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ABSTRAKT

Vsechny zivé organismy jsou v pribéhu zZivota vystaveny rozlicnym forméam stresu.
Mozna prave proto se vyvinul evolucné velmi dobte konzervovany systém MAPK (z anglického
mitogen-activated protein kinase) signalnich kaskad regulujici buné¢nou odpovéd’ na stres. Tyto
signalni drahy se skladaji ze tfi nésledujicich tfid proteinkinas MAP3K, MAP2K a MAPK.
Z MAPK je poté signal pfenasen na dalsi proteinkinasy nebo transkripéni faktory.

Proteinkinasa ASK1 (z anglického apoptosis signal-regulating kinase 1) je ¢lenem
MAPK drahy, konkrétné se fadi do tfidy MAP3K, tedy mitogeny aktivovana proteinkinasa
kinasa kinasa. Lidska ASK1 je protein slozeny z 1374 aminokyselin uspofadanych do nékolika
domén a sekvencnich motivil. Tfemi hlavnimi doménami jsou N-terminalni coil-coiled doména
(NCC), serin/threoninova kinasova doména a C-termindlni coil-coiled doména (CCC). Dale
bylo v sekvenci charakterizovano nékolik mist, ktera jsou zodpovédna za interakci ASK1
S jejimi vazebnymi partnery. Aktivita ASK1 je totiZ regulovana rliznymi faktory, mezi néz patii
inhibitory thioredoxin a 14-3-3 proteiny. Naopak faktory TRAF (z anglického TNF receptor
associated factor) proteinkinasu aktivuji.

Cilem této prace byla pfiprava Sesti variant expresnich konstrukti N-terminalniho tiseku
sekvence lidské ASKI1, ktery by mél byt zodpovédny za tvorbu komplexu ASKI1
s thioredoxinem. C konce sekvence proteinu byly vybirany tak, aby nedoslo k poskozeni
predpokladané sekundérni struktury. Déle byl pfipraven novy expresni konstrukt thioredoxinu
(konkrétné sekvence lidského thioredoxinu S bodovou mutaci zabraifiujici tvorbé dimert
oznatované C73S, kdy je cystein 73 zménén na serin), umoziujici po purifikaci fzniho

proteinu odstépit purifikacni histidinovou kotvu a ziskat tak téméf nativni formu proteinu.



ABSTRACT

All living organisms are exposed to various forms of stress during their lifetime. This is
probably the reason why an evolutionally well conserved the mitogen-activated protein kinase
(MAPK) system of signaling cascades was formed to regulate cellular stress response. Those
signaling pathways consist of three consecutive classes of protein kinases: MAP3K, MAP2K
and MAPK. The signal is then transmitted from MAPK to another protein kinases and
transcription factors.

Apoptosis signal-regulating kinase 1 (ASK1) is a member of MAPK pathway, more
specifically is classified as a member of the mitogen-activated protein kinase kinase kinase
family (MAP3K). Human ASK1 consists of 1374 amino acids which are folded into several
domains and sequence motives. The N-terminal coil-coiled domain (NCC), the serine/threonine
kinase domain and the C-terminal coil-coiled domain (CCC) are three main domains.
In addition, several regions responsible for the interaction between ASK1 and their binding
partners have also been identified. The activity of ASK1 is regulated by various factors
including thioredoxin and the 14-3-3 proteins, which function as inhibitors, and TNF receptor
associated factors (TRAFs), which function as activators.

The aim of this study was the preparation of six different expression constructs
of the N-terminal sequence of human ASK1. This fragment should be responsible
for the formation of the complex between ASK1 and thioredoxin. The C-terminus
of the sequence was selected very carefully with the effort not to disrupt the predicted secondary
structure elements. Then a new expression construct of the thioredoxin containing a single point
mutation C73S which prevents the formation of dimers was prepared. This construct also allows
the cleavage of the His-tag after the purification of the fusion protein to obtain nearly native

form of the protein.

(In Czech)
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SEZNAM ZKRATEK

ALS amyotroficka lateralni skler6za

Amp ampicilin

APS ammonium persulfat

ASK1 z anglického apoptosis signal-regulating kinase 1

ASK*6-51 N-termindlni usek aminokyselin 46 — 251 sekvence lidské ASK1

ASK?46-267 N-terminalni usek aminokyselin 46 — 267 sekvence lidské ASK 1

ASK46-287 N-terminalni asek aminokyselin 46 — 287 sekvence lidské¢ ASK 1

ASK8&21 N-terminalni usek aminokyselin 88 — 251 sekvence lidské ASK 1

ASK88-267 N-terminalni usek aminokyselin 88 — 267 sekvence lidské ASK1

ASK®&-287 N-termindlni usek aminokyselin 88 — 287 sekvence lidské ASK1

BL21(DE3) kmen bakterie E. coli

bp pary bazi (z anglického base pairs)

CCC C-termindlni coil-coiled doména

DH5a kmen bakterie E. coli

DISC z anglického death-inducing signaling komplex

DNA deoxyribonukleova kyselina (z anglického deoxyribonucleic acid)

dNTP deoxyribonukleotidtrifosfat

E. coli Escherichia coli

EDTA ethylend_iam_intetraoctov_é kys_elina (z anglického
ethylendiaminetetraacetic acid)

ER endoplazmatickeé retikulum

ERK z anglického extracellular signal-regulating kinase

FADD z anglického Fass-associated death domain

FKBP z anglického FK506 binding protein

GB1 B1 doména G proteinu

GLS z anglického gel loading solution

hsp72 z anglického heat shock protein 72

IPTG isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid

JNK z anglického c-Jun N-terminal kinase

LB médium z anglického lysogeny broth; médium vhodné pro kultivaci E. coli

LPS lipopolysacharid



MAPK
mMRNA
NADPH
NCC
NMR
Nrx
PCR
PCRp
PP5
RNA
ROS
RPM
SDS

SDS-PAGE

TBE
TEMED
TEV
TLR4
TNF
TRAF
Trx

Trx C73S
TrxR
UPR

z anglického mitogen-activated proteinkinase
z anglického messenger RNA
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
N-terminalni coil-coiled doména

nuklearni magnetické rezonance
nukleoredoxin

z anglického polymerase chain reaction
produkt PCR reakce

z anglického protein serin/threonin fosfatasa 5
ribonukleova kyselina (z anglického ribonucleic acid)
z anglického reactive oxygen species

z anglického revolutions per minute

dodecylsiran sodny

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsiranu sodné¢ho

Tris/borat/EDTA

tetramethylendiamid

z anglického tabacco etch virus

z anglického Toll-like receptor 4

z anglického tumor necrosis factor

z anglického TNF receptor associated factor
thioredoxin

sekvence thioredoxinu s bodovou mutaci C73S
thioredoxin reduktasa

z anglického unfolded protein response



1 PREHLED LITERATURY

1.1 Apoptosa

Apoptosa neboli programovana bunécna smrt obvykle vyzadujici genovou expresi, ktera
je Casto v bunikach potlacovana, je pfirozenou soucasti vyvoje organismu. Spolu s mitosou, ktera
ma vlastné¢ pfesné¢ opacnou funkci nez apoptosa, se podili na regulaci poctu bunck tkani
u zivocichii. Z dosavadnich pozorovani se zda, ze apoptosa je jakousi odpovédi na rychlou
proliferaci bunék. Fyziologicky se uplatiuje pii embryogenesi, kdy naptiklad u ¢lovéka dochazi
k odumirani buné€k mezi tvoficimi se prsty, dale béhem metamorfosy (resorpce ocasu u zab)
nebo také pfi zajiSténi vymeény starych bunék ve zdravych tkanich, kde musi byt v rovnovaze
vznik a zanik bun¢k. Apoptosou miize byt odstranéno velké mnozstvi bun¢k, aniz by doslo
Kk vyraznéj$imu naruseni tkan¢ ¢i vzniku zanétu. Navic nékteré bunééné komponenty rozpadajici
se bunikky mohou byt znovu vyuzity. Stejn¢ tak mize dojit k apoptose, pokud bunka postrada
tzv. signal pro pieziti (z anglického survival factor), nebo je naopak indukovana vazbou ligandu
na receptor na povrchu bunky. Z vnéjSich vlivii pak apoptosu vyvolava ozéfeni y paprsky,
protinadorové 1éky nebo teratogeny. Apoptosa je vSak také piimou soucasti nadorovych
procest, kdy dochazi k degradaci organii nadorovymi buiikami. Rychlost $ifeni nadoru je pak
dana rovnovahou mezi apoptosou a mitosou [1, 2]. Rozdil mezi apoptosou a nekrosou je jasné

znazornén na obrazku 1.1.

®_ VOS )
‘ A ,.\ ASI e N
) N2 .0 apopTOSA
- . > .‘3 .\‘&i -
- / apoptotické fagocyt
zdrava e = Q\v télisko
bunka Q
\ o e o’
2O .Go
oMo —— S %@ Nekrosa

Obr. 1.1: Porovndni pribéhu apoptosy a nekrosy.
PFi nekrose dochazi k prasknuti buriky a vyliti jejiho obsahu do okolni tkané, coZ vyvola zanét. Apoptosa
naopak vede k Setrnému odstranéni buriky bez poskozeni okolni tkané. Upraveno dle [3].
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Pokud bunka podléha nekrose, dochazi vlivem zvySeni osmotického tlaku
k nekontrolovanému zvétSovani objemu bunky, coz vede az k prasknuti membrany a vyliti
bunééného obsahu do okoli. Naproti tomu apoptosa je charakteristicka fizenou tvorbou vacka,

které jsou bezpecné odstranény bez posSkozeni okolni tkane.

1.1.1 Morfologie

Apoptosa se projevuje dvéma oddelenymi fazemi strukturnich zmén. Nejprve dojde
k vytvofeni apoptotickych télisek, které jsou nasledné fagocytovany a degradovany jinymi
bunikkami. Rizné typy bunék vykazuji podobné strukturdlni rysy apoptosy. Vzdy dochazi
k vyznamné kondenzaci jaderného chromatinu i cytoplasmy (pravdépodobné zpisobena
vytlaovanim vody ven z bunky), fragmentaci jadra a postupnému odskrcovani rizné velkych
vackul tvoticich se na membrang. Jednotliva apoptoticka téliska tak mohou obsahovat i témét
vSechen jaderny chromatin nebo celé neporuSené organely. Vznikajici vétsi téliska pak casto
tvofi shluky v extracelularnim prostoru, zatimco mensi téliska se mohou rozptylit od mista
svého ptivodu, nékterd se mohou dostat az do cév. Piestoze jsou apoptoticka téliska preduréena
ke zniceni, jsou pravdépodobné stale schopna metabolické aktivity. Téliska jsou vSak patrné
velice zdhy fagocytovdna v disledku zmény vlastnosti povrchu membrany a nésledné
podstupuji procesy uvnitt fagosomu. Proto neni Gplné jasné, jak dlouho by byla téliska schopna
vydrzet neporusena v extracelularnim prostoru. Ve fagosomu dochazi k rozruSeni membran
télisek 1 membran organel v téliskach uzavienych, ¢imz ztraci svou metabolickou aktivitu,
nejsou totiz nejspise uvniti fagosomu schopna udrzet chemickou homeostazu. Fazi fagosomi
S primarnimi lysozomy jsou za vzniku sekundéarnich lysozomu nésledné do degradace télisek
zapojeny 1 lysozomalni enzymy. Cely proces vytvoreni a degradace apoptotickych télisek mtize

trvat mén¢ nez 24 hodin [2].

1.2 Proteinkinasy

Reverzibilni fosforylaci proteint, jeZ je nejrozsifenéjsi posttranslaéni modifikaci, je
fizena fada zakladnich procest probihajicich v bunce. V lidském genomu je koédovano kolem
tisice proteinkinas a asi pét set proteinfosfatas, jejichz spolecnym ukolem je regulovat
biologickou aktivitu proteind, jejich lokalizaci do urcitého bunétného kompartmentu ¢i jejich

interakci s dalsimi proteiny [4]. Nejcastéji je fosfat pifipojen esterovou vazbou na protein
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ptes Serinové (obr. 1.2), threoninové nebo tyrosinové zbytky (nenabité polarni aminokyseliny).
Mize vsak dojit i k fosforylaci kladné nabitych polarnich aminokyselin histidinu, argininu ¢i
lysinu za vzniku fosfoamidt. Dale mohou vznikat acylfosfaty (fosforylace asparagové nebo

glutamové kyseliny) ¢i thiofosfaty (fosforylace cysteinu) [5].

NHJ NH;‘

o O O
Obr. 1.2: Serin a fosfoserin.
Adice fosfatové skupiny na aminokyselinovy zbytek mlze mit zdsadni vliv na strukturu a nasledné
i funkci fosforylovaného proteinu. Fosfat je pfenasen z ATP na cilovy protein reakci katalyzovanou

proteinkinasami. Obracenym procesem je pak defosforylace, ktera je katalyzovdna fosfatasami.
Prevzato z [6].

Mezi proteinkinasy patii napiiklad receptory rastovych faktort a cytokind nachazejici
se na povrchu buriky. Vlivem vazby ligandu na receptor dochazi k autofosforylaci daného
receptoru, coz ma za nasledek navazani dalSich proteinti na jeho cytosolarni ¢ast. Takto je signal
pienesen do bunky, kde dale postupuje rozlicnymi signalnimi drahami. Jednou z nich je

tzv. MAPK kaskada, ktera je popsana v nasledujicim odstavci [4].

1.2.1 MAPK kaskada

V pribéhu Zivota jsou vSechny zivé organismy vystaveny riznym variantdm stresu.
Evoluéné konzervovanym signalnim systémem, ktery reguluje bunéénou odpovéd’ na stres, je
MAPK (mitogen-activated protein kinase) draha. Tato signalni draha je velice dtlezita pro fadu
bunécnych funkci, avSak jeji mechanismus neni zatim zcela odhalen a pochopen [7].
Predpoklada se, ze MAPK kaskada ve svém disledku reguluje transkripci a translaci. Pfenasi
tedy signal z extracelularniho prostoru az do jadra bunky [8].

Zakladem kazdé MAPK signdlni dréhy je kaskada tii nasledujicich tfid proteinkinas,
které fosforyluji specifické seriny nebo threoniny cilovych proteint [9]. Signalni kaskada za¢ina

kinasou ze ttidy MAP3K. MAP3K regulovana riznymi podnéty aktivuje fosforylaci kinasu
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tiidy MAP2K, kterd dale fosforyluje (a tim padem aktivuje) MAPK. MAPK miiZze svou
kinasovou aktivitou nasledné regulovat dalsi proteinkinasy a transkripéni faktory [7].

U savct byly doposud hloubéji prostudovany pouze tfi kaskady ¢lentt MAPK rodiny,
a to ERK (extracellular signal-regulating kinases), JNK (c-Jun N-terminal kinase) a p38
MAPK. Zatimco ERK kinasy odpovidajici na cytokiny a rdstové faktory jsou spojeny
S mitogenni signalizaci a tedy rastem a diferenciaci, JINK a p38 MAP kinasy jsou aktivovany
vlivem vngéjsich ¢i vnitinich stresovych podnétt, které mohou byt jak chemické, tak fyzikalni
povahy. Mezi tyto podnéty patii napiiklad UV zafeni, osmoticky Sok nebo prozanétlivé
cytokiny. Kuptikladu nadmérna tvorba ROS (z anglického reactive oxygen species) piispiva
k vyraznému poskozeni dulezitych slozek bunky a ztraté jejich funkce, coz vede k apoptose
nebo nekrose [8]. Aktivace JNK/p38 signalnich drah vSak muze mit i jiny biologicky ucinek,

nez vyvolani apoptosy, zalezi ale na typu buriky a jejim okoli [10].

1.3 ASK1

ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1) patii mezi MAP3K a je aktivovana jako
odpovéd’ na rizné formy stresu. Lidskd ASK1 je slozena z 1374 aminokyselin a jeji tercidrni
strukturu tvoii tii domény — serin/threonin Kinasova doména v prostiedni ¢asti peptidového
fetézce, N-terminalni coil-coiled doména (NCC) a C-terminalni coil-coiled doména (CCC) [7].
Vzijemnou interakci dvou CCC domén vytvaiti ASK1 homooligomery, na které jsou
v neaktivnim stavu navazany proteiny thioredoxin, 14-3-3 a pravdépodobné¢ dalsi zatim
neznamé faktory [9]. Tento komplex se nazyva ASKI1 signalosom. Vlivem stresu dojde
k asociaci faktortt TRAF (TNF receptor associated factor) na ASK1 signalosom, coz vyvola
aktivaci celé signalni drahy. Konkrétné je pro aktivaci ASK1 klicova trans-autofosforylace
Thr838, nachazejiciho se v kinasové doméné [7].

ASK1, ktera je zapojena do p38 i JNK drahy, muze byt aktivovana kuptikladu ligandy
receptort smrti, nedostatkem rustovych faktorti nebo nékterymi léky proti rakoving [8]. Dale je
ASKI indukovéana podnéty jako ROS, lipopolysacharidy, stres ER (endoplazmatické retikulum)
nebo zvySenou hladinou vapniku v buiice [9]. Zaroven se ASK1 tucastni iniciace apoptosy
zavislé na uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrie a nasledné aktivaci caspas 3 a 9 [8]. Se
zapojenim ASK1 ve vSech téchto signalizacnich drah souvisi jeji podil pfi rozvoji

neurodegenerativnich onemocnéni jako je Alzheimerova choroba, déle se pfedpoklada spojitost
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s Parkinsonovou a polyglutaminovou chorobou a také amyotrofickou lateralni skler6zou
(ALS) [9].

1.3.1 Struktura ASK1

Protein ASK1 o velikosti 170 kDa obsahuje tfi hlavni domény, a to inhibi¢ni
N-terminalni doménu, vnitini serin/threoninovou kinasovou doménu a regula¢ni C-terminalni
doménu. Dale se na N-konci peptidového fetézce nachazi peptidyl-prolyl cis-trans isomerasovy
motiv typu FKBP (FK506 binding protein), jehoz funkce zatim neni znama. Na C-konci
sekvence byla identifikovana vazebna mista pro glutaredoxin, hsp72 (heat shock protein 72)
nebo 14-3-3 proteiny. N-konec ASK1 kinasy interaguje s thioredoxinem [8, 11].

Aktivni ¢i neaktivni stav ASK1 je dan fosforylaci Thr838 v tzv. aktiva¢ni smycce
kinasové domény. Neaktivni homooligomer kinasy svazan pfes CCC domény je stabilizovan
vazbou negativniho regulatoru (tedy represoru) thioredoxinu na N-konci a 14-3-3 proteinu
na C-konci (konkrétné na fosfoserin v poloze 966). Po oddisociovani téchto inhibitord je
umoznéna interakce NCC domén, coz vede k aktivaci ASK1 autofosforylaci aminokyselinového
zbytku Thr838. K této interakci napomahaji i TRAF faktory vazajici se na stiedni ¢ast proteinu.
Regulaci zpétnou vazbou muze byt Thr838 defosforylovan PP5 (protein serin/threonin
fosfatasa 5), ¢imz je ASK1 opét inaktivovana. Stejné jako thioredoxin i Hsp72 zabrafuje
oligomerizaci N-terminalnich domén ASK1 a tim jeji aktivaci. Podobn¢ je ASK1 udrZzovana
Vv inaktivnim stavu interakci s Hsp90 a Akt (protein kinasou B), ktera ji fosforyluje na Ser83
[8, 11]. Také bylo prokazano, ze pokud byla proteinu Gplné odstranéna N-terminalni oblast
(delece aminokyselin 1-649), pak se ASK1 stala konstitutivné aktivni kinasou — vykazovala
mnohem vys§i bazdlni aktivitu nez neupravovana ASK1 (s kompletni sekvenci 1375
aminokyselin) [12].

V primarni struktuie bylo tedy oznaceno nékolik oblasti zodpovédnych za interakce
s ruznymi regula¢nimi faktory (obr. 1.3, str. 15). Doposud vsak byla definovana ptesna terciarni
struktura pouze u kinasové domény ASK1, ktera jiz byla vykrystalizovana a charakterizovana
(viz Bunkoczi et al., [13]). Studie thioredoxin-vazebné domény ASK 1 vedly k vytvofeni modelu
pfedpokladané struktury této domény na zdklad€ rlznych experimentl 1 in silico predikei
(obr. 1.4, str. 15) [14].
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Obr. 1.3: Schéma domén a vazebnych mist proteinkinasy ASK1.

Uvedené schéma ukazuje, které domény, motivy a vazebna mista byla v aminokyselinové sekvenci ASK1
identifikovdna. Doposud jsou popsany u mysi ASK1 tfi domény a to NCC (297-324), kinasova doména
(687-945) a CCC (1239-1295). Dale byl definovan FKBP motiv a jsou predpokladana dvé vazebna mista,
v oblasti aminokyselin 46-277 pro thioredoxin a v oblasti 384-655 pro TRAF faktory. V obrazku je
oznacen aminokyselinovy zbytek Thr838, jehoz fosforylace vede k aktivaci ASK1. Upraveno dle [9]
a [15].

NCC motif

Obr. 1.4: Predikovand struktura thioredoxin-vazebné domény ASK1.

Teoreticky model useku aminokyselin 88-302, tedy oblast odpovidajici predpokladané
thioredoxin-vazebné doméné ASK1, ziskany tzv. ab initio modelovdnim pomoci programu Robetta.
Prevzato z [14].
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1.3.2 Regulace ASK1

Prvni z moznych forem stresu vyvolavajici buné¢énou odpoveéd’ jsou kyslikové radikaly
vytvarené aerobnim metabolismem nebo UV zafenim. Tomuto stresu jsou vystaveny vSechny
aerobni organismy. Thioredoxin se na N-terminalni oblast ASK1 vaze v redukovaném stavu,
oxida¢nim stresem vSak piechazi do oxidovaného stavu a dochazi k jeho disociaci z ASK1
signalosomu. Protein 14-3-3 je na ASKI1 navazan ptes fosforylovany serin, ktery je ale
pusobenim oxidacniho stresu defosforylovan, coz opét vyvola disociaci regulacniho proteinu
ze signalosomu. K aktivaci ASK1 krom¢ oddisociovani negativnich regula¢nich faktort
thioredoxinu a 14-3-3 ptispivaji také pozitivné regulujici faktory, tedy aktivatory. Aktivaéni
funkce skupiny TRAF faktorG spocivd v podpoie vzijemné interakce NCC obou ASKI1
v signalosomu, coz je pfic¢inou nasledné autofosforylace ASK1. Aktivovana ASK1 muize byt
odbouravana ubikvitin-proteasomovym systémem. ASKI1 oznadend ubikvitinem je
transportovana do proteasomu a degradovana. Proti tomuto procesu pisobi USP9X — peptidasa,
ktera se muze navazat na ASK1 a deubikvitinovat ji [7]. Mechanismus je pfehledné shrnut
na obr. 1.5.

ROS

A
fH ?H \ O ubikvitinace O
~ . —
deubikvitinace

s— (P (P
neaktivni forma aktivni forma l
signalosomu signalosomu degradace

Obr. 1.5: Schéma predpoklddaného mechanismu aktivace ASK1 signalosomu.

V neaktivnim stavu je na dimer ASK1 navdzan redukovany thioredoxin a protein 14-3-3. Vlivem
oxidac¢niho stresu dojde k oddisociovani obou faktor(, interakci N koncovych domén ASK1 a vazbé TRAF
faktor(l na signalosom. Tento komplex mlze byt deaktivovan transportem do proteasomu. Upraveno
dle [7].
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Oxidacni stres, piesnéji tvorba kyslikovych radikald, hraje také vyznamnou roli v TNFa
(tumor necrosis factor a) signalni draze spojené s receptory smrti. Navazani TNF faktoru
na odpovidajici receptor vyvola stresovou odpoveéd aktivaci ASK1 signdlniho komplexu
obsahujiciho faktor TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2), ktery se ale na signalosom
muze navazat az po disociaci inhibitora thioredoxinu a 14-3-3. Druhym z receptord smrti je Fas
receptor, ktery po vazbé Fas ligandu mize aktivovat dvé rizné signalni drahy [7]. Jedna vede
mimo AKS1 signalosom a zahrnuje protein FADD (Fass-associated death domain) a caspasu 8
v signalnim komplexu zvaném DISC (death-inducing signaling komplex), druha pies Daxx
protein aktivuje ASK1 a nasledné JNK signalni kaskadu, coz vsak nevede k apoptose [8].

Podobné jako receptory smrti funguje i receptor TLR4 (Toll-like receptor 4), jehoz
ligandem jsou lipopolysacharidy (LPS). Ty se nachazeji na povrchu gramnegativnich bakterii.
je spojena se signaliza¢ni drahou ASK1 [7].

Dalsim déjem, kde je dokazan vliv ASKI1, je regulace bunécného objemu. Vlivem
hypertonického prostiedi dochazi k smr§t'ovani buiiky, coz je regulovano aktivnim transportem
iontlh do buiiky vedouci diky osmoéze k zvétSeni objemu buiiky zvySenym piijmem vody.
V apoptickych bunkach je vsak kvili aktivni ASK1 tato odpovéd’ inhibovana a dochazi
ke smr§t'ovani dokonce uz v prostiedi isotonickém [7].

Jinymi procesy, kterych se prokazatelné ucastni ASKI, jsou odpovédi na stres
zpiisobeny hypoxii a ischemii, dale na stres endoplazmatického retikula vyvolany Spatné
sbalenymi ¢i nesbalenymi proteiny v lumen ER [7]. Do tzv. UPR odpovédi (z anglického
unfolded protein response) jsou zapojeny transmembranové proteiny ER, jejichZ aktivaci je
sniZen pfisun nové vznikajicich proteinti do ER. Pokud ani toto opatfeni nezabrani stresu ER, je
pres kaskadu zahrnujici TRAF2 a ASK1 spusténa apoptosa. Tento mechanismus ma souvislost
napiiklad s Huntingtonovou chorobou, pti niz dochazi ke vzniku polyglutaminovych sekvenci
uvnitt proteind. PolyQ useky zpiisobuji vznik intracelularnich nerozpustnych agregatii a tim
zpusobuji stres ER [8]. ASKI1 také vyvolava apoptosu pii virové infekci, jak bylo dokazano
v piipadé chtipkového viru. Je dokonce zapojena i v signalni draze obsahujici ionty Ca?* jako
druhého posla [7]. Schéma né€kterych z uvedenych signdlnich drah je ukazano na obr. 1.6

(str. 18).
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Obr. 1.6: Zjednodusené schéma nékterych signdlnich drah vedouci k aktivaci ASK1.

Signalni drahy, v nichZ je ASK1 zapojena, vedou z extraceluldarniho prostoru, proto musi byt signal
nejprve prenesen pres membranu. Dale signal postupuje rlznymi kaskadami aZz na ASK1, kterd ve svém
disledku ovliviiuje napfiklad nékteré transkripcni faktory. Upraveno dle [7].

1.4 Thioredoxin

Jedna se o vSudypfitomny redox-regulacni protein Se dvéma cysteinovymi zbytky
v aktivnim mistu, pfitomny ve vSech druzich od Archebakterii po ¢lovéka [8, 9]. Thioredoxin
ma celou §kalu riznych funkci, z nichz vSak nejzasadnéjsi je jeho schopnost ménit oxidaéni stav
proteinu reverzibilni oxidaci thiolovych skupin cysteini vytvofenim disulfidickych
mustkt [16]. Dale je soucasti procest opravy a syntesy DNA nebo apoptosy [17].

Thioredoxin spolu s NADPH (nikotinamidadenindinukleotidfosfat) a thioredoxin
reduktasou (TrxR) tvofi tzv. thioredoxinovy antioxidacni systém, ktery regulaci rovnovahy
oxidované a redukované formy proteinu napomaha zvladnuti oxida¢niho stresu (viz schéma
na obr. 1.7, str. 19). Glutathionovy systém je pak druhym zakladnim thiolovym antioxida¢nim
systémem V savéi bufice [16]. Vlivem oxida¢niho stresu ptechazi thioredoxin z redukované
formy Trx-(SH)2 na formu oxidovanou Trx-Sz. Kromé cytosolarni formy oznacované jako Trx1,
existuje jeSt¢ forma mitochondridlni (Trx2) a podobny protein nachazejici se v jadie

(nukleoredoxin, Nrx) [9].
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Obr. 1.7: Schéma thioredoxinového redoxniho systému.

Redukovany thioredoxin dale v textu popsanym mechanismem redukuje disulfidicky mustek cilového
proteinu, pfi¢emz se sam stava oxidovanym. Vznikly thioredoxin s disulfidickym mustkem je pak zpét
redukovan thioredoxin reduktasou (Trx-R) a NADPH + H*. Kromé thioredoxinu mUze tato reduktasa
redukovat i jiné substraty. Upraveno dle [18].

1.4.1 Struktura a funkce

Thioredoxin je 12 kDa protein s konzervovanou sekvenci oxida¢né-redukéniho
aktivniho mista Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-Lys (tzv. CXXC motiv), ktery je schopny katalyzovat
zménu stavu proteinu z disulfidické formy na dithiolovou [12, 16, 17]. Sam v oxidované formeé
obsahuje intramolekularni disulfidicky mistek mezi Cys32 a Cys35 [8]. Z pohledu sekundarni
struktury tvoii jakési jadro proteinu pét B-listd, které jsou obklopeny ¢tyimi a-helixy (obr. 1.8).
Cytosolarni Trx na rozdil od mitochondridlniho obsahuje navic 3 cysteiny mimo aktivni misto,

které jsou napiiklad zapojeny do NO signalizace [16].

Obr. 1.8: Porovndni rtiznych publikovanych struktur thioredoxinu 1.

Na levé strané obrazku je ukdazan homodimer lidského thioredoxinu spojeny disulfidickou vazbou mezi
aminokyselinovymi zbytky Cys73 obou jednotek. Tato krystalova struktura ptirozené se vyskytujici
formy proteinu byla publikovana v roce 1991. Napravo je krystalova struktura oxidované formy
dvojitého mutantu C69S/C73S publikovana v roce 2010. Upraveno dle [19] a [20].
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Aktivni misto nachazejici se mezi druhym B-listem a druhym a-helixem je exponovano
na povrch proteinu a je jakymsi konzervovanym motivem slozeni useku proteinu, ktery se
kromé thioredoxinu nachazi i v dalSich enzymech s podobnou funkci [21]. Cys32 je vSak pouze
v redukovaném stavu (tedy thiol-formé) piistupny solventu. Mechanismus redukce proteinu
obsahujici disulfidicky mustek thioredoxinem zahrnuje nukleofilni atak thiolatem Cys32, ¢imz
dojde k vytvoteni tzv. smiSeného disulfidu (thioredoxin je spojen s cilovym proteinem pomoci
disulfidického mastku). Nasledn¢ je tento intermediat atakovan thiolovou skupinou Cys35, coz
vede k tvorb¢é oxidovaného thioredoxinu (s disulfidickym mistkem mezi cysteiny 32 a 35)
a pozadované redukci cilového proteinu. Aktivita thioredoxinu je regulovdna mnoha faktory,
mezi néz patii napiiklad vliv okolnich aminokyselin pobliz aktivniho mista nebo acidobazické

katalyzy [17].
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2 CILE PRACE

e Pripravit expresni konstrukt lidského thioredoxinu 1:
e vlozit gen pro lidsky thioredoxin (C73S mutace) do plasmidu pET-15b
e upravit St€épné misto umoziujici odstranéni histidinové kotvy pomoci TEV
proteasy

e Ov¢fit expresi proteinu v bakteriich E. coli kmene BL21(DE3)

e Pripravit expresni konstrukty rizné dlouhych variant thioredoxin-vazebné domény

lidské proteinkinasy ASK1.:
e pomoci cilené mutagenese pripravit 6 konstruktii N-terminalniho iseku ASK1

e ovefit exprese proteint v bakteriich E. coli kmene BL21(DE3)
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Material

3.1.1 Chemikalie a enzymy

-merkaptoethanol 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 modf Carl Roth GmbH, Némecko
Coomassie Brilliant Blue R 250 LKB Bromma, Svédsko

dihydrat ethylendiamintetraoctanu disodné¢ho

(Naz-EDTA -2H,0) LACH-NER, s.r.o, Ceska republika

dodecylsiran sodny (SDS) Carl Roth GmbH, Némecko

ethanol PENTA-Ing. Petr Svec, Ceska republika
glycerol PENTA- Ing. Petr Svec, Ceska republika
glycin Carl Roth GmbH, Némecko

chlorid sodny Carl Roth GmbH, Némecko
isopropylalkohol Genomed, Némecko

isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid (IPTG)  EMD Biosciences, Inc., Némecko

kanamycin Sigma-Aldrich, USA

kyselina borita LACH-NER, s.r.0., Ceska republika
kyselina chlorovodikova PENTA — Ing. Petr Svec, Ceska republika
kyselina octova PENTA — Ing. Petr Svec, Ceska republika
LB agar Carl Roth GmbH, Némecko

methanol PENTA — Ing. Petr Svec, Ceska republika

mix deoxyribonukleotidtrifostatii (AINTP) Thermo Scientific, USA
N, N, N*, N*-tetraethylendiamin (TEMED)  Carl Roth GmbH, Némecko
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PCR Master Mix

persulfat amonny (APS)

pufr pro BamHI

pufr pro PfuUltra DNA polymerasu
Rapid Ligation Buffer
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

3.1.2 DalSi material

BamHI

DNA oligonukleotidy

Escherichia coli, kmen BL21(DE3)
Escherichia coli, kmen DH5a

gel loading solution

GelRed Nucleic Acid Stain

Gene Ruler 1 kb DNA ladder
GeneJET Gel Extraction Kit
GeneJET PCR Purification Kit
GeneJET Plasmid Miniprep Kit
High-Speed Plasmid Mini Kit
laboratorni sklo

MassRuler Low Range DNA ladder
mikrostiikacka Hamilton
mikrozkumavky

Ndel

PfuUltra DNA polymerasa

plasmid pET-15b

plasmid pQE-30 + Trx

plasmid pRSFDuet-1 + ASK1

Precision Plus Protein™ Standards (Dual-

color, BIO-RAD)
T4 DNA ligasa
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Thermo Scientific, USA
Sigma-Aldrich, USA

Fermentas, Kanada

Agilent Technologies, Inc., USA
Fermentas, Kanada

Carl Roth GmbH, Némecko

Fermentas, Kanada

Generi Biotech s.r.0., Ceska republika
Stratagene, USA

Stratagene, USA

New England BioLabs, USA

New England BioLabs, USA
Fermentas, Kanada

Thermo Scientific, USA

Thermo Scientific, USA

Thermo Scientific, USA

Geneaid Biotech Ltd., Taiwan

Simax, Ceska republika

Fermentas, Kanada

HAMILTON Bonaduz AG, Svycarsko
Eppendorf, Némecko

Fermentas, Kanada

Agilent Technologies, Inc., USA
Novagen, USA

obdrzeno od skolitele

obdrzeno od $kolitele
Bio-Rad Laboratories, USA

Fermentas, Kanada



3.1.3 Pristroje

autoklav

automatické pipety
centrifuga 5415 D
centrifuga 5418
elektricky varic¢
horizontalni elektroforéza
iluminator UVT-14M
laboratorni vahy

orbitalni inkubator TH 15
termoblok

termocykler Mastercycler Personal
termostat

vertikalni elektroforéza
vodni lazen

vortex Rx®

zdroj napéti pro elektroforézu
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Systec GmbH, Némecko
Eppendorf AG, Némecko
Eppendorf AG, Némecko
Eppendorf AG, Némecko

Eta, Ceska republika

Carl Roth GmbH, Némecko
Herolab GmbH, Némecko

KERN & SOHN GmbH, Némecko
Edmund Biihler GmbH, Némecko
Grant, UK

Eppendorf, Némecko

Melag Brutschrank Incubat, Némecko
Bio-Rad Laboratories, USA
Memmert GmbH, Némecko

VELP Scientifica, Italie
Sigma-Aldrich, USA



3.2 Priprava konstruktu pro expresi thioredoxinu

3.2.1 Sekvence thioredoxinu

Vychozi sekvence DNA thioredoxinu obsahovala jednu bodovou mutaci, jednalo se
0 tzv. C73S mutaci thioredoxinu (kompletni sekvence V piiloze A, str. 71). Tato jedina mutace
zajistuje, ze syntetizovany protein Ve vysokych koncentracich nevytvaii dimery, pfesto jeho

funkce i struktura ziistavaji zachovany [19, 20].

3.2.2 Expresni vektor

Expresni vektor neboli plasmid je maléa kruhova dvouvlaknova molekula DNA nesouci
genetickou informaci, kterd je schopna samostatné replikace nezavisle na chromosomalni DNA
hostitelské butiky. Toho je v laboratornich podminkach vyuZzivano k vneseni ur¢itého fragmentu
DNA zaclenéného v plasmidu do bakterie ¢i kvasinky a nasledné indukci exprese kodovaného
proteinu. U bakterii hraji plasmidy vyznamnou roli, protoze mohou byt nositeli urcité doplitkové
vlastnosti zvyhodnujici svého hostitele, naptiklad rezistenci viéi antibiotiku.

DNA sekvence proteinu se nachazela v plasmidu pQE-30 (mapa plasmidu na obr. P1,
str. 69), ze které¢ho bylo potieba sekvenci pienést do plasmidu pET-15b (mapa plasmidu
na obr. P2, str. 70). Plasmid pET-15b je vhodny pro bakterialni expresi, obsahuje totiz T7
promotor (pro specifickou transkripci DNA T7 polymerasou), 6x His-kotvu (sekvence Sesti
nasledujicich histidinovych zbytki usnadnujici purifikaci proteinu pomoci niklové chelataéni
chromatografie), thrombinové $t€épné misto (umoziujici odstépeni zminéné arteficialni
purifikacni kotvy), dale tfi restrikéni mista BamHI, Xhol a Ndel (dovolujici vnést do plasmidu

dany inzert) a gen zajiStujici rezistenci na antibiotikum, konkrétné vici ampicilinu (Amp).

3.2.3 Média pro kultivaci bakterii

Ke kultivaci bakterii, do nichz byl vlozZen plasmid, jsou vyuzivany dva druhy zivnych
médii. Je-li pozadavkem pouze namnozeni dané kultury, bez selekce jednotlivych kolonii, jsou
bakterie péstovany v tekutém médiu. Pokud je vSak nutné ziskat bakteridlni kolonii vzniklou

Z jediné buniky (naptiklad v ptipad€ vnaseni mutaci), pak jsou ke kultivaci vyuzita tuhd média,
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nejcastéji na Petriho miskach. Pro oba piipady byla v této praci vyuzita LB (z anglického
lysogen broth) smés.

3.2.3.1 Piiprava LB média

2,5 g LB média (obsahujici kvasni¢ny extrakt, NaCl a trypton v hmotnostnim poméru
1:2:2) bylo rozpusténo ve 100 ml deionizované vody a automatickou pipetou rozdéleno po 5 ml
do sklenénych zkumavek. Uzaviené zkumavky s LB médiem byly vysterilizovany v autoklavu
(15 min, 121 °C; poté ochlazeni na 80 °C) a nasledné skladovany pii 4 °C. Ptipravené vzorky
LB média o0 objemu 5 ml s pfislusnym antibiotikem (nékdy i nao¢kovanou bakterialni kulturou)

jsou nazyvany miniprepy.

3.2.3.2 Priprava LB agarovych misek

4 g LB agaru (slozeni uvedeno v tabulce 3.1) bylo rozpusténo ve 100 ml deionizované
vody a v Erlenmayerové barice uzaviené bunifinou vysterilizovano v autoklavu (15 min,
121 °C; poté ochlazeni na 80 °C) a nasledné skladovano pti 4°C. Pted ptipravou agarovych
misek byl ztuhly vysterilizovany agar rozehtat ve vodni lazni. Po zchladnuti banky asi na 50 °C
bylo do roztoku ptidano 100 pl zasobniho roztoku ampicilinu tak, Ze jeho vysledna koncentrace
byla 100 ug/ml. Roztok byl nejprve opatrné promichan, aniz by se vytvotily bublinky a nasledné
rozlit do sterilnich Petriho misek (ptiblizné¢ 25 ml roztoku LB agaru na jednu Petriho misku).

Misky se ztuhlym agarem byly uschovany dnem vzhtru pti 4 °C.

Tab. 3.1: SloZeni smési pro pfipravu 100 ml LB agaru.

LB agar je idealni zivné médium pro kultivaci bakterii. Kvasni¢ny extrakt je zdrojem vitamin(, stopovych
prvk( a rdznych organickych sloucenin. NaCl poskytuje sodikové ionty dileZité pro osmotickou
rovnovahu a transport. Trypton je smési peptidl slouZici jako zdroj aminokyselin. Agar je polysacharid
zajistujici tuhost celé smési.

Latka Mnoizstvi [g]
kvasnicny extrakt 0,5
NaCl 1
trypton 1
agar 1,5
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3.2.4 Horizontalni prenos genetické informace

Pfenos pozadované DNA do bakteridlni bunky je =zajiStén procesem zvanym
transformace. Jedna se o horizontalni pfenos genetické informace, v laboratoti provadény
zpusobem tzv. teplotniho Soku (z anglického heat shock). Pro tento proces jsou vyuzivany
specialné upravené bakterie E. coli (tzv. kompetentni buiiky), které snadnéji pfijimaji vkladané
plasmidy. Teplotnim Sokem dojde k mirnému rozruseni bunééné membrany a buiika je tak
schopna pfijmout cizorodou DNA nachazejici se v jejim okoli.

Cast bakterii byla transformovana plasmidem pQE-30 obsahujici sekvenci thioredoxinu,
druha c¢ast bakterii plasmidem pET-15b bez jakéhokoli piidaného inzertu. Transformace byla
provedena simultann¢ a nasledujici kroky se tak vztahuji ke vkladani obou plasmidt do bakterie.

Kompetentni bunky bakterie E. coli kmene DHS5a, jsou dlouhodobé uchovavany
pii -80 °C a pied pouzitim je nutné je pomalu rozmrazit v ledové 1azni. Ke 40 pl kompetentnich
bun€k byl pfidan 1 pl plasmidu (dlouhodobé uchovavan pti -20 °C). Smés byla nasledné
inkubovana 15 min na ledové lazni (0 °C), poté byla ponoiena do vodni 1azné o teploté 45 °C
piesné na 45 s a dale opét inkubovana po dobu 2 min na ledové lazni. Do smési bylo piidano
0,5 ml LB média (bez antibiotika) piedehiatého na 42°C. Smés byla poté inkubovana
v orbitalnim inkubatoru 45 min pii 37 °C a 200 ot/min (v anglickém textu oznacovano RPM,
tedy revolutions per minute). Nasledn¢ byla smés asepticky ptenesena na Petriho misku
(nahfatou v inkubatoru na 37 °C) a rozprostiena rovnomérné po celé ploSe LB agaru. Tento krok
byl provadén u zapaleného kahanu kvili sterilizaci okoli pracovniho mista, aby nedoslo
ke kontaminaci vzorki bakteriemi pfirozené se vyskytujicimi v pracovnim prostiedi.
Po ¢asteéném zapusSténi smési do agaru byla miska prevracena dnem vzhtru a inkubovana
v termostatu pii 37 °C ptiblizné 16 hod.

Pted dalsi krokem bylo pfipraveno 8 zkumavek se sterilizovanym LB médiem, pficemz
do kazdé zkumavky byl pfidan ampicilin do vysledné koncentrace 100 pg/ml. Tim byla zajisténa
naslednd selekce bakterii s vlozenym vektorem, nebot’ transformaci ziskaly rezistenci viici
tomuto antibiotiku. Z Petriho misky obsahujici bakterie s plasmidem pET-15b bylo vybrano pét
kolonii, které byly jednotlivé asepticky pieneseny do zkumavek s médiem. Z druhé misky

s vektorem pQE-30 s thioredoxinem byly odebrany tfi kolonie. Cely tento proces opét probihal
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v prostiedi sterilizovaném plamenem. Zkumavky byly poté inkubovany po dobu 16 hod

Vv orbitalnim inkubatoru pfi teploté 37 °C a 200 ot/min.

3.2.5 Isolace plasmidové DNA

Pti isolaci plasmidové DNA z bakterii byla vyuzita komer¢ni purifikacni sada GeneJET
Plasmid Miniprep Kit, pficemz byl dodrzovan ptedepsany postup vyrobce (pouze byl pouzit
niz§i objem elu¢niho roztoku, aby byl ziskdn koncentrovanéjsi vzorek). Postup bude opét
popséan pro jedinou zkumavku, plati v§ak pro vSech osm vzork.

Obsah zkumavky byl postupné centrifugovan v mikrozkumavce po dobu 1 min
a 13 000 ot/min. Po kazdém stoceni byl supernatant odlit a nad peletu bakterialnich bunék byl
pridan zbyly vzorek ze zkumavky. K vysledné peleté vzniklé centrifugovanim celého obsahu
zkumavky bylo pridano 250 pl resuspendac¢niho pufru a bakterie byly kompletné
resuspendovany pomoci vortexu. Ke smési bylo dale pfidano 250 pl lyza¢niho pufru a 350 ul
neutraliza¢niho pufru a poté dikladné promiseno opakovanym pievracenim mikrozkumavky
dnem vzhuru. Nasledné byla smés centrifugovana (5 min, 13 000 ot/min) kvili oddé¢leni
chromosomalni DNA a zbytkG lyzovanych bun¢k. Supernatant byl pfenesen do specidlni
GeneJET kolony s filtrem vlozené do mikrozkumavky a opét centrifugovan (1 min,
13 000 ot/min). Po odstranéni piefiltrované kapaliny bylo na kolonu naneseno 500 pl
promyvaciho pufru. Roztok byl znovu centrifugovan (1 min, 13 000 ot/min) a kapalina prosla
pies filtr opét odstranéna. Cely promyvaci krok byl jesté jednou zopakovan. Poté byla kolona
centrifugovana 1 min p#i 13 000 ot/min pro uplné odstranéni promyvaciho roztoku obsahujici
ethanol. Na zavér bylo opatrné na stied kolony naneseno 40 ul eluéniho pufru, ktery byl nejprve
inkubovan 2 min pfi laboratorni teploté a nasledné 2 min centrifugovan pii 13 000 ot/min
do sterilni mikrozkumavky, ¢imz doslo k eluci plasmidové DNA. Mikrozkumavka s isolovanou

DNA byla fadné oznacena a uschovana pii teploté -20 °C.
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3.2.6 Linearizace plasmidové DNA

Pro vlozeni inzertu do plasmidu je nejprve nutno kruhovou DNA rozstépit. K tomu se
vyuzivaji pfislusné restrikéni endonukleasy, jejichz specifickd $tépna mista se nachazeji
v sekvenci plasmidu. V ptipad¢ plasmidu pET-15b byly vybrany restrikéni enzymy BamHI
a Ndel. Plasmid pQE-30 s thioredoxinem byl pouze pro kontrolu $t€pen restrikénim enzymem
BamHI.

Priprava vzorkd zahrnovala tii rizné zpusoby Stépeni. Ve dvou smésich byl k 8 ul
plasmidu (pET-15b i pQE-30) piidan 1 ul pufru pro enzym BamHI a 1 ul enzymu BamHlI.
Ttetim pozadavkem byla piiprava dvojité stépeného plasmidu pET-15b, kdy bylo k 105 pl
plasmidové DNA ptidano 13 pl BamHI pufru, 5 ul enzymu BamHI a 5 ul enzymu Ndel
(tabulka 3.2). Vsechny tii pfipravené smési byly nasledné inkubovany 16 hod ve 37 °C a poté
uloZeny do 4 °C.

Tab. 3.2: Priprava vzork( pro stépeni plasmidd.

Plasmid pET-15b musel byt linearizovan dvéma restrikénimi endonukleasami, aby mezi restrikéni mista
mohl byt vloZen pozadovany inzert (vzorek ¢. 3). Dalsi dvé Stépeni (vzorky ¢. 1 a 2) nebyla
pro pokracovani experimentu nezbytnd, byla provedena pouze pro porovnani.

Vzorek Latka Objem [pl]

plasmid pET-15b 8

1 pufr pro BamHI 1
BamHI 1

plasmid pQE-30 + Trx 8

2 pufr pro BamHI 1
BamHI 1

plasmid pET-15b 105

pufr pro BamHI 13
3 BamHI 5
Ndel 5
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3.2.6.1 Elektroforéza

Elektroforéza je separatni metoda, rozdélujici nabité molekuly podle rozdilné
pohyblivosti ve stejnosmérném elektrickém poli. Molekuly DNA, zaporné nabité diky
fosfatovym skupinam, se pohybuji smérem k anod¢. V piipadé d€leni nukleovych kyselin se
pouziva horizontalni agarosovy gel. Podle mnoZstvi rozpusténé agarosy v pufru vznika rtizné
husty gel, obecné v§ak mensi fragmenty DNA putuji v gelu rychleji nez velké.

Pro elektroforézu byl ptipraven 1% agarosovy gel (ten je vhodny pro separaci fragmentd
linearni DNA o délce od 500 do 10 000 parta bazi, zkracené bp), smichanim 0,7 g agarosy s 70 ml
1x koncentrovaného TBE (zkratka pro Tris/borat/EDTA) pufru (pH 8,0) v Erlenmayerové bafice
(slozeni pufru je uvedeno v tabulce 3.3). Tato smés byla pomalu ohtivana v mikrovinné troubg,
dokud se agarosa Gplné nerozpustila. Oznaceni 1x koncentrovany oznacuje, ze pufr neni nutné
ve vysledné smési nijak fedit, aby mohl plnit svou tlohu. Do tekuté smési byl ptidan a lehce
vmichan 1 pl barviva (GelRed Nucleic Acid Stain, fedéni 100 000x), které po vazbé na DNA a
vystaveni UV zafeni oranzové fluoreskuje. Smés byla nalita do vanicky pro vyrobu
elektroforetickych geld a byla ponechana pii laboratorni teploté az do ztuhnuti, kdy se gel stane

Z horizontalniho pohledu neprihledny.

Tab. 3.3: SloZeni 1x TBE pufru (pH 8,0) pouZivaného pro pfipravu agarosovych geld.

Diky slabé bazickému prostredi pufru je DNA deprotonizovana, diky cemuz z(stava rozpustna ve vodé.
EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina) je chelataéni &inidlo vyvazujici zejména ionty Mg?* (dileZity
kofaktor nukleas), ¢imz brani enzymatické degradaci nukleovych kyselin.

Latka Koncentrace ve smési [mM]
Tris-HCl 100
kyselina borita 90
EDTA 1

Gel byl poté umistén do nadoby uréené pro elektroforézu a zalit 1x TBE pufrem.
Pted nanesenim vzorkl na gel k nim bylo pfiddno odpovidajici mnoZstvi 6x koncentrovaného
GLS (z anglického gel loading solution), ktery obsahuje barviva putujici s fragmenty DNA
o velikosti 4 000 bp a 400 bp umoznujici sledovat rychlost migrace. Jako standard migrace byla
vyuzita komeréni smés fragmentti DNA s definovanou délkou od 10 kbp do 250 bp (GeneRuler
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1kb DNA ladder). Elektroforéza probihala 1 hod pfi napéti 74 V. Vysledek byl zkontrolovan
na transiluminatoru, zaroven byly z gelu co nejtésnéji vyfiznuty migracni zony dvojité

St€peného plasmidu pET-15b a ulozeny do 4 °C.

3.2.6.2 Extrakce DNA z agarosového gelu

Pro isolaci plasmidové DNA z gelu byla vyuzita komercné dostupna sada GeneJET Gel
Extraction Kit. Postupovano bylo podle navodu vyrobce, jedina zména nastala opét v poslednim
kroku, totiz eluci isolované DNA.

Casti agarosového gelu obsahujici §tépeny plasmid pET-15b byly v mikrozkumavkach
smiseny S vazebnym roztokem a to v poméru 1:1 (hmotnost : objem; napiiklad ke 100 mg gelu
je nutné ptidat 100 pl roztoku). Tato smés byla 10 min inkubovana pii 50 °C v termobloku az
do uplného rozpusténi gelu. Poté byl roztok pfenesen na specialni kolonu umisténou
v mikrozkumavce, ktera byla soucasti extrakéni sady. Smés byla centrifugovana (1 min,
13 000 ot/min) a prefiltrovana kapalina odstranéna. Nasledné bylo na kolonu naneseno 700 ul
promyvaciho roztoku, zcentrifugovana kapalina odstranéna a kolona znovu centrifugovana
1 min pfi ota¢kach 13 000 ot/min. Kolona s 40 ul elu¢niho roztoku nanesenym opatrné na stied
byla pfenesena do ¢isté mikrozkumavky a stocena na centrifuze (1 min, 13 000 ot/min).

Isolovana DNA byla nasledné pouzita pro liga¢ni reakci.

3.27 PCR

Polymerazova fetézova reakce neboli PCR (z anglického polymerase chain reaction) je
in vitro metoda, pii niz dochazi k rychlému namnozeni neboli amplifikaci iseku DNA. Reakéni
smés pro PCR musi obsahovat templatovou DNA (i.), ktera slouzi jako matrice pro DNA
polymerasu pii vytvareni kopii fragmentu; dale jiz zminénou DNA polymerasu (ii.); kratké
useky DNA, tzv. primery (iii.), na néz mize polymerasa nasedat, aby mohla zacit syntetizovat
nové vladkno; smés deoxyribonukleotidtrifosfati (oznacovanych dNTP), tedy dATP, dCTP,
dGTP, dTTP (iv.), ze kterych je sestavovano nove vznikajici vlakno; dale pufr (v.) napomahajici
vytvorit idealni prostifedi pro pouzitou DNA polymerasu a nakonec sterilni vodu (vi.). DNA
polymerasa je schopna ptipojovat deoxyribonukleotidy pouze na 3¢ konec jiz vytvoreného

vlakna, tedy ve sméru od 5° konce k 3 konci syntetizovaného vlakna. Proto je nutné do smési
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ptidat dva primery, aby byla zajisténa syntéza piesn¢ definovaného fragmentu ohrani¢eného
pravé danymi oligonukleotidy.

Proces PCR se sklada ze tii krokl, které jsou mnohokrat opakovany. Kazdy cyklus
za¢ina denaturaci dvouSroubovice DNA, ktera je zajiSténa ohfatim smési na 95 °C po dobu 30 s.
Nasleduje snizeni teploty nejcastéji do rozmezi 50-60 °C, aby bylo umoznéno nasednuti primerd
na matrici. Tato tzv. annealovaci teplota (z anglického annealing temperature) pro hybridizaci
primeru s templatovou DNA zavisi na délce a slozeni oligonukleotidu, jeji hodnotu je mozné
ziskat vyuzitim raznych algoritmt a sami vyrobci pouzivaji hned nékolik z nich. Poslednim
krokem cyklu je zvySeni teploty smési na teplotni optimum aktivity DNA polymerasy (pohybuje
se piiblizné mezi 70 °C az 80 °C), ktera poté nasyntetizuje nové vlakno podle templatu. Rychlost
syntézy nového vlakna se pohybuje okolo 1 kbp za minutu.

Pro usp&$né provedeni reakce je tedy nejprve nutné navrhnout spravné sekvence
oligonukleotodt, které nasledn¢ poslouzi jako primery pro DNA polymerazu. V tomto piipadé
primery musely kromé& casti sekvence thioredoxinu obsahovat navic kratky usek
komplementarni k oblasti $tépnych mist v plasmidu pET-15b, do kterého byl produkt PCR
reakce pozdé&ji ligovan. Pied tim v§ak musel byt produkt PCR nastépen piislusnymi restrikénimi
endonukleasami, které pro svou funkci vyzaduji uréity pocet nukleotidi od specifického

Stépného mista. Sekvence navrzenych primera byly tedy nasledujici (obr. 3.1).

TRXFL_UP

Obr. 3.1: Sekvence oligonukleotidi pro PCR reakci.
V sekvencich jsou barevné vyznacena Stépici mista restrikénich endonukleas Ndel (modre) a BamHI
(rGZové). Podtrzené sekvence jsou Casti kddujici pocatecni a koncovy Usek thioredoxinu.
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Oligonukleotidy byly objednany od firmy Generi Biotech a pfipraveny Kk pouziti
rozpu$ténim v deionizované vod¢ podle pokynd vyrobce do vysledné koncentrace 0,1 mM.
Slozeni reak¢nich smési a pribéh PCR reakce jsou uvedeny v tabulkach 3.4 a 3.5.
Oligonukleotidy byly jesté pied piidanim do reakéni smési 10x ziedény deionizovanou vodou.
Zasobni roztok pufru pro DNA polymerasu je 10x koncentrovanéjsi, nez je vyzadovano pro
reakci, pokud je tedy ke smési pridan v poméru 1:9, je tak ziskana jeho optimalni koncentrace.

DNA polymerasa se do smési piidava vzdy jako posledni, tésn¢ pied spusténim reakce.

Tab. 3.4: SloZeni PCR smési o objemu 50 pul.

Namichany byly dvé podobné smési pro PCR reakci, které se lisSily koncentraci roztoku smési dNTP.
Alternativni hodnota uvedena v zdvorkach se vztahuje ke druhé ze dvou smési. Kazdd smés byla
pripravena dvakrat, vysledkem tedy byly ¢tyfi PCR smési.

Latka Objem [pl]
plasmid pQE-30 + Trx 2
oligonukleotid TRXFL_UP 2,5
oligonukleotid TRXFL_DOWN 2,5
10x pufr pro DNA polymerasu 5
1,6 mM (10 mM) dNTP 3,5 (1)
deionizovana voda 33,5 (36)
DNA polymerasa PfuUltra 1

Tab. 3.5: PCR reakce.
Kroky 2. —4. byly tficetkrat opakovany. Do PCR programu je zafazen 5. krok, kterym je DNA polymerase
umoznéno dosyntetizovat vSechna vldkna. Po ukonceni reakce je pristrojem udrZovéna teplota 4 °C.

e

Krok Teplota Cas
1. 95 °C 2 min
2 95 °C 30s
3 55°C 1 min
4, 72°C 1 min
5 72°C 10 min
6 4°C do vypnuti programu
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Po ukonceni programu bylo z kazdé PCR smési odebrano 5 pl vzorku pro zkontrolovani
uspésnosti reakce pomoci elektroforézy v 1,5% agarosovém gelu. Zbytek PCR produktd byl
precistén pomoci komercni sady GeneJET PCR Purification Kit. Obé smési obsahujici 1,6 mM
dNTP byly nejprve slouceny, stejné tak i smési obsahujici 10 mM dNTP. Poté bylo postupovano
podle pokynti vyrobce purifikacni sady. Postup je opét popsan pouze pro jedinou PCR sm¢s,
tyka se v8ak obou. Pokud neni napsano jinak, centrifugace probihala po dobu 1 min a ota¢kach
13 000 ot/min.

Ke smési byl v poméru 1:1 pfidan vazebny roztok (to znamena, ze ke 100 pul PCR smési
je potieba pridat 100 pl roztoku). Vznikly roztok byl poté dikladné promichan, ptenesen
do GeneJET purifikacni kolony a nasledné centrifugovan. Kapalina prosla filtrem byla
odstranéna a na kolonu bylo naneseno 500 pl promyvaciho roztoku, ktery byl opét centrifugovan
a kapalina prosla filtrem opét odstranéna. Kolona byla poté znovu centrifugovana, aby byl uplné
odstranén vsechen zbyly promyvaci roztok. Do stiedu kolony bylo opatrné naneseno 50 pl
deionizované vody, ktera byla centrifugovana do fadné oznacené sterilni mikrozkumavky. Obé
frakce lisici se pouze koncentraci ANTP v PCR smési byly slou¢eny do jediné mikrozkumavky

oznacené PCRp.

3.2.8 Ligace thioredoxinu do plasmidu pET-15b

Pt vkladani urcitého inzertu do Zadaného plasmidu musi byt vytvofeny nové kovalentni
vazby na tzv. koheznich koncich dvouvlaknovych useki DNA (jedno z vlaken piesahuje
0 jednotky nukleotidd, které jsou komplementarni k pfesahu druhého pfipojovaného vlakna).
K tomuto Gcelu se vyuziva nejcastéji T4 DNA ligasa isolovana z E. coli napadené T4 fagem.

Nejprve byl pfipraven usek s poZzadovanymi koheznimi konci kodujici thioredoxin tak,
ze byl produkt PCR reakce (PCRp) nastépen dvéma restrik¢nimi endonukleasami, jejichz
specificka $tépna mista se vyskytuji i v plasmidu pET-15b (sloZeni smési pro St€peni DNA

uvedeno v tabulce 3.6, str. 35).
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Tab. 3.6: SloZeni smési pro Stépeni produktu PCR.
PFi PCR reakci byla do sekvence ohranicujici thioredoxin vloZena dvé $tépna mista, proto bylo mozné
nasledné vytvofit kohezni konce potrebné pro ligaci.

Latka Objem [pl]
produkt PCR (Trx) 10
deionizovana voda 7,4

pufr pro BamHI 2

BamHI 0,3

Ndel 0,3

Smés byla poté inkubovana 16 hod pii 37 °C a nasledn& uschovana ve 4 °C. Stépena
DNA byla purifikovana stejnym zptisobem jako po PCR (odstavec 3.2.7), tedy s vyuzitim sady
GeneJET PCR Purification Kit. Tentokrat byl vSak na rozdil od postupu popisovaného
Vv piedchozim odstavci pro eluci vyuzit doporuceny elucni pufr. Vysledkem purifikace tak bylo
30 pl linearni DNA koédujici thioredoxin s koheznimi konci.

Cast této DNA byla ihned vyuzita pii ligaci sekvence thioredoxinu do plasmidu. SloZzeni

liga¢ni smési je popsano v tabulce 3.7.

Tab. 3.7: SloZeni ligacni smési.
DNA kédujici thioredoxin, kterd byla amplifikovana pti PCR reakci, byla vloZzena do plasmidu pET-15b
pomoci T4 DNA ligasy. Reakce probihala hodinu pfi laboratorni teploté.

Latka Objem [pl]

produkt PCR (Trx) s koheznimi konci 10
5x Rapid Ligation Buffer 4
linearizovany pET-15b 3
deionizovana voda 2

T4 DNA ligasa 1

Po smichéni vSech komponentti byla smés hodinu ponechana pfi laboratorni teploté
a poté transformovana do kompetentnich bunék DH5a. Pfi praci bylo postupovano podobné,
jako je popsano v odstavci 3.2.4. Kompetentni bunky skladované v -80 °C byly pomalu

rozmrazeny na ledové lazni. Nasledné k nim byla pfidana liga¢ni smés, pak byly ponechany
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dalsich 10 min v ledové lazni, poté na 45 s ponofeny do vodni 1azné o teploté 42 °C a nasledné
znovu inkubovany Vv ledové 14zni po dobu 1 min. Ke smési bylo pfidano 300 pl LB média a S nim
byla inkubovana 20 min ve 37 °C. V plamenem vysterilizovaném prostiedi byl veskery obsah
mikrozkumavky pfenesen a rovnomérné rozprostien na ampicilinovou agarovou misku, ktera
byla poté dnem vzhiru 16 hod inkubovana pfi teplot¢ 37 °C. Miska s narostlymi koloniemi
bakterii byla ulozena do 4 °C.

3.2.8.1 PCR s koloniemi bakterii

PCR s koloniemi bakterii (z anglického colony PCR) je uzite¢nou technikou, jak lze
zjistit, zda byl inzert Gispé$né€ vnesen do plasmidu. Za timto Gc¢elem byla piipravena PCR smés
pro 12 reakci. Slozeni smési pro jednu kolonii (tedy jednu PCR reakci) je uvedeno v tabulce

3.8.

Tab. 3.8: SloZeni smési pro jedinou PCR reakci s koloniemi bakterii.

Smés PCR Master Mix (MM) byla sloZzena z Taq polymerasy (0,05 U/ul) a jejiho pufru, vsech dNTP
(0,4 mM) a MgCl, (4 mM). Oligonukleotidy ze zasobnich roztokd o koncentraci 100 puM byly
pred pouzitim 10x nafedény.

Latka Objem [pl]
PCR MM 10
deionizovana voda 9
oligonukleotid TRXFL_UP 0,5
oligonukleotid TRXFL_DOWN 0,5

Ptipravend smés byla rozdélena po 20 pl do 12 mikrozkumavek pro PCR a do kazdé
byla $pickou pienesena vzdy jedina kolonie z LB agaru po ligaci. Jednotlivé $picky byly
oznaceny a uschovany pro nasledné pouziti. Pouzity PCR program je uveden v tabulce 3.9

na strané 37.
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Tab. 3.9: PCR reakce.
Kroky 2. —4. byly tficetkrat opakovany. 5. krok umozniuje DNA polymerase dokondit syntézu zapocatych
vldken. Po ukonceni reakce byla pristrojem udrzovdna teplota 4 °C.

v

Krok Teplota Cas
1. 95 °C 5 min
2 95 °C 30s
3 55°C 30s
4, 72°C 1 min
5 72°C 10 min
6 4°C do vypnuti programu

Vysledek PCR reakce byl zkontrolovan elektroforézou v 1,5% gelu, ktery je uveden
a komentovan Vv kapitole Vysledky (obr. 4.3, str. 56). Jako standard byla pii elektroforéze
vyuzita komeréni smés fragmenti DNA s definovanou délkou od 1 031 bp do 80 bp (MassRuler
Low Range DNA ladder). Elektroforéza probihala 1 hod pfi konstantnim napéti 80 V.

3.2.8.2 Kultivace bakterii s transformovanym plasmidem a isolace DNA

Z 12 testovanych byly vybrany tfi kolonie (konkrétné ¢. 4, 8 a 10), které byly nasledné
kultivovany v LB médiu. Do tzv. miniprepti (zkumavky s 5 ml sterilniho LB média
a ampicilinem o vysledné koncentraci 100 pg/ml) byly vlozeny oznacené $picky, které byly
pouzity pii odebirani ptisluSnych kolonii pro PCR. Na nich uchycené bakterie byly v LB médiu
inkubovany 16 hod v orbitalnim inkubatoru (37 °C, 200 ot/min). Pro isolaci plasmidové DNA
byla pouzita sada GeneJET Plasmid Miniprep Kit, postup byl pfitom obdobny tomu, ktery je
popsan v odstavci 3.2.5. Pouze eluéni pufr byl pro ziskani vys$siho vytézku pted pouzitim ohiat
na teplotu 70 °C.

Bunéénd kultura byla centrifugovdana a ziskand peleta rozpusSténa v 250 pl
resuspendacniho pufru, poté bylo do mikrozkumavky ptidano 250 pl lyza¢niho pufru a 350 pl
neutraliza¢niho pufru. Smés byla promichana né€kolikanasobnym pievracenim mikrozkumavky
a centrifugovana. Supernatant byl pifenesen do GeneJET kolony a centrifugovan pies filtr, dale

bylo na kolonu naneseno 500 ul promyvaciho roztoku, ktery byl naslednou centrifugaci z kolony
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dusledné odstranén. Plasmidova DNA byla z kolony uvolnéna nanesenim 40 pl ohtatého
elu¢niho pufru a centrifugaci do sterilni mikrozkumavky.

Z kazdého precisteného vzorku byl odebran kontrolni vzorek, ktery byl Stépen
restrikénimi endonukleasami BamHI a Ndel a vizualizovan na 1,5% agarosovém gelu
po elektroforéze, ktery je mozno najit v kapitole Vysledky (obr. 4.4, str. 57). Pro $§tépeni byla

vytvofena smés, jejiz slozeni je uvedeno v tabulce 3.10.

Tab. 3.10: Stépeni precisténych plasmidd s inzertem.

Kazda smés byla inkubovana 1 hod na termobloku pfi teploté 37 °C. Poté byly vSechny vzorky smichany
s prislusSnym mnozstvim 6x GLS naneseny na agarosovy gel pro elektroforézu, ktera probihala po dobu
1 hod pfi konstantnim napéti 80 V.

Latka Objem [pl]
deionizovanad voda 7
isolovany plasmid 1

pufr pro BamHI 1

BamHlI 0,5

Ndel 0,5

Po vyhodnoceni provedené elektroforézy byly vzorky isolované plasmidové DNA
Z kolonie ¢. 8 a 10 odeslany na sekvencni analyzu do Laboratotfe sekvenace DNA, Vini¢na 7,

Praha 2. Vysledky analyzy jsou uvedeny v kapitole Pfilohy (obr. P3a, str. 72; obr. P3b, str. 73).

3.2.9 Mutace Stépného mista

V pivodnim konstruktu bylo obsazeno $t€épné misto pro thrombin, diky némuz lze
po purifikaci proteinu odstépit uméle vloZenou sekvenci Sesti histidinovych zbytku. Toto misto
bylo potfeba zménit na $tépné misto pro TEV proteasu. Pouziti této cysteinové proteasy ma
n¢kolik vyhod, kromé jiného 1 moZnost ji pfipravit v laboratofi, ¢imz se stdva mnohem levnég;si
nez pouziti thrombinu. Ten je navic isolovan z lidské krevni plazmy a prace s nim je tedy fazena

do kategorie biohazardu.

38



Sekvence TEV mista byla navrzena tak, aby se nukleotidy co nejvice shodovaly
S puvodnimi v thrombinovém misté. Tim méla byt zajisténa vyssi pravdépodobnost uspésné
probéhlé reakce. Sekvence nukleotidi i aminokyselin obou $tépnych mist je uvedena
na nasledujicim obrazku (obr. 3.2). Podle uvedené sekvence byly navrzeny oligonukleotidy

nasledné pouzité v PCR reakci pro mutaci Stépného mista (obr. 3.3).

thrombin agcggcectggtgecgegdgge
S G L V P R;G

1

1
TEV gaaaacctgtattttcaaggc
E N L Y F QG

Obr. 3.2: Sekvence stépnych mist pro thrombin a TEV.
Stépend vazba mezi aminokyselinami je vyznacena preru$ovanou arou. Zvyraznéné aminokyseliny jsou
specifickou sekvenci pro jednotlivé proteasy.

PET15 TEV_1

Slcat cat cat cac agc agc ggc gaa aac ctg tat ttt caa ggc agc

[cat|atg Jgtg aag cag]*

pET15 TEV 2
5’ctg ctt cac cat atg gct gcc ttg aaa ata cag gtt ttc gcc gct
gct gtg atg atg atg ¥
Obr. 3.3: Sekvence oligonukleotidi pro PCR reakci.
Oba oligonukleotidy koduji stejny Usek na obou vldknech, jejich sekvence jsou tedy komplementarni.
V oligonukleotidu ¢. 1 je oznacen Usek odpovidajici ¢asti sekvenci 6x His-kotvy ( ), nasledovany

TEV stépnym mistem ( ), mistem pro Ndel (modre) a nakonec nékolik nukleotidi z pocatku
sekvence thioredoxinu (fialové).

Pted objedndnim navrhnutych oligonukleotidt byl pouzit program OligoAnalyzer, ktery
umoznuje predikovat tvorbu vlasenek dané jednovlaknové DNA nebo teplotu tani (rozpadu

hybridizované dvousroubovice).

39



3.2.9.1 PCR vnasejici mutaci

Pro nahrazeni urcitého useku DNA Ize vyuzit PCR reakci, kdy je misto, které je potteba

zménit, obsazeno v ptridavanych oligonukleotidech. Tim padem uz tento isek neni piepisovan

Z pivodni DNA a mutace je tedy piesn¢ definovana navrzenymi primery. Slozeni pouzité PCR

smési pro vneseni TEV mista i program jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach 3.11 a 3.12.

Experiment byl zdvojen, takze zaroven byly provadény dvé shodné reakce.

Tab. 3.11: Smés pro PCR reakci mutace thrombinového stépného mista.

Oligonukleotidy byly nejprve podle pokyn( vyrobce rozpustény v deionizované vodé na koncentraci
100 uM a poté pred pouzitim jeSté 10x ziedény. DNA polymerasa PfuUltra je pomérné presna
(deklarovana chybovost je asi 1 chyba na 1 milion pard bazi) a PCR produkty by tedy mély obsahovat

minimalni mnozstvi chyb.

Latka Objem [pl]
plasmid z kolonie ¢. 8 1
oligonukleotid pET15_TEV_1 1
oligonukleotid pET15_TEV_2 1
10x pufr pro DNA polymerasu 5
10 mM dNTP 1
deionizovana voda 40
DNA polymerasa PfuUltra 1

Tab. 3.12: PCR program pro mutaci thrombinového stépného mista.

Krok 4. a 5. byly provadény v teplotnim optimu DNA polymerasy PfuUltra, které je 68 °C a protoZe bylo
nutné v jednom cyklu amplifikovat cely plasmid, byl i krok 4. prodlouzen na 12 min. Cyklus (tedy kroky

2. —4.) byl dvacetkrat opakovan.

e

Krok Teplota Cas
1. 95°C 2 min
2 95 °C 30s
3 55°C 1 min
4. 68 °C 12 min
5 68 °C 12 min
6 4°C do vypnuti programu
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Po reakci byla smés 30 min inkubovéana s Dpnl pfi teploté 37 °C. Dpnl je restrikéni
enzym, ktery $t€pi methylovanou DNA. Tim je zajisténo, Ze je selektivné znicena templatova
DNA, protoze pii PCR reakci vznikd pouze nemethylovand DNA. Vysledek PCR reakce byl
zkontrolovan elektroforézou. Pokud by reakce neprob¢hla, tak by na vysledném gelu nebyla
vidét témet zadna DNA, nebot’ vychozi mnozstvi bylo velmi malé. Teprve po nékolika cyklech

reakce vznikne dobfe detekovatelné mnozstvi DNA.

3.2.9.2 Transformace bunék

Upraveny plasmid s TEV $§tépnym mistem vytvotfeny reakci PCR byl transformovan
do kompetentnich bunék postupem podobnym popsanému v odstavci 3.2.4. K 30 pl
kompetentnich bunék DH5a byly ptidany 3 pul PCR produktu. Tato smés byla 20 min
inkubovana na ledu, nasledné byl proveden teplotni Sok (45 s ve vodni lazni o teploté 42 °C)
a poté opé€t inkubovana 2 min v ledové lazni. Po pfidani 300 pul LB média oht4atého na 42 °C
byla smés 30 min inkubovana na orbitalnim inkubatoru pti 37 °C a 200 ot/min. Bakterie byly
asepticky pieneseny na LB agarové misky s ampicilinem, které byly nasledné inkubovany
16 hod ve 37 °C.

3.2.9.3 Kultivace bakterii a isolace plasmidové DNA

5 vybranych narostlych bakteridlnich kolonii, které podle o¢ekavani mély obsahovat
mutovany plasmid, z kazdé agarové misky bylo asepticky pfeneseno do miniprepd (5 ml
sterilniho LB média s ampicilinem o koncentraci 100 pg/ml) a inkubovany 16 hod pti 37 °C
a 200 ot/min na orbitalnim inkubatoru. Nasledn¢ byla plasmidova DNA isolovana pouzitim
komer¢ni sady High-Speed Plasmid Mini Kit. Nejprve byla postupné centrifugovana kazda
bakterialni kultura do vlastni mikrozkumavky a supernatant byl pribézné odstrafiovan (v tomto
postupu centrifugace probihala vzdy pii otackach 13 000 ot/min). Poté byla peleta
resuspendovana ve 200 ul PD1 pufru, po pfidani 200 pul PD2 pufru byla smés opatrné
promichana nékolikandsobnym pievracenim mikrozkumavky dnem vzhiru a ponechéna 2 min
stat pti laboratorni teploté. Ke smési bylo nasledné¢ ptidano 300 pl PD3 pufru, opét byla fadne
promichana a poté centrifugovana 3 min. Supernatant byl pfemistén do PD kolony, jez byla
soucasti sady, a 30 s centrifugovan do mikrozkumavky o objemu 2 ml. Prosla kapalina byla

odstranéna a na kolonu byl ptidan W1 pufr o objemu 400 pl. Po centrifugaci po dobu 30 s byla
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prosla kapalina odstranéna a na kolonu bylo pfidano 600 pul promyvaciho pufru a znovu 30 s
centrifugovano. Po odstranéni kapaliny bylo naslednou centrifugaci po dobu 3 min zajisténo
uplné odstranéni promyvaciho pufru z kolony. Poté byla kolona pifenesena do nové
mikrozkumavky, na jeji stted bylo naneseno 50 ul elu¢niho pufru predehiatého na 60 °C a byla
ponechana 2 min stat pfi laboratorni teploté. Plasmidova DNA byla z kolony uvolnéna
centrifugaci, ktera trvala 2 min.

Vzorky isolovanych DNA byly odeslany na sekvenéni analyzu do Stiediska sekvenovani
DNA pii Mikrobiologickém ustavu Akademie véd Ceské republiky, Videiiska 1083, Praha 4.
Po dikladné kontrole byly dale pouzivany konstrukty isolované ze dvou riznych kolonii
(vysledky sekvenc¢ni analyzy zobrazované v programu FinchTV uvedeny v kapitole Ptilohy,
obr. P4a, str. 74 a obr. P4b, str. 75).

3.2.10 Glycerolové zasobni roztoky

Pro dalsi praci se zhotovenymi konstrukty bylo potieba si vytvofit zadsobu pozadované
DNA. Plasmidy byly tedy nejprve transformovany do kompetentnich bunék BL21(DE3) jiz
vySe popsanym postupem (odstavec 3.2.4). 50 ul kompetentnich bun€k bylo smichano 1,5 ul
plasmidové DNA a inkubovédno 20 min v ledové lazni. Néasledné¢ byla smés ponofena
na 45 s do vodni 14zn¢ o teploté 42 °C a poté opét inkubovana na ledové 1azni po dobu 2 min.
Po ptidani 300 ul LB média byla smés umisténa na 1 hod p#i 37 °C a 200 ot/min do orbitalniho
inkubatoru a poté asepticky nanesena na LB agarové misky s ampicilinem, které byly 16 hod
inkubovany v 37 °C. Takovouto transformaci ¢isté DNA vzdy vznikaji na miskach jakési plaky
bakterii, nikoli jednotlivé kolonie. Pfi ockovani miniprept pak neni nutné nabrat jedinou kolonii
a je mozné do jednoho miniprepu ptenést vice kolonii. Z kazdého konstruktu byly ptipraveny
dva miniprepy s bakterialni kulturou, které byly nasledné inkubovany v orbitalnim inkubatoru
16 hod pti 37 °C a 200 ot/min.

Narostlé bakteridlni kultury ve zkumavkach byly homogenizovany na vortexu a z kazdé
kultury bylo odebrano 700 pl do sterilni mikrozkumavky, ke kterym bylo pfiddno 300 pl

sterilniho glycerolu. Smés byla na vortexu fadné promichédna a ulozena do -80 °C.
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3.2.11 Kontrola exprese rekombinantniho proteinu

Cast zbylé bakterialni kultury z piipravy glycerolovych zasobnich roztoki byla pouzita
pro ovéieni exprese vnesené¢ho proteinu obou pouzivanych konstrukt. 1 ml bakterialni kultury
byl pfidan do 5 ml LB média s pfidanym ampicilinem o vysledné koncentraci 100 pg/ml a smés
byla inkubovana na orbitalnim inkubatoru 1 hod pii 37 °C a tiepani 200 ot/min. Poté byl odebran
vzorek 20 pl (Cas 0), ktery byl uschovéan do 4 °C, a ke zbylé smési ptidano 6 ul 0,5 M IPTG.
Isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG) je nehydrolyzovatelny analog metabolitu laktosy,
ktery je pouzivan pro indukci lac operonu, ktery se nachazi v plasmidu transformovaném do
bakterii. Smés byla inkubovana na orbitalnim inkubatoru po dobu 23 hod pti 37 °C a 200 ot/min

a pribézné byly odebirany vzorky piiblizné v ¢ase po 5, 16 a 23 hodinach od indukce.

3.2.11.1 SDS-PAGE elektroforéza

SDS-PAGE elektroforéza, neboli elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti
dodecylsiranu sodného, je elektromigraéni separaéni metoda pouzivana pro déleni proteind
podle jejich pohyblivosti v polyakrylamidovém gelu ve stejnosmérném elektrickém poli, ktera
zavisi zejména na délce polypeptidového fetézce. Proteiny jsou v prostiedi anionogenniho
tenzidu dodecylsiranu sodného (SDS) denaturovany a ziskavaji zaporny naboj tmérny jejich
molekularni hmotnosti. K uplnému rozruSeni sekundarni struktury napomaha i1 zahtati vzorkt
pfed nanesenim na gel.

Slozeni smési pro pfipravu dvou 15% gelti jsou uvedena v nésledujicich tabulkéach
(separacni gel —tab. 3.13, str. 44, zavadéci gel —tab. 3.14, str. 44). Gel pro SDS-PAGE se sklada
z gelu separatniho, kde dochdzi k samotné separaci proteinii podle velikosti, a nad nim
umisténého zavadéciho gelu, ve kterém dochazi k izotachoforéze. Vzorek, ktery by obsahoval
smés rizné dlouhych fragmentti polypeptidovych fetézci, tak doputuje na rozhrani gelti v izké
migracni zon¢ a teprve v separacnim gelu se zacne délit podle pohyblivosti jednotlivych
fragmentt. Pii ptripravé gelu pro SDS-PAGE je vhodné separacni gel pievrstvit nékolika
kapkami isopropanolu, ktery zajisti rovnou hladinu tuhnouciho gelu. Nad ztuhly separacni gel

je poté nanesen gel zavadéci.
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Tab. 3.13: Separacni gel pro SDS-PAGE.

K polymeraci akrylamidu dochézi po pfidavku ammonium persulfatu (APS), ktery zajistuje vznik
radikadlt, a tetramethylendiamidu (TEMED), ktery pomdha stabilizovat polymerizacni reakci.
PFi pfipravé je nutné pracovat v rukavicich, nebot jedna z komponent je toxicka.

Latka Objem [pl]
deionizovana voda 2 880
1,5 M Tris-HCl (pH 8,8); SDS 3000
acrylamid 30%/bis-acrylamid 0,8% 6 000
10% APS 100
TEMED 12

Tab. 3.14: Zavddéci gel pro SDS-PAGE.

Izotachoforézy je docileno odliSnym pH, pfi kterém md nejpomaleji se pohybujici molekula zdporny
naboj. Po zméné pH z 6,8 v zavadécim gelu na 8,8 v gelu separacnim ztraci ona molekula naboj, ¢imz
ztrati i svou funkci terminacniho iontu a proteiny za¢nou migrovat podle své pohyblivosti.

Latka Objem [pl]
deionizovana voda 2 563
1,5 M Tris-HCI (pH 6,8); SDS 1042
acrylamid 30%/bis-acrylamid 0,8% 558
10% APS 30
TEMED 6

Ke vzorkiim z expresniho testu o objemu 20 pl bylo pfidano 5 pl 5% koncentrovaného
pufru pro SDS (sloZeni uvedeno v tabulce 3.15, str. 45) a poté byly proteiny kompletné

zdenaturovany zahtatim na 90 °C na termobloku po dobu 1 min.
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Tab. 3.15: SloZeni SDS-PAGE vzorkovaciho pufru.

SloZzeni smési pro pripravu 10 ml 5x koncentrovaného pufru pfiddvaného ke vzorkim proteind
v poméru 1:4. Glycerol svou vyssi hustotou zajistuje pokles vzorku na dno jamky. B-merkaptoethanol
vytvari redukéni prostredi, ve kterém nejsou v proteinech vytvareny disulfidické mastky.

Latka Objem [ml]
50% glycerol 5
10% SDS 2
10% bromfenolovd modf 1
deionizovana voda 0,9
1 M Tris-HCl 0,6
B-merkaptoethanol 0,5

Gel byl umistén do aparatury pro SDS elektroforézu a zalit 1x SDS pufrem (slozeny
z 50 mM Tris-HCI o pH 8,3, 385 mM glycinu a 0,1% SDS). Jednotlivé jamky zavadéciho gelu
byly proplachnuty pufrem pomoci mikrosttikatky Hamilton. Standardem putovani proteint byl
Precision Plus Protein Standards (Dual-color, BIO-RAD), smés proteinti o velikosti od 10
do 250 kDa.

Elektroforéza probihala pti napéti 200 V az do doputovani bromfenolové modii
pfidavané ke vzorkiim na spodni okraj gelu. Poté byl gel pienesen do tzv. barviciho roztoku,
jehoz slozeni je uvedeno v tabulce 3.16 (str. 46). Barveni bylo urychleno zahtatim roztoku
na teplotu tésn€ pod bod varu. Po nabarveni byl gel pfenesen do roztoku odbarvovaciho (slozeni
uvedeno v tabulce 3.17, str. 46) a opét zahfat, nasledné byl gel pienesen do nového

odbarvovaciho roztoku, kde byl ponechan 24 hod.
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Tab. 3.16: SloZeni barviciho roztoku pro gely po SDS-PAGE elektroforéze.
Uvedeno je sloZeni smési pro pfipravu roztoku, ktery je tfeba doplnit deionizovanou vodou na objem
1 I. Ledova kyselina octova je oznacenim pro Cistou bezvodou kyselinu octovou. Modré barvivo

Coomassie se vaZze na proteiny a tim umoZiuje vizualizovat jednotlivé migracni zoény
v polyakrylamidovém gelu.

Latka Hmotnost, objem
methanol 450 ml
ledova kyselina octova 100 ml
Coomassie Brilliant Blue R 250 lg

Tab. 3.17: SloZeni odbarvovaciho roztoku pro gely po SDS-PAGE elektroforéze.

SloZeni smési pro pripravu roztoku doplnéného deionizovanou vodou na objem 1 |. Odbarvovaci roztok
vymyva modré barvivo z oblasti gelu, které neobsahuji proteiny.

Latka Objem
methanol 100 ml
ledova kyselina octova 100 ml
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3.3 Priprava konstrukti pro expresi ASK1

3.3.1 ASK1 vV expresnim vektoru pRSFDuet-1

Obdrzené vychozi konstrukty obsahovaly sekvenci N-terminalni ¢asti lidského proteinu
ASK1 v rozsahu aminokyselin 46-302, resp. 88-302 v plasmidu pRSFDuet-1. Sekvence
Vv plasmidu pfedchazejici samotnému proteinu ASK1 obsahovala histidinovou kotvu (6x His
pro usnadnéni purifikace) a dale GB1 protein (tedy Bl doménu G proteinu), ktery napomaha
zvysit rozpustnost translatovaného fuzniho proteinu, nebot’ fragment ASK1 kinasy neni sdm
0 sob¢ dobfe rozpustny. Dale deset asparaginovych zbytkd (mustek zajist'ujici flexibilni spojeni
a zaroven zabrafujici sterickym kontaktim mezi proteinem ASK1 a GB1 proteinem)
nasledované $tépnym mistem pro TEV proteasu (umoziiujici po purifikaci odstépit arteficialni
GB1 a histidinovou kotvu) a nékolik specifickych mist pro restrikéni endonukleasy.
V daném plasmidu je také kodovana oblast poskytujici hostitelské bakterii rezistenci viaci

antibiotiku kanamyecin. (mapa plasmidu na obr. P5, str. 76)

3.3.2 Priprava expresnich konstrukti ASK1 kinasy

Cilem prace bylo pfipravit Sest novych expresnich konstruktd lidské ASK1 kinasy
(kompletni sekvence v ptiloze B, str. 77), které by nasledné mohly byt vyuzity pii krystalizaci
thioredoxin-vazebné domény proteinkinasy ASK1 v komplexu s thioredoxinem. Podle struktury
navrzené na zakladé piedchozich studii ([14]; vice probirano v kapitole Diskuze) mély byt
pfipraveny konstrukty, v nichz by byl bodovou mutaci vloZen stop kodon na mista
aminokyselinovych zbytkd P252, S268 a T288. Predikce sekundéarni struktury ziskana
v programu PSlpred je uvedena v kapitole Ptilohy na obr. P6, str. 81. Vysledkem experimentu
tedy byly konstrukty N-terminalnich usekt lidského proteinu ASK1, konkrétné ASK*6-21
ASK?6-267 AQKA46-217  AQKE8-251  AQKBE-267 5 AQKBE2TT expresnim vektoru pRSFDuet-1.
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3.3.2.1 Transformace pivodnich konstrukti do kompetentnich bunék DH5a

Vneseni plasmidu do bakterialnich bunék probihalo podobné jako transformace popsana
v odstavci 3.2.4. Soucasné byly provadény dvé transformace a to krat$iho i del$iho konstruktu.

Ke 45 ul kompetentnich bunék DH5a byl ptidan 1 ul konstruktu ASK1 (46-302, resp.
88-302) a smés byla inkubovana 15 min na ledové 1azni (0 °C). Poté byl proveden teplotni Sok
ponofenim smési na dobu 45 s do vodni lazné o teploté 42 °C nasledovany inkubaci na ledové
lazni trvajici 2 min. Po pfidani 450 pl LB média o teploté 42 °C byla smés 1 hod inkubovéana
na orbitalnim inkubatoru pii 37 °C a 200 ot/min a poté asepticky pfenesena a rovnomeérné
rozprostiena na LB agarové misce obsahujici kanamycin o koncentraci 30 pg/ml. Po zapusténi
smési do agaru byla miska oto¢ena dnem vzhiru a v této poloze inkubovana 16 hod ve 37 °C.

Z kazdé misky byly vybrany tii bakteridlni kolonie, které¢ byly jednotlivé pieneseny
do 5 ml sterilniho LB média s ptidanym kanamycinem o vysledné koncentraci 30 pg/ml.

Kolonie byly nasledné kultivovany 16 hod v orbitalnim inkubatoru pti 37 °C a 200 ot/min.

3.3.2.2 Isolace plasmidové DNA

Pro isolaci plasmidové DNA s puvodnimi konstrukty ASK1 byla vyuZzita komeréné
dostupna sada High-Speed Plasmid Mini Kit. Pfi praci bylo postupovéano podle ndvodu vyrobce,
ktery je detailné popsan v odstavci 3.2.9.3. Bakterialni kultury byly centrifugovany a nasledné
byla paleta resuspendovana v 200 ul PD1 pufru. Dale bylo ptidano 200 pl pufr PD2, smés byla
dikladné promichana a 2 min inkubovana pfi laboratorni teploté. Po pfidani 300 pl PD3 pufru
byla smés centrifugovana a supernatant byl pfemistén do PD kolony a centrifugovan
do mikrozkumavky. Kolona byla promyta 400 ul W1 pufru a 600 pl promyvaciho pufru
a plasmidova DNA byla z kolony uvolnéna do sterilni mikrozkumavky nanesenim 50 pl
eluéniho pufru a naslednou centrifugaci. Takto byla isolovana plasmidova DNA obsahujici
sekvenci fragmentu ASK1 (46-302 a 88-302), v obou ptipadech ze tii riiznych bakterialnich

kolonii.
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3.3.3 Cilené mutace provadéné pomoci PCR reakce

Metoda PCR miize byt kromé amplifikace DNA vyuzita také pfi vnaseni mutaci.
Navrhovany jsou pak primery, které nahradi pivodni DNA v misté mutace. V reakci se replikuje
kompletni plasmid, zustava vSak linearni. Po jeho transformaci do bakterie dojde k uzavieni
kruhu.

3.3.3.1 NavrZeni oligonukleotidii pro PCR reakci

Pro PCR reakei, jejimz cilem byla zména vybranych tripletd nukleotidd kodujicich
aminokyseliny na tzv. stop kodony, byly navrzeny tii pary oligonukleotidi. Kazdy z nich
obsahoval v prostiedni ¢asti sekvenci nukleotidi tag (resp. cta) ohranic¢enou z kazdé strany
ptiblizné 15 dalsimi nukleotidy odpovidajici sekvenci v ptivodnim konstruktu.

Na obrazku 3.4 je uvedena sekvence nukleotidlii a odpovidajicich aminokyselin pouze
C-koncové ¢asti vychozich konstrukti ASK1 kinasy (kompletni sekvence lidské ASKI1 je
uvedena v kapitole Piilohy, pfiloha B, str. 77). Sekvence navrhovanych oligonukleotidl jsou
pak uvedeny na obrazku 3.5 (str.50).

aacttcgagctgcttcttggacccatctgcecttalcctcttgtggatcgttttattcaactt
N F E L L L G P I C L{PJL V D R F I Q L 260

ttgaaggtggcacaagcaagtjtctjagccagtacttccgggaatctatactcaatgacatc
L K V A Q A S{SJS Q Y F R E S I L N D TI 280

aggaaagctcgtaatttataclhctjggtaaagaattggcagctgagttggcaagaattcgg
R K A R N L Y\{TJG K E L A A E L A R I R 300

Obr. 3.4: C-termindlni usek sekvence vychoziho konstruktu lidské ASK1.

Vychozi konstrukt obsahoval sekvenci ASK1 koncici na aminokyselinovém zbytku 302. Zde je zobrazena
pouze &ast celé sekvence. Cervené jsou zvyraznény trojice nukleotidd zamériované za triplety pro stop
koddny.
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ASK1 P252 UP Ygga ccc atc

ASK1 P252 DOWN “aaa acg atc

ASK1 S268 UP Ygtg gca caa

ASK1 S268 DOWN Sccg gaa gta

ASK1 T288 UP Ygct cgt aat

tgc

cac

gca

ctg

ctt

taa

agc

act

gtg gat cgt

gca gat ggg

cag tac ttc

tgc ttg tgc

aaa gaa ttg

ttt

tcc

cgg

cac

gc

ASK1 T288 DOWN Sgc caa ttc ttt acc cta gta taa att acg agc

Obr. 3.5: Sekvence oligonukleotidi pro PCR reakci.

Sekvence plvodniho konstruktu byla pomoci cilené mutagenese zménéna na tfech konkrétnich
mistech. V sekvencich oligonukleotidl jsou barevné podtriena mista vkladaného tripletu pro stop

koddn.

3332 PCR

Oba vychozi konstrukty byly mutovany na tiech riznych mistech, bylo tedy provadéno
Sest PCR reakci zaroven. V reakci byly vyuzity expresni konstrukty isolované z kompetentnich

bunék (viz odstavec 3.3.2.2). Slozeni PCR smési a pouzity program jsou uvedeny

Vv nasledujicich tabulkach 3.18 a 3.19 (str. 51).

Tab. 3.18: PCR smés pro vneseni stop kodénu do aminokyselinové sekvence ASK1 kinasy.

Pro mutaci byla opét vyuzita spolehlivéjsSi DNA polymerasa PfuUltra. Podle poZadované mutace byly

pouzity odpovidajici oligonukleotidy, zde obecné oznaceny ASK1_UP a ASK1_DOWN.

3¢

3¢

Latka Objem [pl]
plasmidova DNA 1
oligonukleotid ASK1_UP 1
oligonukleotid ASK1_DOWN 1
10x pufr pro DNA polymerasu 5
10 mM dNTP 1
deionizovanad voda 40
DNA polymerasa PfuUltra 1
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Tab. 3.19: PCR program.
Kroky 2. — 4. byly dvacetkrat opakovany. Na rozdil od predchozich experiment( byla teplota nasedani
oligonukleotidll snizena na 51 °C.

v

Krok Teplota Cas
1. 95 °C 2 min
2 95 °C 30s
3 51°C 1 min
4. 68 °C 5 min
5 68 °C 10 min
6 4°C do vypnuti programu

Zda byla PCR reakce uspé&$na bylo zkontrolovano elektroforézou v 1% agarosovém

gelu.

3.3.3.3 Transformace a isolace plasmidové DNA

Produkty PCR reakce byly transformovany do bakterii E. coli kmene DH5a (viz
odstavec 3.2.9.2). 3 ul smési po PCR byly pfidany ke 30 pl kompetentnich bunék a smés byla
inkubovana 20 min v ledové 1azni, na 45 s ponofena do vodni 1azn¢ o teploté 42 °C a nasledné
opét inkubovéna na ledové 1azni 2 min. Po pfidani 300 pl LB média ohfatého na 42 °C byla
smés inkubovéana 30 min v orbitdlnim inkubatoru pii 37 °C a 200 ot/min a poté asepticky
prenesena na LB agarové misky s koncentraci kanamycinu 30 pg/ml. Misky byly v pievracené
poloze inkubovany 16 hod ve 37 °C.

Z kazdé¢ misky byly vybrany tfi bakterialni kolonie, které byly vzdy asepticky pfeneseny
do 5 ml LB média obsahujiciho kanamycin o vysledné koncentraci 30 pg/ml a inkubovany
16 hod v orbitalnim inkubatoru pii 37 °C a 200 ot/min.

K isolaci plasmidové DNA z narostlych bakterialnich kultur byla pouzita sada
High-Speed Plasmid Mini Kit, pfedepsany postup vyrobce je popsan v odstavci 3.2.9.3. Kazda
bakterialni kultura byla centrifugovana do mikrozkumavky a postupné byl odstranovan
supernatant. Vysledna peleta byla resuspendovana ve 200 ul PD1 pufru. Smés byla po ptidani
200 pl PD2 pufru lehce promichana a nasledné¢ 2 min inkubovéana pfi laboratorni teploté.

Po ptfidani 300 pl PD3 pufru byla smés opét promichana a poté 3 min centrifugovéna.
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Supernatant byl pfenesen do PD kolony, pies kterou byl 30 s centrifugovan. Kolona byla
centrifugaci po dobu 30 s promyta 400 ul W1 pufru a nasledné 600 pl promyvaciho pufru.
Pro tplné odstranéni promyvaciho pufru byla kolona jest¢ dodatecné¢ 3 min centrifugovana
a poté premisténa do sterilni mikrozkumavky, do které byla v elu¢nim kroku (inkubace 50 ul
elu¢niho pufru o teploté 60 °C na kolonce nasledovana centrifugaci po dobu 2 min) uvolnéna
plasmidova DNA.

Vzorky isolované plasmidové DNA byly odeslany na sekven¢ni analyzu do Laboratote
sekvenace DNA, Vini¢na 7, Praha 2. Vysledky analyzy jsou uvedeny v kapitole Ptilohy
(obr. P7a— P7f, str. 82 — 87).

3.3.4 Zasobni glycerolové roztoky pripravenych konstrukti ASK1

Ptipravené a isolované plasmidy pRSFDuet-1 s inzertni sekvenci thioredoxin-vazebné
domény ASK1 o riznych délkach byly osekvenovany a nadale bylo v experimentu pokra¢ovano
s Sesti pozadovanymi konstrukty (ASK#-21 ASK#6-267  ASK46-277  ASKBE25L - ASKBE-267
a ASK8827") Pro usnadnéni dalsi prace byly vytvofeny glycerolové zasobni roztoky z kazdého
expresniho konstruktu.

1,5 pl plasmidové DNA bylo ptfidano k 50 pl kompetentnich bunék BL21(DE3) a smés
byla 15 min inkubovana v ledové l4zni, poté byla pfenesena do vodni lazné o teploté 42 °C
na dobu 45 s a nasledné na 2 min zpét do ledové lazné. Po ptidani 500 pul LB média o teploté
42 °C byla smés inkubovana 50 min v orbitalnim inkubatoru pii teploté 37 °C a 200 ot/min.
Takto piipravené smési byly jednotlivé piidany vzdy k 5 ml LB média obsahujici kanamycin
0 vysledné koncentraci 30 pg/ml a byly 16 hod inkubovany v orbitalnim inkubatoru pii 37 °C
a 200 ot/min. Z kazd¢ narostlé kultury bylo odebrano 700 pl, ke kterym bylo piidano 300 ul
sterilniho glycerolu. Dukladné promichané roztoky byly uchovany v -80 °C.
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3.3.5 Kontrola exprese flizniho proteinu

Pred ptipravou proteinu ASK1 z vétsiho mnozstvi bakterialni kultury byla nejprve
ovétena jeho exprese. Do 5 ml LB média s pfidanym kanamycinem byl pfenesen vzdy 1 ml
bakterialni kultury nevyuzité pti ptipravé glycerolovych zasobnich roztokii. Tato smés byla
90 min inkubovana v orbitalnim inkubatoru ve 37 °C pii 200 ot/min. Poté byl z kazdé kultury
odebran prvni vzorek (objem 20 ul) a zbytek kultury byl indukovéan 6 pl 0,5 M IPTG. Smési
byly poté inkubovany po dobu 23 hod v orbitalnim inkubatoru pii 37 °C a 200 ot/min.
V né¢kolikahodinovych intervalech byly z bakterialnich kultur odebirany vzorky, které byly
nasledné pouzity pro SDS-PAGE elektroforézu (viz kapitola Vysledky, obr. 4.8 — 4.10,
str. 62 — 63).
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4 VYSLEDKY

4.1 Priprava plasmidu pET-15b s vloZenou sekvenci pro thioredoxin (C73S mutace)

Z obdrzeného plasmidu pQE-30 byl thioredoxin pienesen do expresniho plasmidu
PET-15b s TEV $tépnym mistem pro odstranéni fazni histidinové kotvy. V tomto experimentu
bylo vyuzito mnoho metod molekularni biologie vcetné PCR reakce Ci transformace genetické

informace do bakterii.

4.1.1 Priprava dvojité Sstépeného plasmidu pET-15b

Expresni vektor pET-15b byl nejprve rozstépen na dvou specifickych mistech, aby
do n¢&j nasledné mohla byt vloZena sekvence pro thiredoxin. Pro §tépeni byly pouzity restrikéni
endonukleasy BamHI a Ndel (obr. 4.1). Tyto restrikéni enzymy pfi §té€peni dvouvlaknové DNA
vytvaii tzv. kohezni konce, které jsou vyuzivany pii pfipojovani nové useku DNA

do rozstépeného plasmidu (procesu nazyvaného ligace).

BamHl Sggatcc ¥
Yeocta >
Ndel S’CE\LLM 3
3’gtatac ¥

Obr. 4.1: Specifickd stépnd mista restrikénich endonukleas BamHI a Ndel.

V uvedenych specifickych restrikénich mistech pouzitych endonukleas jsou vyznacena mista Stépeni
fetézcll. Z obrazku je naprosto zfejmy vznik koheznich koncl po rozstépeni retézca.

Pro kontrolu, zda S§tépeni probéhlo v potadku, a zaroven separaci pozadovaného
fragmentu DNA od residudlnich c¢asti plasmidu byla provedena horizontalni agarosova
elektroforéza. Na obrazku 4.2 (str. 55) je patrna rtizna rychlost migrace v zavislosti na délce
useku DNA, kdy mensi fragmenty DNA putuji pory agarosového gelu rychleji smérem k anodé
nez fragmenty velké. Z rozdilné rychlost migrace stejné¢ velkého useku DNA v drahach
oznacenych Cislem 2 a 3 Ize predpokladat, Ze pohyblivost fragmenti DNA pfi elektroforéze

zavisi 1 na tvorbé nadsroubovicové struktury (tzv. superhelixu).
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Standardem rychlosti migrace DNA byla smés GeneRuler 1kb DNA Ladder obsahujici
fragmenty o velikosti od 10 kbp do 250 bp, kterého byly na gel nanaseny 2 ul. Cilem provadéné
elektroforézy bylo oddé€leni plasmidu od malych vystépenych fragmentt, které gelem putuji
daleko rychleji. Elektroforéza proto byla ukoncena dfiv, nez mohlo dojit k uplnému rozdéleni
vétSich fragmenti standardu.

Separace DNA pomoci elektroforézy probihala v 1% agarosovém gelu, na ktery byly
nanaseny vzorky ptipravené dale popsanym postupem. K 10 ul §t€penych plasmidi (na obrazku
oznacen Cislem 1 a 2) byly vzdy piidany 2 ul 6x koncentrovaného GLS. K 6 pl nestépené¢ho
plasmidu pQE-30 (€. 3) byly pfidany 4 pl deionizované vody a 2 pl 6x GLS. Ke 128 ul dvojité
Stépeného plasmidu pET-15b bylo pridano 30 pl 6x GLS; tento vzorek byl pii nandSeni na gel

rovnomeérné rozdélen do deviti jednotlivych vzorku (¢. 4-12).

ST 1.2 3 ST 4 5 6 7 8 9 10 11 12

R A R «—— PET-15b/BamHI + Ndel
<+— pQE-30/BamHl
<+— pQE-30

Obr. 4.2: Agarosovy gel se vzorky plasmidi pQE-30 a pET-15b po elektroforéze.

Do levé ¢asti agarosového gelu byly naneseny kontrolni vzorky a to v poradi standard (ST), pET-15b
Stépeny BamHI (1), pQE-30 stépeny BamHI (2) a nesStépeny pQE-30 (3). Zbytek gelu byl vyuzit
pro oddéleni linearizovaného plasmidu pET-15b (4-12) od mensich fragment( vzniklych Stépenim.
Velikost plasmidu pET-15b je pfiblizné 5,7 kbp. Plasmid pQE-30 véetné inzertu je sloZen asi z 3,7 kbp.
Elektroforéza probihala 1 hod pfi napéti 74 V.
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4.1.2 Ligace thioredoxinu do plasmidu pET-15b

Gen kodujici thioredoxin byl vlozen do plasmidu pET-15b, kterym byly nasledné
transformovany kompetentni bunky E. coli kmene DH5a. Pro kontrolu, zda byla transformace
uspeésna, byla provedena PCR s koloniemi bakterii. Pokud by vybrand kolonie bakterii
neobsahovala pozadovany plasmid s inzertem, podle n¢hoz byly pro PCR reakci navrzeny
primery, zadna reakce by neprobéhla. Tim padem by dany usek DNA nebyl namnozen
a na agarosovém gelu po elektroforéze by kvuli nedetekovatelnému mnozstvi plvodni
plasmidové DNA nebyla znatelna migracni zona.

Pro elektroforézu byl ptipraven 1,5% agarosovy gel. Moznost urceni rychlosti migrace
zajistovala smés definovanych fragmenti DNA o velikosti 80 az 1 031 bp (MassRuler Low
Range DNA Ladder), které byly na gel nanaSeny 2 pl. Smichanim 20 pl produktu PCR reakce
se 4 pul 6x koncentrovaného GLS byly ptipraveny vzorky, ze kterych bylo na gel naneseno vzdy
12 ul (obr. 4.3).

sT 1.2 3 4 5 6 ST 7 8 9 10 11 12

-— -
300 e G W ey W W W W ) W PR

Obr. 4.3: Agarosovy gel po elektroforéze se vzorky z PCR reakce s koloniemi bakterii.

Produkty PCR reakce dvanacti vybranych bakteridlnich kolonii (1-12) byly spolu se standardem (ST)
naneseny na agarosovy gel. Pfedpokladanym produktem PCR reakce byl fragment DNA o velikosti
343 bp. Elektroforéza probihala 1 hod pti konstantnim napéti 80 V.
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K dalsimu kroku pfipravy expresniho konstruktu thioredoxinu byly na zaklad¢ vysledkt
elektroforézy vybrany kolonie ¢. 4, 8 a 10. Tyto kolonie byly kultivovany v kapalném médiu,
aby mohlo byt nasledné isolovano dostatecné mnozstvi plasmidové DNA.

Uspé$nost celého experimentu ligace byla zkontrolovana nastdpenim isolovanych
plasmidll restrikénimi endonukleasami BamHI a Ndel a néaslednou elektroforézou.
Na vysledném gelu byly ocekdvany dvé migracni zony, z nichz jedna by méla odpovidat
thioredoxinu a druha linearnimu plasmidu pET-15b. (obr. 4.4)

Na 1,5% agarosovy gel byly naneseny 2 pl standardu (MassRuler Low Range DNA
Ladder) a vzorky slozené z 10 pl smési DNA po Stépeni a 2 pl 6x koncentrovaného GLS.

ST 4 8 10

<4— pET-15b/BamHI + Ndel

“«—?

500
400

300
200

<+—thioredoxin

Obr. 4.4: Plasmidy pET-15b s thioredoxinem isolované z vybranych bakteridlnich kolonii a Stépené
dvéma restrikénimi endonukleasami.

U testovanych kolonii €. 4, 8 i 10 bylo mozné po $tépeni na vysledném gelu pozorovat migraéni zénu

fragmentu DNA odpovidajicimu thioredoxinu. Zéna nélezici linearnimu plasmidu vsak v ptipadé kolonie

¢. 4 putovala jinak neZz zbylé dvé, a proto tato DNA nebyla naddle v experimentu vyuZivana.
Elektroforéza probihala 1 hod pfi napéti 80 V.
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4.1.3 Mutace Stépného mista

Nakonec bylo do plasmidu pET-15b v sekvenci ptedchazejici useku kodujici thioredoxin
cilenou mutagenesi vlozeno specifické misto pro TEV proteasu. Timto krokem byla dokoncena
pifiprava nového expresniho konstruktu.

Inzertni sekvence DNA kodujici thioredoxinu s C73S mutaci byla ligovana do plasmidu
PET-15b mezi mista pro restrikéni endonukleasy BamHI a Ndel. V plasmidu se dale
pted sekvenci proteinu nachdzel usek kodujici Sest po sobé nésledujicich histidinovych zbytk.
Vysledkem exprese genu je tak fhzni protein, jehoz 6% His-kotva usnadfiuje jeho naslednou
purifikaci pomoci niklové chelatacni chromatografie. Mezi polyhistidinovym usekem
a samotnym thioredoxinem byla navic zafazena specifickd sekvence pro TEV proteasu, diky
¢emuz je mozné po purifikaci proteinu arteficidlni usek odstépit a ziskat tak téméf nativni

sekvenci (¢ast sekvence konstruktu na obr. 4.5).

atgggcagcagccatcatcatcatcatcacagcagcggcgaaaacctgtattttcaaggce
M G S S{H H H H H H S S G E N L Y F QO G

agcfatatggtgaagcagatcgagagcaagactgcttttcaggaagccttggac
S{HWM)JVv XK o0 I E S K T A F O E A L D

Obr. 4.5: N-termindlni usek fuizniho proteinu.

Schéma znazorfiuje pouze N-termindlni uUsek fuzniho proteinu celkové se skladajiciho ze 127
aminokyselin. V sekvenci je vyznaceno nékolik vyznamnych Usekl a to 6x His-kotva ( ), specificka
sekvence pro TEV proteasu ( ), misto pro restrikéni endonukleasu Ndel (modre) a N-terminalni
usek sekvence thioredoxinu (fialové).

Ptipraveny plasmid pET-15b nesouci pozadované vlozené sekvence byl transformovan
do kompetentnich bunék E. coli kmene BL21(DE3) metodou nazyvanou teplotni Sok, jez
usnadnuje vstup cizorodé DNA do specialné za timto G¢elem upravenych bun¢k (viz odstavec
3.2.4).
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4.1.4 Test exprese thioredoxinu

Exprese fuzniho proteinu vlozeného do plasmidu musi byt v bakteridlni buiice
indukovéana. Pfed genem pro dany protein se totiz nachdzi sekvence T7 promotoru, jez je
specificka pouze pro RNA polymerasu z T7 bakteriofaga, ale neni rozpoznavana klasickou RNA
polymerasou E. coli.

Do genomu nékterych kmeni E. coli (nesouci pak oznaceni DE3) byl uméle vnesen gen
pro T7 polymerasu. Tomuto genu ptedchazi lac promotor, na ktery je pfed indukci navazan
represorovy protein. Represor se ze sekvence uvolni v moment¢, kdy v dusledku vazby laktosy
(nebo jejiho analogu IPTG) dojde ke konformaéni zméné proteinu. Poté miize endogenni RNA
polymerasa E. coli zah4jit transkripci genu pro T7 polymerasu, ktera je vzapéti i translatovana.
Vytvotend T7 polymerasa nasledné nasedd na sekvenci T7 promotoru nachazejici se
Vv transformovaném plasmidu a zacind transkripce Zddaného genu.

Test exprese thioredoxinu byl provadén v E.coli kmene BL21(DE3). Bakterialni kultura
byla nejprve prenesena do Cerstvého LB média, kde byla nasledné indukovana. Vzorky byly
odebirany v pribéhu nésledujicich 23 hod a poté byla provedena SDS-PAGE elektroforéza.
Na 15% polyakrylamidovy gel byly nandseny vzorky, které byly pfipraveny smichanim 20 pl
vzorku odebraného z indukované bakterialni kultury s 5 pl pufru pro SDS. Jesté pfed nanesenim
byly vzorky tplné denaturovany inkubaci v 90 °C po dobu 1 min. 10 pl standardni smési
proteinti o velikosti od 10 do 250 kDa (Precision Plus Protein Standards; Dual-color, BIO-RAD)
poslouzilo jako méfitko rychlosti migrace zon. Elektroforéza probihala 1,5 hod pfi konstantnim
napéti 200 V (obr. 4.6, str. 60). Migra¢ni zony byly zviditelnény inkubaci v barvicim roztoku
obsahujici Coomassie brilliant blue R250 (viz tabulka 3.16, str. 46).
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Obr. 4.6: Vysledek expresniho testu fuzniho proteinu thioredoxinu.

Exprese byla testovana u pfipravenych konstrukt( ziskanych ze dvou rlznych kolonii bakterii E. coli
kmene DH5a (1. kolonie: 1-4, 2. kolonie: 5-8). Prvni vzorek byl odebran tésné pred indukci (1 a 5), dalsi
po 4 hod 50 min (2 a 6), 16 hod 5 min (3 a 7) a posledni po 23 hod (4 a 8). Z gelu je naprosto zfejmy
narQst mnozstvi thioredoxinu po indukci dale rostouci s ¢asem.

Timto testem bylo prokazano, ze bakterie E. coli kmene BL21(DE3) transformované
plasmidem s vytvofenym expresnim konstruktem po indukci pomoci IPTG produkuji

pozadovany fuzni protein.

4.2 Priprava expresnich konstrukti ASK1 o riznych délkach

Obdrzena sekvence thioredoxin-vazebné domény proteinkinasy ASK1 v plasmidu
pPRSFDuet-1 byla cilenou mutagenesi pozménéna tak, ze pii translaci odpovidajici mRNA (z
anglického messenger RNA) vznikaly proteiny s kratsi sekvenci, nez byla ptvodni.

Na zacatku se ptitom vychazelo ze dvou konstrukti vazebné domény ASK1. Jeden
kodoval 257 aminokyselin z ptirozené se vyskytujici ASK1, druhy expresni produkt pouze
215 aminokyselin. Oba tyto konstrukty byly specificky zkraceny na C-konci o 15 az 51
aminokyselinovych zbytkt (viz odstavec 3.3.2). Pied usekem vazebné domény ASKI bylo
kédovano nékolik oblasti véetné GBI proteinu a histidinové kotvy, takze vysledkem exprese
byl fazni protein.

Parametry vznikajicich fuznich proteini byly vypocteny v programu ProtParam,
zejména se jednalo o molekulovou hmotnost, ktera byla nutna ke spravnému pfifazeni migracni
z6ny odpovidajici danému proteinu po expresnim testu. Zjisténé parametry jsou uvedeny

v tabulce 4.1 (str. 61).
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Tab. 4.1: Parametry fuznich proteini kédovanych v inzertu plasmidu pRSFDuet-1.
Z udaji ziskanych v programu ProtParam byl zapsan pouze pocet aminokyselinovych zbytkd
v polypeptidovém retézci a molekulovd hmotnost proteinu.

Oznaceni konstruktu Pocet aminokyselin Molekulova hmotnost  Sekvence useku ASK1

ASKAE251 293 32,1 kDa L46 —L251
ASKA&-267 309 33,8 kDa L46 — S267
ASKA&-287 329 36,3 kDa L46 — Y287
ASKEE231 251 28,2 kDa S88 — L251
ASKE8267 267 30,0 kDa S88 — 5267
ASKE8287 287 32,4 kDa S88 — Y287

Dale je na obrazku 4.7 uvedena uplna sekvence aminokyselin fuznich proteind

ziskanych transkripci a naslednou translaci inzertni sekvence vlozené do plasmidu pRSFDuet-1

Vv bakteriich E. coli kmene BL21(DE3).

MNSS TLKGETTTEA VDAATAEKVE

GEWTYDDATK
SAAAPGIGCP
ESEALQSLRE
AFRQPSLFYH
NYTFVPYMIT
QLLKVAQASS

MOYKLILNGK
TETVTENNNN
AATSSSSATR
ACETVGATLE
LGVRESFSMA
PHNKVYCCDS
SQYFRESILN

NNNNNN

GRGSSVGGGS RRTTVAYVIN
TLHFGKLDFG ETTVLDRFYN
NNIILYCDTN SDSLQSLKEI
SFMKGLTELM QPNFELLLGP

DIRKARNL

AMGSLPP

KQYANDNGVD
PPPGSFWNVE
EASQGQLVVA
ADIAVVEMSD
ICQKNTMCTG
ICLPLVDRFI

Obr. 4.7: Sekvence aminokyselin fuzniho proteinu ASK1.

Fuzni protein se skladal z histidinové kotvy ( ), GB1 proteinu (Cervené), sekvence deseti
asparaginovych zbytkG (modfe), TEV Stépného mista ( ) a rdzné dlouhych variant
thioredoxin-vazebné domény proteinkinasy ASK1 (tu¢né). Zacatek sekvence ASK1 byl bud' L46, nebo
S88 (podtrzeny). Sekvence proteinu koncila aminokyselinovymi zbytky L251, S267 nebo Y287 ( ).
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4.2.1 Test exprese Sesti konstrukti ASK1

Stejné jako v ptipadé thioredoxinu byla exprese proteint testovana v E. coli kmene
BL21(DE3). Vzorky byly odebirany tésné pted indukci a poté po 5, 18 a 23 hod. Ke kazdému
odebranému vzorku o objemu 20 pl bylo ptfidéno 5 pl pufru pro SDS a tato smés byla 1 min
inkubovana pii teplot¢ 90 °C pro kompletni denaturaci. Standardu migrace (Precision Plus
Protein Standards; Dual-color, BIO-RAD) bylo na 15% polyakrylamidovy gel nanaseno 12 pl.
Elektroforéza probihala 1,5 hod pfi konstantnim napéti 180 V (obr. 4.8 — 4.10, str. 62 — 63).
Migraéni zony byly zviditelnény inkubaci v barvicim roztoku obsahujici Coomassie brilliant
blue R250 (viz tabulka 3.16, str. 46).

Vysledek tohoto testu ukazuje, Ze po indukci bakterie syntetizovaly pozadovany fizni

protein.

( ——] <+ Ask!e25!
[ —— - -] < ASK88—251

10

Obr. 4.8: Expresni test konstrukti ASK*02%1 g ASK®821,

Z gelu je zfejmé, jak se po indukci zvy$uje mnoZstvi produkovaného fuzniho proteinu ASK*¢5! (1-4) a
ASK®25! (5-8) s ¢asem. Vzorky byly odebirdny tésné pred indukci (1 a 5), po 5 hod (2 a 6), po 18 hod
(3 a7)anakonec po 23 hod (4 a 8) od indukce.
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Obr. 4.9: Expresni test konstrukti ASK*¢267 a ASK®8-2¢7,
Test exprese konstruktl ASK*®267 (1-4) a ASK®2%7 (5-8) prokazal, Ze po indukci naristd mnoZstvi
produkovaného proteinu. Vzorky byly odebirany ptred indukci (1 a 5), nasledné po 5 hod od indukce

(2a6),po18hod(3a7)a23hod(4a8).
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Obr. 4.10: Expresni test konstrukti ASK*257 a ASK&5-287,
Exprese konstruktl ASK*6287 (1-4) a ASK38287 (5-8) se znatelné& zvy3uje po indukci se vzristajicim ¢asem.
Odbér vzork( byl proveden pred indukci (1 a 5), po 5 hod (2 a 6), po 18 hod (3 a 7) a 23 hod (4 a 8)

od indukce.
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5 DISKUZE

Proteinkinasa ASK1 zatazovana do tfidy MAP3K (tedy mitogen-activated protein
kinase kinase kinase), nékdy také oznaCovana jako MAP3KS5, je dulezitym ¢lenem MAPK
signalni drahy. Zapojena je piedevsim do bunécné odpovedi na razné formy stresu, jakym je
napiiklad oxidacni stres. Tim padem se stava také zasadnim faktorem pfii vzniku rakoviny ¢i
kardiovaskularnich a neurodegenerativnich onemocnéni.

Aktivita ASK1 kinasy je ovliviiovana mnoha regulacnimi prvky, mezi pozitivni
modulétory (tedy aktivatory) patfi skupina TRAF faktori, naopak inhibitory (negativnimi
modulatory) jsou proteiny thioredoxin, glutaredoxin a 14-3-3.

Tato prace byla zaméfena na piipravu expresnich konstruktii thioredoxinu
a thioredoxin-vazebné domény proteinkinasy ASK1 pro strukturni studie. Cilem tedy bylo
pfipravit konstrukty pro expresy proteini, které by bylo moZzné vykrystalizovat. V takovém
ptipad¢ je vyzadovéno, aby protein mél co nejkompaktné;jsi strukturu s co nejméné flexibilnimi
useky, diky cemuz by mél snadnéji vytvaret krystaly vhodné pro rentgenostrukturni analyzu.
Zaroven se vsak protein musi dobie exprimovat, musi byt rozpustny a nesmi tvofit agregaty.
Proto bylo pfipraveno nékolik variant expresnich konstruktli, aby bylo mozné najit optimalni
usek proteinu.

V sekvenci lidské ASK1 vSak zatim nebylo presné definovano misto interagujici
s thioredoxinem, podle ptedchozich experimentl S riznymi dele¢nimi mutanty (viz [15]) bylo
odhaleno, Ze vazebné misto thioredoxinu se nachazi na N-terminalni ¢asti sekvence ASKI,
ptiblizné v tseku aminokyselin 46-277. Dalsi vyzkum (viz [14]) dokonce pfines] predikci
struktury vazebného mista, ta zatim vSak nebyla potvrzena dal§imi strukturnimi studiemi
(rentgenova krystalografie nebo NMR — nuklearni magneticka rezonance). Z této predikce se
vSak presto vychazelo pfi navrhovani novych expresnich konstruktii, kdy je vyhodné, jestlize
zkracenim sekvence zkoumané oblasti neni narusena sekundarni struktura o-helixu nebo
B-skladaného listu. Sekvence je tedy vzdy pokud mozno ukonCovana v oblasti smy¢ky nebo
useku bez definované sekundéarni struktury. S timto védomim bylo navrzeno a nasledné
pfipraveno Sest riznych konstrukti thioredoxin-vazebné domény ASK1, liSici se jak na N konci,

tak i na C konci sekvence.
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Zminénych Sest variant expresnich konstruktd lidské proteinkinasy ASKI1 bylo
pfipraveno cilenou mutagenesi pomoci metody PCR. Na tfech riznych mistech v sekvenci DNA
tak byla provedena zameéna tripletu nukleotidii kodujici urcitou aminokyselinu za terminacni
triplet, ¢imz byl zkracen tsek pfepisovany do proteinu. Sekvencni analyzou piipravenych
konstruktii bylo zkontrolovano, zda pii mutagenesi doslo pouze k potfebnym zménam
vybranych tripletl a neobjevily se nezadouci ndhodné mutace v celém tseku, ktery koduje fuzni
protein. Vybrané expresni konstrukty byly transformovany do bakterii E. coli kmene DH5a, kde
byla otestovana jejich exprese, a nasledné¢ do kmene BL21(DE3) pro vytvofeni zasobnich
glycerolovych roztokda.

Jednim z inhibitort kinasy ASK1 je jiz vySe zminovany thioredoxin. DalSim cilem této
prace byla proto pfiprava expresniho konstruktu lidského thioredoxinu 1, tedy cytosoldrni
formy. Thioredoxin se fadi mezi dobfe prozkoumané proteiny se znamou strukturou vytfesenou
krystalografickymi i NMR studiemi. Ukolem tak bylo pouze preneseni kodujici sekvence DNA
do pozadovaného expresniho vektoru nasledované vnesenim TEV §tépného mista pied sekvenci
kédujici thioredoxin vyuzitim metody PCR a nasledné ligace linedrnich useki DNA.
V ptvodnim konstruktu se pied sekvenci thioredoxinu nachazelo thrombinové §t€pné misto.
Thrombin ma vsak nizsi specifitu nezZ TEV proteasa. Navic je thrombin isolovan z lidské krevni
plazmy a prace s nim je tedy fazena do kategorie biohazardu. Dalsi vyhodou TEV je i moznost
pfipravit tuto proteasu v laboratofi, ¢imZ se stdva mnohem levnéjsi neZ pouziti komercné
dostupného thrombinu.

Pripraveny konstrukt byl nasledné transformovan do bakterii E. coli kmene DHS5a,
pro kontrolu exprese fuzniho proteinu, a poté do kmene BL21(DE3) pro vytvofeni zasobnich

glycerolovych roztokd.
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6 ZAVER

e Byl pfipraven expresni konstrukt lidského thioredoxinu 1 v plasmidu pET-15b
obsahujici N-terminélni histidinovou kotvu odstépitelnou TEV proteasou.

e Funk¢nost konstruktu byla ovétena testem exprese.

¢ Bylo pfipraveno Sest riznych expresnich konstruktt thioredoxin-vazebné domény lidské
proteinkinasy ASK1 (ASK*#l ~ ASK#-267  ASKA277T ASKSEE21  AGKB8-267

a ASK®277),

e Funkc¢nost konstruktii byla ovéfena testem exprese.
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PRILOHY

Positions of elements in bases pQE-30
Vector size (bp) 3461
Start of numbering at Xhgl (CTCGAG) 1=-6
T5 promoter/lac operator element 7=-87
T5 transcription start 61
éxHis-tag coding sequence 127-144
Multiple cloning site 145=192
Lambda #, transcriptional termination region 208-302
rrnB T1 transcriptional termination region 1064-1162
ColE1 origin of replication 1638
p-lactamase coding sequence 3256=-2396

Obr. P1: Plasmid pQE-30.

pQE-30
34kb

ColEN

Mapa plasmidu pQE-30, ve kterém se nachazela sekvence kodujici thioredoxin. Zvyraznéno je
restrikéni misto pouzité pro linearizaci plasmidu. Obrazek byl piejat z webovych stranek
némeckého vyzkumného centra Helmholtz Zentrum Miinchen. Upraveno dle [22].
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PET-15b sequence landmarks Bpu1 102 l(267)

T7 promoter 463479 (EcoR I(5708) / BamH J319)
T7 transcription start 452 Aat 1{5635) | ‘ Cla li24) «/ / - m 332:)
HiseTag coding sequence 362380 Ssp 1(5517) \ ". LLHInd li29)/ ) O -rflco 1(389? )
Multiple cloning sites Sca I(5193) //-“____"- e = Xba 1(428)
(Ndel-BamH 1) 319335 Pvu 1(5083) = ____Bgl ll(494)
T7 terminator 213259 \— SgrA 1(535)
Pst (4 >/ \
lacI coding sequence (866-1945) Myt / o e :Ssﬁﬂrﬂ‘??;s’ "
pBR322 origin 3882 , Q, \
bla coding sequence 4643-5500 Bsa l(4774) '\ \
= Ahd 1(4713) -_ 7’ / YQ
AR \
Lok \
7«/ \
/
/ - ,Milu I(1218)
% || Bl i1230)
I @ I"‘ I|
| $ | 'I BstE 11(1397)
ET-15b =
AlwN |(4238) |I p(5708bp) f || [ ' Apa l(1427)
‘\ & / h
o, /BssH ll(1627)
= i
A % PAY Hpa l(1722)
/‘ 7% /
e ( ‘3 </
BspLU11 1i3820) /',
Sap 1(3704)
Bst1107 l(3591) /:,\ / > PshA (2061)
Acc 1{3590) /
BsaA I(3572) // \_\ (Z ~Eag l{2284)
/ R Y
Tth111 (3585) B . 5 \ \Nru I(2319)
T \ BspM 1(2399)
Bpu10 112926) | |\ ‘Bsm l(2704)
\
Msc |(2791)
T7 promoter primer #69348-3
Balll T7 promoter lac operator
AGATCTCRATCCCOLGAAAT TAATALGACTCACTATAGGCGAATTCIGAGCGGATALCAATT
Neol

His Tag

coe
e

Bpul1021 thrombin T7 terminator
CG TAGLCATAACC GGGIL TAAACGGRTCTTGA T
-
T7 terminator primer #68337-3
PET-15b cloning/expression region

Obr. P2: Plasmid pET-15b.
Mapa plasmidu pET-15b s vyznacenymi restrikénimi misty, mezi néz byla vloZena sekvence
pro thioredoxin. Obrazek je vystupem z databdze vektorii neziskové organizace Addgene.

Upraveno dle [23].
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Piiloha A: Sekvence thioredoxinu (C73S mutant).

Zvyraznén je S73, ktery nahrazuje ptirozeny C73. Tato mutace zabraiuje tvorbé dimera
thioredoxinu. Upraveno dle [24].

atggtgaagcagatcgagagcaagactgcttttcaggaagccttggacgctgcaggtgat
M V K 9 I E S K T A F Q B A L D A A G D 2

aaacttgtagtagttgacttctcagccacgtggtgtgggccttgcaaaatgatcaagcect
K L. v v v D F S A T W C G P C K M I K P 4

ttctttcattccctectctgaaaagtattccaacgtgatattccttgaagtagatgtggat
F F H $ L $ E K Y S NV I F L E V D V D ¢

gactgtcaggatgttgcttcagagtgtgaagtcaaa atgccaacattccagtttttt
D ¢ ¢ b v A S E CE V KWBJM P T F Q F F 80

aagaagggacaaaaggtgggtgaattttctggagccaataaggaaaagcttgaagccacc
K K 6 Q K v G E F S G A N K E K L E A T 100

attaatgaattagtctga
I N E L Vv -
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Obr. P5: Plasmid pRSFDuet-1.
Mapa plasmidu pRSFDuet-1, v némz byla vlozena sekvence N-terminalniho useku ASKI.
Upraveno dle [25].
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Priloha B: Sekvence ASK1.
Zkoumana oblast proteinu (isek aminokyselin 46 — 287) je oznacena tucné. Kompletni sekvence
lidské ASK1 je slozena z 1374 aminokyselin. Upraveno dle [24].

atgagcacggaggcggacgagggcatcactttctctgtgccacccttegeccectecggge
M $ T E A D E G I T F S V P P F A P S G 2

ttctgcaccatcceccgagggecggcatctgcaggaggggaggagcggcggecggtgggecgag
F C T I P E G G I C R R G G A A A V G E 14

ggcgaggagcaccagctgeccaccgeccgeccgecgggcagettectggaacgtggagagegec
G EE H QL P P P P P G S F WNV E S A ¢

gctgccecctggcatecggttgteccggeggeccacctectcgagcagtgeccacccgaggecgg
A AP G I G C P A ATS S S S ATURG R 8

ggcagctctgttggcgggggcagccgacggaccacggtggcatatgtgatcaacgaageg
G S S V.G G G S R R T TV A Y V I NE A 100

agccaagggcaactggtggtggccgagagcgaggccctgcagagettgegggaggegtge
S Q@ G Q L VvV A E S EA L Q S L R E A C 12

gagacagtgggcgccaccctggaaaccctgcattttgggaaactcgactttggagaaacc
E TV G A T UL ETULHV F G K L D F G E T 40

accgtgctggaccgcttttacaatgcagatattgecggtggtggagatgagcgatgecectte
T v L. D R F Y NAD I AV V EM S D A F 16

cggcagccgtcecttgttttaccaccttggggtgagagaaagtttcagcatggccaacaac
R Q P S L F Y HL GV RE S F S M A N N 18

atcatcctctactgtgatactaactcggactctctgcagtcactgaaggaaataatttge
I I L Y C D TN S D S L Q S L K E I I C 200

cagaagaatactatgtgcactgggaactacacctttgttccttacatgataactccacat
Q K N TMC TGN YT F V P Y M I T P H 220

aacaaagtctactgctgtgacagcagcttcatgaaggggttgacagagctcatgcaaccg
N K v Yy ¢ ¢C DS S FMIKGULTETLMMTGQ p 24

aacttcgagctgcttcttggacccatctgecttacctettgtggategttttattcaactt
N F E L L L G P I C L P L V DURF I Q L 260

ttgaaggtggcacaagcaagttctagccagtacttccgggaatctatactcaatgacatc
L K V A Q A S S S Q Y FRE S I L ND I 28

aggaaagctcgtaatttatacactggtaaagaattggcagctgagttggcaagaattcgg
R K A R NUL Y T G K E L A A E L A R I R 300

cagcgagtagataatatcgaagtcttgacagcagatattgtcataaatctgttactttcce
Q RV DN I EV L T A D I V I N L L L § 32
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tacagagatatccaggactatgattctattgtgaagctggtagagactttagaaaaactg
Yy R D I o D Yy D s I v K L v E T L E K L

ccaacctttgatttggcctcccatcaccatgtgaagtttcattatgcatttgcactgaat
p T F D L A S H H H V K F H Y A F A L N

aggagaaatctccctggtgacagagcaaaagctcttgatattatgattcccatggtgcaa
R R N L P G D RAI K AUL DI M I P M V Q

agcgaaggacaagttgcttcagatatgtattgcctagttggtcgaatctacaaagatatg
s E G o VvV A S DM Y C L V G R I Y K D M

tttttggactctaatttcacggacactgaaagcagagaccatggagcttcttggttcaaa
F L D S N F T D T E S R D H G A S W F K

aaggcatttgaatctgagccaacactacagtcaggaattaattatgcggtcctectectg
K A F E S E P T L Q S G I N Y A V L L L

gcagctggacaccagtttgaatcttcctttgagctccggaaagttggggtgaagctaagt
A°AA G H O F E S S F E L R K V G VvV K L S

agtcttcttggtaaaaagggaaacttggaaaaactccagagctactgggaagttggattt
s L L 6 K K G N L E K L Q0 S Y W E V G F

tttctgggggccagcgtcctagccaatgaccacatgagagtcattcaagcatctgaaaag
F L G A S V L A NDHMU RV I Q0 A S E K

ctttttaaactgaagacaccagcatggtacctcaagtctattgtagagacaattttaata
L ¥ K L X T P A W Y L K S I VvV E T I L I

tataagcattttgtgaaactgaccacagaacagcctgtggccaagcaagaacttgtggac
Yy K H F V K L T T E Q P V A K O E L Vv D

ttttggatggatttcctggtcgaggccacaaagacagatgttactgtggttaggtttcca
F W M D F L V E A T K T D V T Vv V R F P

gtattaatattagaaccaaccaaaatctatcaaccttcttatttgtctatcaacaatgaa
v L I L E P T K I Y @ P S Y L S I N N E

gttgaggaaaagacaatctctatttggcacgtgcttcctgatgacaagaaaggtatacat
v B EBE K T I S I W H Vv L. P D D K K G I H

gagtggaattttagtgcctcttctgtcaggggagtgagtatttctaaatttgaagaaaga
E W N F s A S S V R G V 5 I S K F E E R

tgctgctttctttatgtgcttcacaattctgatgatttccaaatctatttctgtacagaa
c ¢ ¥ L ¥ V L H N S D D F O I Y F C T E

cttcattgtaaaaagttttttgagatggtgaacaccattaccgaagagaaggggagaagc
L. H ¢ K K ¥F F EM V N T I T E E K G R S

acagaggaaggagactgtgaaagtgacttgctggagtatgactatgaatatgatgaaaat
T £ E G b ¢C E s D L L E Y D Y E Y D E N

78

340

420

440

520

540

620

640

680



ggtgacagagtcgttttaggaaaaggcacttatgggatagtctacgcaggtcgggacttg
G DRV VL G K G T Y G I VY A G R D L 700

agcaaccaagtcagaattgctattaaggaaatcccagagagagacagcagatactctcag
s N ¢ v R I A I K E I P E R D S R Y S5 @ 72

cccctgcatgaagaaatagcattgcataaacacctgaagcacaaaaatattgtccagtat
P L H E E I A L H K H L XK H K N I Vv Q Y 740

ctgggctctttcagtgagaatggtttcattaaaatcttcatggagcaggtccctggagga
L 6 S F S E N G VF I K I F M E Q V P G G 7

agtctttctgctctccttegttccaaatggggtccattaaaagacaatgagcaaacaatt
s L S A L L R S K W G P L K D N E Q T 1 780

ggcttttatacaaagcaaatactggaaggattaaaatatctccatgacaatcagatagtt
G F Y T K ¢ I L BE G L K Y L H D N Q I VvV 800

caccgggacataaagggtgacaatgtgttgattaatacctacagtggtgttctcaagatc
H R DI K G DNV L I N T Y S G V L K I 820

tctgacttcggaacatcaaagaggcttgctggcataaacccctgtactgaaacttttact
s b F G T S KR L A G I N P C T E T F T 840

ggtaccctccagtatatggcaccagaaataatagataaaggaccaagaggctacggaaaa
G T L Q Y M A P E I I D K G P R G Y G K 8¢

gcagcagacatctggtctctgggctgtacaatcattgaaatggccacaggaaaacccceca
A A DI W S L G C T I I E M A T G K P p 88

ttttatgaactgggagaaccacaagcagctatgttcaaggtgggaatgtttaaagtccac
F Y £E L G E P Q A A M F KV G M F K V H 2900

cctgagatcccagagtccatgtctgcagaggccaaggcattcatactgaaatgttttgaa
P E I P E S M S A E A KA F I L K C F E 920

ccagatcctgacaagagagcctgtgctaacgacttgcttgttgatgagtttttaaaagtt
P D P DEKR ATC ANUDUL L V D E F L K VvV 20

tcaagcaaaaagaaaaagacacaacctaagctttcagctctttcagctggatcaaatgaa
S S K K K K T 9 P K L S A L S A G S N E @260

tatctcaggagtatatccttgccggtacctgtgctggtggaggacaccagcagcagcagt
Yy L. R §$ I §$s L Pp V P V L VED T S S S S 2980

gagtacggctcagtttcacccgacacggagttgaaagtggaccceccttctctttcaaaaca
F Y G S v s p DT E L K V D P F S F K T 1000

agagccaagtcctgcggagaaagagatgtcaagggaattcggacactectttttgggecatt
R A K $ ¢C G E R DV K G I R T L F L G I 102

ccagatgagaattttgaagatcacagtgctcctceccecttceccecctgaagaaaaagattctgga
P D E N F E D H S A P P S P E E K D S G 1040
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ttcttcatgctgaggaaggacagtgagaggcgagctacccttcacaggatcctgacggaa
F F ML R K D S EUR R AT L HR I L T E 1060

gaccaagacaaaattgtgagaaacctaatggaatctttagctcagggggctgaagaaccg
D Q DK I V RDNTIL M E S L A Q G A E E P 1080

aaactaaaatgggaacacatcacaaccctcattgcaagcctcagagaatttgtgagatcc
K L X W E B I T T L I A S L R E F V R S 1100

actgaccgaaaaatcatagccaccacactgtcaaagctgaaactggagctggacttcgac
T D R K I I A T T L S K L K L E L D F D 1120

agccatggcattagccaagtccaggtggtactctttggttttcaagatgctgtcaataaa
S H G I S Q vV Q vV Vv L F G F Q D A V N K 1140

gttcttcggaatcataacatcaagccgcactggatgtttgccttagacagtatcattcgg
vV L R N H N I K P H W M F A L D S I I R 1le0

aaggcggtacagacagccattaccatcctggttccagaactaaggccacatttcagectt
K AV Q T A I T I L V P E L R P H F S L 1180

gcatctgagagtgatactgctgatcaagaagacttggatgtagaagatgaccatgaggaa
A S E S D TAD Q E D L DV E D D H E E 1200

cagccttcaaatcaaactgtccgaagacctcaggctgtcattgaagatgctgtggctacc
Q Pp S N Q T V R R P Q A V I E D A V A T 122

tcaggcgtgagcacgctcagttctactgtgtctcatgattcccagagtgectcaccggtceca
s 6 v s T L 8§ S T VvV S H D S Q S A H R g 1240

ctgaatgtacagcttggaaggatgaaaatagaaaccaatagattactggaagaattggtt
L NV Q L G R M K I E TN R L L E E L V 1260

cggaaagagaaagaattacaagcactccttcatcgagctattgaagaaaaagaccaagaa
R K E K E L Q A L L H R A I E E K D Q E 1280

attaaacacctgaagcttaagtcccaacccatagaaattcctgaattgecctgtatttcat
I K H L K L X §$ ¢ P I E I P E L P V F H 1300

ctaaattcttctggcacaaatactgaagattctgaacttaccgactggctgagagtgaat
L N $ $ 6 T N T E D S E L T D W L R V N 132

ggagctgatgaagacactataagccggtttttggctgaagattatacactattggatgtt
G A D EDTI SR F L A E D Y T L L D V 1340

ctctactatgttacacgtgatgacttaaaatgcttgagactaaggggagggatgctgtgc
L Y Yy v T R DD L K C L R L R G G M L C 1300

acactgtggaaggctatcattgactttcgaaacaaacagacttga
T L W XK A I I D F R N K Q T -
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cont : JNINRENEENENERERnsnsnnnRNRNNRNnRNAnNnNDNE

Fred:

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCECCCT
Af: GEEHOQLFFFPPGSFWNVESARAPGIGCPARTSSSSATRGR

50 Gl 70 =qu}

cent : JNNNERNEENznRRRNN=ENERRNn 00N ENRNNNNENN!

Fred: U

Fred: CCCCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHE
Ah: GESVGGGSRRTTVAYVINEASQGDLVVAESEALQSLEERC

ad 100 110 1z0D

RSP | n) [ SIS [ EEL] | [ me—t ) | ] [

Pred: o
JE—

Fred: HHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCEECCEECCCEEEEECCCCO
An: ETVGATLETLHE GELDEGETTVLDEE YHADIAVVEMSDAE

130 140 150 laD

WESTER | | e | [ || S
Fred: a0

Fred: CCCOCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCC CHHHHHHAHEH
An: ROPSLEYHLGVREESESMANNIILYCDOTHSDSLOSLEEIIC

170 laD 190 200

cent : JInnNNENENzennnBEE-ANE-RERnRRNRRNEnann Nt
Pred: :] .

Fred: HHCCCCCCCCEEEEEEECCCCEEEEECCCCCCCCCCCCCT
An: QENTMCTGHYTEVE YMITEHNEVY CCDESFMEGL TELMOE
1 1 1 1

71D 220 230 240
conf : JlnnnniiENE=EE NN s =D N NN NRRRNNN
FPred: — 0 ]

Fred: CCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHCHHHHHHHHHHHHH
Af: NFELLLGFICLELVDRE IQLLEVAQASSSOYFRESTILND T

250 260D 27D 280
cont : JHNINEn-EnNERNRRNRRENs - NRENRRERNRRNnnit
Pred: DRNN-Q g

Fred: HHHHHHCCHHHHHHHHHHHHHHCC CCCCCCHHHHHHHHCC
AR BEARNLYIGKELAAELARIRORVDNIEVLTADIVINLLLS

290 3ao 310 320
Legenda:
@ ) - helix centr JoalDlE - jistota predikce
- sklel'ai;itan\] Predr p;edikc; sekundarni struktury
—— = smyc¢ka aa: cilova sekvence aminokyselin

Obr. P6: Predikce sekundarni struktury zkoumaného useku lidské ASK1.
K predikci sekundarni struktury useku ASK1 v rozsahu aminokyselin 41-320 byl pouzit
program PSlpred. Zelen¢ jsou vyznaCeny aminokyseliny, jimiz zac¢ind sekvence ASKI1
Vv pfipravovanych expresnich konstruktech. Cervené jsou oznadeny aminokyseliny, jejichz
triplety byly v kodujici DNA nahrazeny stop kodony. Upraveno dle [26].
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kracenych konstruktii ASK1 (ASK*6-2%1),
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Obr. P7a: Vysledky sekven

v r

V chromatogramu jsou oznaceny diilezité Useky sekvence ziskané analyzou: C koncova ¢ast

sekvence GB1 proteinu (23-49), TEV

v

isto BamHI (107-112).

¢nim

%

isto (80-100), restrik

¢pné m
Cerveng je podtrzen stop kodon sekvence flizniho proteinu v transkribované mRNA, do proteinu

St

i mimo sekvenovanou oblast po nukleotid 730.
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jetak p

82



G, P K e . e F O

0+2 ogg 0z2 olg 002 06L 117 R 0L 09L 0sL 0%L
YYYLOODLOVIVLIVYLLLIVVYLOOLIOVYVOOVILVYIVOLYVYILIOVIVIJLYVYOODOIOLLIVLIOVIJOVOVYLLIOVYIOVVYIVIODOIDOVVYOLLLILIOVVILLIVYLILILIID21VDD1011L)

R TR IR e AR MRS AP A M

i 021 01L 0oL 069 0es 0.9 099 058 0+9 s} 0z8
L2JIVLLIJ9LALVWIDIVOOLLOL1D9L09VOALLIVVYOIIVYIOLYILIOVOVIVOLLIOD0OVVYOLVILLOOVIOVIVOLOLIOLIVLILOVYVYIVYLIVYIVIJLAVYLIVOLIVIVLLIOOL.

T _f

019 00s 085 08s 0.5 085 055 05 0gs 025 0l 005
1911123V IVLIIVYO99LIVIOLOLIVYIIVIVVOVYVOVIIDLILLIVILYVYOOVYVYOLIVILOVIDIILDL1IVOODLIVYLIVIVOLOLIVIDLID LY ILVIVYIVYIDOOLVIOVILLIOVYY
6% 08k 0L 05¥ 0¥k 0EF 0zw 00¥ 06E 02g
IYOVOL9990L102VIIVLILL19110D1 wuuw 29930211300 1¥009VOLVYOVOOLOD10900L1IVIVOY uwlttutlllluwuutww J20L922VIIVYVYOVOOLLLIOVODL u(((mmmlu

05t 05 0¥E 0EE 0ze 0ie 0oe 08z 0sz 0ie 05z
LIV29L2229vvv90L002vI0900909019VIvOVO20L0009v00D00L100VOVI0L22009vO00vOvVDII00L09199L0VVI000YVIIOVOIOVYOIAIVYILYOL mlm\lr\umw 2992%v22

E TR

{1174 0gz oz ooz 081 0l 0Lk 0s1 051 0%l 0L
7900¥0000¥000000000L10101 um(uwmoouumw(muuu(uum O%¥J0¥00L102100¥2090020000190L190001L%¥0399100000109009000VOVO0L02WYOOLOLL1OVI0D000¢
0z 0Ll 0ol 0§ 03 0L 08 05 oF 0 0z oL
J39203920%30901L uuu v 9 mlrdummummm(ullllw.lw uu((((m_lr.tu(rd(rd((ur.t YYI VYOIV VLYY (r_EEwqu( O93vI L1207 ¢ ¥IO¥L 3907 Q0¥ ONL ¥ OONY NODO

kracenych konstruktii ASK1 (ASK*6-267),

4

VZy Z

/

14

cnil ana

v

Obr. P7b: Vysledky sekven

yzou: C koncova cCast
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Cerven¢ je podtrzen stop kodon sekvence flizniho proteinu v transkribované m
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Obr. P7c: Vysledky sekven

v r

V chromatogramu jsou oznaceny diilezité Useky sekvence ziskané analyzou: C koncova ¢ast

sekvence GBL1 proteinu (14-49), TEV

v

isto BamHI (107-112).

¢nim

%

isto (80-100), restrik

¢pné m

St

Cerveng je podtrzen stop kodon sekvence fuzniho proteinu v transkribované mRNA, do proteinu

i mimo sekvenovanou oblast po nukleotid 838.
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Obr. P7d: Vysledky sekven
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V chromatogramu jsou oznaceny dulezit
sekvence GBL1 proteinu (24-55), TEV

.

isto BamHI (113-118).

to (86-106), restrik
Cerven¢ je podtrzen stop kodon sekvence fizniho proteinu v transkribované mRNA, do proteinu
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Obr. P7e: Vysledky sekven

v r

V chromatogramu jsou oznaceny diilezité Useky sekvence ziskané analyzou: C koncova ¢ast

sekvence GB1 proteinu (15-47), TEV st

v

isto BamHI (105-110).

¢ni m
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Cerveng je podtrzen stop kodon sekvence fuzniho proteinu Vv transkribované mRNA, do proteinu
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Obr. P7f: Vysledky sekven
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C koncova cast
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¢ analyzou:

¢ useky sekvence ziskané
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V chromatogramu jsou oznaceny dulezit
sekvence GBL1 proteinu (27-62), TEV

isto BamHI (120-125).

v

¢nim
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¢pné m
Cerven¢ je podtrzen stop kodon sekvence fizniho proteinu v transkribované mRNA, do proteinu
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