transkripce a translace, jsou velmi dilezité pti mnoha bunéénych procesech [5, 7].
Reguluji zdsadni bunécné funkce, které jsou nutné pro udrzeni homeostasy, tedy predevsim
expresi cytokini a proteas, spravny postup v bunéfném cyklu, bunéénou adhesi,
pohyblivost a jeji metabolismus [8].

U savct byly doposud charakterizovany tii hlavni MAP kinasové kaskady vedouci
k MAP kinasam ERK (z angl.extracellular signal-regulated kinase), c-Jun N-terminalnim
kinasam (JNK) a p38 MAP kinasam [9]. VSechny tyto signaliza¢ni drahy sestavaji ze tii
tiid serinovych/treoninovych (Ser/Thr) kinas- MAP Kkinas kinas kinas (MAP3K), MAP
kinas kinas (MAP2K) a jiz zminénych MAP kinas (MAPK). MAP3K fosforyluji a tim
aktivuji MAP2K, které nasledné fosforyluji a tim aktivuji MAPK [6, 7, 8, 9, 10, 11].

Signalizani kaskdda vedouci k MAP kinasdm ERK je aktivovdna riznymi
cytokiny a riistovymi faktory a je dilezita pii bunééném riistu a déleni. Naproti tomu jsou
signaliza¢ni kaskady vedouci k MAP kinasam JNK a p38 spoustény piredevsim
chemickymi a fyzikalnimi stresory jako jsou UV a RTG zafeni, teplotni a osmoticky Sok a
ovlivituji bunécnou adaptaci na stresové podnéty, bunéénou smrt ¢i preziti [6]. Schéma

MAP kinasovych signaliza¢nich kaskad je zobrazeno na obr. 1.2 na str. 13.
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Obr. 1.2: Schéma signalizacni MAP kinasové kaskddy. Vnéjsi signaly, jako jsou ROS, UV
zareni, teplotni sok a dalsi stresové podnéty aktivuji MAP3K, které nasledne fosforyluji a
aktivujit MAP2K. Ty pak fosforyluji a aktivuji MAPK, kterymi jsou napr. JNK, p38 a ERK.
Jejich aktivaci dochazi k bunécné apoptose, zanétlivému bujeni ¢i morfogenesi, tedy k

bunécnym odpovédim na stresové podnéty. Upraveno dle [12].

121 ERK MAP kinasa

Signaliza¢ni kaskdda vedouci k ERK MAP kinase se Uc€astni kontroly bunéného
ristu a déleni zpusobenych mitogeny, ristovymi faktory a cytokiny [6]. Zda se, Ze také
reaktivni kyslikové formy ROS (z angl. reactive oxygen species) jsou zapojeny do aktivace
ERK signalizac¢ni kaskady skrz rstové faktory. Bylo zjiSténo, Ze receptory epidermalniho
rustového faktoru EGF (z angl. epidermal growth factor) a ristového faktoru odvozeného
z krevnich desticeck PDGF (z angl. platelet-derived growth factor) jsou podrobeny
fosforylaci, jako odpovédi na podnéty oxidacniho stresu, kterymi jsou napt. H,O, a UV
zateni. Zasah do téchto fosforylaci molekuldarni mutagenesi omezuje aktivaci ERK MAP
kinas. Existuje domnénka, ze ROS jsou vytvafeny v buiikach, které jsou stimulovany vyse
zminénymi rustovymi faktory EGF a PDGF a tedy, ze aktivace signaliza¢ni kaskady

pomoci ROS je konsistentni s pozorovanim, ze pouze malo ROS je mitogennich [13].
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1.2.2 MAPkinasy p38 a INK

Signaliza¢ni drahy vedouci k aktivaci p38 a JINK MAP kinas kontroluji adaptaci
bunky na stresové podnéty, buné¢nou smrt, ale také jeji pieziti. Tyto MAP Kinasy jsou
aktivovany predevsim chemickymi a fyzikalnimi faktory, jako jsou UV a RTG zéfeni,
teplotni a osmoticky $ok a prozanétlivé cytokiny, tedy napi. TNF-a a interleukin-1 [5].
Tyto cytotoxické podnéty Casto zamétuji nadmérny vznik ROS. Zda se tedy, ze aktivace
p38 a JNK MAP kinas je alesponi z Casti zprostiedkovana pravé skrz ROS. Vzhledem
k tomu, ze kazda MAP Kinasa ovliviiuje $iroké spektrum biologickych procest, je mozné,
ze jsou MAP kinasové kaskady zasadnimi regulatory bunécnych odpovédi zplisobenych
ROS [13]. Prestoze je piesny mechanismus aktivace téchto MAP Kinas stale neznamy,
mizeme S jistotou Fict, ze se na ném podili jedna z MAP Kinas kinas kinas ASK1 kinasa (z
angl. apoptosis signal-regulating kinase 1), ktera pii své aktivaci dale fosforyluje MAP
kinasy kinasy, konkrétné MAP2K4/MAP2K7 vedouci k aktivaci JNK MAP kinasy a
MAP2K3/MAP2K6 vedouci k aktivaci p38 MAP kinasy [10].

1.3 ASK1 (Apoptosis signal-regulating kinase 1)

ASK1 nebo také MAP3KS5 je jednou z vyse zminénych MAP kinas kinas kinas, které
fosforylaci aktivuji MAP2K4/MAP2K7-JNK a MAP2K3/MAP2K6-p38 signaliza¢ni
kaskady vedouci k bunéénym odpoveédim na stresové podnéty ¢i apoptosu. Lidskd ASKI1
kinasa je polypeptid, ktery se sklada z 1374 aminokyselin [10] a jeho molekulova hmotnost
je 170 kDa [14].

ASK1 sestava ze Ser/Thr katalytické domény ve své stiedové Casti a dvéma
coiled-coil doménami, které se nachazeji jak na N- (N-terminalni coiled-coil doména,
NCC), tak na C- konci (C-terminalni coiled-coil doména, CCC) molekuly ASK1 [15],
jak je zobrazeno na obr. 1.3 na str. 15. Struktura celé molekuly ASK1 dosud nebyla
vyfeSena. Znama je pouze krystalova struktura katalytické domény, ktera byla ziskana

v komplexu se stautosporinem [16].
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Obr. 1.3: Doménova struktura ASKI1. Obé koncové coiled-coil domény jsou zobrazeny
modre, stiedova katalyticka doména je vyobrazena cervené a za ni nasleduje motiv pro
vazbu proteinit 14-3-3. Predikované vazebné misto pro Trx-1 se nachazi u N-termindlni

domény a je oznaceno zluté. Upraveno dle [16].

1.3.1 Aktivace ASK1

Aktivita ASK1 je spojovana s mnoha zdvaznymi onemocnénimi, kterymi jsou
neurodegenerativni nemoci (Alzheimerova, Parkinsonova choroba), rakovina a také
onemocnéni kardiovaskularniho systému [9]. Pochopeni mechanismi vedoucich k aktivaci
ASK1 je tedy velice dilezité.

K aktivaci ASK1 dochazi, stejné jako u dalsich MAP3K (viz kapitola 1.2, str. 12),
pomoci riznych podnét, kterymi jsou napf. oxidacni stres, zvySeni vnitrobunécné
koncentrace Ca?* ionti, stres endoplasmatického retikula [3], chemické a fyzikalni podnéty
jako jsou UV ¢i RTG zafeni, lipopolysacharidy ¢i TNF-a [5]. Aktivaci ASK1 dochazi
k fosforylaci MAP2K4/MAP2K7-JNK a MAP2K3/MAP2K6-p38 signaliza¢nich drah, coz
vede K bunéénym odpovédim, jakymi jsou apoptosa [10, 17], sekrece cytokind a bun&cné
déleni [3]. Jednim z nejstudovanéjsich mechanismii aktivace ASK1 je vsak jeji aktivace
autofosforylaci v zavislosti na pfitomnosti ROS [18].

Kinasova aktivita lidské ASK1 je aktivovana autofosforylaci threoninu Thr®%, ktery
se nachéazi v aktivaéni smycce katalytické domény. Tento aktivacni flexibilni motiv je
konzervovany mezi zivo¢iSnymi druhy a jeho fosforylace reguluje kinasovou aktivitu nejen
ASK1, ale také dalsich proteinkinas [19].

Endogenni ASK1 vytvati vysokomolekularni komplex (1500-2000 kDa) zvany
ASK1 signalosom. Zakladni konfigurace a aktivita tohoto utvaru vychazi z homo-
oligomerizace ASK1 skrz CCC doménu. V tomto signalosomu se krom¢ oligomert ASK1
nachazeji také dalsi molekuly, napf. vazebny partner ASKI, thioredoxin (Trx-1) [20].
V takovém usporadani je ASKI1 signalosom neaktivni, coz indikuje, Ze homo-

oligomerizace ASK1 skrz CCC doménu je sice dilezitd, ale nedostatecnd pro aktivaci
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ASK1. Kaktivaci je tedy zapotifebi impulsu v podobé ROS stimulace, kterda vede
k disociaci Trx-1 interagujicimu s N-terminalni ¢asti ASK1. ASK1 v signalosomu poté
oligomerizuje také skrz svou NCC doménu, coz umoctiuje interakci mezi katalytickymi
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doménami jednotlivych molekul ASK1. To nasledn¢ umozni autofosforylaci Thr
I aktivaci ASK1 [13]. ASK1 signalosom stimulovany pomoci ROS vytvaii komplex o jesté
vétsi molekulové hmotnosti nez jakou ma komplex neaktivni [20], coz vede k zavéru, ze
k aktivaci ASK1 signalosomu jsou nutné jesté i dalsi faktory. Témi jsou tzv. TRAF2 a
TRAF6 (z angl. tumor necrosis factor receptor-associated factor), které dopliuji ASK1
signalosom a pomahaji pii jeho aktivaci [21]. Pravdépodobny mechanismus takové

aktivace ASK1 signalosomu je zobrazen na obr. 1.4.

ROS

&> Akdivii ASKA

Meaktivni ASK1 :
signalosom

signalosom

Degradace

Obr. 1.4: Pravdépodobny mechanismus aktivace ASK1 signalosomu. V reaktivaim stavu je
ASK1 homo-oligomerizovana skrz svou CCC doménu a na N-terminalni casti ASKI je
navazan Trx-1. Po stimulaci pomoci ROS dochazi k disociaci Trx-1 z ASK1 a na jeho
vazebné misto nasedaji TRAF2/6, ¢imz dojde k aktivaci ASK1 signalosomu. Pokud je

komplex nasledné ubiquitinovan, dochdzi k jeho degradaci. Upraveno dle [15].

Kromé fosforylace existuji jesté dalsi regulacni mechanismy aktivace ASKI1. Za
zminku stoji ubiquitinace. Bylo zjisténo, Ze interakce ASK1 s proteinem Roquin-2, ktera je
vyvolana oxidaci ASK1 peroxidem vodiku, vede k ubiquitinaci ASK1 a jeji nasledné
degradaci [22]. Tato ubiquitinace je katalyzovana enzymem USP9X (z angl. ubiquitin-
specific peptidase 9, X-linked) [23]. Regulace ASK1 ubiquitinaci je, na rozdil od regulace
fosforylaci, relativné pomala a ireversibilni. Je tedy mozné, ze samotné buiky si voli

mechanismus regulace v zavislosti na stresovych ¢i bunéénych podnétech [3].
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1.3.2 Vazebni partnerii ASK1

Schopnost interakce ASK1 s riznymi vazebnymi partnery je dulezitou soucasti
regulace jeji aktivity. Mezi jeji vyznamné interak¢ni partnery patii proteiny 14-3-3 a taky
jiz zminény protein Trx-1, jejichz vazba s ASK1 ma zasadni vliv na regulaci této
proteinkinasy a ovliviiuje tak spoustu bunéénych procesti dulezitych pii odpovédich na

stresové a toxické podnéty.

1.3.2.1 Proteiny 14-3-3 a jejich vliv na regulaci ASK1

Proteiny 14-3-3 jsou kyselé vysoce konzervované bilkoviny, které jsou
exprimovany ve vSech eukaryotickych bunkdch. Hraji dilezitou roli pii regulaci mnoha
bunécnych procesi skrz interakce s mnoha strukturné i funkéné rozmanitymi vazebnymi
partnery. Proteiny 14-3-3 se specificky vazou na sekvence obsahujici fosfoserin nebo
fosfothreonin (pSer nebo pThr), ¢imz zasadné ovliviiuji regulaci pienosu bunééného
signalu, kontrolu buné¢ného cyklu, metabolismu a apoptosy [24].

Bylo zjisténo, e ASK1 specificky interaguje s proteiny 14-3-3 skrz Ser™’, ktery se
nachazi v jeji Ser/Thr katalytické doméné. Toto vazebné misto je evolu¢né konzervované a
Ize tedy fici, Ze je zasadni pro regulaci katalytické aktvity ASK1. Interakce mezi ASK1 a
proteiny 14-3-3 vyzaduje, jako vétSina asociaci, pii kterych figuruji proteiny 14-3-3,

fosforylaci, v tomto piipadé Ser®®’

v molekule ASK1 [25]. Detailni mechanismus regulace
ASK1 pomoci interakce s proteiny 14-3-3 nebyl sice doposud vyfeSen, nicméné ze
znamych poznatkil je zfejmé, Ze fosforylace Ser™ je pro tuto regulaci zcela zasadni. Zda
se, ze v bunkdach, které jsou v klidovém stavu, je ASKI1 vysoce fosforylovana kinasou
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specifickou pro fosforylaci Ser™" a tim padem interaguje s proteiny 14-3-3. Pokud vsak

dojde k stimulaci ASK1 pomoci ROS, dojde Kk aktivaci fosfatasy specifické pro

967

defosforyalaci Ser™’, coz ma za nasledek defosforylaci ASK1, disociaci proteinti 14-3-3 a

naslednou stimulaci katalytické aktivity ASK1 [26].

1.3.2.2 Thioredoxin

Savc¢i thioredoxiny jsou skupina malych proteini o molekulové hmotnosti pfiblizné
12 kDa, jez podléhaji NADPH-dependentni redukci diky enzymu thioredoxin-reduktase a
na oplatku redukuji cysteinové skupiny jinych proteinti.

Jednim z nejstudovanéjSich thioredoxinti je lidsky Trx-1, ktery sestavd ze 104
aminokyselin. Tento protein se nachazi jednak v extraceluldrnim prostoru, kde je jeho

funkce spjata s bunécnym ristem a chemotaxi, v cytoplasmé, kde pisobi jako antioxidant a
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redukéni kofaktor a také v bunééném jadie, kde reguluje aktivitu transkripéniho faktoru
[27] pfi jeho vazbé na DNA [28].

Trx-1 je znamy tim, Zze ovliviiuje redoxni stav proteint, jejichz aktivni misto je
tvofeno dvéma redoxné aktivnimi cysteiny [29]. Bylo zjisténo, ze Trx-1 je silnym
antioxidantem, protoze dokaze redukovat aktivni kyslikové formy ROS a chrani tak bunky
pred toxickym peroxidem vodiku a TNF-a. Na druhou stranu se vsak zda, ze ROS dokazi
Trx-1 oxidovat, coz by mohlo znamenat, ze Trx-1 je zaroven jejich molekularnim cilem
[28].

Aktivita Trx-1 je jiz dlouho spojovana se vznikem mnoha zavaznych onemocnéni,
vcetné rakoviny. Tento protein byl nalezen v nddorech, kde byl zapojen do agresivniho
rustu zhoubnych bungk. Je tedy cilem mnoha studii zabyvajicich se vyvojem novych 1é¢iv,
které by jednou mohly omezovat jeho aktivitu a tim by pomohly zabranit vzniku

nadorového bujeni. [27].

Struktura Trx-1

Struktura Trx-1 je charakterizovana tzv. thioredoxinovym sbalenim, tedy 3D
strukturou, ktera je velice podobna u vSech thioredoxint [30]. Struktura Trx-1 se sklada z
centralniho jadra péti P-vlaken, které jsou obklopeny ctyfmi a-helixy s evoluéné
konzervovanym aktivnim mistem se sekvenci Trp-Cys*?-Gly-Pro-Cys®-Lys [31]. Tato
sekvence se nachazi na konci B-vlakna (B2) a na zacatku dlouhého a-helixu [32]. Dva
cysteinové zbytky (Cys* a Cys®) vtomto redoxnim centru poskytuji sulfhydrylové
skupiny, které se Uc€astni redukéni C¢innosti tohoto proteinu. Thioredoxin je znam ve dvou
formach. Oxidovana forma (Trx-S;) obsahuje v aktivnim centru disulfidicky mustek, ktery
je redukovan pomoci NADPH a flavoproteinu Trx-reduktasy na dithiol. Redukovana forma
(Trx-(SH),) se chova jako silna disulfidicka oxido-reduktasa [28]. Rozdil ve struktuie
oxidované (viz obr. 1.5 na str. 19) a redukované formy je relativné maly, zahrnuje
konforma&ni zménu v a okolo redoxné aktivniho disulfidu tvofeného Cys*? a Cys®

s nékolika konforma¢nimi mezistavy redukované formy [30].
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Obr. 1.5: Struktura oxidované formy Trx-1. Na obrdzku je Vyobrazena sekunddrni
struktura oxidované formy Trx-1, tedy pét p-vidiken obklopenych ctyrmi a-helixy.
Vyznaceny jSou vSechny cysteiny nachazejici Se ve strukture Trx-1. Mezi cysteiny 32 a 35 je

zobrazen disulfidicky miistek. Obrazek byl vytvoren pomoci program PyMol 0.99 [33].

Mechanismus interakce Trx-1s ASK1 kinasou

Trx-1 je pfimym inhibitorem ASK1 kinasy [28]. Vyvolava ubiquitinaci a degradaci
ASKI, ¢imz brani vzniku apoptoSy navozené diky aktivaci proteinkinasy ASK1 a zaroven
inhibuje jeji kinasovou aktivitu [14]. Trx-1 interaguje s N-terminalni ¢asti ASK1 a bylo
zjisténo, ze pravdépodobnym vazebnym mistem pro Trx-1 v molekule ASK1 je oblast
aminokyselin 46-277 [18]. Interakce mezi t€émito dvéma proteiny je zavisla na redoxnim
stavu Trx-1, protoze byla pozorovana pouze v reduk¢énich podminkach [28]. Oxidovana,
ani redoxné inaktivni forma Trx-1 s ASK1 neinteraguje [14].

Disociaci Trx-1 z ASK1 kinasy dochazi k aktivaci ASK1, coz vyvolava homo-
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oligomerizaci a naslednou autofosforylaci této proteinkinasy na Thr ", Mechanismus této

regulace je zobrazen na obr. 1.4 na str. 16.

19



2. Cile prace

1. Pripravit rizné fragmenty N-terminalni ¢asti lidské ASK1 kinasy s cilem upiesnit pozici
vazebného mista pro Trx-1:
e Pripravit konstrukty pro expresi ASK1%%2? a ASK1%3% y pupikach E. coli
pomoci plasmidu pRSFDuet-1
e Exprimovat a vypurifikovat ASK13% ASK1%8302 ASK1%%22 3 ASK 18832 jako

fusni proteiny s N-terminalni histidinovou kotvou a GB-1 proteinem
2. Pripravit lidsky Trx-1:
e Exprimovat a vypurifikovat Trx-1 (mutant C"S) jako fusni protein s N-terminalni

histidinovou kotvou

3. Provést biofyzikalni charakterizaci pfipravenych fragmentt N-terminalni ¢asti ASK1

pomoci analytické ultracentrifugace a dynamického rozptylu svétla

4. Overit interakce mezi pfipravenymi fragmenty N-terminalni ¢asti ASK1 kinasy a Trx-1

v reduk¢énich podminkach pomoci analytické ultracentrifugace a nativni elektroforesy

20



3. Pouzity material a metody

3.1 Pouzity material

3.1.1 3.1.2. Chemikalie
1,4- dithiothreitol (DTT)- Carl Roth GmbH, Némecko
S-merkaptoethanol (B-Me)- Sigma-Aldrich, USA
agarosa GTQ- Carl Roth GmbH, Némecko
akrylamid- Carl Roth GmbH, Némecko
ampicilin- Sigma-Aldrich, USA
azid sodny- Sigma-Aldrich, USA
bacto trypton (pepton)- Carl Roth GmbH, Némecko
bacto yeast extract (kvasni¢ny extrakt)- Carl Roth GmbH, Némecko
bis-akrylamid- Carl Roth GmbH, Némecko
bromfenolova modi- New England BioLabs, USA
Coomassie Brilliant Blue R 250- LKB Bromma, Svédsko
dihydrat ethylendiamintetraoctanu disodného (Na,-EDTA.2H,0)- LACH-NER, s.r.o., CR
dodecylsiran sodny (SDS)- Carl Roth GmbH, Némecko
ethanol- Penta- Ing. Petr Svec, CR
fenylmethylsufonylfluorid (PMSF)- Carl Roth GmbH, Némecko
Gel Red- New England BioLabs, USA
Gene Ruler 1 kB DNA ladder- Fermentas, Kanada
glycerol- Penta- Ing. Petr Svec, CR
glycin- Carl Roth GmbH, Némecko
guanidin hydrochlorid- Genomed, Némecko
hexahydrat siranu nikelnatého- Penta- Ing. Petr Svec, CR
hydroxid sodny- Genomed, Némecko
chlorid draselny- Penta- Ing. Petr Svec, CR
chlorid hote¢naty- LACH-NER, s.r.o., CR
chlorid sodny- Carl Roth GmbH, Némecko
imidazol- Carl Roth GmbH, Némecko
isopropyl-f-D-thiogalaktopyranosid (IPTG)- EMD Biosciences, Inc., Némecko
isopropylalkohol- Genomed, Némecko
kanamycin- Sigma-Aldrich, USA
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kyselina borita- LACH-NER, s.r.o., CR

kyselina chlorovodikova- Penta- Ing. Petr Svec, CR

kyselina octova- Penta- Ing. Petr Svec, CR

Loading Dye- New England BioLabs, USA

Luria-Bertani (LB) agar- Carl Roth GmbH, Némecko

lysozym- SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko

methanol- Penta- Ing. Petr Svec, CR

mix deoxyribonukleotidtrifosfati (INTPs)- Thermo Scientific, USA
N,N,N",N"-tetraethylendiamin (TEMED)- Carl Roth GmbH, Némecko
PCR Master Mix (MM PCR)- Thermo Scientific, USA

persulfat amonny (APS)- Sigma-Aldrich, USA

Precision Plus Protein™ Dual Color Standard- Bio-Rad Laboratories, USA
pufr HF pro Phusion High- Fidelity polymerasu- New England BioLabs, USA
pufr pro BamHI- Fermentas, Kanada

pufr pro T4 DNA ligasu- Fermentas, Kanada

tetraethylenadiamin- Carl Roth GmbH, Némecko
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)- Carl Roth GmbH, Némecko
trypton- Carl Roth GmbH, Némecko

3.1.2 Pristroje a vybaveni

3505 pH Meter- Nova Capital Ltd., Velka Britanie

automatické pipety- Eppendorf AG, Némecko

centrifuga 5804R- Eppendorf, Némecko

centrifuga Hermle Z323K- Hermle Labortechnik GmbH, Némecko
centrifuga Sigma 8K- Sigma Laborzentrifugen, Némecko

dialyza¢ni membrana, typ 27/32 - Carl Roth GmbH, Némecko
elektricky vati¢- Eta, CR

horizontalni elektroforesa RELSMIDI, Gentaur GmbH, Némecko
HPLC-AKTA- Amersham Biosciences, Svédsko

iluminator UVT-14M, Herolab GmbH, Némecko

kolona pro niklovou chelata¢ni chromatografii- Bio-Rad Laboratories, USA
kolona Superdex 75 10/300- GE Healthcare, USA

kolona Superdex 200 Hiload 10/600- Amersham Biosciences, Svédsko
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kolona Superdex 200 Hiload 26/60- Amersham Biosciences, Svédsko
koncentratory Amicon Ultra (cut off 10000)- EMD Millipore, USA
kfemenna kyveta- Agilent Technologies, Inc., USA

laboratorni vahy HF-200g- And, USA

nanofotometr P-Class- Implen GmbH, Némecko

nylonové membranové filtry 0,45 um- GE Healthcare, USA

orbitalni inkubator Gallenkamp Orbital Incubator- Gemini BV, Holandsko
orbitalni inkubator Multitron- Infors AG (Svycarsko)

peristalticka pumpa- IDEX Health&Science SA, Svycarsko
ProteomLabTM XL-I analyticka ultracentrifuga- Beckman Coulter, USA
Sonicator 3000- Misonix, Inc., USA

spektrofotometr Agilent 8453- Agilent Technologies, Inc., USA
stiikacky- Chirana T. Injecta, a.s., Slovenska republika

termoblok- Grant, UK

termocykler Mastercycler Personal- Eppendorf, Némecko

termostat BT120M, Laboratorni pfistroje, CR

vertikalni elektroforesa- Bio-Rad Laboratories, USA

vodni 1azen- Memmert GmbH, Némecko

vortex RX3- VELP Scientifica, Italie

zdroj napsti pro elektroforesu- Bio-Rad Laboratories, USA

zatizeni pro méfeni rozptylu svélta- ALV 5000 GmbH, Némecko

3.1.3 Ostatni material

BamHI- Fermentas, Kanada

DNA oligonukleotidy- Generi Biotech s.r.0., CR
Escherichia coli, kmen BL21(DE3)- Stratagene, USA
Escherichia coli, kmen Top 10 (DH5a)- Stratagene, USA
GenelJet Gel Extraction kit- Thermo Scientific, USA
Gene Jet PCR Purification kit- Thermo Scientific, USA
Genelet Plasmid Miniprep kit- Thermo Scientific, USA
Chelating Sepharose Fast Flow- GE Healthcare, USA
laboratorni sklo- Simax, CR

mikrozkumavky- Eppendorf, Némecko
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Phusion High- Fidelity polymerasa- New England BioLabs, USA
plasmid pRSFDuet-1- dar od dr. Evzena Bouii, UOCHB, AV CR v.v.i.
Notl- Fermentas, Kanada

T4 DNA ligasa- Fermentas, Kanada

3.2 Metodika prace

3.2.1 Piiprava expresnich konstruktii fragmentii N-terminalni ¢asti ASK1 Kkinasy

ASK146-302 a ASK188-302

3.2.1.1 Plasmidy

Plasmidy jsou kruhové dvouvlaknové molekuly DNA (dsDNA), které jsou schopné
samostatné replikace. Jejich vyhodou je, Ze mohou obsahovat genetickou informaci, kteréa
bakteriim, které¢ takovéto molekuly pfijmou, muze poskytnout napi. resistenci vuci
urCitému antibiotiku. Takova ziskand geneticka informace je pak uziteCna pti nasledné
expresi.

K praci byl pouzit plasmid pRSFDuet-1 (viz obr. 3.1, str. 25) resistentni vaci
antibiotiku kanamycinu (Kan), ktery umoznuje expresi rekombinantnich proteint jako
fusnich proteinti s motivem Sesti histidinti v fadg, tzv. histidinové kotvy a na ni navazaném
GB-1 proteinu (Bl doména proteinu G ze Streptokokl) na N-konci. Tato skute¢nost
pomaha k lepSi rozpustnosti vysledného fusniho proteinu a zaroven k jeho snadnéjsi
isolaci, protoze umoznuje pouziti niklové chelatacni chromatografie (viz kapitola 3.2.2.3,
str. 35) jako prvniho purifika¢niho kroku. Plasmid pRSFDuet-1 ma také vyhodu v tom, Ze
obsahuje mista pro restrikéni endonukleasy Notl a BamHI, které jsou vhodné pro vneseni
genetické informace kédujici fragmenty N-terminalni &asti ASK1, ASK1%3% g ASK®33%2,
Tato restrikéni mista maji nasledujici sekvenci:

Notl: 5'-gcggccge-37

BamHI: 5'-ggatcc-3’
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promoter-1

lac operator 17 ,promoter

e
J ac operator

BstE 1l (3152)
Apa | @3131)
PspOM | (3127)

RSFDuet-1
(3829 bp) MCS2
Nde | (298)

I 1l (308)

e | (311)
EcoR V (319)
Nae | (326)
Fse | (328)
AsiS | (337)
Zra | (349)
Aat Il (346)
Eco57 | (2474) Aoeﬁls I (348)

Alo | (2420) X 3,8’:3
Xba | (2414) Bae | (365)
S-Tag
Pac | (429)
Avr Il (434)
BssS | (1844) Pci | (1782) T7 terminator

Sfo | (2687)
Nar | (2896)

Obr. 3.1: Mapa plasmidu pRSFDuet-1. Motiv pro antibiotikum kanamycim a restrikcni
mista pro endonukleasy Notl a BamHI jsou oznacna Vv cervenych rameccich. Prevzato a

upraveno dle [34].

3.2.1.2 Priprava média dle Luria-Bertaniho (LB média)
LB agar (8 g), viz tab. 3.1, str. 26, byl rozpustén ve 200 ml destilované vody v uzaviratelné
sklenéné lahvi. Roztok byl sterilizovan v autoklavu (15 min, 120 kPa, 121 °C), ochlazen a

uchovévan pfi teploté 4 °C.

3.2.1.3 Priprava LB agarovych misek

LB agar (8 g), viz tab. 3.1, str. 26, byl rozpustén ve 200 ml destilované vody v uzaviratelné
sklenéné lahvi. Roztok byl sterilizovéan v autokldvu (15 min, 120 kPa, 121 °C) a ochlazen.
Nasledné¢ do ng&j byl pfidan roztok Kan tak, aby byla jeho kone¢na koncentrace 30 pg/ml.

Roztok byl promichén a nalit do Petriho misek (cca 20 ml roztoku na jednu Petriho misku).
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Tab. 3.1: SlozZeni LB agaru, doplnéno destilovanou vodou na objem 200 ml.

Latka MnoZstvi
trypton 29
kvasni¢ny extrakt 1lg
NaCl 20
agar 39

3.2.1.4 Transformace bakterii

Transformace je horizontdlni pfenos genetické informace z plasmidu do
kompetentnich bakterialnich bun¢k a provadi se tzv. teplotnim Sokem (,,heat shock®), pfi
kterém jsou bunky nejprve inkubovany v ledu a nasledné jsou zahiivany ve vodni l4zni o
teploté 42 °C po dobu 45 s. V tomto kroku dochazi k vneseni plasmidové DNA do bunék.
Nakonec jsou bakterialni buniky ochlazeny diky inkubaci v ledu po dobu 1 minuty.

K rozmrazenym kompetentnim bakterialnim buitkdm E. coli DH5a bylo piidano
0,5 pul plasmidové DNA (pRSFDuet-1) a tato smés byla inkubovana po dobu 15 minut pii
teploté 0 °C. Smés byla vlozena do vodni 1azné o teploté 42 °C a inkubovana po dobu 45 s
a nasledné pfi teploté 0 °C po dobu 1 minuty. Ke smési byl ptidan roztok LB média, které
neobsahovalo antibiotikum, a tato smés byla inkubovana v termostatu pfi teploté 37 °C po
dobu 45 minut. Smés byla centrifugovana pti 3000 ot./min po dobu 2 minut. Supernatant
byl odebran tak, aby jej v mikrozkumavce asi 50 ul zlstalo a vtomto objemu byla
resuspendovana vznikla peleta kompetentnich bun€k. Bakteridlni kultura byla asepticky
nanesena na LB agarovou Petriho misku obsahujici Kan o kone¢né koncentraci 30 pg/ml.
Petriho miska byla poté inkubovana pii 37 °C po dobu cca 16 hodin v termostatu.

Po inkubaci byly vybrany vzdy 2 bakterialni kolonie ke kultivaci a ty byly
preneseny do zkumavek obsahujicich 5 ml tekutého LB média s obsahem Kan o kone¢né
koncentraci 30 ug/ml. Tyto miniprepy byly inkubovany pii teploté¢ 37 °C v orbitalnim
inkubatoru (200 ot./min) ptiblizné 16 hodin.

3.2.1.5 Isolace plasmidové DNA
Pro isolaci plasmidu z bakterii E. coli DH5a byla pouzita komeréné dostupna sada
GeneJet Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, USA) a bylo postupovano podle navodu

uvedeného vyrobcem.

26




Nejprve byly bunky centrifugovany v mikrozkumavkach (1 min, 13000 ot./min),
supernatant byl odebran, ke vzniklé bunécné peleté bylo ptidano 250 pl resuspendacniho
pufru a tato smés byla promichana. Ke smési bylo dale ptidano 250 ul lyzaéniho pufru a
350 pl neutralizaéniho pufru. Smés byla lehce promichana a centrifugovana pii 13000
ot./min po dobu 10 minut. Vznikly supernatant byl nasledn¢ nanesen na kolonu s filtrem,
ktera byla umisténa do rezervoaru (kolona i rezervoar byli soucasti sady). Poté byl tento
supernatnant na koloné opét centrifugovan, tentokrat pii 13000 ot./min po dobu 1 minuty.
Roztok, ktery protekl pres filtr na kolon¢, byl odstranén a kolona byla vracena zpét do
rezervoaru. Nasledné bylo do kolony naneseno 500 ul promyvaciho pufru a kolona byla
opét centrifugovana pii 13000 ot./min po dobu 1 minuty. Pfi stejnych podminkach doslo
k dalsi centrifugaci za i¢elem odstranéni zbytkti promyvaciho pufru z kolony. Kolona byla
vloZena do mikrozkumavky a bylo na ni pieneseno 50 pl elu¢niho pufru. Tato smés byla
inkubovana pfi laboratorni teplot¢ po dobu 1 minuty a poté 1 minutu centrifugovana pfi
13000 ot./min. V tomto kroku tedy doslo k eluci pozadované plasmidové DNA z kolony
spole¢né s eluénim pufrem.

Slozeni resuspendaéniho, lyza¢niho, promyvaciho a neutraliza¢niho pufru vyrobce

neuvadi. Elu¢ni pufr je slozen z 10 mM Tris-HCI (pH 8,5).

3216 PCR

Polymerasova fetézova reakce, PCR (z angl. polymerase chain reaction), je enzymy
fizena reakce, pii které dochazi k namnozeni (amplifikaci) urcitého useku DNA. Jedna se
tedy o replikaci in vitro. Pro PCR reakci je potfeba mit matricovou DNA obsahujici
sekvenci pro amplifikaci, oligoribonukleotidy (tzv. primery) urcujici pocatek a konec
amplifikované sekvence, DNA polymerasu syntetizujici dcefiné vlakno podle matricové
DNA, vsechny ¢étyti deoxyribonikleotidtrifosfaty (ANTPs)- dATP, dGTP, dCTP, dTTP, ze
kterych polymerasa syntetizuje nové komplementarni dcefiné vlakno, pufr zajistujici
vhodné reakéni prostiedi a sterilni vodu.

DNA polymerasa syntetizuje dcefiné komplementarni vlakno ve sméru od jeho 5°-
konce k 3°-konci. DNA polymerasa vsak nevytvaii vlakno ,,de novo®, ale pouze piipojuje
dNTPs k 3’- konci nového dcefiného vlakna, a proto se do reakéni smési piidavaji primery,

coz jsou uméle syntetizované oligoribonukleotidy, které jsou pii vhodnych reakcnich
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podminkach schopny nasednout na komplementarni usek matricové DNA. Na jejich 3'-
konce pak DNA polymerasa piipojuje jiz zminéné dNTPs.

PCR se provadi ve tfech opakujicich se krocich. V prvnim kroku je teplota
nastavena na 94-98 °C a dochazi pii ném k separaci dvou vldken dsDNA. Ve druhém
kroku se teplota snizi na 45-65°C a dochazi k nasednuti (annealingu) primert na
komplementarni Gisek matricové, ted’ uz jen jednovldknové, ssDNA. Ve tietim kroku se
teplota zvysi na 70-74 °C a dochazi k prodluzovani (elongaci) fetézce. Tyto tfi kroky se
opakuji ve vétsin¢ pripadi 20-30x a diky tomu dochazi k syntéze pozadovaného mnozstvi
DNA. Kone¢ny PCR produkt pak obsahuje obrovské mnozstvi pozadované sekvence
DNA, protoze amplifikace roste geometrickou fadou.

PCR byla pouzita k namnozeni sekvence kodujici fragmenty N-terminalni Casti
ASK1 kinasy ASK13% g ASK1%3% Sekvence oligoribonukleotidi byla navrzena Megr.

Daliborem Koskem a byla nasledujici:

e pro sekvenci kodujici ASK1%¢%%? s naslednou ligaci do plasmidu pRSFDuet-1 mély
oligoribonukleotidy sekvenci:

ASK146forwBamHIGB

5'-ca tat gga tcc ctg cca ccg ccg ccg ccg-3’

ASK1 302revNotl

5'-c gta ggc ggc cgc cta tcg ctg ccg aat tct tge-37

e pro sekvenci kodujici ASK1%3%2

S naslednou ligaci do pRSFDuet-1 mély
oligoribonukleotidy sekvenci:

ASK188forwBamHIGB

5'-ca tat gga tcc agc cga cgg acc acg gtg-3’

ASK1 302revNotl

5'-c gta ggc ggc cgc cta tcg ctg ccg aat tct tge-3°

PCR reakce byla provedena pomoci Phusion High-Fidelity DNA polymerasy (New
England BioLabs, USA) (2,00 U/ml) v termocykleru Mastercycler Personal (Eppendorf,
Némecko).

SloZeni PCR reakénich smési jsou uvedeny v tabulkach 3.2 a 3.3 na str. 29.
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Tab. 3.2: Slozeni PCR reakcni smési pro DNA kédujici ASK1%% v objemu 50 ul.

Latka Objem

sterilni H,O 28,4 ul

reakéni HF pufr 10 pl

matricovd DNA (gen kodujici ASK1) 0,1 pul
dNTPs 1 ul
primer ASK146frowBamHIGB (0,1 mM) 5ul
primer ASK1302revNotl (0,1 mM) Sul
HF DNA polymerasa (2 U/ml) 0,5 pul

Tab. 3.3: Slozeni PCR reakcni smési pro DNA kédujici ASK1 88302y, objemu 50 ul.

Latka Objem

sterilni H,O 28,4 ul

reakéni HF pufr 10 pul

matricovd DNA (gen kodujici ASK1) 0,1 pul
dNTPs 1l
primer ASK188frowBamHIGB (0,1 mM) 5ul
primer ASK1302revNotl (0,1 mM) 5ul
HF DNA polymerasa (2 U/ml) 0,5 ul

Slozeni reak¢éniho HF pufru vyrobce neuvadi.
U obou reakénich smési byl program pro PCR nastaven nasledovné:
1. 95 °C, 2 min
2 1. faze: 95 °C, 30 s
3 2. taze: 55°C, 30 s
4. 3. faze: 72 °C, 2 min
5 72 °C, 10 min
6. 4 °C, do vyjmuti PCR produktu z termocykleru
Cyklus byl opakovan 25x od kroku 2. do kroku 4.

3.2.1.7 Horizontalni agarosova elektroforesa
Horizontalni agarosova elektroforesa (HAE) je elektromigracni separacni metoda, u

které déleni molekul zavisi na jejich odlisné pohyblivosti ve stejnosmérném elektrickém
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poli. DNA ma zaporny naboj a putuje od katody k anod¢ v zavislosti na své velikosti.
Mensi molekuly v agarosovém gelu migruji rychleji nez molekuly velké.

Ptiprava gelu pro HAE byla nésledujici: do Erlenmayerovy banky bylo navazeno
0,6 g agarosy, k ni bylo ptidano 60 ml 1x koncentrovaného TBE pufru (viz tab. 3.4) a tato
smés byla zvazena na laboratornich vahach. Smés byla povafena v mikrovinné troubé,
dokud se agarosa dokonale nerozpustila, tedy po dobu cca 3 minut. Roztok byl nasledné
znovu zvazen a doplnén destilovanou vodou na ptvodni hmotnost. Nakonec bylo do
roztoku ptidano 0,4 pl fluorescen¢ni sondy GelRed, ktera se vaze na DNA a pii ozafovani
UV svétlem fluoreskuje. Smés byla nalita do vani¢ky urc¢ené pro HAE a nechala se cca 40
minut zatuhnout pfi laboratorni teploté. Vanicka se zatuhlym gelem se nasledné ptenesla
do nadoby s elektrodami naplnéné 1x koncentrovanym TBE pufrem.

Pfi nanaseni vzorkli byl do prvni jamky nanesen standard obsahujici smeés
fragmentd DNA o rtiznych zndmych delkach, podle nichZz se pak pii vyhodnocovani
odecitala velikost kyzené DNA. Jako standard byl pouzivanGene Ruler 1 kB DNA Ladder
(Fermentas, Kanada). Do dalsich jamek byla nanasena reakéni smés, jejiz slozeni je
popsano v tab. 3.5. HAE probihala cca 45 minut pii konstantnim napéti 100 V a po
dokonceni byly z gelu odeCteny migracni zony na iluminatoru UVT-14 M (Herolab,

Némecko).

Tab. 3.4: Slozeni 1x koncentrovaného TBE pufiru, pH 8

Latka Konecna koncentrace
Tris-HCI 100 mM
kyselina borita 90 mM
EDTA 1mM

Tab. 3.5: Slozeni smési pro HAE v objemu 13 ul.

Latka Objem
sterilni H,O 7 ul
PCR produkt 3ul
Loading Dye 3ul
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3.2.1.8 Cisténi PCR produktu

Pro ziskani cistého produktu PCR reakce byla pouzita komeréné dostupnd sada
GeneJet PCR Purification Kit (Thermo Scientific, USA) a bylo postupovano podle navodu
uvedené¢ho vyrobcem. K 50 ul PCR produktu bylo pfidano 50 pl vazebného pufru, smés
byla promichédna a pfevedena na kolonu s filtrem, ktera byla nasazena do rezervoaru. Smés
byla nasledné centrifugovana pti 13000 ot./min po dobu 1 minuty. Supernatant byl
odstranén, na kolonu bylo naneseno 700 pl promyvaciho pufru a smés byla opét
centrifugovana pii 13000 ot./min po dobu 1 minuty. Po odstranéni supernatantu byla
kolona jesté jednou centrifugovana pii stejnych podminkach, aby doslo k uplnému
odstranéni roztoku promyvaciho pufru z filtru kolony. Ta byla nasledné vlozena do
mikrozkumavky a bylo na ni pieneseno 50 ul elu¢niho pufru. Smés byla po dobu 1 minuty
inkubovana pii laboratorni teploté a nakonec centrifugovana 1 minutu pti 13000 ot./min.

Slozeni vazebného a promyvaciho pufru vyrobce neuvadi. Elu¢ni pufr se sklada

z 10 mM Tris-HCI (pH 8,5).

3.2.1.9 Stépeni DNA restrikénimi endonukleasami

Precistény produkt PCR reakce, tedy namnozena DNA kodujici ASK1%3%2 resp.
ASK1%83%2 hylo tieba §tepit restrik&nimi enzymy tak, aby byla $tépna mista shodna
S restrikénimi misty plasmidové DNA.

Za ucelem vneseni sekvence kodujici ASK1%3% resp. ASK1%3%? do plasmidu
pRSFDuet-1 byly pouzity restrikéni endonukleasy Notl a BamHI. Po ptidavku restrik¢énich
enzymi byla smés inkubovana pii 37 °C po dobu 1 hodiny v termostatu a poté bylo §tépeni
zkontrolovano pomoci HAE. Slozeni §tépicich smési je popsano v tab. 3.6 resp. 3.7 na str.
32.

Tab. 3.6: Slozeni stepici smési plasmidu pRSFDuet-1 v objemu 12,2 ul.

Latka Objem
sterilni H,O Sul
plasmid pRSFDuet-1 Sul
pufr pro BamHI (viz tab. 3.8, str. 32) 1,2 ul
Notl (10 U/ul) 0,5 ul
BamHI (10 U/ul) 0,5 ul
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Tab. 3.7: Slozeni §tépici smési DNA kédujici ASK14%% resp. ASK1%32v objemu 12,2 ul.

Latka Objem

¢isty PCR produkt (DNA kodujici 10 pl
ASK146-302/ AS K188-302)

pufr pro BamHI (viz tab. 3.8) 1,2 ul

Notl (10 U/ul) 0,5 ul

BamHI (10 U/ul) 0,5 ul

Tab. 3.8: Slozeni pufru pro BamHI.

Latka Konecna koncentrace
Tris-HCI (pH 8 pii 37 °C) 10 mM
MgCl, 5mM
KCI 100 mM
Triton X-100 0,02 %(w/v)
BSA 0,1 mg/mi

3.2.1.10 Separace DNA z agarosového gelu

Po stépéni plasmidi, DNA kodujici rekombinantni fragmenty N-terminalni ¢asti
ASK1, ASK1%%%2 resp. ASK1%83% 3 nasledném zkontrolovani vysledkii pomici HAE, byly
DNA z gelu vyfezdny a vlozeny do mikrozkumavek. K odstanéni agarosy byla pouZita
komeréné dostupna sada Genelet Gel Extraction Kit (Thermo Scientific, USA). Pii
extrakci bylo postupovano podle navodu uvedeného vyrobcem. Nejprve bylo k agarose
jejiz soucasti byla i pozadovana DNA ptidano 100 ul vazebného pufru na kazdych 100 mg
agarosy. Tato smés byla inkubovana pii 55 °C ve vodni lazni a kazdé 3 minuty byla
promichévana, dokud se veSkera agarosa nerozpustila. Rozpusténa smés byla nanesena na
kolonu s filtrem, ta byla nasazena do rezervoaru a nasledovala centrifugace pti 13000
ot./min po dobu 1 minuty. Supernatant byl odstranén, na kolonu bylo naneseno 100 pl
vazebného pufru a tato smés byla opét centrifugovana pii stejnych podminkéch.
Supernatant byl odstranén a na kolonu bylo pfevedeno 700 pl promyvaciho pufru a smés
byla centrifugovana po dobu 1 minuty pfi 13000 ot./min. Pfi stejnych podminkach byla

provedena jest¢ jedna centrifugace pro odstranéni zbytku promyvaciho pufru z filtru
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kolony. Ta byla nakonec vlozena do mikrozkumavky a bylo na ni naneseno 50 pl elu¢niho
pufru a smés byla centrifugovana po dobu 1 minuty pii 13000 ot./min.

SloZeni vazebného a promyvaciho pufru vyrobce neuvadi. Elu¢ni pufr byl slozen

z 10 mM Tris-HCI (pH 8,5).

3.2.1.11 Ligace

Ligace slouzi ke spojeni molekuly Stépené plasmidové DNA se stépenou DNA
kodujici rekombinantni protein. K tomu je potieba DNA ligasa, coz je enzym, ktery
spojuje dva DNA fragmenty kovalentni vazbou. V tomto piipad¢ byla pouzita T4 DNA
ligasa (Fermentas, Kanada), coz je enzym ziskany z bunék E. coli, které byly infikovany

T4 fagem.

Tab. 3.9: Slozeni ligacni smési v objemu 10 ul.

Latka Objem
Extrahovana DNA kodujici ASK1%%%% 7 ul
resp.ASK1%83%
T4 liga¢ni pufr (viz tab. 3.10, str. 34) 2 ul
Extrahovany plasmid pRSFDuet-1 0,5 ul
T4 DNA ligasa (5 U/ pul) 0,5 ul

Ptipravena ligacni smés byla inkubovana po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté.
Mezitim byly na ledu rozmrazeny kompetentni buniky E. coli DHSa. Liga¢ni smés byla
pridana k rozmrazenym bunkam a tato smés byla inkubovana po dobu 10 minut pii teploté
0 °C. Po uplynuti této doby byl proveden teplotni Sok, tzv. ,,heat shock* ve vodni 1azni pii
teploté 42 °C po dobu 45 s a nasledné byla smés inkubovana pfi teploté¢ 0 °C po dobu 1
minuty. K bunééné smési byl pfidan 1 ml LB média neobsahujiciho antibiotikum a tato
smés byla inkubovana pii teploté 37 °C po dobu 45 minut v termostatu. Smés byla
nasledné centrifugovana pii 4200 ot./min po dobu 2 minut. Cast supernatantu byla po
centrifugaci odstranéna tak, aby v mikrozkumavce zistalo cca 50 ul tohoto supernatnantu.
Vznikla peleta bunék byla vtomto objemu promichana a asepticky nanesena na LB
agarovou Petriho misku, ktera obsahovala Kan 0 koncentraci 30 pg/ml. LB agarova
Petriho miska s nanesenou buné¢nou kulturou byla inkubovana v termostatu pii teploté 37

°C cca 16 hodin.
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Tab. 3.10: Slozeni T4 ligacniho pufiu (pH 7,8 pri 25 °C).

Latka Konec¢na koncentrace
Tris-HCI 400 mM
MgCl, 100 mM
ATP 5mM
DTT 100 mM

3.2.1.12 Sekvena¢ni analyza
Posledni kontrolou spravnosti vneseni sekvenci kodujici fragmenty N-terminalni ¢asti
proteinu ASK1 kinasyASK1%3%? 3 ASK1%%do plasmidu pRSFDuet-1 byla sekvenaéni
analyza kterou provedla Laboratof sekvenace DNA, Vini¢na 7, Praha 2.

K nésledné praci byly pouzity jesté¢ dalsi dva fragmenty N-terminalni ¢asti ASK1
kinasy ASK1%3% 3 ASK 188322 které byly pfipraveny Mgr. Daliborem Koskem.

3.2.2 Exprese a purifikace ¢tyr riznych sekvenci N-terminalni ¢asti proteinuASK1
kinasy (ASK19%%, ASK1%%%%2 ASK 1% g ASK1%%%%)

3.2.2.1 Exprese

Pro vyrobu fragmenti N-terminalni ¢asti proteinkinasy ASK1 byl zvolen expresni
systém bakterie E. coli BL21 (DE3), ktery je vhodny pro indukci exprese rekombinantniho
proteinu pomoci induktoru isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosidu (IPTG). IPTG je derivat
galaktosy, ktery se do bunétné kultury piidavd k indukci exprese rekombinantniho
proteinu. Po jeho ptidavku se bakterie prestanou mnozit a dojde ke spusténi proteosyntesy
rekombinantniho proteinu.

Pfipravené rekombinantni DNA byly vneseny do kompetentnich bun¢k E. coli BL
21 (DE3) pomoci transformace (viz kapitola 3.2.1.4, str. 26). Z vyrostlych bakterialnich
kolonii a LB média byly dal§i den pfipraveny miniprepy, které byly inkubovany
Vv orbitalnim inkubatoru pii 200 ot./min a teploté 37 °C po dobu cca 16 hodin (viz kapitola
3.2.1.4, str. 26). Nasledujici den byly miniprepy pievedeny do 1 1 LB média (vzdy 1
miniprep na 1 1 LB média), do kterého byl dale ptidan roztok Kan tak, aby jeho kone¢na
koncentrace byla 30 pg/ml. Pripravené bakterialni kultury byly inkubovany v orbitalnim
inkubatoru pii 210 ot./min a teploté 37 °C, dokud opticka densita smési nedosahovala 0,5-

0,7 cm™ pii vlnové délce 600 nm. P méfeni optické density byl jako referencni roztok
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pouzivan roztok LB média s piidavkem Kan o vysledné koncentraci 30 pg/ml. Po dosazeni
zadané optické density byly bakterialni kultury ochlazeny na 25 °C a byl k nim pfidan 1 ml
0,5 M roztoku induktoru IPTG (vysledna koncentrace 0,5 mM). Inkubace pokracovala
Vv orbitalnim inkubatoru pii 210 ot./min a teploté 25°C cca 18 hodin.

3.2.2.2 Sonikace

Bakterialni suspenze obsahujici zadany fusni protein byly po inkubaci
centrifugovany pii 3500 ot./min a teplot¢ 4 °C po dobu 15 minut. Supernatant byl
odstranén a vznikl¢ bakteridlni pelety byly resuspendovany v lyzaénim pufru (viz tab.
3.11) v poméru 100 ml lyza¢niho pufru na 3 1 buné¢né suspenze. Resuspendované bunky
byly néasledné¢ zmrazeny pii -80 °C. Dalsi den byly resuspendované pelety rozmrazeny a po
pfidani lysozymu v poméru 0,1 mg lysozymu na 1 ml bunééné suspenze byla tato smeés
inkubovéana na magnetické michacce pii 4 °C po dobu cca 20 minut. Do smési byl pfidan 1
ml 0,1M roztoku inhibitoru proteas fenylmethylsulfonylfluoridu (PMSF) v ethanolu. Tato
smés byla chlazena a sonikovana pii vykonu 57 W po dobu 15 minut ¢istého casu
ultrazvukového impulsu v cyklech 3 s expozice, 17 s regenerace. Sonikaci bylo dosazeno
rozruseni bunéénych membrdn auvolnéni bunééného obsahu, tedy i Zzadouciho
exprimovaného proteinu, do roztoku. Smés byla nasledné centrifugovana pti 13500 ot./min
a 4 °C po dobu 40 minut. Vznikla peleta obsahovala fragmenty rozbitych bunck a

V supernatantu se nachdzely vSechny rozpustné bakterialni proteiny.

Tab. 3.11: Slozeni lyzacniho pufru.

Latka Kone¢na koncentrace
PBS 1x
NaCl 1M
B-merkaptoethanol (3-Me) 4 mM
imidazol 2mM

3.2.2.3 Niklova chelata¢ni chromatografie

Niklovéa chelataéni chromatografie se fadi mezi afinitni chromatografie, které
umoziuji koordina¢né kovalentni vazbu fusniho proteinu na matrici, kterou zpravidla tvofi
polymerni material. V ptipadé¢ niklové chelatacni chromatografie je takovou matrici

chelata¢ni sefarosa S navazanymi nikelnatymi ionty, kterd s vysokou afinitou vaze motiv
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Sesti histidint tzv. histidinovou kotvu, tedy fusni znacku rekombinantniho proteinu.
Histidinova kotva je uméle zabudovavana do proteinové sekvence na jejim C- nebo N-
konci, protoZe neni jeji prirozenou soucasti. Histidin se dokaZe navézat na Ni** ionty
koordina¢né kovalentni vazbou diky svému imidazolovému kruhu a afinita této vazby je
pfimo umérna poctu histidinii ve vlastni fusni znacce. Pii promyvani kolony matrice
s navazanym Ni?* jonty specificky interaguje pouze s proteiny, které obsahuji histidinovou
kotvu. Eluce pozadovaného rekombinantniho proteinu Ize dosdhnout promytim kolony
pufrem, ktery obsahuje velky nadbytek imidazolu.

Na kolonu uréenou pro niklovou chelata¢ni chromatografii bylo naneseno cca 2,5
ml polymerniho nosic¢e Chelating Sepharose Fast Flow (GE Healthcare, USA) a kolona
byla promyta 20 ml destilované vody, 50 ml 0,1 M roztoku hexahydratu siranu
nikelnatého, 15 ml destilované vody a nakonec 10 ml vazebného pufru (viz tab. 3.12).
Matrice byla resuspendovéana v 5 ml vazebného pufru a pfenesena do kadinky obsahujici
ziskanou smés bakterialnich proteinti. Tato smés byla inkubovéna pii 4 °C asi 20 minut,
aby doslo k efektivnimu navazani rekombinantniho proteinu s fusni histidinovou kotvou na
matrici. Po skonceni inkubace byla smés nanesena zpatky na kolonu pfipojenou
K peristaltické pumpé a promyta 400 ml 10% eluéniho pufru (viz tab. 3.13, str. 37) ve
vazebném pufru. Nasledna eluce pozadovaného rekombinantniho proteinu byla provedena
pouze gravitatné prokapanim smési 15 ml elu¢niho pufru do 15 ml dialyza¢niho pufru (viz
tab. 3.24, str. 40). Chelata¢ni sefarosa byla regenerovana 50 ml regenerac¢niho roztoku (viz

tab. 3.14, str. 37).

Tab. 3.12: Slozeni vazebného pufiu pro niklovou chelatacni chromatografii,

Latka Konecéna koncentrace
PBS 1x
NaCl 1M
B-Me 2mM
imidazol 1 mM
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Tab. 3.13: SlozZeni elucniho pufiu pro niklovou chelatacni chromatografii.

Latka Konec¢na koncentrace
PBS 1x
NaCl 1M
B-Me 2 mM
imidazol 0,6 M

Tab. 3.14: Slozeni regeneracniho roztoku pro promyti kolony.

Latka Koneéna koncentrace
Na,-EDTA.2H,0 50 mM
NaCl 05M

3.2.2.4 SDS elektroforesa

SDS elektroforesa je migracni metoda, pii které dochazi k rozdéleni proteinti
V polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE) na zékladé¢ jejich odlisné molekulové hmotnosti.
Mensi (leh¢i) molekuly se pohybuji rychleji nez molekuly vétsi (t€Z8i). V pfitomnosti
dodecylsulfatu sodného (SDS), aniontového detergentu véziciho se na proteiny
Vv konstantnim pom¢éru, ziskaji proteiny jednotny zaporny nédboj a pohybuji se tak ke kladné
elektrodg, tedy k anodé.

Pfi nanaseni vzorki na gel byl do prvni jamky vzdy nanesen standard
molekulovych vah, cozZ je vlastné roztok obsahujici proteiny o rizné znamé molekulové
hmotnosti. Podle tohoto standardu byly nésledné odecitdny molekulové hmotnosti
pozadovaného proteinu. K praci byl pouzivan standard molekulovych vah Precision Plus
Protein Dual Color Standard (BioRad, USA).

Do odebranych vzorkii o objemu 15 pl bylo odpipetovano 5 ul SDS-PAGE
vzorkovaciho pufru (viz tab. 3.19, str. 39) a smés byla inkubovana po dobu 5 minut pfi
teploté 100 °C. Poté byla smés pievedena do jamek zavadéciho gelu (viz tab. 3.16, str. 38)
a elektroforesa probihala v pufru pro SDS-PAGE elektroforesu (viz tab. 3.20, str. 39) pii
standardnim napéti 150 V po dobu cca 1:10 h. Po ukonceni elektroforesy byl gel pfenesen
do barviciho roztoku (viz tab. 3.22, str. 39) a inkubovan 30 min pii teploté cca 50 °C.

Nasledné byl gel inkubovan v odbarvovacim roztoku (viz tab. 3.23, str. 39) pfii stejnych
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podminkach. Nakonec byl gel pienesen do Cerstvého odbarvovaciho roztoku a v ném byl

inkubovan dal$ich 48 hodin.

Tab. 3.15: Slozeni 15 % separacniho gelu (mnozstvi potrebné na vyrobu jednoho gelu).

Latka Objem
destilovana H,O 1,75 ml
pufr pro separacéni gel (viz tab. 3.17) 2 mi
akrylamid/bis-akrylamid (viz tab. 3.21, str. 38) 3,75 ml
persulfat amonny (APS) 75 ul
TEMED 8 ul

Tab. 3.16: Slozeni 5 % zavadéciho gelu (mnozstvi potiebné na vyrobu jednoho gelu).

Latka Objem
destilovana H,0 2,25 ml
pufr pro zavadéci gel (viz tab. 3.18, str. 38) 1ml
akrylamid/bis-akrylamid (viz tab. 3.21, str. 38) 0,5 mi
APS 75 ul
TEMED 8 ul

Tab. 3.17: Slozeni pufru pro separacni gel, doplnéno destilovanou H,O na objem 100 ml.

Latka Objem
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 75 ml
10% SDS 4 ml

Tab. 3.18: Slozeni pufiu pro zavadeci gel, doplnéno destilovanou H,O na objem 100 ml.

Latka Objem
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 50 ml
10% SDS 4 mi
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Tab. 3.19: Slozeni 5 x koncentrovaného SDS-PAGE vzorkovaciho pufiru, celkovy objem
10 ml.

Latka Objem
sterilni H,O 0,9 ml
1 M Tris-HCI 0,6 ml
50% glycerol 5mil
10% SDS 2ml
B-Me 0,5ml
10% bromfenolova modf 1ml

Tab. 3.20: Slozeni pufru pro SDS-PAGE elektroforézu.

Latka Konecna koncentrace
Tris-HCI (pH 8,3) 50 mM
glycin 385 mM
SDS 0,1%

Tab. 3.21: Slozeni akrylamid/bis-akrylamidu, doplnéno destilovanou H,O na objem
100 ml.

Latka MnozZstvi
akrylamid 29,29
bis-akrylamid 0,89

Tab. 3.22: Slozeni barviciho roztoku, doplnéno destilovanou vodou na objem 1 1.

Latka Objem/mnozZstvi
methanol 450 ml
ledova kyselina octova 100 ml
Coomassie Brilliant Blue R 250 1lg

Tab. 3.23: Slozeni odbarvovaciho roztoku, doplnéno destilovanou H;0 na objem 1 1.

Latka Objem
methanol 100 ml
ledova kyselina octova 100 ml
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3.2.2.5 Dialyza

Vzhledem Kk tomu, Zze v roztoku proteinu se po niklové chelataéni chromatografii
nachazi velké mnozstvi imidazolu, ktery proteiny destabilizuje, je potieba jej z roztoku
odstranit. Ktomu slouzi d¢lici metoda dialyza, pii které dochazi k pruchodu
nizkomolekularnich latek polopropustnou membranou o dané velikosti pora tak, aby
nebyla propustnd pro zadany protein. Déleni latek probiha na zédkladé koncentraniho
gradientu mezi roztokem uvniti a dialyza¢nim pufrem vné dialyzaéni membrany.

Roztok proteinu byl pfeveden do dialyzacni membrany o velikosti pora, které
odpovidaji velikosti proteinu o molekulové hmotnosti 14 kDa a ta byla vlozena

do dialyza¢niho pufru (viz tab. 3.24). Dialyza probihala pii 4°C po dobu cca 10 hodin.

Tab. 3.24: Slozeni dialyzacniho pufiru.

Latka Konecna koncentrace
Tris-HCI 20 mM

NaCl 02M
Na,-EDTA.2H,0 2mM

B-Me 2 mM
glycerol 10 % (w/v)

3.2.2.6 Gelova permeacni chromatografie

Dal8im a poslednim purifikacnim krokem byla gelova permeacni chromatografie
(GPC). GPC je metoda, pii které jsou latky déleny na zakladé svych hydrodynamickych
poloméri. Pevnou fazi kolony tvofi zrnity porézni gel, v tomto pfipadé dextran navazany
na zesitovanou agarosu, a ten je promyvan mobilni fazi, kterou tvoti pufr pro GPC (viz
tab. 3.25, str. 41). Pory gelu maji pouze urcité velikosti, a proto do nich mohou difundovat
jen molekuly s mensim nebo stejnym hydrodynamickym polomérem a tim jsou brzdény pti
prichodu kolonou. Nejrychlejsi retenéni ¢as maji tedy molekuly s velkym
hydrodynamickym polomérem, které do port nevnikaji a putuji pouze mezi zrny pevné
matrice, ¢imz dojde Kk rozdg€leni proteint z ptivodniho roztoku.

Predialyzovany proteinovy roztok byl nejprve koncentrovan centrifugaci pii 2500
ot./min a 4 °C na objem 2 ml koncentratorem Amicon Ultra (EMD Millipore, USA)

propustnym pro molekuly mensi nez 10 kDa a poté pfefiltrovan pies filtr s velikosti port
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0,45 um. Takto pfipraveny vzorek byl poté purifikovan na koloné¢ Superdex 200 Hiload
26/60 piipojené k pristroji HPLC-AKTA (Amersham Biosciences, Svédsko). Pied
pfidanim vzorku byla kolona promyta pufrem pro GPC rychlosti 3 ml/min a po piidani
vzorku byla pritokova rychlost snizena na 2 ml/min. Jednotlivé frakce byly sbirany po 1

ml do mikrozkumavek. Vysledna data byla vyhodnocena pomoci programu Unicorn 4.1.1.

Tab. 3.25: Slozeni pufiu pro GPC.

Latka Konecéna koncentrace
Tris-HCI (pH 7,5) 20 mM
NaCl 150 mM
Na,-EDTA.2H,0 2mM
DTT 5mM
glycerol 10% (w/v)

3.2.2.7 Ur¢eni proteinové koncentrace

Koncentrace proteinu byla zmétena pti vinové délce 280 nm. Pfi této vinové délce
dochazi k absorpci aromatickych skupin postrannich fetézci aminokyselin. Referenénim
roztokem byl pufr pro GPC, ktery byl pouzivan jako mobilni faze u gelové permeacni
chromatografie. Z naméfené hodnoty absorbance roztoku proteinu byla nasledné
vypotitana molarni koncentrace proteinu ¢ [mol.dm™] pomoci nasledujiciho vztahu, ktery
definuje Lambertiv-Beertv zakon:

A=E.lc,

kde A je absorbance, € je molarni absorpéni koeficient [dm®.mol™.cm™] a [ je délka optické
drahy kyvety [cm]. Molarni absorpcni koeficient byl ziskdn z priméarni proteinové

sekvence pomoci internetové aplikace ProtParam [35].

3.2.3 Exprese a purifikace thioredoxinu (Trx-1)

Expresni konstrukt se sekvenci kodujici thioredoxin Trx-1 (Cys' Ser) byl ziskan od
RNDr. Veroniky Obsilové, Ph.D. Tento mutant byl pfipraven proto, ze nekatalyticky Cys73
zpusobuje pii vysokych koncentracich proteinu v roztoku tvorbu dimert, které nejsou

fyziologicky relevantni. Mutaci tohoto Cys73 na Ser se tvorbé takovych dimeri zabrani.
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Trx-1 byl vnesen do plasmidu pQE-30, ktery obsahoval N-terminalni histidinovou
kotvu a resistenci na antibiotikum ampicilin (Amp) a tedy nasledna exprese a isolace Trx-1
byla témét analogicka s expresi a purifikaci fragmenti N-terminalni casti ASK1, ktera byla

popsanav 3.2.2, str. 34.

3.2.3.1 Exprese Trx-1

K pfipravé Trx-1 byl zvolen expresni systém bakterie E. coli BL21 (DE3), ktery
je vhodny pro indukci exprese rekombinantniho proteinu pomoci IPTG (viz kapitola
3.2.2.1, str. 34). Rekombinantni DNA byla vnesena do téchto kompetentnich bunék
pomoci trasformace (viz kapitola 3.2.1.4, str. 26). Z vyrostlych bakterialnich kolonii a LB
média S Amp o vysledné koncentraci 100 pg/ml byly dalsi den ptipraveny miniprepy, které
byly inkubovany v orbitalnim inkubatoru pti 200 ot./min a teploté 37 °C po dobu cca 16
hodin (viz kapitola 3.2.1.4, str. 26). Nasledujici den byly miniprepy pfevedeny do 1 1 LB
média (vzdy 1 miniprep na 1 1 LB média), do kterého byl pfidan Amp o vysledné
koncentraci 100 pg/ml. Ptipravené bakterialni kultury byly inkubovany v orbitalnim
inkubéatoru pii 210 ot./min a teploté 37 °C, dokud optickd densita smési nedosahovala cca
0,7 cm™ pii vlnové délce 600 nm. P méfeni optické density byl jako referencni roztok
pouzivan roztok LB média s pfidanym Amp o vysledné koncentraci 100 pg/ml. Po
dosazeni Zadané optické density byly bakteridlni kultury ochlazeny na 30 °C a po ptidani
1 ml 0,5M roztoku induktoru IPTG (vysledna koncentrace 0,5 mM) pokracovala inkubace

Vv orbitalnim inkubétoru pii 210 ot./min a teploté 30 °C cca 18 hodin.

3.2.3.2 Sonikace
Postup pfi sonikaci byl zcela totozny jako ten, ktery byl popsan pii sonikaci N-
terminalnich fragmentd ASK1 v kapitole 3.2.2.2, str. 35.

3.2.3.3 Niklova chelata¢ni chromatografie
Slozeni pouzivanych pufrti i postup pii niklové chelatacni chromatografii byl stejny

jako postup popsany Vv kapitole 3.2.2.3, str. 35.

3.2.3.4 Dialyza

Roztok proteinu byl pfeveden do dialyzatni membrany o velikosti pori, které
odpovidaji velikosti proteinu o molekulové hmotnosti 8§ kDa a ta byla vlozena do
dialyza¢niho pufru. Dialyza byla provadéna pii 4°C po dobu cca 10 hodin. Slozeni
dialyza¢niho pufru bylo stejné jako v kapitole 3.2.2.5, str. 40.
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3.2.3.5 Gelova permeacni chromatografie

Dialyzovany proteinovy roztok byl nejprve koncentrovan centrifugaci pti 2500
ot./min a 4 °C na objem 1 ml koncentratorem Amicon Ultra (EMD Millipore, USA)
propustnym pro molekuly mensi nez 10 kDa a poté piefiltrovan pies filtr s velikosti pora
0,45 um. Takto piipraveny vzorek byl poté purifikovan na koloné¢ Superdex 75 10/300
pfipojené k pristroji HPLC-AKTA (Amersham Biosciences, Svédsko). Pred piidanim
vzorku byla kolona promyvana pufrem pro GPC pratokovou rychlosti 0,5 ml/min, ktera
byla stejna i po nasledném piidani vzorku. Jednotlivé frakce byly sbirany po 0,5 ml do
mikrozkumavek. Vysledna data byla vyhodnocena pomoci programu Unicorn 4.1.1.

Slozeni pufru pro GPC bylo zcela totoZné jako pii gelové permeacni chromatografii

fragmenti N-terminalni ¢asti ASK1 popsané v kapitole 3.2.2.6, str. 40.

3.2.3.6 Urceni proteinové koncentrace
Koncentrace proteinu byla zméfena stejnym postupem,jaky byl popsan v kapitole

3.2.2.7, str. 41.

3.2.4 Biofyzikalni charakterizace pripravenych fragmenti N-terminalni ¢asti ASK1

K biofyzikalni charakterizaci piipravenych proteinti byly zvoleny dvé techniky,
které umoznuji studovat oligomerni stav molekul v roztoku, jejich molekulovou hmotnost
¢1 hydrodynamicky polomér. Prvni z téchto technik byl dynamicky rozptyl svétla a druhou
analyticka ultracentrifugace, ktera byla vyuzita i pfi nasledném studiu interakci mezi

pfipravenymi fragmenty N-termindlni ¢asti ASK1 a Trx-1.

3.2.4.1 Dynamicky rozptyl svétla

Rozptyl svétla je zaloZen na prachodu elektromagnetického zafeni roztokem, ktery
obsahuje rozptylené ¢astice makromolekul. Elektrickomagnetické vInéni interferuje
s elektrony makromolekul a indukuje jejich oscilujici dipoélové momenty, které jsou
zdrojem rozptyleného zareni. Rozptyl svétla je mozné pozorovat, pokud dochazi ke
konstruktivni interferenci rozptyleného zéateni, tedy pouze v heterogennich roztocich.

Jednou z velmi pouzivanych metod je dynamicky rozptyl svétla (DLS), neboli
fotonova korela¢ni spektroskopie. DLS se pouziva pro stanoveni hydrodynamického
poloméru c¢astic rozptylenych v roztoku a ke stanoveni jejich difusniho koeficientu. Je

zalozen na méfeni Casové zavislosti intenzity rozptylu castic v roztoku a vyhodnocuje se ve
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tvaru autokorelacni funkce. Autokorelacni funkce vyjadiuje souvislost mezi intenzitou
rozptyleného zafeni Iv ase t a intenzitou rozptyleného zafeni vcase t+7T a je

definovana vztahem:

2 1t I(t+71)

9" T = [1]

Z této funkce lIze ziskat distribu¢ni funkci relaxacnich ¢asi A(tz) pomoci inverzni

Laplacovy transformace:

T

gt =1+p OOOA Tg € ®RdTg , [2]

kde S je tzv. koheren¢ni faktor, ktery charakterizuje zachovani koherence zafeni
v detek¢nim objemu.
Funkci relaxa¢nich casii je mozné pievést na distribuci hydrodynamickych

poloméri TA(t) V pfipad¢ platnosti vztaht:

1

D=—1, [3]

TRq2

kde q je rozptylovy faktor a D je difusni koeficient, ktery je dan Stokesovym-

Einsteinovym vztahem:
D=—=—— [4]

kde f je frikéni koeficient, ktery je pfimo umérny viskozitnimu koeficientu rozpoustédla
noa hydrodynamickému poloméru Rystudovanych ¢astic [36].

Metodou DLS byly zmétfeny vzorky ASK1%3%2 3 ASK1%8302 Roztoky téchto
proteint byly nejprve dialyzovany proti pufru pro DLS (viz tab. 3.26, str. 45),
zakoncentrovany na koncentraci 40 uM a prefiltrovany ptes filtr s velikosti pora 0,45 um.
Po pfeneseni pfipravenych vzorki do méficich kyvet byly v softwaru ALV Correlator
Software 4.0 nastaveny parametry méfeni. Uhel dopadu byl nastaven na 90° a index lomu

na 1,332. Kazdé méreni probihalo tfikrat v deseti opakovanich na ptistroji ALV-5000.

44



Data pro vynos distribuce hydrodynamickych poloméri byla vyhodnocena
s pomoci doc. RNDr. Miroslava Stépanka, Ph.D. na Katedie fyzikalni a makromolekularni

chemie, PfF UK.

Tab. 3.26: Slozeni dialyzacniho pufru pro DLS.

Latka Konec¢na koncentrace
Tris-HCI (pH 7,5) 20 mM
Na,-EDTA.2H,0 2mM

NaCl 150 mM
DTT 5 mM

3.2.4.2 Analyticka ultracentrifugace

Analyticka ultracentrifugace (AUC) je metoda studia hydrodynamickych ¢i
termodynamickych vlastnosti biomakromolekul pohybujicich se v odstfedivych polich.
Distribuce biomakromolekul je béhem AUC monitorovana absorpéni nebo interferenéni
optikou.

AUC lze rozdélit na dvé rizné metody. Prvni z nich je metoda sedimentacnich
rychlosti, ktera se pouziva pfi studiu hydrodynamickych vlastnosti biomakromolekul. Mezi
oblasti obsahujici konstantni koncentraci biomakromolekul a oblasti bez jejich vyskytu se
vytvaii sedimentacni rozhrani. Rychlost, jakou se toto rozhrani pohybuje, je
charakterizovana tzv. sedimentaénim koeficientem S, ktery zavisi také na velikosti a tvaru
biomakromolekul. Analyzou se vétSinou zjist'uje, kolik slozek s riznymi S sedimentuje.
Data ziskana pfi analyze se nasledné transformuji do distribuce sedimentac¢niho koeficientu
c(S) s dekonvulovanym difusnim koeficientem. Metodou sedimenta¢nich rychlosti 1ze
odhadnout molekulovou hmotnost globularnich molekul, v ptipadé znalosti molekulové
hmotnosti také orientacné tvar biomakromolekul a zddnlivou konstantu tvorby komplexu
Vv piipad¢ vice slozek ve vzorkovém roztoku.

Druhou metodou AUC je metoda sedimentacni rovnovahy, pii které je méfeny
vzorek centrifugovan pfi rychlosti zpravidla niz$i nez pii metodé sedminentacnich
rychlosti. Takova rychlost umozni vyrovnani sedimentacniho a difusniho toku. Metodou

sedimentacni rovnovahy lze ziskat hodnotu relativni molekulové hmotnosti
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biomakromolekul, jejich oligomerni stav a hodnotu rovnovazné konstanty pii asociaci
komplexu.

V této praci byla metoda sedimentaCnich rychlosti vyuzita jak k biofyzikalni
charakterizaci pfipravenych proteint, tak ke studiu vazebnych interakci mezi fragmenty N-
terminalni &asti ASK1%3% resp. ASK1%8%% 3 jejich vazebnym partnerem Trx-1. Jedingm
rozdilem v analyze biofyzikalni charakterizace a studiem interakci bylo ve slozeni vzorkt.
Pii analyze vazebnych interakci v redukénich podminkach byly v reakéni smési obsazeny
jak ASK1%73% resp. ASK1%83% tak Trx-1, zatimco pii biofyzikalni charakterizaci proteini
pomoci AUC byly do kazdého vzorku naneseny samotné proteiny. Métfeni bylo provedeno
piistrojem Proteom LabTM XL-I analyticka centrifuga (Beckman Coulter, USA) na
Katedfe biochemie PiF UK.

Pied analyzou byly vzorky dialyzovany proti AUC pufru (viz tab. 3.27) a
charakteristické hodnoty toho pufru (viskozita a hustota), stejné tak jako parcidlni
specificky objem proteini byly vypoéitany pomoci programu SEDNTERP [37]. Méfteni
probihalo pfi rychlosti 48000 ot./min a sedimentacni profily byly méfeny absorpcni
optikou pii vlnové délce 280 nm. Distribuce sedimentac¢nich koeficienti c(s) byly
vypocitany pomoci softwaru SEDFIT [38]. Pro charakterizaci termodynamické rovnovahy
a vypocet zdanlivé disociacni konstanty byl pouzit software SEDPHAT [39] (metoda
vazebnych isoterm). Naméfené hodnoty byly prolozeny modelem A + B = AB.
Sedimentacni koeficienty jednotlivych komponent byly pouzity jako vstupni parametry.

Zpracovani dat i samotné méteni bylo provedeno s pomoci Mgr. Dalibora Koska.

Tab. 3.27: Slozeni pufiu pro AUC

Latka Konec¢na koncentrace
Tris-HCI (pH 7,5) 20 mM

NaCl 200 mM

B-Me 2 mM

3.25 Ovéfeni interakci mezi pripravenymi fragmenty N-terminalni ¢asti ASK1
kinasy a thioredoxinem v redukénich podminkach
Jak uz bylo ptedeslano v piedchozi kapitole, dualezitou technikou pro studium

interakci mezi pfipravenymi fragmenty N-terminalni ¢asti ASK1, ASK 1392 3 AGK 188302
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a Trx-1 byla pfedev§im AUC. Dalsi technikou, kterd umoziuje rychl¢ a snadné ovéteni

interakci mezi pfipravenymi fragmenty ASK1 a Trx-1, byla nativni elektroforesa.

3.2.5.1 Nativni elektroforesa

Nativni elektroforesa je separacni metoda, pii niz k migraci latek dochazi na
zéklad¢ jejich celkového néboje a velikosti. Plati zde, Ze ¢im je molekula véEtsi, tim
pomaleji migruje a naopak, ¢im ma molekula vétsi elektricky naboj, tim se v gelu pohybuje
rychleji. Nativni elektroforesa Vtomto piipadé slouzila k ovéteni ziskanych vysledkt
z analytické centrifugace, tedy jako dal§i metoda pro sledovani interakce mezi N-
terminalni doménou ASK1 kinasy a Trx-1.

Vzorky byly piipraveny tak, aby v nich fragmenty N-terminalni &asti ASK14%%%
resp. ASK1%302 5 Trx-1 byly ve stejném molarnim poméru. K roztoku proteinu resp. smeési
proteini bylo vzdy pfidano jesté 5 pl vzorkového pufru pro nativni elektroforesu (viz tab.
3.30, str. 48) a 1x koncentrované¢ho TBE pufru (viz tab. 3.28), tak, aby byl objem reakéni

146-302 resp. ASK88-302

smési doplnén do 30 pl. Vzorek, ve kterém se nachézela smés ASK a
Trx-1, byl pied nanesenim na gel 30 minut inkubovéan pfi laboratorni teploté, aby doslo
K vytvofeni komplexu.

Po naneseni vzorkti na 12% polyakrylamindovy gel probihala elektroforesa v 1x
koncentrovaném TBE pufru pii konstantnim napéti 140 V a chlazeni celé aparatury na ledu

cca 2,5 hodiny.

Tab. 3.28: Slozeni 10x koncentrovaného TBE pufiru, doplnéno destilovanou H,O na objem
11

Latka MnoZstvi
Tris 107,8 ¢
H3BO; 559
Na,-EDTA.2H,0 7,49
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Tab. 3.29: Slozeni 12% nativniho gelu (mnozstvi potiebné pro pripravu jednoho gelu).

Latka Objem
destilovani H,O 5ml
akrylamid/bis-akrylamid (viz tab. 3.21 str. 38) 4 ml
10 x TBE (pH 8,3) 1ml

APS 75 ul

TEMED 8 ul

Tab. 3.30: Slozeni vzorkovaciho pufru pro nativni elektroforesu, doplnéno destilovanou

H,0 na objem 10 ml.

Latka Objem/mnozstvi
10x TBE (pH 8,3) 1mil
bromfenolova modft 10 mg
3mil

glycerol
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4. Vysledky

4.1 Priprava expresnich konstruktii riznych fragmentii N-terminalni
¢asti ASK1 kinasy

Prvnim cilem této diplomové prace byla pfiprava ¢tyi expresnich konstruktt, které
nasledné¢ umozni pfipravu dvou fragmenti N-termindlni ¢asti ASK1 kinasy s riiznou
délkou. Tyto fragmenty by mély obsahovat oblast ASK1, kterd je odpovédna za interakci
s Trx-1. Na zaklad¢ predikce sekundarni struktury lidské ASK1 (Obr. 4.1, str. 50) byly
vybrany Ctyfi sekvence obsahujici vazebné misto pro Trx-1 [18] a tyto Ctyfi fragmenty
byly nasledné vlozeny do expresniho plasmidu. V ramci této diplomové prace byly
piipraveny dva konstrukty, které obsahovaly sekvence ASK1*3% a ASK1%%2 y plasmidu
PRSFDuet-1. Dalsi dva konstrukty obsahujici sekvence ASK1%3?2 a3 ASK1%3%
v plasmidu pRSFDuet-1 byly pfipraveny Mgr. Daliborem Koskem.

DNA koédujici lidskou ASK1 kinasu byla ziskdna od Mgr. Dalibora Koska a
nasledné byla amplifikovdna polymerasovou fetézovou reakci probihajici za reakcénich
podminek, které jsou uvedeny Vv kapitole 3.2.1.6, str. 27. Amplifikovand DNA kodujici
ASK1%3%  resp. ASK1%73%2 pyla zkontrolovana pomoci horizontalni agarosové
elektroforesy (viz kapitola 3.2.1.7, str. 29). Plasmidova i amplifikovana DNA byla $tépena
pomoci restrikénich endonukleas Notl a BamHI (viz kapitola 3.2.1.9, str. 31). Stépeni bylo
zkontrolovano horizontalni agarosovou elekroforesou a separaci z gelu byly ziskany ¢asti
gelu, které obsahovaly bud’ plasmidovou DNA nebo amplifikovanou DNA kodujici
ASK 146302 resp. ASK1%302 Tyto DNA byly nasledné¢ extrahovdny z gelu pomoci
komeréné dostupné sady Genelet Gel Extraction Kit (Thermo Scientific, USA), viz
kapitola 3.2.1.10, str. 32. Ligaci, jejiz postup je popsan v Kapitole 3.2.1.11 na str. 33, byla
DNA kodujici ASK1%4%%2 resp. ASK1%8%%? ynesena do prislugné plasmidu pRSFDuet-1.
K tomuto kovalentnimu spojeni volnych kohesnich koncti plasmidové a amplifikované
DNA byl nutny enzym katalyzujici tento proces, tedy T4 DNA ligasa. Nakonec byla
rekombinantni DNA odesléna k sekvenacni analyze do Laboratofe sekvence DNA Pif UK,

Vini¢na 7, Praha 2. Vysledky z této analyzy jsou pfilozeny jako Ptiloha 2.
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Obr. 4.1: Predikce sekunddrni struktury ASK1 pomoci metody Psipred [40]. Na obrazku je
zobrazena pravdepodobna sekundarni struktura molekuly ASKI1 v rozmezi sekvence
aminokyselin 1-560. Oblast, ve které by se podle predikce [18] mélo vyskytovat vazebné

misto pro Trx-1 je vyznaceno cervenou linkou.

4.2 Purifikace &yF fragmentid N-terminalni &asti ASK1, ASK1%°%
ASK 188302 ASQK 146322 5 ASK ] 88322

Ctyfi rizné fragmenty N-terminalni ¢asti ASK1 byly exprimovany a nasledné
purifikovany jako fusni proteiny s N-termindlni histidinovou kotvou a na ni navazanym
GB-1 proteinem. Uspé&iné byly piipraveny dva fragmenty N-terminalni ¢asti ASK1,
ASK1%392 3 ASK1%83 piiprava dalsich dvou fragmentd tohoto proteinu, ASK103% 3
ASK1 88322 nebyla uspésna, protoze tyto dva fragmenty se podatilo ziskat pouze ve velmi

nizkych vytézcich, a proto nebyly pouzity pti naslednych biofyzikalnich charakterizacich.
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4.2.1 Niklova chelata¢ni chromatografie

Pii purifikaci kazdého fragmentu N-terminalni c&asti ASKI1 byla prvnim
purifikaénim krokem vzdy niklova chelata¢ni chromatografie viz kapitola 3.2.2.3, str. 35.
Pii eluci roztoku proteinu z kolony byl tento roztok jiman do rezervoaru, ktery obsahoval
10 ml dialyza¢niho pufru (viz tab. 3.24, str. 40), kvili zajisténi vyssi stability proteinu pfi
nasledné dialyze. Vzorek tohoto roztoku byl analyzovan pomoci SDS-PAGE (viz kapitola
3.2.2.4, str. 37).

Na vyslednych obrazcich z SDS-PAGE je patrné, ze fragmenty ASK1°3% (obr,
4.2) a ASK1%83% (obr. 4.3, str. 52) se exprimovaly velice dobfe na rozdil od fragmentd
ASK1%32 (obr. 4.4, str. 52) a ASK1%8%% (obr. 4.5, str. 53), jejichz rozpustnost byla velice
nizkd. Z obrazki lze také odecist relativni molekulovou hmotnost exprimovanych

fragmentli N-terminélni ¢asti ASK1.

s std  ASK146:302
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Obr. 4.2: 15% SDS-PAGE gel fragmentu ASK1*3% po niklové chelatacni chromatografii.
V prvni draze jsou vidét zony migrace standardu molekulovych vah, druha draha obsahuje
fragment N-termindlni casti ASK1, ASK1*°%%

hmotnost je 37989.

, jehoz predikovana relativni molekulova
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Obr. 4.3: 15% SDS-PAGE gel fragmentu ASK1%8% po niklové chelatacni chromatografii.
V prvni dradze jsou videt zony migrace standardu molekulovych vah, druha draha obsahuje
fragment N-termindlni casti ASKI, ASK 3% jehoz predikovana relativni molekulova

hmotnost je 34110.
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Obr. 4.4: 15% SDS-PAGE gel fragmentu ASK1*°*% po niklové chelatacni chromatografii.
V prvni draze jsou vidét zony migrace standardu molekulovych vah, druha draha obsahuje

]46—322

fragment N-termindlni casti ASK1,ASK , jehoz predikovana relativni molekulova

hmotnost je 40358.
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Obr. 4.5: 15% SDS-PAGE gel fragmentu ASK1%83% po niklové chelatacni chromatografii.
V prvni draze jsou vidét zony migrace standardu molekulovych vah, druha draha obsahuje
fragment N-termindini casti ASK1,ASK1%3%

hmotnost je 36480.

, jehoz predikovana relativni molekulova

4.2.2 Gelova permeacni chromatografie

Druhym purifikacnim krokem byla gelova permeaéni chromatografie, jejiz princip
byl popsan v kapitole 3.2.2.6 na str. 40. Pro ziskani ¢istého proteinu byla u fragmentt N-
terminalni ¢asti ASK1, ASK1%3% 3 ASK1%83% pouzita kolona Superdex 200 Hiload 26/60
a u fragmentii ASK1%°%?2 3 ASK1%%% kolona Superdex 200 10/600. Z chromatogram,
které obsahuji lokalni maximum definujici fragmenty N-terminalni ¢asti ASK1 bylo
zjisténo, ve kterych frakcich se Zadany protein nachazi. Frakce byly sbirany po 1 ml u
fragmentit ASK1%%%? a3 ASK1%83% resp. po 0,5 ml u fragmenti ASK 1032 3 ASK1%3%,
Po analyse vzorki na SDS-PAGE byly sbirané frakce slouceny, byla zméfena proteinova
koncentrace a purifikovany protein byl uchovan pii -80 °C pro dalsi experimenty. Celkovy
19992 76 3 1 LB média byl 10,8 mg, vytszek fragmentu ASK1%83%2
ze stejného objemu LB média byl 20,8 mg. S témito dvéma fragmenty byly dale provedeny

vytézek fragmentu ASK
analyzy interakce s Trx-1. Vytézek fragmenti ASK1%3%# a ASK1%3% pyl v podstats

neméfitelny, také vzhledem k necistotam, které 1ze vidét na SDS PAGE gelu po druhém

purifika¢nim kroku (viz obr. 4.11, str. 56 a 4.13, str. 57).
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Obr. 4.6: Elucni profil N-termindlniho fragmentu ASK143%2 5o gelové permeacni
chromatografii na koloné Superdex 200 Hiload 26/60. Modra krivka oznacuje zavislost
absorbance eludtu pri vinové délce 280 nm na elucnim objemu. Lokdlni maximum

oznacené Sipkou odpovidi N-termindlnimu fragmentu ASK13%2

. Dalsi vyrazné lokalni
maximum pravdepodobné odpovida agregdtim a dalsim vysokomolekuldarnim necistotam,
které byly pri této metodé oddéleny z roztoku pripravovaného proteinu. V cerném ramecku

Jjsou oznaceny frakce jimané pro dalsi experimenty.

to Lo
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Obr. 4.7: 15% SDS-PAGE gel fragmentu ASK1*>% po gelové permeacni chromatografii.
V prvni draze jsou videét zony migrace standardu molekulovych vah, drahy oznacené jako

B5-C12 koresponduji s jimanymi frakcemi oznacenymi ¢ernym rameckem na obr. 4.6.
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Obr. 4.8: Elucni profil N-termindlniho fragmentu ASK1*%% po gelové permeacni
chromatografii na koloné Superdex 200 Hiload 26/60. Modra krivka oznacuje zavislost
absorbance eludtu pri vinové délce 280 nm na elucnim objemu. Lokdlni maximum
oznacené Sipkou znaci N-termindlni fragment ASK1%%2 Dysi vyrazné lokalni maximum
znaci agregadty a dalsi vysokomolekularni necistoty, které byly pri této metode oddeleny
Z roztoku kyzeného proteinu. V cerném ramecku jsou oznaceny frakce jimané pro dalsi

experimenty.
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Obr. 4.9: 15% SDS-PAGE gel fragmentu ASK1%% po gelové permeacni chromatografii.
V prvni draze jsou videét zony migrace standardu molekulovych vah, drahy oznacené jako

B10-D5 koresponduji s jimanymi frakcemi oznacenymi cernym rameckem na obr. 4.8.
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Obr. 4.10: Elucni profil N-termindlniho fragmentu ASK1***# po gelové permeacni
chromatografii na koloné Superdex 200 10/600. Modrd kiivka oznacuje zavislost
absorbance eludatu pri vinové délce 280 nm na elucnim objemu. Lokalni maximum
oznacené Sipkou znaci N-terminalni fragment ASK1%%%2 pye spojita lokalni maxima znaci
nedokonalé oddéleni agregatii a dalsich vysokomolekularnich necistot z roztoku

pozadovaného proteinu. V cernych rameccich jsou oznaceny jimané frakce.
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Obr. 4.11: 15% SDS-PAGE gel fragmentu ASK1%°3% po gelové permeacni chromatografii.
V prvni draze jsou videét zony migrace standardu molekulovych vah, drahy oznacené jako
B9-B12 a C4-C7 koresponduji s jimanymi frakcemi oznacenymi cernymi ramecky na obr.

4.10.

56



Az [mAY]

| \
\
\V4 \\
/ AN -
A —

W [ml]

Obr. 4.12: Elucni profil N-termindlniho fragmentu ASK 188322 po gelové permeacni
chromatografii na koloné Superdex 200 [0/600. Modra kiivka oznacuje zavislost
absorbance eludtu pri vinové délce 280 nm na elucnim objemu. Lokdlni maximum

188-322

oznacené Sipkou znaci N-terminalni fragment ASK . Dvé spojita lokdlni maxima

znacni nedokonalé oddéleni agregatii a dalsich vysokomolekularnich necistot z roztoku

pozadovaného proteinu. V cernych rameccich jsou oznaceny jimané frakce.
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Obr. 4.13: 15% SDS-PAGE gel fragmentu ASK1*°3% po gelové permeacni chromatografii.
V prvni draze jsou videt zony migrace standardu molekulovych vah, drahy oznacené jako
B10-C2 a C7-C10 koresponduji s jimanymi frakcemi oznacenymi cernymi ramecky na obr.

4.12.

4.3 Purifikace Trx-1
Trx-1 byl exprimovan a nasledné iSolovan jako fusni protein s N-terminalni
histidinovou kotvou. Exprese a purifikace byla provedena postupem popsanym v kapitole

3.2.3, str. 41.
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4.3.1 Niklova chelata¢nichromatografie

Niklova chelata¢ni chromatografie byla provedena postupem popsanym v kapitole
3.2.3.3, str. 42. Pii eluci roztoku Trx-1 z kolony byl tento roztok jiman do rezervoaru, ktery
obsahoval 10 ml dialyza¢niho pufru (viz tab. 3.24, str. 40), coz zajistilo vyS$i stabilitu
proteinu pfi nasledné dialyze. Vzorek tohoto roztoku byl analyzovan pomoci SDS-PAGE

(viz kapitola 3.2.2.4, str. 37) a jeji vysledek je zobrazen na obr. 4.14.
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Obr. 4.14: 15% SDS-PAGE gel proteinu Trx-1 po niklové chelatacni chromatografii.
V prvni draze jsou vidét zony migrace standardu molekulovych vah, druha draha obsahuje

kyzeny protein Trx-1, jehoz predikovana relativni molekulova hmotnost je 12989.

4.3.2 Gelova permeacni chromatografie

Druhym isolaénim krokem pfi purifikaci Trx-1 byla gelova permecni
chromatografie. Postup, kterym byla provedena, je uveden v kapitole 3.2.3.5 na str. 43.

Pro ziskani ¢istého Trx-1 pouzita kolona Superdex 75 10/300. Z chromatogramu,
ktery obsahuje lokalni maximum definujici Trx-1 (obr. 4. 15, str. 59) bylo zjisténo, ve
kterych frakcich se zaddany protein nachazi. Frakce byly sbirdny po 0,5 ml. Po analyze
vzorkli na SDS-PAGE byly sbirané frakce slouceny, byla zméfena proteinova koncentrace
a purifikovany protein byl uchovan pii -80 °C pro dalsi experimenty. Celkovy vytézek

proteinu Trx-1 ze 3 1 LB média byl 3,3 mg.
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Obr. 4.15: Elucni profil Trx-1 po gelové permeacni chromatografii na koloné Superdex 75
10/300. Modra krivka oznacuje zavislost absorbance eludtu pri vinové délce 280 nm na
elucnim objemu. Lokadlni maximum oznacené Sipkou znaci Trx-1. Dalsi dvé lokalni maxima
znaci agregaty a dalsi vysokomolekularni necistoty, které byly pri této metode oddeleny
z roztoku pozadovaného proteinu. V cerném rdamecku jsou oznaceny frakce jimané pro

dalsi experimenty.
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Obr. 4.16: 15% SDS-PAGE gel Trx-1 po gelové permeacni chromatografii. V prvni draze
jsou videt zomy migrace standardu molekulovych vah, drahy oznacené jako BI1-B5

koresponduji s jimanymi frakcemi oznacenymi ¢ernym rameckem na obr. 4.15.

4.4 Biofyzikalni charakterizace ASK146-302 a ASK188-302

4.4.1 AUC c(s) distribuce
Prvnim krokem pfi biofyzikalni charakterizaci pfipravenych proteinii byla AUC a

jeji metoda sedimentacnich rychlosti. Jeji princip byl popsan v kapitole 3.2.4.2, str. 45.
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K praci byla pouzita analyticka ultracentrifuga ProteomLabTM XL-I (Beckman Coulter,
USA). Zavislost normalizovanych distribuci sedimentacnich koeficientl na sedimenta¢nich
koeficientech pfipravenych proteini je zobrazena na obr. 4.17. Vysledky z této analyzy
ukazaly, Ze hodnota sedimenta¢niho koeficientu (vazeny pramér vztazeny na teplotu 20
°C) pro samotny Trx-1 je 1,57 S (tomu odpovida relativni M,, 13500), pro ASK1*=% je
2,79 S (odpovidajici relativni My je 33000) a pro ASK1%8%% je 273 S (odpovidajici
relativni My, je 30600). Hodnoty ziskanych sedimenta¢nich koeficientii dobfe odpovidaji
relativnim molekulovym hmotnostem studovanych proteinli vypocitanych ze sekvence,

tedy: Trx-1 12989, ASK1%3% 37989, ASK1%83%2 34110.
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Obr. 4.17: Zavislost normalizované distribuce sedimentacnich koeficientit C(S) na
sedimentacnim koeficientu S pro samotné proteiny. Svétle modra kiivka oznacuje Trx-1,

188-302 ]46-302

fialova kiivka oznacuje ASK . Vsechny

a tmavé modrad kiivka patii ASK

proteiny mély 20 uM koncentraci.

Z vysledka vyplyva, Ze v roztoku 20uM ASK1*3% se tvoii agregaty, které jsou na
obrazku 4. 17 zobrazeny jako dal$i nezanedbatelnd lokalni maxima u kiivky patfici
ASK1%3%2 \/ mnohem mensi mife se ten samy jev projevil i u fragmentu ASK 188302

zatimco u Trx-1 je vyskyt agregatii témet zanedbatelny.
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4.4.2 Dynamicky rozptyl svétla

Dalsi metodou zvolenou pro biofyzikalni charakterizaci byl DLS, pfti kterém bylo
cilem ovéfit pfitomnost vysokomolekularnich agregati v roztoku N-terminalnich
fragmenta ASK1%73%2 3 ASK1%8302 Princip metody a experimentalni postup je popsan
v kapitole 3.2.4.1 na str. 43. Z vysledkt ziskanych touto technikou bylo zjisténo, Ze
roztoky obou fragmenti ASK1 obsahuji agregaty. Na obr. 4.18 a obr. 4.19 na str. 62 jsou
zobrazeny zavislosti intenSity rozptylu na hydrodynamickém poloméru castic v roztocich
vzorkl. Je nutné si uvédomit, ze vysokomolekularni agregaty rozptyluji mnohem silnéji,
nez neagregovany protein a proporce jednotlivych lokédlnich maxim neodpovidaji
relativnimu zastoupeni jednotlivych forem v roztoku. Toto zastoupeni je lépe patrné

z vysledki analytické ultracentrifugace (viz obr. 4.17, str. 60).

Intenzita

1E-3 0,01 0,1 1 10 100 1000 10000 100000
Hydrodynamicky polomér (mum)

Obr. 4.18: Distribuce hydrodynamickych polomérii N-termindlniho fragmentu ASK1 46-302
Oblast, ve které se vyskytuje monomerni fragment ASK 14302 je oznacena Sipkou. Vyrazné

lokalni maximum odpovida vysokomolekularnim agregatiim, které se nachazely ve vzorku.
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Obr. 4.19: Distribuce hydrodynamickych polomérii N-termindlniho fragmentu ASK1%3%.
Oblast, ve které se vyskytuje monomerni fragment ASK 188302 je oznacena Sipkou. Vyrazné

lokalni maximum odpovida vysokomolekularnim agregatiim, které se nachazely ve vzorku.

4.5 Ovéfeni interakei mezi fragmenty ASK*3% a3 ASK1%3% 3 Trx-1

4.5.1 Nativni elektroforesa

Nativni elektroforesa je jednoduchd a relativné rychld technika slouZzici, kromé
jiného, ke studiu interakci mezi proteiny v nativnim stavu. Pro tuto praci byla zvolena jako
orientatni metoda K pfesnéjsi metodé studia proteinovych interakci, analytické
ultracentrifugaci (viz kapitola 3.2.4.2, str. 45). Vysledky z nativni elektroforesy ukazaly,
ze Trx-1 interaguje s N-terminalni ¢asti ASK1. Na obr. 4.20 resp. 4.21 na str. 63 jsou
zobrazeny nativni 12% polyakrylamidové gely, na nichz je patrna tvorba komplexu mezi
ASK1%3% resp ASK1%3%2 3 Trx-1. Tvorba komplexu plyne z poklesu intenzit zoén
odpovidajicich Trx-1 v drahach komplext v porovnani s drahami, kde byla nanesena stejna
latkovd mnozstvi samotného Trx-1. Latkova mnozZstvi vSech tii proteinii (ASK1, Trx-1 a

komplex s molarnim pomérem 1:1) byla vzdy stejna, 320.10™? mol.
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Komplax
4530
ASKI Trx-1 ASK 14392 = Trx.1

Obr. 4.20: 12% polyakrylamidovy gel po nativni elektroforese. \ prvni jamce je samotny

146-302

N-terminalni fragment ASK , V prostredni jamce samotny Trx-1 a do posledni jamky

byl nanesen komplex ASK1*2%/Trx-1. Proteiny byly na gel naneseny ve stejném moldrnim

mnozstvi.

Komplex
§35-302
ASKl1 Tl qpises e Tt

Obr. 4.21: 12% polyakrylamidovy gel po nativni elektroforese. N prvni jamce je samotny

N-termindlni fragment ASK1%3%

, V prostiedni jamce samotny Trx-1 a do posledni jamky
byl nanesen komplex ASK1%%%/Trx-1. Proteiny byly na gel naneseny ve stejném moldrnim

mnozstvi.
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4.5.2 Analyticka ultracentrifugace

Analytickd centrifugace, konkrétné¢ metoda sedimentacnich rychlosti byla pouzita
ke studiu interakci mezi N-terminalnimi fragmenty ASK1%9°% resp. ASK1%83%% s Trx-1.
Smyslem tohoto experimentu bylo ovéfit vysledky ziskané pii nativni elektroforese, tedy
potvrdit vazbu Trx-1 na N-terminalni ¢ast ASK1 a dale porovnat jejich vazebné afinity.

V ramci tohoto experimentu bylo pfipraveno pét vzorki pro kazdy komplex. Tyto
vzorky obsahovaly vzdy ASK1%% resp. ASK1%83% o koncentraci 20 uM a rizné
koncentrace Trx-1 (5-100 uM). Poté byly zméteny c(s) distribuce téchto smési (obr. 4.22
a 4.23, str. 65) a ze ziskanych distribuci byly vypoéteny vazené praméry sedimentacnich
koeficientt (s, ), které byly nasledné pouzity pro vytvofeni tzv. vazebnych isoterm
(zavisloti s, na koncentraci Trx-1). Tyto vazebné iSotermy jsou znazornény na obrazcich
4.24, str. 65 a 4.25, str. 66. Analyzou ziskanych vazebnych isoterm s pouzitim vazebného
modelu reversibilni interakce A + B = AB byla ziskana pro oba komplexy stejna hodnota

zdanlivé disocia¢ni konstanty Kp = (0,5 + 0,4) x 107,

= 35 1 ——  ASK1%30220 (M Trs-1 5 uM
- . ——  ASKI%30220 uM Trx-1 10 pM
g ASK1 UM Tr-1 20 pM
é 3.0 1 —— ASKI UM Trx-1 60 uM
= ——  ASK1439220 1M Trs-1 100 M
£ 25
Z

2.0 A

1.5 4

1.0 A

ﬂi
0.5 - K
0.0 J“ —_—

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Sedimenta¢ni koeficient (S)

Obr. 4.22: Normalizované distribuce sedimentacnich koeficientii c(s) pro rizné smési
proteinii ASK1%%%2 3 Trx-1. Pfi experimentu byla pouzita konstantni koncentrace

ASK1%3%2 (20 ;M) a riizné koncentrace Trx-1 (5-100 uM).
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3.5 1

= — ASKI1939220 M Trs-1 5 uM
2 3.0 — ASK15559220 M Trx-1 10 pM
§ : ASK13502 20 uM Trx-120 uM
g ——— ASKI1%302 20 M Trx-1 60 uM
= 2.5 ——— ASK1%302 20 M Trx-1 100 pM
z 2.0 A

1.5 4 "

1.0 Q

0.5 + J
0.0 Jh T

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Sedimenta¢nikoeficient (S)

Obr. 4.23: Normalizované distribuce sedimentacnich koeficientit c(s) pro riizné smési

proteinii ASKI 88-302

ASK1%3%2(20 ;M) a riizné koncentrace Trx-1 (5-100 uM).

a Trx-1. Pri experimentu byla pouZita konstantni koncentrace

Su(S)

24 e
1075 107

Koncentrace Trx-1 (M)

Obr. 4.24: Zavislost vazenych priumeéri sedimentacnich koeficientii sy, ziskanych ze
sedimentacnich experimenti se smésmi ASK1 46-302 o) uM) a Trx-1 (5-100 uM) na

koncentraci Trx-1.
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Su(8)

pX ) —— e
107° 107

Koncentrace Trx-1 (M)

Obr. 4.25: Zavislost vazenych pruméri sedimentacnich koeficientii sy, ziskanych ze

sedimentacnich experimentii se smésmi ASK1%%% (20 uM) a Trx-1 (5-100 uM) na

koncentraci Trx-1.
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5. Diskuze

Tato diplomova prace byla vypracovana za ucelem studia interakci mezi rtzné
dlouhymi fragmenty N-terminalni ¢asti ASK1 s vazebnym partnerem Trx-1 pro upiesnéni
polohy vazebného mista pro Trx-1 v molekule ASK1. Interakce mezi témito proteiny je
zasadni pii regulaci MAP kinasové signalizaéni kaskady, kterd ovliviiuje bunécné
odpovédi na stresové podnéty pfichazejici z okolniho prostiedi bunky. Délky N-
terminalnich fragmentd ASKI1 byly navrzeny dle predikce vazebného mista pro Trx-1,
ktera byla publikovana v roce 2007 [18].

Prvnim krokem této prace byla piiprava rekombinantnich DNA N-terminalnich
fragmentt ASK1%03%2 3 ASK1%%2 DNA kédujici tyto fragmenty lidské ASK1 byly
vneseny do plasmidu pRSFDuet-1, ktery umoziuje naslednou expresi rekombinantnich
proteind jako fusnich proteint, které na N-konci obsahuji motiv Sesti histidint v fadé¢ tzv.
histidinovou kotvu a GB-1 protein. Histidinova kotva zjednodusuje purifikaci proteinu
diky moznosti pouziti niklové chelatacni chromatografie jako prvniho purifikacniho kroku.
Protein GB-1 zvySuje rozpustnost fusniho proteinu, ¢imz v podstaté pomaha stabilizovat
protein v roztoku. K vneseni sekvenci kodujicich N-terminalni fragmenty lidské ASKI,
ASK1%3%2 3 ASK1%3%2  do plasmidu pRSFDuet-1 byly pouzity zékladni techniky
molekularni biologie (transformace bakterii, PCR, stépeni restrikénimi endonukleasami a
ligace). Nasledné ovéteni nukleotidové sekvence pfipravenych rekombinantnich DNA
poslouzilo ke kontrole ziskanych sekvenci s publikovanymi, ¢imZ se pfedeSlo chybam,
kterymi mohly byt napf. nezaddouci mutace nebo vneseni jinych neZz pozadovanych
sekvenci do plasmidu. Tato kontrola vsak prokazala, ze do plasmidu pRSFDuet-1 byly
vneseny spravné sekvence N-termindlnich fragmentt ASK 147302 5 AGK 188302 Tyto dvé
pfipravené rekombinantni DNA vSak nebyly jedinymi, které byly nasledné pouZity pro
dalsi experimenty. Do plasmidu pRSFDuet-1 byly jest¢ vneseny dalsi dva N-termindlni
fragmenty ASK1, ASK1%3%2 3 ASK1%3?? ty vsak byly pfipraveny Mgr. Daliborem
Koskem a expresni konstrukt Trx-1 (mutant Cys' Ser) v plasmidu pQ-30 byl ziskan od
RNDr. Veroniky Obsilové, Ph.D.

Dalsim krokem byla exprese a purifikace vSech vySe zminénych N-terminalnich
fragmentd ASK1 a proteinu Trx-1. Proteiny byly isolovany ze 3 1 LB média a prvnim
purifikaénim krokem byla vZdy niklova chelatacni chromatografie. Mira exprese a Cistoty
vSech proteinli byla po tomto prvnim purifikaénim kroku zkontrolovana pomoci SDS-

PAGE a ziskané vysledky bylo mozné interpretovat tak, Ze N-terminalni fragmenty
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ASK1%3%2 3 ASK1%3%%2 3 protein Trx-1 byly exprimovany velmi dobfe a jejich
rozpustnost a &istota byly relativng vysoké. Bohuzel, N-terminalni fragmenty ASK1°°% a
ASK1%332 yykazovaly malou rozpustnost a jejich koncentrace v rozpustné frakei tak byla
velmi nizka. Jako druhy a posledni purifikacni krok byla zvolena gelovd permeacni
chromatografie. Touto metodou se podafilo ziskat velmi &isté fragmenty ASK1%%3%

ASK1%83% 3 také protein Trx-1. BohuZel, fragmenty ASK1%¢%% a ASK1%83%2 se pii této

a

metod¢ ukdzaly byt velice nestabilni, protoze mnozstvi agregati ziskanych pii eluci

146-322 a

Z kolony bylo neumérné vysoké k mnozstvi pozadovanych fragmenti ASK
ASK1%3%2 3 muzeme tedy konstatovat, Ze tyto fragmenty vlastn nebylo mozné od
vzniklych agragati separovat, protoze eluéni profily vykazovaly dveé spojitd lokalni
maxima. Z téchto vysledkd vyplynulo, ze k dal$imu studiu byly pouzity pouze fragmenty
ASK1%3023 ASK 188392 3 protein Trx-1.

Fragmenty ASK1%%% a ASK1%3% pyly studovany zakladnimi biofyzikalnimi
metodami, kterymi byly analytickd ultracentrifugace a dynamicky rozptyl svétla. Pii
analytické centrifugaci bylo pozorovano, Ze pfi vySSich koncentracich ¢ast N-terminalnich
fragmentt ASK 1939 3 ASK1%8392 y roztoku tvofila agregaty. Diky tomu byl proveden
jesté dalsi experiment, dynamicky rozptyl svétla, jehoz vysledky potvrdily tuto agregaci
zkoumanych fragmenti ASK1 jiz pfi koncentracich 1 mg/ml. Tato skute¢nost muze byt
zpiisobena C-termindlni Casti pfipravenych fragmenti ASKI, kterd obsahuje ¢ast N-
termindlni coiled-coil domény ASKI, a proto se vni nachazi relativné mnoho
hydrofobnich aminokyselin. Coiled-coil doména je zajimavy strukturni motiv, ve kterém
jsou dva ¢i vice a-helixii sto¢ené okolo sebe. Tato doména ma charakteristické opakujici se
schéma a-b-c-d-e-f-g, kde a a d oznacuji hydrofobni aminokyseliny. Tim, Ze se a-helixy
staceji okolo sebe, dochédzi k pohibeni hydrofobniho povrchu a tedy ke vzniku
termodynamické hnaci sily pro oligomerizaci jednotlivych molekul proteinu [41]. Tato

146-302 a

teorie by tedy mohla naznacovat diivod agregace N-terminalnich fragmenti ASK
ASK 18302 pii vyssich koncentracich téchto proteinti v roztoku a zaroven vysokou agregaci
neuspésné purifikovanych fragmentt ASK 1432 3 ASK1%32 které na svém C-konci
obsahuji jeste delSi cast N-terminalni coiled coil domény molekuly ASK1 nez fragmenty
ASK1%302 3 ASK 18832 Existuje domnénka, 7e C-terminalni &st t&chto fragmenti ASK 1
kinasy je zasadni pfi jejich agregaci, nebot’ v piitomnosti C-terminalni histidinové kotvy je
minimalné fragment ASK 18839 yice rozpustny a stabilni [K. PSenadkova, nepublikovana

data]. Do budoucna by tedy bylo zajimavé porovnat stabilitu a rozpustnost N-terminalnich
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fragmentd ASK1 s histidinovou kotvou na N- a C-konci a také ovéfit interakce s lidskym
Trx-1.

K ovéfeni interakci mezi Trx-1 a N-termindlnimi fragmenty ASK1%3%2 3
ASK 18302 byly pouzity dv€é vhodné techniky. Prvni znich byla analyticka
ultracentrifugace, kterou bylo zjisténo, Ze oba fragmenty, tedy ASK1%*3% j ASK1%3%2
vazi Trx-1 se stejnou vazebnou afinitou. Pro oba fragmenty byla ziskana hodnota zdanlivé
disocia¢ni konstanty, Kp = (0,5 £ 0,4) x 10, Tento vysledek ukazal, ze vazebné misto pro
lidsky Trx-1 se v molekule lidské ASK1 nachazi na jejim N-konci, konkrétné v oblasti
aminokyselin 88-302. Interakce byly nasledné ovéieny jesté pomoci nativni elektroforesy,
coz je ovSem metoda mnohem méné sofistikovana nez analyticka ultracentrifugace,
nicméné i z jejich vysledki 1ze vyvodit zavér, ze se lidskéd forma Trx-1 opravdu vaze na N-
terminalni &ast lidské ASK1, konkrétn& na fragmenty ASK1%%% i ASK1%8%%2 Hodnotu
vazebné afinity vSak z vysledki z nativni elektroforesy zjistit nelze.

Zavérem lze fici, Ze vazebné misto pro Trx-1 v molekule ASK1 se nachazi v oblasti
88-302 a ze tato oblast vytvaii doménu, kterou lze samostatné pfipravit a pouzit jako

model pro studium interakci mezi ASK1 a Trx-1.
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6. Zaveér

e Byly pfipraveny expresni konstrukty ASK1%%%% 3 ASK1%3% y plasmidu pRSFDuet-1.

e Byly exprimovany a purifikovany fragmenty ASK1%%% a ASK1%%% jako fusni

proteiny s N-terminalni histidinovou kotvou a GB-1 proteinem.

e Byl exprimovan a purifikovan Trx-1 jako fusni protein s N-terminalni histidinovou

kotvou.

e Byla provedena biofyzikélni charakterizace pfipravenych proteinti pomoci analytické
ultracentrifugace (metodou sedimentacnich rychlosti) a dynamickych rozptylem svétla.
Ob¢ metody ukazaly, ze ptipravené vzorky fragmenti ASK1 obsahuji uréité mnozstvi

agregata.

e Interakce mezi pfipravenymi fragmenty N-terminalni ¢asti ASK1 a Trx-1 v reduk¢nich

podminkach byly ovéfeny pomoci analytické ultracentrifugace a nativni elektroforesy.
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Priloha 1

e Sekvence aminokyselin lidské ASK1 (prevzato z databaze PubMed a upraveno)

MSTEADEGIT
PGSFWNVESA
SQGQLVVAES
IAVVEMSDAF
QKNTMCTGNY
LPLVDRFIQL
QRVDNIEVLT
VKFHYAFALN
FLDSNFTDTE
ELRKVGVKLS
LFKLKTPAWY
KTDVTVVREP
EWNEFSASSVR
NTITEEKGRS
SNQVRIAIKE
KIFMEQVPGG
HRDIKGDNVL
IDKGPRGYGK
PETPESMSAE
LSALSAGSNE
FKTRAKSCGE
SERRATLHRI
VRSTDRKITIA
KPHWMFALDS
HEEQPSNQTV
MKIETNRLLE
VEHLNSSGTN
DLKCLRLRGG

FSVPPFAPSG
AAPGIGCPAA
EALQSLREAC
RQPSLFYHLG
TFVPYMITPH
LKVAQASSSQ
ADIVINLLLS
RRNLPGDRAK
SRDHGASWFK
SLLGKKGNLE
LKSIVETILI
VLILEPTKIY
GVSISKFEER
TEEGDCESDL
IPERDSRYSQ
SLSALLRSKW
INTYSGVLKI
AADIWSLGCT
AKAFILKCFE
YLRS/RIpSL
RDVKGIRTLF
LTEDQDKIVR
TTLSKLKLEL
IIRKAVQTAI
RRPQAVIEDA
ELVRKEKELQ
TEDSELTDWL
MLCTLWKATII

FCTIPEGGIC
TSSSSATRGR
ETVGATLETL
VRESFSMANN
NKVYCCDSSF
YFRESILNDI
YRDIQDYDST
ALDIMIPMVQ
KAFESEPTLQ
KLOSYWEVGF
YKHFEVKLTTE
QPSYLSINNE
CCFLYVLHNS
LEYDYEYDEN
PLHEETALHK
GPLKDNEQTT
SDEFGTSKRLA
ITEMATGKPP
PDPDKRACAN
PVPVLVEDTS
LGIPDENFED
NLMESLAQGA
DFDSHGISQV
TILVPELRPH
VATSGVSTLS
ALLHRATEEK
RVNGADEDTTI
DFRNKQT-LL

RRGGAAAVGE
GSSVGGGSRR
HEFGKLDFGET
ITLYCDTNSD
MKGLTELMQP
RKARNLYTGK
VKLVETLEKL
SEGQVASDMY
SGINYAVLLL
FLGASVLAND
QPVAKQELVD
VEEKTISIWH
DDFQIYFCTE
GDRVVLGKGT
HLKHKNIVQY
GEFYTKQILEG
GINPCTETFET
FYELGEPQAA
DLLVDEFLKV
SSSEYGSVSP
HSAPPSPEEK
EEPKLKWEHT
QVVLEGFQDA
FSLASESDTA
STVSHDSQSA
DOETKHLKLK
SRFLAEDYTL
LNL
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GEEHQLPPPP
TTVAYVINEA
TVLDREFYNAD
SLOSLKEIIC
NFELLLGPIC
ELAAELARIR
PTFDLASHHH
CLVGRIYKDM
AAGHQFESSF
HMRVIQASEK
FWMDFLVEAT
VLPDDKKGIH
LHCKKFFEMV
YGIVYAGRDL
LGSFSENGEFI
LKYLHDNQIV
GTLOYMAPET
MFKVGMFKVH
SSKKKKTQPK
DTELKVDPFES
DSGFFMLRKD
TTLIASLREF
VNKVLRNHNTI
DOQEDLDVEDD
HRSLNVQLGR
SQPIETIPELP
LDVLYYVTRD



e Sekvence aminokyselin N-terminalniho fragmentu ASK1, ASK1%3%

s histidinovou kotvou a GB-1 proteinem na N-konci (pievzato z databaze

ProtParam a upraveno)

MNSSHHHHHH
GEWTYDDATK
AATSSSSATR
ACETVGATLE
LGVRESFSMA
PHNKVYCCDS
SQYFRESILN

V sekvenci je modie oznacena histidinova kotva, za niz nasleduje GB-1 protein. Samotny

MQYKLILNGK
TEFTVTEENLY
GRGSSVGGGS
TLHFGKLDEFEG
NNIILYCDTN
SFMKGLTELM
DIRKARNLYT

TLKGETTTEA
FOQGAMGSLPP
RRTTVAYVIN
ETTVLDREYN
SDSLOSLKETI
OPNFELLLGP
GKELAAELAR

VDAATAEKVE
PPPGSEFWNVE
EASQGQLVVA
ADIAVVEMSD
ICOQKNTMCTG
ICLPLVDRFI
IROR

N-termindlni fragment ASK 146302 je oznacen Cerveng.

KQYANDNGVD
SAAAPGIGCP
ESEALQSLRE
AFROPSLFEYH
NYTEVPYMIT
QLLKVAQASS

e Sekvence aminokyselin N-terminalniho fragmentu ASK1, ASK1%%%%

s histidinovou kotvou a GB-1 proteinem na N-konci (pievzato z databaze

ProtParam a upraveno)

MNSSHHHHHH
GEWTYDDATK
EALQSLREAC
ROPSLEYHLG
TEVPYMITPH
LKVAQASSSQ

V sekvenci je modie oznacena histidinova kotva, za niZ nasleduje GB-1 protein. Samotny

188-302 :

N-terminalni fragment ASK je oznacen Cervene.

MQYKLILNGK
TEFTVTEENLY
ETVGATLETL
VRESEFSMANN
NKVYCCDSSF
YFRESILNDI

TLKGETTTEA
FOGAMGSSRR
HEGKLDEFGET
ITLYCDTNSD
MKGLTELMQP
RKARNLYTGK

VDAATAEKVE
TTVAYVINEA
TVLDREYNAD
SLOSLKETIIC
NFELLLGPIC
ELAAELARIR
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KQYANDNGVD
SQGQLVVAES
IAVVEMSDAF
OKNTMCTGNY
LPLVDRFIQL
OR



e Sekvence aminokyselin N-terminalniho fragmentu ASK1, ASK13%
s histidinovou kotvou a GB-1 proteinem na N-konci (pievzato z databaze

ProtParam a upraveno)

MNSSHHHHHH
GEWTYDDATK
AATSSSSATR
ACETVGATLE
LGVRESFSMA
PHNKVYCCDS
SQYFRESILN
LSYR

V sekvenci je modie oznacena histidinova kotva, za niZ nasleduje GB-1 protein. Samotny

N-terminalni fragment ASK1%%%?2

e Sekvence aminokyselin N-terminalniho fragmentu ASK1, ASK
s histidinovou kotvou a GB-1 proteinem na N-konci (pfevzato z databaze

ProtParam a upraveno)

MNSSHHHHHH
GEWTYDDATK
EALQSLREAC
ROPSLEYHLG
TEVPYMITPH
LKVAQASSSQ
ADIVINLLLS

V sekvenci je modie oznacena histidinova kotva, za niz nasleduje GB-1 protein. Samotny

MQYKLILNGK
TEFTVTEENLY
GRGSSVGGGS
TLHFGKLDEFEG
NNIILYCDTN
SFMKGLTELM
DIRKARNLYT

MQYKLILNGK
TEFTVTEENLY
ETVGATLETL
VRESEFSMANN
NKVYCCDSSF
YFRESILNDI
YR

TLKGETTTEA
FOGAMGSLPP
RRTTVAYVIN
ETTVLDREYN
SDSLOSLKETI
OPNFELLLGP
GKELAAELAR

TLKGETTTEA
FOGAMGSSRR
HEGKLDEFGET
ITLYCDTNSD
MKGLTELMQP
RKARNLYTGK

VDAATAEKVE
PPPGSEFWNVE
EASQGQLVVA
ADIAVVEMSD
ICOQKNTMCTG
ICLPLVDRFI
IRORVDNIEV

je oznacen Cervene.

VDAATAEKVFE
TTVAYVINEA
TVLDREYNAD
SLOSLKETIIC
NFELLLGPIC
ELAAELARIR

N-terminélni fragment ASK 188322 je oznacen Cerveng.
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KQYANDNGVD
SAAAPGIGCP
ESEALQSLRE
AFROPSLFEYH
NYTEVPYMIT
QLLKVAQASS
LTADIVINLL

188-322

KOYANDNGVD
SQGQLVVAES
IAVVEMSDAF
OKNTMCTGNY
LPLVDRFIQL
QORVDNIEVLT



Priloha 2

e Data ziskana ze sekvenaéni analyzy pro N-terminalni fragment ASK1%%3%
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e Vysledna sekvence konstruktu ASK1%3%%2y pRSFDuet-1 (data ze sekvenéni
analyzy)

CAATTATAAGTGCGGGGTTCAGTTATGGACTACGACGACGCTACCAAAACCTTCACGGTAA
CCGAAAATAATAACAACAATAACAACAACAACAATGAAAACCTGTATTTTCAGGGCGCCAT
GGGATCCCTGCCACCGCCGCCGCCGGGCAGTTTCTGGAACGTGGAGAGCGCCGCTGCCCCT
GGCATCGGTTGTCCGGCGGCCACCTCCTCGAGCAGTGCCACCCGAGGCCGGGGCAGCTCTG
TTGGCGGGGGCAGCCGACGGACCACGGTGGCATATGTGATCAACGAAGCGAGCCAAGGGCA
ACTGGTGGTGGCCGAGAGCGAGGCCCTGCAGAGCTTGCGGGAGGCGTGCGAGACAGTGGGL
GCCACCCTGGAAACCCTGCATTTTGGGAAACTCGACTTTGGAGAAACCACCGTGCTGGACC
GCTTTTACAATGCAGATATTGCGGTGGTGGAGATGAGCGATGCCTTCCGGCAGCCGTCCTT
GTTTTACCACCTTGGGGTGAGAGAAAGTTTCAGCATGGCCAACAACATCATCCTCTACTGT
GATACTAACTCGGACTCTCTGCAGTCACTGAAGGAAATCATTTGCCAGAAGAATACTATGT
GCACTGGGAACTACACCTTTGTTCCTTACATGATAACTCCACATAACAAAGTCTACTGCTG
TGACAGCAGCTTCATGAAGGGGTTGACAGAGCTCATGCAACCGAACTTCGAGCTGCTTCTT
GGACCCATCTGCTTACCTCTTGTGGATCGTTTTATTCAACTTTTGAAGGTGGCACAAGCAA
GTTCTAGCCAGTACTTCCGGGAATCTATACTCAATGACATCAGGAAAGCTCGTAATTTATA
CACTGGTAAAGAATTGGCAGCTGAGTTGGCAAGAATTCGGCAGCGATAGGCGGCCGCATAA
TGCTTAAGTCGAACAGAAAGTAATCGTATTGTACACGGCCGCATAATCGAAATTAATACGA
CTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCCCCATCTTAGTATATTAGTTTAAGT
ATAAGAAGGAGATATACATATGGGCAGATCTCATTGGATATCCGGCTGACCACGCGATCGC
TGACGTCGTTACCCTCGAGTCTGTAAGAATCGCTGCCTGCATTGACGCCCAAGCACACATG
GAAC
V sekvenci je Cervené oznacen pocatek nukleotidové sekvence N-terminalniho fragmentu
ASK 146302
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e Data ziskana ze sekvenacni analyzy pro N-terminalni fragment AS K 196302
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e Vysledna sekvence konstruktu ASK1%3% v pRSFDuet-1 (data ze sekvenéni
analyzy)

GGGGTAATGGAACTACGACGACGCTACCAAAACCTTCACGGTAACCGAAAATAATAACAAC
AATAACAACAACAACAATGAAAACCTGTATTTTCAGGGCGCCATGGGATCCAGCCGACGGA
CCACGGTGGCATATGTGATCAACGAAGCGAGCCAAGGGCAACTGGTGGTGGCCGAGAGCGA
GGCCCTGCAGAGCTTGCGGGAGGCGTGCGAGACAGTGGGCGCCACCCTGGAAACCCTGCAT
TTTGGGAAACTCGACTTTGGAGAAACCACCGTGCTGGACCGCTTTTACAATGCAGATATTG
CGGTGGTGGAGATGAGCGATGCCTTCCGGCAGCCGTCCTTGTTTTACCACCTTGGGGTGAG
AGAAAGTTTCAGCATGGCCAACAACATCATCCTCTACTGTGATACTAACTCGGACTCTCTG
CAGTCACTGAAGGAAATCATTTGCCAGAAGAATACTATGTGCACTGGGAACTACACCTTTG
TTCCTTACATGATAACTCCACATAACAAAGTCTACTGCTGTGACAGCAGCTTCATGAAGGG
GTTGACAGAGCTCATGCAACCGAACTTCGAGCTGCTTCTTGGACCCATCTGCTTACCTCTT
GTGGATCGTTTTATTCAACTTTTGAAGGTGGCACAAGCAAGTTCTAGCCAGTACTTCCGGG
AATCTATACTCAATGACATCAGGAAAGCTCGTAATTTATACACTGGTAAAGAATTGGCAGC
TGAGTTGGCAAGAATTCGGCAGCGATAGGCGGCCGCATAATGCTTAAGTCGAACAGAAAGT
AATCGTATTGTACACGGCCGCATAATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGA
GCGGATAACAATTCCCCATCTTAGTATATTAGTTAAGTATAAGAAGGAGATATACATATGG
CAGATCTCAATTGGATATCGGCCGGCCACGCGATCGCTGACGTCGGTACCCTCGAGTCTGG
TAAAGAAACCGCTGCTGCGAAATTTGAACGCCAGCACATGACTCGTCTACTAGCGCAGCTT
AATTAACCTAGGCTGCTGCACGCTGAGCAATACTAGCATACCCCTTGAGCTCTAACGGTCT
TGAGGGTTTTTTGCTGAAACTCAGCATTGAGGCACACGTCCACACTGCCTCGGTAGTCATA
ACGGTAACCAGCAATTGCCTAGCGGCATATTTTAAACGGCAC

V sekvenci je Cervené oznacen pocatek nukleotidové sekvence N-terminéalniho fragmentu
ASK1%3%,
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Svoluji k zapujceni této prace pro studijni Gcely a prosim, aby byla fadn¢ vedena evidence

zapujcovatell.
Jméno a pfijmeni Cislo OP Datum vypijceni Poznédmka
Adresa
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