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Abstrakt

Proteinkinasa ASK1 (z angl. apoptosis signal-regulating kinase 1) patii do rodiny
mitogeny aktivovanych proteinkinas kinas kinas (tzv. MAP3K) a hraje dulezitou roli v
imunitnich a stresovych odpovédich. Vzhledem k souvislosti mezi jeji zvySenou aktivitou a
rozvojem nemoci jako napf. rakovina, kardiovaskularni a neurodegenerativni onemocnéni, je
tato bilkovina perspektivni cil pro vyvoj 1é¢iv. Cely enzym se skladda z 1374
aminokyselinovych zbytku (lidskda ASK1), ale katalyticky aktivni je pouze Ser/Thr kinasova
doména nachazejici se ptiblizné uprostied molekuly. Aktivita ASK1 je regulovana
prostfednictvim interakci S riznymi proteiny véetné proteinu 14-3-3. Tento protein se vaze na
fosforylovany serinovy zbytek ASKI1 v pozici 966 na C-konci katalytické domény. Tato
vazebna interakce mé za nasledek inhibici ASKI1 prostfednictvim zatim neznamého
mechanismu. Pii stresovém signalu, nejcastéji pti oxidativnim stresu, se ASK1 na Ser966
defosforyluje a protein 14-3-3 disociuje. Rozpad komplexu ASK1:14-3-3 je jednim z d&ju,
které vedou k aktivaci ASK1.

Cilem této prace byla ptiprava komplexu katalytické domény ASKI1 s proteinem 14-3-3
pro nasledné studium interakei téchto dvou proteini. Oba proteiny byly uspésné exprimovany
v bunikach E. coli a purifikovany. Dale byly pfipraveny i rizné mutantni formy obou téchto
bilkovin. U piipravené katalytické domény ASK1 byla ovéfena jeji proteinkinasova aktivita.
Katalyticka doména ASKI byla nasledné¢ fosforylovana proteinkinasou A na Ser966 a
vysledek fosforylace byl ovéfen pomoci hmotnostni spektrometrie. Poté byla studovana
interakce fosforylované katalytické domény ASK1 s proteinem 14-3-3( metodami nativni
elektroforézy a analytické ultracentrifugace. Vysledky ukazaly, ze fosforylovana katalyticka
doména ASK1 tvoti s proteinem 14-3-3( stabilni komplex, ktery mize byt pouzit pro dalsi

strukturni studie.



Abstract

Protein kinase ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1) is a member of the mitogen-
activated protein kinase kinase kinase (MAP3K) family and plays a crucial role in immune
and stress responses. Since the increased activity of ASK1 has been linked to the development
of several diseases including cancer, cardiovascular and neurodegenerative diseases, this
enzyme is a promising target for therapeutical intervention in these pathologies. The molecule
of ASK1 consists of 1374 amino acid residues, but catalytic activity possesses only a kinase
domain located approximately in the middle of the molecule. The activity of ASKL1 is
regulated by interactions with various proteins including the 14-3-3 protein. This protein
recognizes a phosphorylated motif around Ser966 at the C-terminus of the catalytic domain of
ASKZ1. This binding interaction inhibits ASK1 through unknown mechanism. ASK1 under
stress conditions, such as oxidative stress, is dephosphorylated at Ser966 and the 14-3-3
protein dissociates. This dissociation is then one of the factors that lead to the activation of
ASK1.

The aim of this diploma thesis was to prepare a complex of the catalytic domain of ASK1
with the 14-3-3C protein for subsequent structural studies. Both proteins were expressed in E.
coli cells and successfully purified. In addition, several mutant forms of both proteins were
prepared as well. The prepared kinase domain was shown to be catalytically active. The
catalytic domain of ASK1 was then phosphorylated by protein kinase A at Ser966 and the
result of the phosphorylation reaction was verified using mass spectrometry. The interaction
between the phosphorylated catalytic domain of ASK1 and the 14-3-3C protein was studied
using native electrophoresis and analytical ultracentrifugation. The results show that the
phosphorylated catalytic domain of ASK1 forms a stable complex with the 14-3-3( protein,

which can be used for following structural studies.

(In Czech)
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1. Prehled literatury

1.1. Proteinkinasy

Kinasy jsouenzymy tiidy transferas. Pfenaseji fosfatovou skupinu z makroergické
slouceniny, nejcastéji ATP, na molekulu substratu, za vzniku fosforylovaného produktu v
procesu zvaném fosforylace (Obr. 1.1).

Proteinkinasy patfi do skupiny kinas fosforylujicich proteiny. Fosforylace proteinu
probihd v misté, kde se vyskytuje hydroxylovd skupina, tedy na bocnich fetézcich
aminokyselin serinu, treoninu nebo tyrosinu, za vzniku fosfoesterové vazby. Proteinkinasy dle
typu fosforylované aminokyseliny v sekvenci proteinu rozdélujeme na serin/threonin kinasy
a tyrosinkinasy.

Obracenou reakcei k fosforylaci je defosforylace, ktera je katalyzovana skupinou enzymi

nazyvanych fosfatasy.

@ @p

kinasa

fosfatasa

defosforylovany fosforylovany
protein protein

Obr. 1.1 Fosforylace a defosforylace proteinového substrdtu. Fosforylace je katalyzovana
kinasami a vyzaduje donor fosfatové skupiny jako druhy substrat. Defosforylaci katalyzuji
fosfatasy, reakce je samovolna. ATP — adenosintrifosfat, ADP — adenosindifosfat, P —

fosfatova skupina, Pij— anorganicky fosfat. Upraveno dle [1].

1.1.1. Role proteinkinas v buiikach

Uvniti bun¢k je fosfatova skupina deprotonizovana. Navazani této zaporné nabité a
objemné skupiny na protein ma casto za nasledek zménu konformace proteinu a tim i jeho

funkce. Zména fosforyla¢niho stavu proteini nezfidka slouzi jako pfepina¢ mezi aktivni a
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neaktivni (i jinak aktivni) formou proteinu. Kinasy i fosfatasy se proto uc¢astni mnoha

signaliza¢nich kaskad.

1.1.2. MAPK Kkinasové signaliza¢ni kaskady

Buiiky jsou neustdle vystavovany riznym typum stresu vnéj$iho ¢i vnitiniho prostredi
jako napf. oxidativni stres, ozafeni y-paprsky, UV zafeni, stres endoplasmatického retikula
(ER stres) a infekce. Adekvatni bunééna odpoveéd na tyto stresové podnéty je dilezita pro
udrzeni homeostasy. Aerobni organismy jsou vystavovany reaktivnim formam kysliku (ROS
— zangl. reactive oxygen species) nepfetrzité. Nadmérna produkce ROS mize zpisobit
poskozeni buiky, coz pozd¢ji mlize mit za nasledek zvySeni rizika onemocnéni
nebo urychlené starnuti [2]. Nedavné studie odhalily, Ze ROS maji také signaliza¢ni funkci
jako druzi poslové, kteti modifikuji dalsi signaliza¢ni molekuly a ucastni se tak signaliza¢nich
kaskad [3].

Mitogeny aktivované proteinkinasové (MAPK) signaliza¢ni kaskady jsou evolu¢né
konzervované ve vSech eukaryotickych bunkach a reguluji rizné bunécné funkce jako napft.
proliferaci, diferenciaci a programovanou bunéénou smrt - apoptosu. Vsechny eukaryotické
buriky maji vice MAPK kaskad. Jsou povazovany za kli¢ové mezi hlavnimi signaliza¢nimi
kaskadami, které reguluji bunécné odpovédi na stres. Mechanismy, kterymi bunky citi stres a
transformuji tuto informaci do bunécnych signald, jsou zatim malo prostudované. Kazda
MAPK kaskada se sklada ze tiech tfid proteinkinas: mitogeny aktivovand proteinkinasa
kinasa kinasa (MAP3K), mitogeny aktivovana proteinkinasa kinasa (MAP2K) a mitogeny
aktivovana proteinkinasa (MAPK). MAP3K aktivuje MAP2K prostiednictvim fosforylace,
aktivovana MAP2K poté fosforyluje a tim aktivuje MAPK (Obr. 1.2, str. 13) [4]. INK (z angl.
c-Jun N-terminal kinase), p38 a ERK (z angl. extracellular signal-regulated kinase) jsou dobie
charakterizované podskupiny velké MAPK rodiny. Aktivuji se pii odpovédi na zménu
vnitrobunééného redoxniho potencidlu a prispivaji tak k volbé mezi bunéénou smrti nebo

prezitim [5].
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Obr. 1.2 Savéi MAPK kinasové signalizacni kaskady. Existuje alesponn 20 MAP3K kinas u
obratlovct, které selektivné fosforyluji a aktivuji MAP2K kinasy, coz vede ke specifické
aktivaci MAPK kinas. Jednotlivé kaskady odpovidaji riznym typim vnéjSich signald.
Rodina ASK aktivuje JNK a p38 signalizacni kaskady, ale ne ERK kaskady. Upraveno dle
[6].

1.1.2.1.ERK

ERK signaliza¢ni kaskada je nejcastéji spojovana s regulaci bunééné proliferace. ERK1 a
ERK2 jsou piedev§im aktivovany rdstovymi faktory a cytokiny prostfednictvim
tyrosinkinasovych receptord [4].

ERK1 a ERK2 fosforyluji, ¢imz také aktivuji rGzné transkripéni faktory a dalsi
proteinkinasy. Timto zpisobem ovliviiuji velkou $kalu bunécnych procest, jako jsou preziti,
diferenciace a regulace bunécného cyklu. Oxidativni stres také mize vést K nasledné aktivaci
kinas ERK1/2 a receptory pro ristové faktory hraji v tomto procesu vyznamnou roli. Aktivace
kaskady receptory pro rustové faktory-ERK1/2 vyvolana oxidativnim stresem je ve shodé
S pozorovanim, ze urcita nizka hodnota koncentrace ROS spousti mitosu [7]. ERK1/2 mohou
obecné plnit funkci anti-apoptotickych faktor nebo faktorti zprosttedkujicich pfeziti po

zranéni zpusobeném oxidativnim stresem [8].
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1.1.2.2. INK a p38

JNK a p38, tzv. stresem aktivované MAPK Kinasy, jsou regulovany stresem vnéjsiho
prostiedi a prozanétlivymi cytokiny jako interleukin-1p a TNF-a (z ang. tumor necrosis factor
a). Proteinkinasa JNK je schopna aktivace pii kontaktu s riznymi oxida¢nimi ¢inidly, jako
jsou peroxid vodiku, arsenitany, chlorid kademnaty a UV-B zafeni [8-10]. Kaskada zahrnujici
proteinkinasu p38 je také aktivovana rliznymi typy oxidativniho stresu jako napt. ptitomnost
oxidaénich ¢inidel aktivujicich JNK nebo také dalsimi stresy vnéjsiho prostiedi jako
osmoticky Sok, tepelny Sok a piitomnost lipopolysacharidovych molekul (LPS) [11,12] .
Specifické inhibitory JNK a p38 kaskad nebo exprese neaktivnich mutantt JNK a p38 jsou
schopny potlacit apoptosu vyvolanou riznymi druhy stresu [13]. Nedavno ziskana data nabizi
mozna vysvétleni, jakym zplisobem mohou byt spojeny stresem aktivované MAPK kinasy s
ROS. Antioxidanty nebo zvysena exprese antioxida¢nich enzymu jako glutation S-transferasa
Pi mohou zablokovat nebo zpozdit apoptosu. Glutation S-transferasa Pi interaguje s JNK, a
tim tlumi jeji aktivitu. Pfitomnost ROS zpusobuje disociaci JNK od glutation S-transferasy Pi
a tak je umoznéna aktivace JNK [14]. Proteiny teplotniho Soku (Hsp) jsou exprimovany pii
oxidativnim poskozeni buiiky a chrani poSkozené proteiny pied nespravnym sbalenim do své
nativni struktury nebo pied jejich agregaci. Protein Hsp70 inhibuje aktivitu JNK, a tudiz také
apoptosu zprosttedkovanou JNK [15]. T kdyZ mechanismy, kterymi JNK a p38 kaskady
reguluji apoptosu vyvolanou oxidativnim stresem, nebyly dosud jasné pochopeny,
dlouhodoba aktivace JNK a p38 pravdépodobné hraje roli pfi spousténi apoptosy. Mira a
trvani aktivace JNK a p38 pravdépodobné pfispiva k rozhodnuti o osudu buiky [16]. Dosud
je obecné pfijimana mySlenka, Ze ERK a JNK/p38 maji vzijemné protichlidné funkce.
Nedavné studie vSak také predpokladaji, ze aktiva JNK a p38 kinas také hraje roli pii pieziti
bunky a diferenciaci. Celkova rovnovaha mezi intensitou a trvanim aktivace nékolika MAPK
je faktorem rozhodujicim o dal§im osudu bunky [17]. Modifikaci MAPK signaliza¢nich

kaskad prostfednictvim ROS vzniké velké mnozstvi riznych biologickych odpovédi.

1.1.2.3. MAP3K

MAP3K kinasy jsou dulezit¢ molekuly, které citi prvni signaly v stresovych
signaliza¢nich kaskadach. MAP3K jsou schopny aktivovat vic MAPK kaskad nebo jednu
kaskadu trvajici rizné doby. MAP3K kinasy jsou schopny detekovat stupen bunééného

poskozeni vyvolaného stresem v t€ nejvyss$i urovni vnitrobunécné signalizacni kaskady a
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urcuji tak osud bunky regulaci MAPK kaskad. Na konci téchto kaskad, MAPK kinasy mohou
fosforylovat rizné substraty - efektory odpovédi indukovanych stresem [18].

1.2. Proteinkinasa ASK1

Proteinkinasa ASK1 (z angl. apoptosis signal-regulating kinase 1), neboli MAP3K5 (z
angl. mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5) hraje dtlezitou roli v signalizaci uvnitf
bun€k za stresovych podminek nebo v pfipadé¢ imunitni odpovédi [19]. ASKI1 je ¢lenem
MAP3K rodiny schopna aktivovat signaliza¢ni kaskady MAPKK4 (MKK4)-JNK a MKK3/6-
p38, ale ne MAP/ERK kaskady (Obr. 1.2, str. 13) [20].

Lidska proteinkinasa ASK1 je polypeptid o délce 1374 aminokyselin, skladajici se
z centralni serin/threoninové katalytické domény (KD) a coiled-coil domén na N- (NCC) a C-
koncich (CCC) (Obr. 1.3) [21]. Ortologni sekvence sav¢ich ASK1 byly nalezeny
u bezobratlych Zivo¢icht Drosophila melanogaster a Caenorhabditis elegans, oznacovany
jako DASK1 a NSY-1, coz znamena, ze ASK1-MAPK signaliza¢ni kaskady jsou evolu¢né
konzervované mezi druhy [22, 23, 24].

Proteinkinasa ASK1 muze byt aktivovana riznymi podnéty, jako naptiklad pfitomnosti
lipopolysacharidovych molekul (LPS), oxidativnim stresem, ER stresem, zvySenim
koncentrace vapenatych kationtd [20], pfitomnosti cytokint (napf. TNF-a), ptitomnosti Fas
ligandu [25] a pfitomnosti agonistt GPCR (receptory sprazené s G proteiny) [26]. ASK1
funguje jako detektor pro ROS a hraje hlavni roli v signalizaci pii udrzeni redoxni rovnovahy.
Proto jeji ptilisna aktivace, ptipadné porucha v jeji regula¢ni funkci je spojovana S mnozstvim
riznych nemoci. ZvySena exprese ASK1 mulze vyvolat apoptosu, ale podle bunééného

kontextu mize také podporovat diferenciaci nebo pireziti [27].

1 200 400 (1] 800 1000 1200 1374
I I | | | | | |
LT
gl [ Txinasova doména |} i | <
Thioredowxin vazebns TRAF vazebng 14-3-3 wazebny LLE
domens domens motiv

Obr. 1.3 Doménova architektura lidské proteinkinasy ASK1. V horni ¢asti jsou vyznacena
¢isla odpovidajici pofadovému ¢islu aminokyselin v sekvenci proteinu. N — N-konec proteinu,
NCC- N-koncova coiled-coil doména, CCC- C-koncova coiled-coil doména, C — C-konec

proteinu. Jednotlivé domény byly v proteinové sekvenci umistény dle [21] a [28].
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1.2.1. Struktura proteinkinasy ASK1

Doposud byla vykrystalizovana pouze katalyticka doména ASK1 (sekvence 670-940)
v komplexu s univerzalnim kinasovym inhibitorem — staurosporinem. (Obr. 1.4). Struktura
této katalytické domény obsahuje dva laloky. Maly lalok je tvofen péti vlakny ve struktuie -
skladaného listu a jednim a-helixem (aC). Velky lalok obsahuje vlakna pievazné ve struktuie
a-helixu. Oblast ,,pantu* spojujici tyto dvé domény lemuje aktivni misto, kam se vaze ATP.
Aminokyseliny, které se vyskytuji ve smyckovych oblastech na za¢atku helixu aC (Asp715-
Ser719) a na aktivaéni smycce (Gly831- Glu837), nejsou viditelné v mapé elektronové
hustoty, jedna se 0 nestrukturované useky. N-konec je tvofen kratkym vlaknem o, které je
piipojeno k vlaknu B; neobycejné velkou smyckou (675-684). Tato velka smycka mize mit
funkci pfi regulaci vazby ATP do aktivniho mista, ponévadz urcuje pozici smycky, ktera vaze
fosfatovy zbytek. N-koncové vlakno Py roztahuje sit’ antiparalelnich vlaken v mensim laloku,

¢imz pravdépodobné dodava stabilitu této doméné [29].

~—

A

aC

aktivacni smycka

Obr. 1.4 Krystalova struktura katalytické domény ASK1 (aminokyseliny 670-940) ve stuhové
reprezentaci v komplexu se staurosporinem, univerzalnim inhibitorem kinas (tycinkova
reprezentace). Jednotlivé elementy sekundarni struktury jsou odliSeny barevné: ¢ervena — a-
helix, zelenda — [-skladany list, purpurovd - 330 helix, modra — flexibilni smycky.
Nestrukturované useky jsou vyznaceny teckami a zlutymi P jsou vyznacena autofosforylacni

mista. Upraveno dle [29].
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Bylo zjisténo, ze katalytickd doména proteinkinasy ASK1 v roztoku tvoti dimer (Obr.
5.1, str. 78). Interakce mezi monomery je primarné¢ zalozena na tvarové komplementarité
napii¢ celym interakénim povrchem rozprostirajicim se téméf po celé délce monomeru.
Jednotlivé monomery jsou vzajemné asociovany V orientaci hlava-pata, kde N-koncova
doména jednoho monomeru interaguje s C-koncovou doménou druhého monomeru a naopak.
Dvé aktivni mista se nachazi na stejné strané¢ blizko ekvatorialni roviny dimeru a jsou
vzdaleny od sebe piiblizné 20 A [29].

Monomer katalytické domény ASK1 obsahuje alesponi tfi autofosforylacni mista, které se
samovolné fosforyluji pfi inkubaci této domény s ATP a hotfecnatymi kationty. Prvni
autofosforyla¢ni misto, Thr813, je umisténo ve smycce mezi vlakny B8 a 9. I kdyz se tento
zbytek nachazi pomérné daleko od aktivniho mista enzymu, mize mit vliv na dynamiku
lalok a tim nepfimo ovliviiovat katalyzu. Dal$im autofosforyla¢nim mistem je Thr838, ktery
je umistén na aktivac¢ni smycce. Bylo zjisténo, Ze toto misto hraje podstatnou roli pfi aktivaci

ASK1 vyvolané oxidativnim stresem [21]. Ttetim autofosforylacnim mistem je Thr842 [29].

1.2.2. ASK1 signalosom v neaktivnim stavu

Proteinkinasa ASK1 v neaktivnim stavu tvoii komplex o vysoké molekulové hmotnosti
(>1500 kDa), ktery je dulezity pro jeji aktivaci. Uvniti tohoto komplexu je ASK1
homooligomerizovand prostfednictvim CCC domény. Mutant zkrdcen o C-koncovou ¢ast
tvoii komplexy s niz$i molekulovou hmotnosti (~ 500 kDa) s nedetekovatelnou aktivitou.
Tento komplex byl oznacen jako ASKI signalosom, vzhledem k tomu, ze kromé samotnych
ASK1 molekul obsahuje také regulaéni proteiny [30].

Protein thioredoxin (Trx) je jednim z negativnich regulatort ASK1, ktery odpovida na
zménu redoxniho potencidlu prostiedi. Ve svém aktivnim centru obsahuje dvé cysteinové
skupiny a pouze jeho redukovana forma je asociovana s regulaéni doménou ASK1. Aktivitu
ASK1 inhibuje pfimou vazbou na NCC doménu molekuly ASKI1 tim, Ze brani homofilni
interakci dvou molekul ASKI1 prostfednictvim NCC domén [28]. Predpoklada se, ze
oxidativni stres vede k vytvoreni disulfidického mustku v molekule Trx a k jeji disociaci
od ASK1, coz vyvola konforma¢ni zménu v ASK1 dimeru. ASK1 se poté zda byt pevné
oligomerizovana prostfednictvim NCC domén, navic k basalni interakci CCC domén. To
posléze vede k fosforylaci Thr838 na aktivaénim segmentu ASKI autofosforylaci nebo
transfosforylaci doposud neidentifikovanou kinasou [21]. Komplex ASKI1:Trx slouZzi jako

redoxni senzor, ktery prevadi redoxni stav uvniti bufiky v bunéénou signalizaci [31].
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14-3-3 proteiny, dalsi negativni regulacni molekuly, se vaZzou na ASK1 prostfednictvim
14-3-3 vazebného motivu zahrnujiciho Ser966 v molekule ASK1 za podminky, Ze je tento
serinovy zbytek fosforylovany. Tyto proteiny pfispivaji k potlaceni katalytické aktivity ASK1
v nestresovych podminkach. Mutant ASK1 Ser966Ala, ktery neni schopen vazat 14-3-3
proteiny, vykazuje vyssi katalytickou aktivitu nez pfirozeny typ (WT) ASKI a nadmérna
exprese ASK1 Ser966Ala zvysila pocet bunéénych smrti, relativné v porovnani S nadmérnou
expresi ASK1 WT bez jakékoliv stimulace v péstovanych buikach [25]. Defosforylace ASK1
na Ser966 je zpusobena napi. pfitomnosti peroxidu vodiku a disociace proteinu 14-3-3 od
proteinkinasy ASK1 koreluje s jeji defosforylaci. Tato disociace vede k aktivaci ASK1 [32].

PP2A je fosfatasa pravdépodobné zodpovédna za defosforylaci ASK1 na Ser966, ktera je
spusténa stimulaci cytosinem TNF-a v cévnich endothelialnich bunkach. Za klidovych
podminek, PP2A tvoii komplex s ASK1-interagujicim proteinem 1 (AIP1). Serin/threonin
proteinkinasa receptor-interagujici protein (RIP1) fosforyluje AIP 1 pfi stimulaci bunék TNF-
a. AIP 1 se poté navaze na molekulu ASK1 spolecné s PP2A. ASK1 pSer966 je po tomto
navazani defosforylovana fosfatasou PP2A, coz vede k disociaci proteinu 14-3-3 od ASK1,
coz ma za nasledek aktivaci ASK1 [33].

1.2.3. ASK1 signalosom p¥i aktivaci

Aktivace proteinkinasy ASK1 je pfisné regulovana fosforylaci threoninového zbytku,
ktery se vyskytuje naaktivaéni smycéce v katalytické doméné (Thr838 u lidské ASK1).
Aktivita mutantu Thr838Ala je siln€¢ redukovéna plsobenim peroxidu vodiku, coz poukazuje
na dulezitost fosforylace tohoto mista pro aktivaci proteinkinasy ASK1 [21].

Po indukeci reaktivnimi kyslikovymi intermediaty se tvoifi komplex o vys§i molekulové
hmotnosti (> 3000 kDa) jako ten klidovy, i kdyz Trx disociuje od molekuly ASK1, ¢imz
ASKI1 signalosom pfichazi o své ¢leny [30]. Diivodem jsou dalsi faktory, které jsou piipojeny
k signalosomu pii aktivaci ASK1, jako napt. faktor asociovany s TNF-receptorem 2
(TRAF2), faktor asociovany S TNF-receptorem 6 (TRAF6), protein serin/threoninova
fosfatasa 5 (PP5) a deubiquitina¢ni enzym USP9X (Obr. 1.5, str. 20) [30, 34, 35]. TRAF2 a
TRAF6 jsou asociovany specificky s ASK1 signalosomem v ptipadé ptitomnosti ROS.
TRAF2 a TRAF6 hraji dulezitou roli v pozitivni regulaci aktivity ASK1 prostfednictvim
riznych podnétd jako napi. TNF-a, ER stres a pfitomnost LPS [36, 37, 38]. U TRAF2 a
TRAF6-deficientnich mysich embryonalnich fibroblastech byla aktivace ASK1 vyvolana
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tvorbou ROS silné potlacena, coz nasvédcuje tomu, Ze TRAF2 a TRAF6 hraji klicovou roli
v aktivaci ASK1 vyvolané tvorbou ROS. Tato pozorovani naznacuji, ze po disociaci Trx od
ASK1 molekuly vyvolané ROS, proteiny TRAF2 a TRAF6 asociuji s ASK1 a stabilizuji
homofilni interakci ASK1 molekul prostiednictvim NCC domén, coz vede k plné aktivaci
ASK1 signalosomu [28].

Proteinkinasa ASK2, nedavno charakterizovany ¢len ASK rodiny je také vazebnym
partnerem ASK1 [39]. ASK2 je vysoce sekvencéné piibuzna s ASK1, hlavné v katalytické
doméné a tvofi stabilni heteromerni komplex s ASK1. V nepiitomnosti ASK2, je aktivace
JNK vyvolana peroxidem vodiku evidentné snizend, coz znamend, ze ASK2 je nové
objevenou slozkou ASK1 signalosomu, a ze ASK1:ASK2 komplex muze hrat dulezitou roli
v regulaci signalizacni kaskady odpovidajici na oxidativni stres [39, 40]. ASK2 je
exprimovana pouze ve tkanich, které jsou vystaveny ptimému vnéjSimu prosttedi jako napf.
kiaze, plice nebo gastrointestinalni trakt [41].

Deubiquitina¢ni enzym USP9X se taky vaze na ASKI1 signalosom pii odpovédi na
oxidativni stres. Aktivace proteinkinasy ASK1 vyvolanad pfitomnosti ROS ma za nasledek
ubiquitinaci a poté degradaci ASK1 zprostfedkované proteasomem. Takze USP9X pozitivné
reguluje aktivitu ASK1, a tedy i1 bunéfnou smrt vyvolanou dlouhodobou aktivaci této
proteinkinasy, prostfednictvim jeji deubiquitinace a stabilizace (Obr. 1.5, str. 20) Aktivita
ASK1 je tedy regulovana jak autofosforylaci tak ubiquitinaci v odpovédi na oxidativni stres
[35].

Protein serin/threoninova fosfatasa 5 (PP5) je dalSim negativnim reguldtorem
proteinkinasy ASKI1. PP5 defosforyluje ASKI1 na aktivatnim autofosforylanim misté
zpusobem zavislym na ptitomnosti ROS, ¢imz negativné reguluje aktivitu ASK1 [34]. Timto

mechanismem je umoZznéna negativni zpétna vazba.

19



SH
— Neaktivni forma Aktivni forma
(&
/ ROS
A’C‘(-
SH SH @
Sop.5 .
’_’, _J\ < dﬂ’?l% ,-::r -
T 3 P
(T ) Cce

TRAF JKinas| p iéna  (CCC
NCC Kinasova doména cCL o | )
NCC  Kmasova comena CCC

ASK1
( usesx
\_\_-_;__._{ /

5—=5 _—

lJ) Ubiquitinace Deubiquitinace

i Trx

&). Ub
Ub
Ub
E ub

NCC Kinas| P jena CEE
NCC  Kinasovawména OO

Degradace

Obr. 1.5 Mechanismus aktivace proteinkinasy ASKI vyvolané ROS. Thioredoxin (Trx),
negativni regulator ASK1 disociuje od jeji N-koncové ¢asti jako odpoveéd’ na oxidativni stres.
Nasledné se ke komplexu ptipoji proteiny TRAF2 a TRAF6, které ASK1 pln& aktivuji.
Aktivace ASK1 vyvolana ROS wvyusti do ubiquitinace a proteinové degradace
zprostiedkované proteasomem. USP9X negativné reguluje degradaci ASK1 deubiquitinaci,
coz vede k dlouhodobé aktivaci ASK1. CCC: C-koncova coiled-coil doména; NCC: N-
koncova coiled-coil doména, Ub- ubiquitin, P- fosfatovy zbytek. Upraveno dle [42].

1.2.4. ASK1 jako zprostiedkovatel patogeneze nékterych onemocnéni

Proteinkinasa ASK1 je dulezitd pro pfirozenou imunitu savcd, protoze odpovida na
biologické stresy jako bakterialni a virové infekce a zplisobuje zanét. Bakteridlni molekuly
jako LPS jsou rozpoznany receptory TLR (z ang. toll-like receptor) a aktivuji MAPK
signaliza¢ni kaskady. ASK1-deficientni mysi se ukazaly byt odolné vici septickému Soku
vyvolanému LPS [36]. V buikach sleziny a dendritickych buiikach odvozenych od ASKI-
deficientnich mysi byla aktivace p38 snizena stejn¢ jako produkce prozanétlivych cytokint.

Bylo zjisténo, ze aktivace drahy ASKI1-p38 prostiednictvim TLR v gliovych bunkach je
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klicova pro produkci chemokinti v astrocytech, ¢imz je zplsoben zanét a neurotoxicita
pfi roztrousené sklerose [43].

Akumulace ROS je podstatna pro iniciaci a promoci v karcinogenezi [44]. ASK1 muze
vzhledem Kk typu bunky a vzhledem k bunéénému kontextu fungovat jako faktor podporujici
promoci a také jako tumorovy supresor prostfednictvim indukce riznych odpovédi jako
apoptosa, zanét nebo proliferace. ASK1 se ucastni procesu, ktery spousti apoptosu, coz je
dalezitym tumor supresorovym mechanismem, ale také se ucastni signalizace pii tvorbé
prozanétlivych cytokini [36], coz ma efekt opacny. Nedavno bylo zjisténo, ze ASK1 hraje
dilezitou roli pfi rozvoji rakoviny kaze [41]. Aktivace ASK1-p38 kaskady prostiednictvim
ROS vede k produkci prozanétlivych cytokind jako TNF-a, IL-6, and IL-1f v dendritickych
bunikach a makrofazich [36] a produkce prozanétlivych cytokinii za tcasti ASK1 byla
oznacena jako kritickd pro rakovinné bujeni v pribéhu promoce. V tomto ptipadé ASK1
vystupuje jako faktor podporujici rozvoj rakoviny ktze. Pokud ASKI1 ucinkuje spolecné
ptitomnosti ROS v epidermalnich keratinocytech. ASK2 aktivuje ASK1 piimou fosforylaci.
Protoze komplex ASKI1:ASK2 pisobi jako tumor supresor, mira exprese ASK2 Vv buiikdch
udé€luje roli ASK1, a to jako faktor bud’ podporujici karcinogenezi nebo faktor zptisobujici jeji
potlaceni. Ukézalo se, ze v ruznych lidskych gastrointestinalnich tumorovych bunkach a
tkanich byla snizena exprese ASK2 Vv porovnani se zdravymi buiikami [40]. Nepiitomnost
ASK2 v keratinocytech podporuje rakovinu kize vyvolanou chemicky prostfednictvim

Alzheimerova nemoc, jedno z neurodegenerativnich onemocnéni, je charakterizovana
dvéma patologickymi ndlezy: hromadéni amyloidi f a vytvotfeni neurofibrildrnich klubek.
Bylo zjisténo, Ze amyloidy B narusuji mitochondriadlni redoxni aktivitu, ¢imz se zvySuje
tvorba ROS, coz vede k apoptose neuronti zprostfedkované ASK1-JNK kaskadou [45]. U
ASK1-deficientnich mysi byla pozorovdna snizend smrt neuronti zpusobend piitomnosti
amyloidu B. Nedavno bylo také zjisténo, Ze dopaminergickd smrt neuront zprostfedkovana
ASK1 je hlavni pfi¢inou Parkinsonovy nemoci [46].

V mnoha kardiovaskularnich nemocech jako hypertenze, infarkt myokardu nebo
diabetickd kardiomyopatie se jednotlivé kardiomyocyty zvétSuji, aby vykompenzovaly
srde¢ni funkce a poSkozenou srde¢nou tkan v jevu nazyvaném srdecni hypertrofie. I kdyz je
srde¢ni hypertrofie adaptivni odpovédi na pocate¢ni zmény u kardiovaskuldrnich onemocnéni,

dlouhodoba hypertrofie miize zpusobit zanik srde¢né tkané. Hypertrofie levé srdecni komory
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je charakterizovana akumulaci proteini extracelularni matrix, kterd hraje klicovou roli
v komorové¢ fibrosy tkané. ASK1 je siln€ spjata s kardiovaskularnimi nemocemi. Bylo
zjisténo, ze v levé srde¢ni komote je ASK1 aktivovana tvorbou ROS, kterd byla vyvolana
angiotensinem-11 (Ang Il) prostiednictvim Ang Il receptoru typu | (AT1), coz mélo za

nasledek srde¢ni hypertorfii a fibrosu tkané [47].

1.3. Proteiny 14-3-3

Proteiny 14-3-3 jsou rodina kyselych proteint s regula¢ni funkci, které jsou exprimovany
ve vSech eukaryotickych bunkach. Proteiny 14-3-3 funguji jako molekularni leSeni, méni
konformaci jejich vazebnych partnert [48]. Kvili schopnosti funkéni modulace Siroké skaly
vazebnych partnert jsou proteiny 14-3-3 zapojeny do mnoha dulezitych biologickych
procesti, zahrnujicich regulaci bunééného cyklu, kontrolu metabolickych déja, apoptosu a
kontrolu genové transkripce [49].

Jejich zvlas$tni pojmenovani odradZzi jejich charakteristicky migraéni obraz na
dvourozmérné DEAE-celulosové chromatografii a na Skrobové elektroforéze [50].

Proteiny 14-3-3 jsou evoluéné vysoce konzervované vramci obrovské palety
eukaryotickych organismii @ mnoho z nich exprimuje vice isoforem. NiZ§i eukaryota, jako
naptiklad kvasinky, obsahuji ve svém genomu pouze dv¢ isoformy. Vyssi eukaryota mohou
obsahovat az 15 gent proteint 14-3-3 [51]. Savce maji ve svém genomu 7 isoforem: f, ¢, 7, 7,
7, {a o, které maji vysokou vzajemnou homologii [52]. S vyjimkou sav¢i o-isoformy, vSechny
14-3-3 proteiny mohou tvofit jak homodimery tak heterodimery (o-isoforma tvoii preferenéné

homodimer) [53].

1.3.1. Struktura proteint 14-3-3

Prvni strukturni studie lidského proteinu 14-3-3( [54] potvrdily dimerni povahu 14-3-3
proteinti a odhalily, Ze kazdy monomer se sklada z 9 antiparalelnich a-helixii. Obrovsky 35 A
dlouhy, 35 A &iroky a 20 A hluboky kanal, umistén v centru 14-3-3 dimeru ve tvaru $alku,
obsahuje dva amfipatické zlabky pro vazbu ligandt. Cela molekula dimeru 14-3-3 je silné
rigidni, pravdépodobné v disledku silnych interakci mezi helixy. Aminokyselinové zbytky,
jez jsou neménné, stejné mezi isoformami se vyskytuji na rozhrani dimeru a také vystylaji

vnitini povrch dimeru. Vice variabilni aminokyselinové zbytky jsou umistény na vnéjSim
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povrchu. Nejflexibilngjsi oblast s maximalni variabilitou mezi jednotlivymi isoformami mezi
proteiny 14-3-3 je C-koncovy segment dlouhy piiblizné¢ 15-40 aminokyselinovych zbytku. Je
to nestrukturovana oblast, neviditelnd na mapé¢ elektronové hustoty. Mutant 14-3-3( zkraceny
na C-konci (14-3-3( AC) vykazuje zvySenou vazebnou afinitu k né€kterym testovanym
ligandim [55]. Jedno z moznych vysvétleni pro tento jev je, Ze nestrukturovany C-konec
potlacuje nespecifické interakce mezi proteiny 14-3-3 a nevhodnymi ligandy. V nékterych
isoformach proteinu 14-3-3 tento C-konec tvoii desaty helix, ktery reguluje piistup vazebnych
partnert do centralniho kanalu [56]. Detailni analyza interakci mezi proteiny 14-3-3 a jejich
partnery za pouziti orientovaného screeningu peptidové knihovny odhalila, ze pro proteiny
14-3-3 jsou optimalni nésledujici vazebné motivy: Arg-Ser-Xaa-pSer-Xaa-Pro (méd I) a Arg-
Xaa-Tyr/Phe-Xaa-pSer-Xaa-Pro (mod II) (Xaa znaci jakoukoliv aminokyselinu kromé
cysteinu) [57].

Krystalova struktura dimeru 14-3-3 v komplexu s fosfopeptidy ukazuje, ze segmenty
obsahujici pSer/pThr jsou vazany uvnitt amfipatickych zlabk na obou okrajich centralniho
kanalu dimeru 14-3-3 a maji roztazenou konformaci hlavniho fetézce (Obr. 1.6, str. 24).
Fosfatova skupina fosfoserinu (resp. fosfothreoninu) je koordinovana solnymi mustky na
vedlejsi fetézce Arg56, Argl27, a Lys49 a vodikovou vazbou na Tyr128. Prolinovy zbytek ve
fosfopeptidu zaujima cis-konformaci, ¢imz vytvari ostrou zménu sméru hlavniho fetézce a tim

umoziuje zbytku fosfopeptidu opustit vazebnou jamu [58].
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Obr. 1.6 Krystalova struktura dimeru 14-3-3 ve stuhové reprezentaci S navdzanym
fosfopeptidem sekvence ARSHpSYPA (tycinkova reprezentace) ve vazebnych zlabcich dimeru.
C - C-konec monomeru 14-3-3¢, N — N-konec monomeru 14-3-3¢ [58].

1.3.2. Biologicky vyznam proteini 14-3-3

Zjisténi, ze proteiny 14-3-3 specificky vazou fosfoserin nebo fosfothreonin obsahujici
motivy u proteinovych molekul ne jenom znaéi jejich krajnou dulezitost v regulaci
signaliza¢nich drah, ale také ukazuje na roli serinové/threoninové fosforylace pfi shlukovani
proteinu do komplext.

Je jasné, Ze dimerni povaha proteinti 14-3-3 s jejich dvéma zlabkami pro vazbu ligandu
umisténymi vzajemné antiparalelné je velice dulezita pro jejich funkci. Mnoho vazebnych
partneri proteini 14-3-3 obsahuje vic nez jenom jeden vazebny motiv pro 14-3-3 a
pritomnost dvou vazebnych zlabkt uvnitt dimeru 14-3-3 umoziuje soucasné navazani dvou
fosforylovanych motivi, a tedy efektivnéjsi vazbu ligandu [59]. Synteticky peptid obsahujici
dva vazebné motivy pro protein 14-3-3 se vaze s n€kolikanasobné vyssi afinitou nez peptid

obsahujici pouze jeden fosforylovany motiv [60]. To vedlo k hypotéze, ze jeden z vazebnych
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motivl slouzi jako dominantni vazba, tzv. ,gatekeeper, pritomnost kterého je absolutné
nevyhnutna pro vazbu na 14-3-3 protein. Sekundarni, nizkoafinitni misto, i kdyz nepostacujici
k vytvofeni stabilni asociace s 14-3-3 V nepfitomnosti ,,gatekeeper“ motivu, je potom

vyzadovano pro plnou biologickou aktivitu [61].

Funkce proteinti 14-3-3 obecné mohou byt rozdéleny na zékladé trech mddu plsobeni:

e Pfimda konforma¢ni zména cilové molekuly proteinu

Dimer proteinu 14-3-3 je velice rigidni molekula, takze mize diky tomu slouzit
jako kovadlina, na které je tvarovan cilovy protein. Pokud vazebnym partnerem je
enzym, tato konformaéni zména miize ovlivnit jeho enzymatické vlastnosti. Pfikladem
tohoto modu je aktivace zavisla na piitomnosti proteinu serotonin N-acetyltransferasy
(AANAT). Tento enzym je ve své volné formé katalyticky neefektivni hlavné diky
nizké afinité pro jeho substrat. Po jeho fosforylaci se na néj vaze protein 14-3-3 a
stabilizuje se tim oblast AANAT molekuly zapojené do vazby substratu. Stabilizace
této struktury zvysuje afinitu k substratu desetkrat [62].

e Fyzicka okupace sekvenéné specifickych nebo strukturalnich rysu

Vazba proteinu 14-3-3 muze také maskovat dilezité rysy na povrchu cilového
proteinu. Napiiklad nékolik dobie charakterizovanych partnerti (FOXO transkripcni
faktory [63], protein fosfatasy Cdc25C [64], histonové deacetylasy [65] obsahuje
jadernou lokaliza¢ni sekvenci v tésné blizkosti 14-3-3 vazebného motivu. Proto byla
navrzena hypotéza, ze vazba 14-3-3 inhibuje interakci mezi jadernou lokaliza¢ni
sekvenci a proteiny, které transportuji tento protein do jadra, ¢imZ je blokovéana
jaderna lokalizace téchto proteind.

e Protein 14-3-3 funguje jako nosi¢ k ukotveni proteint v jejich tésné blizkosti

Tteti moznou funkci proteinii 14-3-3 je vystupovat jako nosi¢, ktery stimuluje
protein-proteinové interakce. Jeden monomer dimeru 14-3-3 se vaze na prvni protein,
druhd podjednotka se vaze na druhy protein. Piikladem tohoto médu pisobeni jsou 14-

3-3- zprostiedkované interakce mezi Tau a glykogen synthasa kinasou 33 [66].
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. Cile prace

e Vyvoj expresniho a purifikacniho protokolu pro piipravu katalytické domény lidské
proteinkinasy ASK1 (ASK1-KD) WT a mutantu Ser966Ala.

e Ptiprava proteinti 14-3-3 WT, 14-3-3C AC a 14-3-3C noW.

e Test enzymové aktivity ptipravené ASK1-KD.

e Fosforylace pfipravené ASKI1-KD na Ser966 pomoci proteinkinasy A a ovéteni
interakce fosforylované ASK1-KD s proteinem 14-3-3C.

e Test exprese cysteinovych a tryptopfanovych mutanti ASK1-KD.
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3. Material a metody

3.1. Material

3.1.1. Biologicky material

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

laktatdehydrogenasa z praseciho srdce

myelinovy bazicky protein (MBP)
plasmid pET-15b
plasmid pST39

proteinkinasa A (PKA)
pyruvatkinasa z krali¢iho svalu

TEV proteasa

3.1.2. Chemikalie

1,4- dithiothreitol (DTT)
[-merkaptoethanol

f-nikotinaminadenindinukleotid (redukovany)

adenosin-5’-trifosfat (ATP)
ADP-Glo™ Kinase Assay kit
akrylamid

ampicilin

azid sodny

bis-akrylamid

Blue protein ladder
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Stratagene, USA
Stratagene, USA
SERVA Electrophoresis GmbH,
Némecko

Signalchem Inc., Kanada

Novagen, USA

dar od dr. EvZena Bouti, UOCHB, AV
CR V.V.i.

Promega, USA

Sigma-Aldrich, USA

Piipraveno v laboratofi biofyzikalni

chemie, Pf.F. UK

Carl Roth GmbH, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
SERVA
Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Promega, USA

Carl Roth GmbH, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth GmbH, Némecko

Central European Biosystems,

Electrophoresis GmbH,

Ceska republika



Bradfordovo ¢inidlo

bromfenolova modi

Coomassie Brilliant Blue R 250
dihydrat ethylendiamintetraoctanu disodného
dihydrogenfosforec¢nan draselny
dodecylsiran sodny (SDS)
dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodné¢ho
ethanol

fenylmethylsufonylfluorid (PMSF)
fosfoenolpyruvat

glycerol

glycin

hexahydrat siranu nikelnatého
hydroxid sodny

Chelating Sepharose Fast Flow
chloramfenikol

chlorid draselny

chlorid hote¢naty

chlorid sodny

imidazol
isopropyl--D-thiogalaktopyranosid
isopropylalkohol

kyselina borita

kyselina chlorovodikova

kyselina octova

Luria-Bertani agar

Luria-Bertani médium

lysozym

methanol
N,N,N",N’-tetraethylendiamin (TEMED)
octan hofecnaty

peroxodisiran amonny (APS)
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Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth GmbH, Némecko

LKB Bromma, Svédsko

Lachema, s.r.0, Ceska republika
PENTA-Ing. Petr Svec, Ceska republika
Carl Roth GmbH, Némecko
PENTA-Ing. Petr Svec, Ceska republika
PENTA-Ing. Petr Svec, Ceska republika
Carl Roth GmbH, Némecko
Sigma-Aldrich, USA

PENTA- Ing. Petr Svec, Ceska republika
Carl Roth GmbH, Némecko
PENTA-Ing. Petr Svec, Ceska republika
LACH-NER, s.r.0., Ceska republika

GE Healthcare, USA

Sigma-Aldrich, USA

PENTA-Ing. Petr Svec, Ceska republika
LACH-NER, s.r.0., Ceska republika
PENTA-Ing. Petr Svec, Ceska republika
Carl Roth GmbH, Némecko

EMD Biosciences, Inc., Némecko
Genomed, Némecko

LACH-NER, s.r.0., Ceska republika
PENTA-Ing. Petr Svec, Ceska republika
PENTA-Ing. Petr Svec, Ceska republika
Carl Roth GmbH, Némecko

Carl Roth GmbH, Némecko

SERVA Electrophoresis GmbH,
Némecko

PENTA-Ing. Petr Svec, Ceska republika
Carl Roth GmbH, Némecko
Sigma-Aldrich, USA

Sigma-Aldrich, USA



Precision Plus Protein™ Dual Color Standard
terrific broth (TB) médium
tetraethylenadiamin

tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

3.2. Pristroje a vybaveni

3505 pH Meter

96-jamkova mikrodesticka

automatické pipety

centrifuga 5804R

centrifuga Hermle Z323K

centrifuga Sigma 8K

dialyza¢ni membrana, typ 27/32 (cut off 14000)
filtry Spartan 13/0,45 RC

FPLC

FPLC-AKTA

inkubator

kolona 10/50 s Q sepharosou

kolona pro niklovou chelata¢ni chromatografii
kolona Superdex 75 10/300

kolona Superdex 75 Hiload 26/60

kolona Superdex 200 Hiload 26/60
koncentratory Amicon Ultra (cut off 10000)
kiemenna kyveta

laboratorni vahy HF-200g

mikrodestickova ctecka Infinite M200 PRO
nanofotometr P-Class

nylonové membranové filtry 0,45 um
peristaltickd pumpa

Photon Counting Spectrofluorimetr PC1
ProteomLab™ XL-I analyticka ultracentrifuga
Sonicator 3000
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Bio-Rad Laboratories, USA
Carl Roth GmbH, Némecko
Carl Roth GmbH, Némecko
Carl Roth GmbH, Némecko

Nova Capital Ltd., Velka Britanie
GE Healthcare, USA

Eppendorf AG, Némecko

Eppendorf, Némecko

Hermle Labortechnik GmbH, Némecko
Sigma Laborzentrifugen, Némecko
Carl Roth GmbH, Némecko

GE Healthcare, USA

Watrex Praha, s.r.0., Ceska republika
Amersham Biosciences, Svédsko
MELAG Medizintechnik, Némecko
GE Healthcare, USA

Bio-Rad Laboratories, USA

GE Healthcare, USA

Amersham Biosciences, Svédsko
Amersham Biosciences, Svédsko
EMD Millipore, USA

Agilent Technologies, Inc., USA
And, USA

Tecan, Svycarsko

Implen GmbH, Némecko

GE Healthcare, USA

IDEX Health & Science SA, Svycarsko
ISS, Inc. (USA)

Beckman Coulter, USA

Misonix, Inc., USA



spektrofotometr Agilent 8453 Agilent Technologies, Inc., USA

spektrofotometr Cecil 8000 series Cecil instuments, Velka Britanie

stiikacky CHIRANA T. Injecta, a.s., Slovenska
republika

termoblok Grant, UK

trepacka Gallenkamp Orbital Incubator Gemini BV, Holandsko

ttepacka Multitron Infors AG (Svycarsko)

vertikalni elektroforesa Bio-Rad Laboratories, USA

vodni lazen Memmert GmbH, Némecko

vortex ZX3 VELP Scientifica, Italie

zdroj pro vertikalni elektroforézu Bio-Rad Laboratories, USA

3.3. Exprese a purifikace proteinu 14-3-3¢

3.3.1. Volba expresniho vektoru

Plasmid je kruhova molekula DNA schopnd samostatné replikace. Bakterie mohou
pfijimat molekuly plasmidu a vyuZivat genetickou informaci v nich obsazenou. Tato
informace pro né neni Zivotn¢ nevyhnutna, ale miize jim poskytovat vyhodu, obvykle se jedna
0 rezistenci na antibiotika. V molekularni biologii se plasmid pouziva jako vektor pro vneseni
expresnich konstrukt do bakterii.

Pro expresi proteinu 14-3-3( byl zvolen plasmid pET-15b (Obr. 3.1, str. 31). Tento vektor
umoziuje snadnou expresi a purifikaci zvoleného proteinu. Obsahuje tii restrikéni mista, T7
promotor, N-koncovou tzv. 6xHis-kotvu (sekvence Sesti histidinovych zbytkdi umoziujici
purifikaci proteinu pomoci niklové chelatacni chromatografie), st€pné misto pro thrombin a
gen zajist'ujici rezistenci transformovanych bakterii vici ampicilinu. DNA sekvence proteinu
se vklada mezi restrik¢éni mista za pouziti restrikénich endonukleas. Sekvence proteinu 14-3-
3( byla do plasmidu pET-15b vlozena mezi mista Ndel a BamHI. Timto zpisobem byl ziskan
plasmid umoziujici expresi fuzniho proteinu 14-3-3C s N-koncovou 6xHis-kotvou a

thrombinovym §tépnym mistem. Expresni konstrukt byl pfipraven skolitelem.
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Obr. 3.1 Mapa plasmidu pET-15b (Novagen, Katalogové cislo 69661-3). Plasmid pET-15b
obsahuje N-koncovou 6xHis-kotvu (sekvence Sesti histidinovych zbytki), za ni je umisténo

S§tépné misto pro thrombin a tfi klonovaci mista (BamH I, Xho | a Nde I).

3.3.2. Priprava bunék pro expresi proteinu 14-3-3¢

Pro expresi byl zvolen systém bakterie E. coli, kmen BL21(DE3). Kompetentni bunky
(schopné piijimat ve zvySené mife vektory) tohoto kmene byly transformovany plasmidem
PET-15b nesoucim sekvenci fuzniho proteinu 6xHis-14-3-3C. Transformované bakterie byly

uchovavany ve form¢ glycerolového zasobniho roztoku, coz je bakteridlni suspenze v LB-

médiu a 30% glycerolu.

3.3.3. Kultivace bakterii

K 5 ml LB-média s obsahem ampicilinu o koncentraci 100 pg/ml bylo pipetovano 5 pl
glycerolového zasobniho roztoku bakterii E. coli, kmen BL21(DE3) s transformovanym
vektorem pET-15b nesoucim fazni protein 6xHis-14-3-3(. Takto piipravena kultura byla
inkubovana pies noc pii 37 °C v orbitalnim inkubatoru za konstantniho tfepani 210 ot./min.

Druhy den byla kultura o objemu 5 ml pfenesena do 1 | LB-média s pfidanym
ampicilinem o vysledné koncentraci 100 pg/ml. Kultura byla inkubovana v orbitdlnim
inkubatoru Multitron pii 37 °C za konstantniho tfepani 210 ot./min po dobu v rozmezi 2 — 3
hodin, dokud opticka hustota média pfi 600 nm nedoséhla hodnoty 0,8 cm™ (jako blank bylo

pouzito Cist¢ LB-médium). Poté nasledovala indukce pfidanim 1 ml roztoku IPTG o
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koncentraci 0,5 mol/l a zména teploty inkubace na 30 °C. Inkubace pokracovala dal po dobu
12 — 18 hodin pfi snizené teploté.

Po pfidani IPTG za¢nou bakteridlni buiiky produkovat T7 RNA polymerasu, ktera je
pfitomna v genomu pod kontrolou tzv. lac promotoru. Po indukci se IPTG navaze na lac
represor, jenz poté disociuje od lac promotoru, a tak je zahajena transkripce T7 RNA
polymerasy. T7 RNA polymerasa se posléze vaze na T7 promotor piitomny v sekvenci

plasmidu pET-15b, a tak se spusti transkripce a translace fizniho proteinu.

3.3.4. Sonikace

Bakterie po dokonceni inkubace byly centrifugovany na centrifuze Sigma 8K po dobu 15
minut pii 4 °C a 3000 ot./min. Pelety byly poté resuspendovany ve vychlazeném lyza¢nim
pufru (Tab 3.1) vpoméru 40 ml lyza¢niho pufru na peletu bun¢k z1 | LB-média.
Resuspendované bunky byly zmrazeny na -80 °C.

Po rozmrazeni byl k bakteridlni suspenzi piidan lysozym o vysledné koncentraci
0,1 pg/ml a nasledovala inkubace po dobu 20 minut pfti 4 °C.

Buiiky byly poté sonikovany na ledu programem 20 minut Cistého ¢asu sonikace se
stfidanim intervald 10 szapnuto a 20 s vypnuto. Vznikld suspenze byla nasledné
centrifugovana na centrifuze Hermle Z323K po dobu 45 minut pfi 4 °C a 13500 ot./min.

Lysozym je enzym schopny rozrusit strukturu bunécéné stény bakterii. Ultrazvuk vytvaii v
roztoku podélnou vlnou s pulzujicim tlakem. Tyto mechanismy pomahaji k lyzi bunék, vyliti
vnitrobunééného obsahu do roztoku. Po centrifugaci se v peleté nachazi fragmenty bunék,
pfipadné nerozbité bunky a Vv supernatantu (cytosolarni frakce) komplexni proteinova smés

vyprodukovana bakteriemi.

Tab. 3.1 Slozeni lyzacniho pufru

latka (zasobni roztok) vysledna koncentrace
10xPBS pufr (Tab 3.2, str. 33) 1%
NaCl 1 mol.dm™

SME 4 mmol.dm™

imidazol 2 mmol.dm?
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Tab. 3.2 Priprava 10xPBS pufru (pH upraveno na 7,4; doplnéno destilovanou vodou na
1)

latka hmotnost [g]
NaCl 80
KCI 2
KH2PO4 2,4
Na,HPO, - 2H,0 14,4

3.3.5. Niklova chelata¢ni chromatografie

Niklova chelatacni chromatografie je typ afinitni chromatografie separujici proteiny na
zaklad¢ jejich schopnosti koordinovat se na nikelnaté ionty, které jsou navazany na matrici
kolony. Tuto metodu Ize pouzit v ptipadé, Ze protein, ktery se snazime purifikovat je ve formé
fazniho proteinu s navazanou 6xHis-kotvou na N- nebo na C-konci. 6xHis-kotva neni
piirozenou soucasti proteinu, piidava se k jeho sekvenci. Histidin obsahuje imidazolovy kruh,
ktery se vaze na nikelnaté kationty koordinacné-kovalentni vazbou, a tedy plati, ¢im vic
histidinti v sekvenci za sebou, tim vyssi afinita proteinu k matrici kolony. Eluce proteinu pak
nasledné probiha promytim kolony roztokem s velkym nadbytkem imidazolu, ktery se rovnéz
koordina¢né-kovalentné vaze na nikelnaté ionty.

Kolona uréend k provadéni niklové chelataéni chromatografie obsahovala 5 ml matrice
Chelating Sepharose Fast Flow a byla pted pouzitim promyta 20 ml destilované vody, potom
60 ml roztoku hexahydratu siranu nikelnatého o koncentraci 0,1 mol/l , poté 20 ml destilované
vody a nakonec 20 ml vazebného pufru (Tab. 3.3, str. 34). Matrice kolony byla poté
inkubovana po dobu 20 minut ve 4 °C s cytosolarni frakci, ziskanou po sonikaci (viz 3.3.4,
str. 32), ktera obsahuje fizni protein. V pribéhu této doby se fizni protein vaze na nikelnaté
ionty matrice kolony. Po inkubaci byla suspenze pienesena do dvou 50ml konickych
plastovych tub a promyvana vsadkovou metodou — opakovana centrifugace suspenze pii 4°C
a 1600 ot./min (centrifuga Eppendorf 5804R) po dobu 2 minut aopatrna dekantace
supernatantu az do spotiebovani 300 ml promyvaciho pufru - 10% eluéni pufr (Tab. 3.4, str.
34) ve vazebném pufru. Promyvani kolony promyvacim pufrem zvySuje Cistotu
purifikovaného proteinu vymytim necistot s niz8i afinitou k matrici ve srovnani s fuznim
proteinem 6xHis-14-3-3(. Matrice byla poté opét nanesena na kolonu. Protein byl eluovan

eluénim pufrem do mikrozkumavek. Cistota a mnozstvi proteinu ve frakcich o velikosti 1,5
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ml byla ovéfena metodou SDS-PAGE (3.3.6., str. 35). Regenerace matrice kolony pro dalsi
pouziti bylo dosazeno promytim kolony 20 ml regeneracniho roztoku (Tab. 3.5), 20 ml
destilované vody a 20 ml 20% ethanolu ve vodé. Urychleni pratoku latek kolonou (kromé

eluce) bylo dosazeno pouzitim peristaltické pumpy.

Tab. 3.3 Slozeni vazebného pufru pro niklovou chelatacni chromatografii

latka (zasobni roztok) vysledna koncentrace
10xPBS pufr (Tab. 3.2, str. 33) 1%
NaCl 0,5 mol.dm™

BME 2 mmol.dm™

imidazol 1 mmol.dm™

Tab. 3.4 Slozeni elucniho pufiu niklovou chelatacni chromatografii (pH upraveno na

8,0)

latka (zasobni roztok) vysledna koncentrace
10xPBS pufr (Tab. 3.2, str. 33) 1%
NaCl 0,5 mol.dm™

SME 2 mmol.dm™

imidazol 0,6 mol.dm™

Tab. 3.5 Slozeni regeneracniho roztoku

latka vysledna koncentrace
Na,-EDTA.2H,0 50 mmol.dm™
NaCl 0,5 mol.dm™
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3.3.6. SDS-PAGE

Elektroforéza je separacni elektromigra¢ni metoda, pfi které se jednotlivé slozky od sebe
vzajemné deli vlivem pusobeni elektrického pole. Nabitd castice je v elektrickém poli
urychlovana k opa¢nému polu silou, jejiz velikost je piimo tmérna velikosti naboje Castice a
intenzité elektrického pole. V protisméru této sily ptisobi sila tfeci, jeZ je pfimo umérna
velikosti Castice a viskozité prostfedi. V rovnovazném stavu se ucinky téchto sil rusi a ¢astice
se pohybuje konstantni rychlosti, ktera je pfimo iméerna naboji ¢astice, intenzité elektrického
pole a nepiimo imérna velikosti Eastice a viskozité prostfedi. Céstice s riznymi velikostmi a s
riznou velikosti ndboji se pohybuji rizné velkymi rychlostmi a vzajemné se tak od sebe
separuji.

SDS-PAGE je typ elektroforézy provadéné v polyakrylamidovém gelu (PAGE) a v
denaturujicim prostiedi dodecylsiranu sodného (SDS). V tomto prostiedi se proteiny solvatuji
timto silnym tenzidem tak, Ze maji stejnou hustotu zédporného naboje, a tudiz pod vlivem
elektrického pole se pohybuji smérem k anodé a jejich rychlost je zavisla pouze na velikosti
molekuly. Mezi relativni molekulovou hmotnosti a pohyblivosti molekul existuje
logaritmickd zavislost, proto lze tuto metodu pouzit pro pfiblizné stanoveni molekulové
hmotnosti nezndmého proteinu tak, Ze se provede kalibrace podle standardnich bilkovin.

Tato metoda byla pouZita po kazdém chromatografickém kroku pro zji$téni pfitomnosti
(na zdkladé¢ molekulové hmotnosti proteinu) a Cistoty proteinu v jednotlivych frakcich po
eluci. NejcCistsi frakce obsahujici dany protein byly poté slouceny a pouzity dal.

Z deviti vybranych frakci po eluci byly do mikrozkumavky odebrany 4 ul vzorku
obsahujiciho protein, ke kterému byl pfidan 1 ul 5x vzorkového pufru (Tab. 3.6, str. 36).
Takto pripravené vzorky byly inkubovany v termobloku po dobu 3 minut pfi teploté 100 °C.

Do prvni jamky bylo pokazdé naneseno 5 pl standardu molekulovych hmotnosti
Precision Plus Protein Dual Color Standard™ nebo Blue protein ladder obsahujiciho smés
fragmentd o znamych relativnich molekulovych hmotnostech, do dalsich 9 jamek byly
naneseny vzorky. Samotna SDS-PAGE byla provadéna za konstantniho napéti 180 V po dobu
1 hodiny nebo 200 V po dobu 45 minut. Byl pouzit 15% separa¢ni (Tab. 3.9, str. 36) a 5%
zavadéci polyakrylamidovy gel (Tab. 3.11, str. 37) v prostiedi elektrodového pufru (Tab.
3.12, str. 37).

Po dokonéeni separace proteinti bylo nutné tyto proteiny vizualizovat. K tomu bylo

pouzito barvivo Coomassie Brilliant Blue R 250. Pfed samotnym barvenim byl vzdy
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odstranén zavadéci gel. Gel byl poté kratce povaren a ponechdn po dobu cca 10 minut
Vv barvicim roztoku (Tab. 3.13, str. 37), ¢imz doslo k navazani barviva na proteiny. Pro
odbarveni gelu byl gel posléze kratce povaren a ponechan v odbarvovacim roztoku (Tab.
3.14, str. 37), diky cemu se vymylo nadbytecné barvivo. PO odbarveni zlstavaji nabarveny

pouze mista gelu, kde se vyskytuje protein.

Tab. 3.6 Priprava 5% vzorkového pufru (10 ml)

latka (zasobni roztok) objem [ml]
Tris-HCI (1 mol.dm™; pH 6,8) 0,6
glycerol (50% vodny roztok) 5
SDS (10% vodny roztok) 2
SME 0,5
bromfenolova modf (1% vodny roztok) 1
destilovana voda 0,9

Tab. 3.7 Priprava smési akrylamid/bis-akrylamid (30 g)

latka hmotnost [g]
akrylamid 29,2
bis-akrylamid 0,8

Tab. 3.8 Priprava pufru pro separacni gel (doplnéno destilovanou vodou na 100 ml)

zasobni roztok objem [ml]
Tris-HCI (1,5 mol.dm™; pH 8,8) 75
SDS (10% vodny roztok) 4

Tab. 3.9 Priprava 15% separacniho gelu

latka (zasobni roztok) objem [ml]
akrylamid/bis-akrylamid (Tab. 3.7) 6,000
pufr pro separacni gel (Tab. 3.8) 3,000
destilovana voda 2,880
APS (10% vodny roztok) 0,100
TEMED 0,012
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Tab. 3.10 Priprava pufiu pro zavadeci gel (doplnéno destilovanou vodou na 100 ml)

zasobni roztok objem [ml]
Tris-HCI (1 mol.dm™; pH 6,8) 50
SDS (10% vodny roztok) 4

Tab. 3.11 Priprava 5% zavadeciho gelu

latka (zasobni roztok) objem [ml]
akrylamid/bis-akrylamid (Tab. 3.7, str. 36) 0,500
pufr pro zavadéci gel (Tab. 3.10) 1,000
destilovana voda 2,250
APS (10% vodny roztok) 0,045
TEMED 0,005

Tab. 3.12 Priprava 10 % elektroforetického pufru (doplnéno destilovanou vodou na 1 1)

latka hmotnost [g]
Tris 30

glycin 144
SDS 10

Tab. 3.13 Priprava barviciho roztoku (doplnéno destilovanou vodou na 1 1)

latka odmérené mnoZstvi

Coomassie Brilliant Blue R 250 19
methanol 450 ml

kyselina octova 100 ml

Tab. 3.14 Priprava odbarvovaciho roztoku (doplnéno destilovanou vodou na 1 1)

latka objem [ml]
methanol 100
kyselina octova 100
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3.3.7. Dialyza

Po niklové chelatacni chromatografii nasleduje pti purifikaci proteinu 14-3-3C dialyzacni
krok, aby byl protein zbaven imidazolu z elu¢niho pufru a pfipadnych zbytkti nikelnatych
iontl nebo jinych malych necistot. Protein je umistén do polopropustné dialyza¢ni membrany,
ktera je umisténa do dialyzacniho pufru. Velikost pori této membrany urcuje, pro které latky
je membrana propustna a pro které nikoliv. Voli se tak, aby protein zistal pfitomen v prostoru
ohrani¢eném membranou, zatimco nizkomolekuldrnim latkdm je umoznén volny pohyb
membranou do pufru ve sméru koncentracniho gradientu.

Nejprve byla dialyza¢ni membrana (cut-off 14 000) dikladné navlhéena dialyza¢nim
pufrem (Tab. 3.15). Poté byly do této membrany pipetovany frakce po niklové chelata¢ni

chromatografii a protein byl dialyzovan pfes noc.

Tab. 3.15 Slozeni dialyzacniho pufru (pH 7,5)

latka vysledna koncentrace
Tris-HCI 20 mmol.dm™
Na,-EDTA.2H,0 2 mmol.dm™
DTT 1 mmol.dm™
glycerol 10 %

3.3.8. Aniontové vyménna chromatografie

Aniontové vymeénnéa chromatografie separuje anionty na zakladé velikosti jejich naboje.
Provadi se na koloné. Stacionarni fazi je tzv. anex, chemicky inertni nosi¢ schopny
vyméiovat anionty. V ptipad¢ purifikace 14-3-3( se jako anex pouZzivaji kvartérni amoniové
kationty.

Naboj proteint zavisi na pH prostiedi. V kyselém prostiedi jsou proteiny spise kladné
nabité v disledku protonizace aminoskupin a jinych protonizovatelnych skupin boc¢nych
fetézcl. V bazickém prostredi, naopak, proteiny maji tendenci nabyt zaporného naboje diky
deprotonizaci karboxylovych a dalSich skupin ve vedlejSich fetézcich proteinu. Pii pfechodu
mezi témito dvéma stavy se protein vyskytne v tzv. izoelektrickém bodé¢ pl, coz je hodnota pH
prostiedi, ve kterém se molekula proteinu nachazi v elektricky neutralnim stavu. Izoelektricky

bod je jednou z charakteristik kazdého proteinu a je nutné ho znat, pokud chceme pouzit
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k jeho purifikaci iontové vyménnou chromatografii. pH pufru musi byt nastaveno na hodnotu
vyssi nez je pl proteinu.

Teoretickd hodnota pl fuzniho proteinu 6xHis-14-3-3C byla vypocitand na zaklad¢
primarni struktury pomoci nastroje ProtParam [67], a ma hodnou 5,16. Pro ziskani proteinu ve
své zaporn¢ nabité formé, aby mohla probéhnout aniontova vymeéna, bylo zvoleno pH 8,0
vazebného a elu¢niho pufru (Tab. 3.16, Tab. 3.17). Aparatura pro provedeni aniontové
vymény byla slozena z kolony 10/50 s Q sepharosou piipojené k FPLC. Oba dva pufry byly
prefiltrovany pies nylonové filtry o velikosti poru 0,45 um. Kolona byla nejprve promyta
elu¢nim, poté vazebnym pufrem. Roztok proteinu byl piefiltrovan ptes filtr o velikosti pori
0,45 um a poté nastiiknut na kolonu pfi pratoku 1 ml/min. Po néstfiku vzorku byla pritokova
rychlost kolonou zménéna na 1,5 ml/min. Eluce proteinu byla provedena gradientem
koncentrace chloridu sodného, a to v rozmezi od 20 do 1000 mmol/l. Frakce byly sbirany do
mikrozkumavek po 0,5 ml.

Tab. 3.16 Slozeni vazebného pufru pro aniontove vyménnou chromatografii (pH 8,0)

latka vysledna koncentrace
Tris-HCI 50 mmol.dm™
DTT 1 mmol.dm™

Tab. 3.17 Slozeni elucniho pufru pro aniontové vyménnou chromatografii (pH 8,0)

latka vysledna koncentrace
Tris-HCI 50 mmol.dm™

NaCl 1 mol.dm™

DTT 1 mmol.dm™

3.3.9. Gelova permeac¢ni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie je metodou separace latek na zakladé velikosti
hydrodynamickych objemt jejich molekul. Je zaloZena na difusi molekul rozpusténé latky do
vnitfnich portt zrnitého porézniho gelu, kombinované stokem mobilni fidze kolonou
vyplnénou timto gelem. Roztok protékéd nejrychleji oblastmi mimo zrna gelu, pfic¢emz jeho

pratok pory gelu je pomaly. Molekuly rozpusténé v roztoku difunduji v pribéhu prichodu
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kolonou do port gelu. Ty nejmensi z nich jsou schopné proniknout i do téch nejmensich pori
a tudiz jsou kolonou nejvice zdrzovany, zatimco pro vétsi molekuly jsou piistupné pouze vetsi
pory, a proto setrvavaji v kolon¢ kratsi dobu. Zavislost hydrodynamického objemu molekul
na jejich elu¢nim objemu je logaritmicka.

Aparatura pro provedeni gelové permeacni chromatografie byla slozena z kolony
Superdex 75 10/300 ptipojené k FPLC. Kolona byla nejprve promyta pufrem pro gelovou
permeacni chromatografii (Tab. 3.18), ktery byl pfed pouzitim piefiltrovan ptes nylonovy filtr
o velikosti port 0,45 um. Roztok proteinu byl pfed nastitkem na kolonu zakoncentrovan
koncentratorem Amicon Ultra (cut-off 10 000) na objem 2 ml a prefiltrovan ptes filtr o
velikosti port 0,45 um. Po nastiiku vzorku proteinu byla spusténa metoda eluce, kde byla
pritokova rychlost nastavena na 0,5 ml/min a frakce byly sbirany do mikrozkumavek po
0,5 ml. Po provedeni gelové permeacni chromatografie, jako posledniho purifika¢niho kroku,
byly nejCistsi frakce slouceny, dle potfeby zakoncentrovany, byla zméfena koncentrace
proteinu (viz 3.3.10) a protein byl poté skladovan pfi teploté -80 °C nebo hned pouzit pro

experimenty.

Tab. 3.18 Slozeni pufru pro gelovou permeacni chromatografii (pH 7,5)

latka vysledna koncentrace
Tris-HCI 20 mmol.dm™
NaCl 150 mmol.dm™
Na,-EDTA.2H,0 1 mmol.dm™
DTT 5 mmol.dm™
glycerol 10 %

3.3.10. Stanoveni proteinové koncentrace

Proteiny absorbuji pfi vlnové délce 280 nm. Této vlastnosti bylo vyuzito ke stanoveni
koncentrace ¢ fuznich proteinti. Jako blank byl pouzit Cisty pufr, ve kterém byly proteiny
rozpustény, obvykle pufr pro gelovou permeacni chromatografii nebo pufr po dialyze.

Koncentrace proteinti byla vypocitana dle Lambertova-Beerova zdkona:

A =cle
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kde A je absorbance, | je délka optické drahy a ¢ je molarni absorp¢ni koeficient, ktery byl pro
fazni protein 6xHis-14-3-3( uren na zdkladé jeho primarni struktury pomoci néstroje
ProtParam [67]. Pro méfeni absorbance proteinti byly pouzivany kiemenné kyvety, které
neabsorbuji zafeni v UV oblasti. Dle mnozstvi a koncentrace vzorku byl pouzit bud

spektrofotometr Cecil 8000 series nebo nanofotometr P-Class.

3.4. Exprese a purifikace proteinu ASK1-KD

Tato kapitola popisuje finalni purifikacni protokol pro katalytickou doménu proteinu
lidské ASK1 (ASK1-KD). Optimalizace tohoto protokolu je popsana v kapitole 4.2.1.2 na str.
59.

3.4.1. Popis pouzitého vektoru

Pro expresi proteinu ASK1-KD a jeho mutanti byl zvolen plasmid pST39 [68]. Tento
plasmid umoziuje tzv. ,leakage* expresi bez nutnosti indukce. Sekvence katalytické domény
ASK1 (659-973) byla do vektoru pST39 vnesena pomoci restrik¢énich mist Xbal a BamHI a
na jeji C-konec byla ptidana sekvence 6xHis-kotvy se $tépnym mistem pro TEV proteasu.
Katalyticka doména ASKI1 tedy byla exprimovana jako fuzni protein s C-koncovou
histidinovou kotvou a $t€pnym mistem pro TEV proteasu, které umoziuje odstépeni 6xHis-

kotvy. Expresni konstrukt byl pfipraven Mgr. Daliborem Koskem.

3.4.2. Priprava bunék pro expresi katalytické domény ASK1

Pro expresi ASK1-KD byl zvolen expresni systém bakterie E. coli, kmen Rosetta (DE3).
Kompetentni buniky tohoto kmene byly transformovany plasmidem pST39 nesoucim fuzni
protein ASK1-KD-6xHis. Bakterie obsahujici tento vektor jsou rezistentni vic¢i ampicilinu a
chloramfenikolu. K 50 1 kompetentnich bunék bylo ptidano 0,5 ul plasmidové DNA. Takto
pfipravend smés byla inkubovana pii 4 °C po dobu 30 minut. Poté nasledovala inkubace po
dobu 45 s pii 42 °C, tzv. tepelny Sok. Burnky byly poté ponechany na ledu po dobu jedné
minuty a nasledné byly inkubovany po dobu 30 minut pii 37 °C v 0,5 ml LB-média.
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3.4.3. Kultivace bakterii

K5 ml LB-média sobsahem ampicilinu o koncentraci 100 xg/ml a s obsahem
chloramfenikolu o koncentraci 34 ug/ml bylo pipetovano 50 ul transformovanych
kompetentnich bunék (viz odst. 3.3.2, str. 31). Takto pfipravena Kultura byla inkubovana pies
noc pii 37 °C v orbitalnim inkubatoru za konstantniho tiepani 210 ot./min.

Druhy den byla kultura o objemu 5 ml ptfenesena do 1 | TB-média s pfidanym
ampicilinem o vysledné koncentraci 100 #g/ml a chloramfenikolem o vysledné koncentraci
34 ug/ml. Kultura byla inkubovana v orbitalnim inkubatoru Multitron pii 25 °C a 210 ot./min

po dobu v rozmezi 20-24 hodin.

3.4.4. Sonikace

Bakterie, po dokonceni inkubace, byly centrifugovany na centrifuze Sigma 8K po dobu
15 minut pii 4 °C a 3000 ot./min. Pelety byly poté resuspendovany ve vychlazeném lyza¢nim
pufru (Tab. 3.1, str. 32) v poméru 80 ml lyza¢niho pufru na peletu bun¢k z 1 | TB-média.
Resuspendované buiiky byly zmrazeny na teplotu -80 °C.

Po rozmrazeni byl k bakterialni suspenzi piidan lysozym o vysledné koncentraci 0,1 ug/
ml a 500 ul roztoku fenylmethylsulfonylfluoridu (PMSF) v ethanolu o koncentraci 0,1 mol/I
(inhibitor serinovych proteas). Nasledovala inkubace po dobu 20 minut pii 4 °C.

Bunky byly poté sonikovany na ledu programem 8 minut cistého Casu sonikace se
stiidanim intervald 5 szapnuto a 15 s vypnuto. Vznikla suspenze byla nasledné

centrifugovana na centrifuze Hermle Z323K po dobu 45 minut pii 4 °C a 13500 ot./min.
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3.4.5. Niklova chelata¢ni chromatografie

Niklova chelatacni chromatografie byla provadéna prakticky stejnym zplsobem jako

Vv piipadé proteinu 14-3-3( (3.3.5, str. 33). Slozeni pufra (Tab. 3.19, Tab. 3.20) bylo odli$né:

Tab. 3.19 Slozeni vazebného pufiu pro niklovou chelatacni chromatografii

latka (zasobni roztok) vysledna koncentrace
10xPBS pufr (Tab. 3.2, str. 33) 1%
NaCl 1 mol.dm™
SME 2 mmol.dm
Imidazol 1 mmol.dm

Tab. 3.20 Slozeni elucniho pufiu niklovou chelatacni chromatografii (pH upraveno na
8,0)

latka (zasobni roztok) vysledna koncentrace
10xPBS puftr (Tab. 3.2, str. 33) 1%
NaCl 1 mol.dm™
SME 2 mmol.dm™
imidazol 0,6 mol.dm™
glycerol 10 %

Protein pfi eluci byl okamzité zfedén do 25 ml dialyza¢niho pufru (Tab. 3.21, str.44).
Bradfordovo ¢inidlo bylo pouzito k pfibliznému odhadu proteinové koncentrace. K 10 ul

Bradfordova ¢inidla byl pipetovan 1 ul vzorku proteinu.

3.4.6. Dialyza a §tépeni TEV proteasou

Pii purifikaci proteinu ASK1-KD také nasleduje dialyza po niklové chelatacni
chromatografii, pfedev§im proto, aby byl protein zbaven imidazolu z elu¢niho pufru. Aby
v dalSich experimentech histidinovd kotva, ktera je pofdd soucdsti fuzniho proteinu
neinterferovala, je vtomto kroku odstranéna TEV proteasou (proteasa z viru tabakové
mozaiky). Pted pfidanim samotné TEV proteasy bylo odebrano 10 ul vzorku na SDS-PAGE.
TEV proteasa (1 mg/ml, specificka aktivita 250 U/mg proteinu) byla pfidavana K fiznimu

proteinu v poméru 0,5 ml TEV proteasy na mnozstvi fizniho proteinu ziskaného z 2 | TB-
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média. Poté byla dialyzaéni membrana (cut off 14 000) dikladn¢ navlhéena dialyza¢nim
pufrem (Tab. 3.21) a byl do ni umistén protein s TEV proteasou. Dialyza probihala ptes noc
pii 4 °C.

Tab. 3.21 Slozeni dialyzacniho pufru (pH 8,0)

latka vysledna koncentrace
Tris-HCI 50 mmol.dm™
Na,-EDTA.2H,0 5 mmol.dm™
DTT 2 mmol.dm™
glycerol 10 %

3.4.7. Gelova permea¢ni chromatografie

Druhy den po dialyze bylo 10 ul vzorku nestépeného proteinu a 10 ul vzorku proteinu po
Stépeni TEV proteasou smichano s 2 ul 5x vzorkového pufru (Tab. 3.6, str. 36) a byla
provedena SDS-PAGE (3.3.6, str. 35) pro ovéfeni uspésného dokonceni §tépeni proteinu TEV
proteasou. Poté byla provedena gelova permeacni chromatografie zpiisobem podobnym jako
tomu bylo u proteinu 14-3-3( (3.3.9, str. 39).Pufr pro gelovou permeac¢ni chromatografii mél
jiné slozeni (Tab. 3.22). Aparatura byla slozena z kolony Superdex 200 Hiload 26/60
ptipojené k pfistroji FPLC-AKTA. Po eluci nasledovalo slouceni nejéistSich frakei,
zakoncentrovani, zméfeni koncentrace proteinu (3.3.10, str. 40) a zmrazeni na -80 °C nebo

okamzité pouziti pro experimenty.

Tab. 3.22 Slozeni pufru pro gelovou permeacni chromatografii (pH 8,0)

latka vysledna koncentrace
Tris-HCI 50 mmol.dm™
NaCl 200 mmol.dm™
Na,-EDTA.2H,0 2 mmol.dm™
DTT 2 mmol.dm™
glycerol 10 %
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3.4.8. Fosforylace katalytické domény ASK1 proteinkinasou A

Pro nékteré typy experimentti bylo nutné protein ASK1-KD nafosforylovat. Kinasova
doména ASK1 ma tii autofosforyla¢ni mista a také fosforylacni mista pro jiné proteinkinasy
[29]. Po purifikaci jeji stav autofosforylace neni pfesné definovany, ¢astecna fosforylace
mohla probéhnout jiz v bunkéach. Pokud byly studovany jevy souvisejici se zménou chovani
ASK1 ve fosforylovaném a nefosforylovaném stavu, protein byl po purifikaci rozdélen na dvé
poloviny. Obé poloviny byly inkubovany s hofecnatymi kationty a ATP, ¢imz byla zajisténa
totalni fosforylace na vSech autofosforylacnich mistech. K jedné poloviné byla navic pfidana
proteinkinasa A (PKA), ktera protein mimo autofosforyla¢nich mist fosforylovala také na
Ser966.

K obéma polovindm obsahujicim protein o koncentraci 1 mg/ml bylo pfidino ATP
(vysledna koncentrace 750 umol/l), chlorid hofe¢naty, pfipadné octan hofeénaty o vysledné
koncentraci 12 mmol/l. K jedné poloving byla jesté piidana PKA (127,6 U/zl) v poméru 1 ul
na 1 mg proteinu. Takto pfipravené vzorky byly inkubovany po dobu 2 hodin pfi teploté
30 °C, poté vzorky byly inkubovany pies noc pii teploté 4 °C a druhy den byla fosforylace
zopakovana za identickych podminek. V ptipad€, Ze v nésledujicich experimentech by
zbytkové ATP mohlo interferovat, byla pro jeho odstranéni pouzita gelova permeacni
chromatografie (3.4.7, str. 44). Pokud zbytky ATP nemély zasadni vliv v naslednych
experimentech, protein byl pouze dialyzovan proti pufru pro gelovou permeacni
chromatografii (Tab. 3.22, str. 44).

3.5. Méreni emisnich spekter tryptofanovych mutanti ASK1-KD

Pro tryptofanové mutanty ASK1-KD Trp865Phe (tryptofanovy zbytek v pozici 865
zaménén za fenylalaninovy zbytek) a ASK1-KD Trp770Phe (tryptofanovy zbytek v pozici
865 zaménén za fenylalaninovy zbytek) byla méfena emisni spektra na fluorimetru Photon
Counting Spectrofluorimetr PC1. Poloha emisniho pasu ndm muze néco fict o charakteru
okoli tryptofanu v proteinu (musi byt jediny vyskytujici se v sekvenci proteinu), ktery mize

byt bud’ umistén v hydrofobnim jadru proteinu (poloha emisniho pasu posunuta ke kratSim
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vinovym délkam), nebo pfistupny polarnimu rozpoustédlu (poloha emisniho pasu je pak
posunuta k delsim vinovym délkam).

K méfeni bylo pouzito 600 ul roztoku proteinu v kiemenné kyveté, jako blank byl pouzit
pufr po gelové permeacni chromatografii (Tab. 3.22, str. 44). Koncentrace proteinu ASK1-
KD Trp865Phe byla 0,31 mg/ml a koncentrace proteinu ASK1-KD Trp770Phe byla 0,54
mg/ml. Emisni spektra byla méfena v rozmezi emisnich vinovych délek 315 — 420 nm pfi
konstantni vlnové délce excitace 297 nm. Vysledné emisni spektrum vzniklo odectenim

namétfenych hodnot intensit pro pufr od naméfenych hodnot pro protein.

3.6. Stanoveni kinasové aktivity proteinu ASK1-KD

Pro stanoveni kinasové aktivity ASK1-KD WT byly pouzity dvé spektrofotometrické
metody. V piipadé obou metod se stanoveni provadi na zakladé mnozstvi spotfebovaného
ATP v pribéhu kinasové reakce. Myelinovy bazicky protein (MBP) byl zvolen jako substrat,

ktery je béhem reakce fosforylovan (je tedy akceptorem fosfatové skupiny v obou metodach).

3.6.1. Luminiscen¢ni metoda za pouZiti komer¢éni sady ADP-Glo™

Jak jiz bylo zminéno, princip metody [69] je zaloZen na kvantifikaci konverze ATP na
ADP, ke které dochazi béhem kinasové reakce. Stanoveni spotfebovaného ATP se provadi ve
dvou krocich (Obr. 3.2, str. 47). Po inkubaci je kinasova reakce ukoncena pfidavkem prvniho,
tzv. kinasového Cinidla, které zaroven také odbourava zbytkové ATP v reakéni smési. Po
druh¢ inkubaci, v dal§im kroku, je do reakce pfidano druhé, tzv. kinasové detekéni ¢inidlo, jez
ma za ukol veskeré ADP vzniklé v pribéhu kinasové reakce proménit v ATP a toto nové
vzniklé ATP je poté vyuzito k reakci s luciferinem za vzniku oxyluciferinu a
chemiluminiscen¢niho signalu, ktery je detekovan luminiscenéni c¢teCkou a je Umérny

spottebovanému ATP v reakci.
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ASK1

Substrat m Fosforylovany produkt

ATP ADP > ADP > luciferin + ATP + 0z =2 oxyluciferin + AMP + svétlo

eliminace ATP konverze ADP
na ATP

Detekce ATP

Obr. 3.2 Schéma luminiscencni metody za pouziti komercni sady ADP-GlI0™ pro stanoveni
kinasové aktivity. Kinasova reakce je ukoncena piidavkem kinasového Cinidla, které zaroven
zpusobuje Vreakéni smeési eliminaci nezreagovaného ATP. V dalSim kroku, pfidavkem
kinasového detekéniho cinidla, je veskeré ADP vzniklé v pribéhu kinasové reakce
proménéno v ATP, které je kvantifikovano prostiednictvim reakce s luciferinem za vzniku
oxyluciferinu a chemiluminiscen¢niho signalu. Tento signal je umérny spotiebovanému ATP

v reakci.

Intenzita luminiscen¢niho signalu byla méfena v 96-jamkové mikrodesti¢cce pomoci
luminiscen¢ni ¢tecky Infinite M200 PRO schopné poditat emitované fotony, které jsou poté
prevedeny na relativni luminiscen¢ni jednotky RLU. Pro odhad spotieby ATP je nutné
zkonstruovat kiivku konverze ATP na ADP, diky které muze byt luminiscenéni signal
pfepocitan na spotiebu ATP.

Pro stanoveni kinasové aktivity ASK1-KD byly pfipraveny reakéni roztoky o objemu
25 ul (Tab. 3.23). Kazda reakce byla méfena tiikrat pro statistické vyhodnoceni. K 25 ul
téchto reakci inkubovanych po dobu 1 hodiny (reakce byla odstartovana ptidavkem ATP) pii
pokojové teploté bylo pfidano 25 ul kinasového cinidla (soucast komeréni sady ADP-Glo™).
Smés byla inkubovana po dobu 40 minut pii pokojové teploté a poté bylo pfidano 50 pl
kinasového detekéniho Ccinidla (soucast komeréni sady ADP-Glo™). Tato smés byla

inkubovéna po dobu 30 minut pfi pokojové teploté a poté byl mefen luminiscencni signal.

Tab. 3.23 Obsah kinasové reakce (25ul; pH 7,5)

latka koncentrace v reakci koncentrace v blanku
ASK1-KD WT 5 pg.cm’ 5 pg.cm’
MBP 0,1 mg.cm™ 0 mg.cm™
ATP 100 pmol.dm™ 100 pmol.dm™
Tris-HCI 40 mmol.dm™ 40 mmol.dm™
MgCl, 20 mmol.dm™ 20 mmol.dm™
DTT 50 pmol.dm™ 50 pmol.dm™
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3.6.1.1. Priprava konverzni kiivky
Dvakrat byly pipetovany smési dle Tab. 3.24:

Tab. 3.24 Smési pFedstavugict rizne konverze ATP na ADFP

Jamka €. Al A2 A3l A4 A5 A6 A7

ADP (100 pmol.dm ) [] 10 5 1 3 2 1 0
ATP (100 ymol.dm™) [s] 90 95 96 97 98 99 100

Z téchto smési poté bylo odebrano 25 ul. Posléze bylo piidano 25 ul kinasového ¢inidla a
50 ul kinasového detekcéniho Cinidla s inkubac¢nimi €asy identickymi, jako u kinasové reakce.
Byl méfen luminiscenéni signal jednotlivych smési a z téch potom sestrojena konverzni

kiivka.

3.6.2. Spektroskopicka metoda zaloZena na zméné koncentrace NADH

Princip metody je nacrtnut na Obr. 3.3 [70]. ADP vzniklé v prubéhu kinasové reakce je
reakci s fosfoenolpyruvatem za katalyzy pyruvatkinasou proménéno v pyruvat a ATP.
Pyruvat je poté laktatdehydrogenasou redukovan na laktat za soucasné oxidace NADH na
NAD". Konverzi NADH v NAD" je mozné sledovat spektrofotometricky pii vinové délce 340
nm, kde absorbuje NADH, nikoliv NAD®. Mnozstvi ATP spotifebované v kinasové reakci je

tedy imérné ubytku absorbance pii 340 nm.

MADH  NAD
J
ADP + fosfoenolpyruvdit —  ATP +pyruvdt —* laktat
pyruvatkinasa laktatdehydrogenasa

Obr. 3.3 Princip spektroskopické metody zalozené na zmeéné koncentrace NADH pro
stanoveni kinasové aktivity. ADP je reakci s fosfoenolpyruvatem proménéno v pyruvat a ATP
za katalyzy pyruvatkinasou. Takhle vznikly pyruvat je okamzité laktatdehydrogenasou
redukovan na laktat za soucasné oxidace NADH v NAD®. Konverze NADH v NAD" je

umérna ubytku absorbance pii 340 nm.
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Reakéni smés (Tab. 3.26, Tab. 3.27) v reakénim pufru (Tab. 3.25) byla pipetovana do
mikrozkumavky, poté byla pfenesena do kiemenné kyvety. Reakce byla odstartovana
ptidavkem roztoku ASK1-KD ptimo do kyvety. Ubytek absorbance NADH byl méfen na
spektrofotometru Cecil 8000 series, hodnoty absorbanci byly odecitany ve dvouminutovych

intervalech po dobu 14 minut.

Tab. 3.25 Slozeni reakcniho pufru (pH 7,5)

latka vysledna koncentrace [mmol.dm™]
Tris-HCI 50
NaCl 200
(CH;C0O0),Mg 20

Tab. 3.26 Priprava reakcni smesi (300 ul)

zasobni roztok pipetované mnoZzstvi pipetované mnoZzstvi
v reakci [ul] v blanku [xl]
enzymova smés (Tab. 3.27) 100 100
MBP (1 mg.cm™) 30 0
ATP (50 mmol.dm™) 1,5 1,5
reakéni pufr (Tab. 3.25) 148,5 1785
3 uM ASK1-KD 20 20

Tab. 3.27 Priprava enzymové smési (100 ul)

zasobni roztok pipetované mnoZzstvi [ul]
pyruvatkinasa (1 U/ul) 4,5
laktatdehydrogenasa (1,3 U/pul) 10
fosfoenolpyruvat (50 mmol.dm™) 6
NADH (10 mmol.dm™) 4
reak¢ni pufr (Tab. 3.25) 75,5
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3.7. Studium interakci mezi proteiny ASK1-KD a 14-3-3(

3.7.1. Ovéreni fosforylace — hmotnostni spektrometrie

K ovéteni, zda fosforylace proteinu ASK1-KD proteinkinasou A na Ser966 prob¢hla
uspésné, byla pouzita metoda hmotnostni spektrometrie. Protein ASK1-KD WT byl nejprve
Stépen pepsinem pii 4 °C v prostfedi o hodnoté pH 2,5. Takto vzniklé peptidy byly poté
analyzovany pomoci chromatografie na reverzni fazi (C18). Eluce probihala gradientem
acetonitrilu od 0 do 40 %. Eluaty byly v c&tyfsekundovych intervalech analyzovany
dvojnasobnou hmotnostné spektrometrickou analyzou na piistroji ESI-FTICR, Bruker
(ionizace elektrosprejem, nasledovana iontovou cyklotronovou rezonanci s Fourierovou
transformaci). Ionizace probihala v tzv. pozitivnim modu (vznikaly pouze kladné nabité
peptidy), coz bylo zabezpeceno ptitomnosti 0,1% kyseliny trifluoroctové v rozpoustédle.

Mgéfeni byla provedena v laboratofi RNDr. Petra Mana, Ph.D. (MBU AV CR v.v.i.).

3.7.2. Nativni elektroforéza

Nativni elektroforéza je elektromigraéni metoda, kterd separuje latky na zékladé jejich
elektroforetické mobility, ktera je pfimo imérna velikosti jejich naboje a nepiimo umérna
velikosti jejich €astic. Protein pfi nativni elektroforéze migruje, na rozdil od SDS-PAGE, ve
svém nativnim stavu diky nedenaturujicimu prostfedi. Proto je mozné sledovat chovani
proteinti ve své nativni forme, zejména tvorbu komplext s jinymi proteiny.

Vzorky byly pfipraveny smichanim 10 ul proteinu nebo smési proteinii (v pfipadé
smési byla provedena 30 minutova inkubace, aby byl vytvofen komplex) s 2 ul vzorkového
pufru pro nativni elektroforézu (Tab. 3.30, str .51). Hotové vzorky byly naneseny do jamek
15% polyakrylamidového gelu (Tab. 3.29, str. 51). Elektroforéza probihala v pufru 1x TBE
(Tab. 3.28) pti konstantnim napéti 140 V po dobu tfi hodin a nadoba byla chlazena ledem.

Tab. 3.28 Priprava 10 TBE pufiu (doplnéno destilovanou vodou na 1 1)

latka hmotnost [g]
Tris 107,8
H3BO3 55,0
Na,-EDTA.2H,0 74
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Tab. 3.29 Priprava 15% polyakrylamidového gelu pro nativni elektroforézu

latka (zasobni roztok) objem
akrylamid/bis-akrylamid (Tab.3.7, str. 36) 4 ml
10 x TBE pufr (Tab. 3.28, str. 50) 1mil
destilovana voda 5mil
APS (10% vodny roztok) 75 ul
TEMED 8 ul

Tab. 3.30 Priprava vzorkového pufiu pro nativni elektroforézu (doplnéno destilovanou

vodou na 10 ml)

latka (zasobni roztok) odméiené mnozstvi
10x TBE pufr (Tab. 3.28, str. 50) 1ml
bromfenolova modft 10 mg
glycerol 3ml

3.7.3. Analyticka ultracentrifugace

Analytickd  ultracentrifugace  umoziiuyje  studium  hydrodynamickych  nebo
termodynamickych vlastnosti biomakromolekul, které se pohybuji v silnych odsttedivych
polich. Distribuce molekul rozpusténé latky je b&hem experimentu monitorovana optickym
systémem (absorbance nebo interferen¢ni optika) podél priméru komurky kyvety.

V ptipadé¢ studia hydrodynamickych vlastnosti molekul se pouzivda metoda
sedimenta¢nich rychlosti, kde rotace s vysokou uhlovou rychlosti zpusobi rychlou
sedimentaci molekul. Vytvoii se tak ostré rozhrani mezi oblasti bez proteinu a oblasti s
konstantni koncentraci proteinu. Rychlost, s jakou se pohybuje sedimentacni rozhrani, je
charakterizovana tzv. sedimentacnim koeficientem S. Zavisi na molekulové hmotnosti a také
na tvaru molekul. Pfi analyze se obvykle zjistuje, kolik sloZzek sedimentuje s rGznymi
sedimentacnimi koeficienty. Naméiena data jsou transformovana do formy distribuce
sedimentac¢niho koeficientu ¢(S). Touto metodou lze urcit tvar molekul o znamé molekulové
hmotnosti, molekulovou hmotnost globularnich proteind, pfitomnost rdznych molekul,
s riznymi hodnotami sedimentac¢nich koeficienti S a zdanlivou konstantu asociace komplexu.

Metoda sedimenta¢ni rovnovahy je termodynamickou technikou, pii které je vzorek

centrifugovan pfi rychlosti (z pravidla niz§i neZ u metody sedimentacnich rychlosti), ktera
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umozni vyrovnani sedimentacniho toku s tokem difuznim. V rovnovézném stavu distribuce
koncentrace makromolekul v ramci kyvety monotonné vzrusta. Tato technika umoznuje ziskat
relativni molekulové hmotnosti, oligomerni stav molekul a rovnovazné konstanty tvorby

komplexu.

Pro analyzu vazebnych interakci mezi proteiny 14-3-3( a ASK1-KD byla zvolena metoda
sedimentacnich rychlosti. K méfeni byl pouzit pfistroj ProteomLab™ XL-I analyticka
centrifuga (Beckman Coulter, USA).

Pied samotnym méfenim byly vzorky dialyzovany proti pufru (Tab. 3.31). Hustota,
viskozita pufru a parcidlni specifické objemy proteinii byly vypocitany s pomoci programu
SEDNTERP [71]. Samotna analyza probihala pii 42 000 ot./min a detekce sedimentaénich
profili probihala méfenim absorbance pti 280 nm podél kyvety v pribchu analyzy. Distribuce
sedimentacnich koeficientd ¢(S) byly vypocitany pouzitim softwaru SEDFIT [72]. Data byla
proloZzena modelem A + B = AB implementovanym v softwaru SEDPHAT [73] se znamymi
hodnotami sedimentacnich koeficientd jednotlivych slozek, slouzicimi jako vstupni
parametry. Vystupni parametry byly ovéfeny a koncentrace byly korigovany metodou
modelovani Lammovych rovnic také implementovanou v softwaru SEDPHAT. Veskeré

experimenty a zpracovani dat byly provedeny s asistenci Mgr. Dalibora Koska.

Tab. 3.31 Slozeni dialyzacniho pufru pro analytickou ultracentrifugaci (pH 7,5)

latka vysledna koncentrace
Tris-HCI 20 mmol.dm™

NaCl 200 mmol.dm™

SME 2 mmol.dm?
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4. Vysledky

4.1. Purifikace proteinu 14-3-3(

Celkovée byly pfipraveny tfi verze tohoto proteinu — ptirozeny typ (WT), AC (zkraceny na
C-konci, obsahuje sekvenci 1-230) anoW (konstrukt, kde jsou oba tryptofanové zbytky
zaménény za fenylalaniny). Tyto konstrukty byly pfipravovany jinymi Cleny laboratofe.
Vsechny verze byly purifikovany stejnym zpiisobem, v této kapitole je demonstrovana

ptiprava proteinu 14-3-3C noW.

4.1.1. Niklova chelata¢ni chromatografie

Protein 14-3-3{ noW byl exprimovan jako fuzni protein s N-koncovou 6xHis-kotvou
(sekvence Sesti histidinii, kterd umozinuje purifikaci pomoci chelataéni chromatografie).
Niklové chelatacni chromatografie proteinu 14-3-3 noW byla provedena podle protokolu
popsaného v kapitole 3.4.5 na str. 43. Béhem eluce bylo jimano celkem devét frakcei po 1,5 ml
do mikrozkumavek, které byly nasledn¢ analyzovany pomoci 15% SDS-PAGE (Obr. 4.1).
Protein 14-3-3{ noW se exprimoval velmi dobie a ze dvou litrii bakterialni kultury bylo
ziskano 25 mg fuzniho proteinu (to stejné platilo pro vSechny pfipravované verze proteinu
14-3-30).
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Obr. 4.1 Polyakrylamidovy gel (15%), obarven Coomassie brilliant blue R250, po SDS—
PAGE s frakcemi ziskanymi pri niklové chelatacni chromatografii proteinu 14-3-3{ noW. Do
prvni jamky zleva bylo naneseno 5 ul standardu molekulovych hmotnosti (std), relativni
molekulové hmotnosti jsou uvedeny v kDa. Do ostatnich jamek byly naneseny vzorky

z eluovanych frakci 2 — 10. Vzorky byly pfipraveny smichanim 4 ul roztoku proteinu
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odebranych z frakci po niklové chelata¢ni chromatografii a 1 ul 5x vzorkového pufru. Sipkou
je oznacen pas odpovidajici proteinu 14-3-3( noW o relativni molekulové vaze 29 830,

vypocitané na zakladé primarni struktury pomoci nastroje ProtParam [67].

4.1.2. Aniontové vyménna chromatografie

Po niklové chelata¢ni chromatografii byly frakce 2 — 10 slouceny a dialyzovany.
Nasledné byl protein 14-3-3( noW purifikovan pomoci aniontové vyménné chromatografie
(viz 3.3.8, str. 38). K purifikaci byla pouzita kolona 10/50 s Q sepharosou. Protein byl
eluovan gradientem iontové sily (Obr. 4.2) a byly jimany frakce o objemu 1 ml. Na
chromatogramu je vidét jedno dominantni absorpéni maximum odpovidajici proteinu 14-3-3(
noW. Z frakei 13, 15, 17, 21, 23, 24, 25, 26 a 27 byly odebrany vzorky pro analyzu na SDS—
PAGE (Obr. 4.3, str. 55). Frakce 18-27 byly posléze slouceny a podrobeny dalSimu
purifika¢nimu kroku (viz 4.1.3, str. 55).
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Obr. 4.2 Chromatogram po aniontové vymenné chromatografii (kolona 10/50 s Q
sepharosou). Modra kiivka piedstavuje zavislost absorbance eluatu pii vinové délce 280 nm
na ¢ase. Cernou k¥ivkou je zndzornén gradient iontové sily. Cervenou barvou jsou vyznateny

pozice eluovanych frakci.
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Obr. 4.3 Polyakrylamidovy gel (15%), obarven Coomassie brilliant blue R 250, po SDS—
PAGE s frakcemi ziskanymi pri aniontoveé vymenné chromatografii proteinu 14-3-3 noW. Do
prvni jamky zleva bylo naneseno 5 ul standardu molekulovych hmotnosti (std), relativni
molekulové hmotnosti jsou uvedeny v kDa. Do ostatnich jamek byly naneseny vzorky z
frakci 13, 15, 17, 21, 23, 24, 25, 26 a 27. Vzorky nanasené na gel vznikly smichanim 4 pl

roztoku proteinu odebraného z dané frakce a 1 ul 5% vzorkového pufru.

4.1.3. Gelova permeacni chromatografie

Po aniontoveé vyménné chromatografii byl objem slouc¢enych frakci zredukovdn na 2 ml a
poté byl proveden posledni purifika¢ni krok - gelova permeaéni chromatografie (Obr. 4.4, str.
56). Pouzita byla kolona Superdex 75 10/300. Podobng, jako v ptipadé aniontové vyménné
chromatografie, je na chromatogramu vidét jedno lokalni maximum odpovidajici proteinu 14-
3-3C noW. Byly jimany frakce o objemu 0,5 ml. Z frakci 4, 6, 8, 10, 15, 18, 19, 20 a 21 byly
odebrany vzorky pro SDS-PAGE (Obr. 4.5, str. 56). Analyza na SDS-PAGE ukazala, ze
konecna Cistota pfipraveného proteinu 14-3-3 noW je dostatecna pro dal§i experimenty.
Frakce 6-15 byly poté slouceny, zakoncentrovany, byla zméfena proteinova koncentrace a
protein byl uchovan pro dalsi experimenty pii teploté -80 °C. Celkovy vytézek purifikace byl
20 mg proteinu 14-3-3{ noW ze dvou litri LB-média.
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Obr. 4.4 Chromatogram po gelové permeacni chromatografii (kolona Superdex 75 10/300).
Modra kiivka predstavuje zavislost absorbance eluatu pii vlnové délce 280 nm na case.
Cervenou barvou jsou vyznaéeny pozice eluovanych frakei.
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Obr. 4.5 Polyakrylamidovy gel (15%), obarven Coomasie brilliant blue R 250, po SDS—PAGE
S frakcemi ziskanymi po gelové permeacni chromatografii proteinu 14-3-3 noW. Do prvni
jamky zleva bylo naneseno 5 ul standardu molekulovych hmotnosti (std), relativni
molekulové hmotnosti jsou uvedeny v kDa. Do ostatnich jamek byly naneseny vzorky z frakei
4, 6, 8, 10, 15, 18, 19, 20 a 21. Vzorky nandsené¢ na gel vznikly smichanim 4 pl roztoku

proteinu odebraného z dané frakce a 1 ul 5% vzorkového pufru.
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4.2. Purifikace katalytické domény lidské proteinkinasy ASK1 a jejich

mutantu

Celkové bylo ptfipraveno osm konstruktii tohoto proteinu — piirozeny typ (WT), mutant
Ser966Ala (serin v pozici 966 byl zaménén za alanin), Ctyfi cysteinové mutanty (maji
ponechdn pouze jeden cystein na urcité pozici, ostatni cysteiny jsou zaménény za seriny) a
dva tryptofanové mutanty (maji ponechdn pouze jeden tryptofan ve své sekvenci na
konkrétnim misté, ostatni tryptofany jsou zaménény za fenylalaniny). Tyto konstrukty byly

ptipravovany Mgr. Daliborem KoSkem. VSechny verze byly purifikovény stejnym zptsobem.

4.2.1. Vyvoj purifika¢niho protokoelu ASK1-KD WT
4.2.1.1. Priprava ASK1-KD WT podle piivodniho protokolu

Prvni protokol pro purifikaci katalytické domény ASK1 (ASK1-KD) WT byl ¢asteéné
odvozen od protokolu uvedeného v publikaci [29]. Pro piipravu byl pouzit konstrukt, ktery
umozioval tzv. ,leakage“ expresi ASK1-KD jako fuzniho proteinu s C-koncovou 6xHis
kotvou (tento konstrukt neobsahoval §tépné misto mezi sekvenci ASK1 a histidinovou
kotvou). K expresi byly pouzity buiiky E. coli BL21(DE3) a LB-médium k jejich kultivaci.
Prvnim purifikacnim krokem byla niklova chelata¢ni chromatografie. Eluce byla provedena
pomoci pufru obsahujiciho imidazol o koncentraci 0,6 mol/l a byly jimany frakce o objemu
1,5 ml. Ziskané frakce byly analyzovany pomoci SDS-PAGE (Obr. 4.6, str. 58). V porovnani
s proteinem 14-3-3( je patrné, ze exprese je nizsi a je zde pfitomna vyznamna kontaminace
jinymi proteiny, které jsou viditelné na gelu. Ze tii litrd bakteridlni kultury bylo ziskano
0,7 mg fazniho proteinu.

Nasledné byly eluované frakce 3-7 slouceny, dialyzovany, koncentrovany na 2 ml a byla
provedena gelova permea¢ni chromatografie s pouzitim kolony Superdex 75 Hiload 26/60
(Obr. 4.7, str. 58). Na obrazku je vidét vice absorp¢nich maxim, pfislouchajicich vice
proteinim- kontaminantdm. Prvni dominantni maximum pravdépodobné odpovida
agregované formé proteinu ASK1-KD. Druhé maximum, oznacené Sipkou odpovida proteinu
ASK1-KD. Frakce byly jimany o objemu 1 ml. Z frakci B8-C3 byly odebrany vzorky pro
SDS-PAGE (Obr. 4.8, str. 59).
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Obr. 4.6 Polyakrylamidovy gel (15%), obarven Coomassie brilliant blue R 250, po SDS-
PAGE s frakcemi ziskanymi po niklové chelatacni chromatografii proteinu ASK1-KD. Do
prvni jamky zleva bylo naneseno 5 ul standardu molekulovych hmotnosti (std), relativni
molekulové hmotnosti jsou uvedeny v kDa. Do ostatnich jamek byly naneseny vzorky
z eluovanych frakei 2 — 10. Vzorky byly pfipraveny smichanim 10 ul roztoku proteinu
odebranych z frakci po niklové chelataéni chromatografii a 2 ul 5x vzorkového pufru. Sipkou
je oznacen pas odpovidajici proteinu ASK1-KD WT o relativni molekulové vaze 36 500,

vypocditané na zakladé primarni struktury pomoci nastroje ProtParam [67].
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Obr. 4.7 Chromatogram po gelové permeacni chromatografii proteinu ASK1-KD na
kolone Superdex 75 Hiload 26/60. Modra kiivka predstavuje zavislost absorbance pii vinové
délce 280 nm eluatu na elu¢nim objemu. Cervenou barvou jsou vyznaceny pozice jimanych

frakei. Sipkou je vyzna¢eno lokalni maximum odpovidajici eluovanému proteinu ASK1-KD.
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Obr. 4.8 Polyakrylamidovy gel (15%), obarven Coomassie brilliant blue R 250, po SDS-
PAGE s frakcemi ziskanymi po gelové permeacni chromatografii proteinu ASK1-KD. Do
prvni jamky zleva bylo naneseno 5 ul standardu molekulovych hmotnosti (std), relativni
molekulové hmotnosti jsou uvedeny v kDa. Do ostatnich jamek byly naneseny vzorky z frakci
B8 — C3 . Vzorky nanasené na gel vznikly smichanim 10 ul roztoku proteinu odebraného z

dané frakce a 2 ul 5x vzorkového pufru.

Frakce B10 — C3 byly posléze slouceny, zakoncentrovany, byla zméfena proteinova
koncentrace a protein byl uchovén pro dalsi experimenty pfi teploté -80 °C. Konecny vytézek
takto purifikované ASK1-KD WT byl 0,5 mg proteinu ze tii litrit LB-média. Tento vytézek

byl nedostate¢ny a dale ptipraveny protein neumozioval odstranéni C-koncové 6xHis-kotvy.

4.2.1.2. Priprava ASK1-KD WT pomoci optimalizovaného protokolu

Protokol popsany v odst. 4.2.1.1, str. 57 v nasich podminkach neposkytoval dostate¢né
vysoké vytézky, navic piipraveny konstrukt ASK1-KD neumoziioval odstranéni C-koncové
histidinové kotvy. Proto bylo nutné vytvofit novy konstrukt obsahujici §t€pné misto pro TEV
proteasu mezi sekvenci ASKI1-KD a histidinovou kotvou a zaroven byla provedena
optimalizace expresniho a purifikacniho protokolu pro dosazeni vySs$iho vytézku a lepsi
Cistoty.

V ramci této optimalizace byl zménén expresni kmen bun€k E. coli. Namisto kmene
BL21(DE3) byly k expresi pouzity bunky Rosetta. Geneticky kod je degenerovany, to
znamena, ze existuje vic kodont, které koduji stejné aminokyseliny. Bakterie E. coli jsou
prokaryotické organismy. Od eukaryotickych organismi se li§i jinym ,,codon usage®, to
znamena, ze jejich aminokyseliny jsou preferenéné kédovany jinymi kodony, nez kodony

eukaryotickych organismii. Pokud je do bakterie zanesen gen ptivodem z eukaryotického

59



organismu, jako je tomu v piipadé genu pro lidskou ASK1-KD, jeho aminokyseliny jsou
kédovany kodony typickymi pro eukaryoticky organismus a exprese tim miize byt znacné
omezena, protoze v bakterii mizou chybét piislusné tRNA. Bakterie E. coli kmene Rosetta
maji tzv. ,different codon usage®. To znamend, ze jsou prizpltisobeny k expresi proteind
z eukaryotickych organism.

Dale ke kultivaci bakterii bylo pouzito TB-médium, které obsahuje vic zivin, nez LB-
médium. To umoznuje rtst bunék do vyssi optické hustoty a tim 1 zvySeni expresniho vytézku
proteinu.

Zmeénén byl také zplsob eluce po niklové chelatatni chromatografii, protoze bylo
zjisténo, ze protein ASKI1-KD ma tendenci agregovat v roztoku o vysoké koncentraci
imidazolu (tzn. v elu¢nim pufru po nikové chelata¢ni chromatografii). Proto namisto sbirani
proteini do frakei, pfi kterém zlstaval protein ASK1-KD relativné dlouho v prostfedi o
vysoké koncentraci imidazolu, byl protein eluovan do stejného objemu dialyza¢niho pufru.
Tim se koncentrace imidazolu okamzité snizila na jednu polovinu, coz zamezilo agregaci
eluovaného proteinu.

Zména nastala také pfti dialyze. Do dialyza¢ni membrany byla pfidana TEV proteasa, aby
byla z proteinu odstranéna histidinova kotva. Pro ovéfeni tspéSného probéhnuti Stépeni
fazniho proteinu TEV proteasou byl vzdy odebran vzorek nestépeného proteinu z eluce po
niklové chelataéni chromatografii tésné¢ pied ptiddnim TEV proteasy do dialyzaéni
membrany. Protein byl dialyzovan pfes noc V pfitomnosti TEV proteasy. Po dokoncené
dialyze a Stépeni TEV proteasou byl odebran druhy vzorek proteinu a vzorky St€peného a
nestépeného proteinu byly poté rozdéleny na SDS-PAGE (Obr. 4.9, str. 61). Odstépeni
histidinové kotvy je na obrazku vidét v posunu pasu odpovidajicimu proteinu ASK1-KD
smérem k niz§i molekulové vaze. Expresni vytézek takto purifikovaného proteinu byl 14 mg
fazniho proteinu ze 4 1 TB-média. VSechny metodické detaily optimalizovaného purifikacniho

protokolu jsou uvedeny v kapitole 3.4, str. 41.

60



kDa
150—

TS5—aw

SQ——
37—

25—

20—
15—

10—

Obr. 4.9 Polyakrylamidovy gel (15%), obarven Coomassie brilliant blue R 250, po SDS—
PAGE se vzorkami proteinu ASK1-KD po niklové chelatacni chromatografii. Do prvni jamky
zleva bylo naneseno 5 ul standardu molekulovych hmotnosti (std), relativni molekulové
hmotnosti jsou uvedeny v kDa. Do jamky 1 byl nanesen vzorek proteinu po eluci pied
ptidanim TEV proteasy. Do jamky 2 byl nanesen vzorek proteinu po dialyze a inkubaci
s TEV proteasou. Vzorky byly ptipraveny smichanim 10 ul roztoku proteinu po niklové
chelataéni chromatografii a 2 ul 5% vzorkového pufru. Sipkou je zndzornén pas odpovidajici
ASK1-KD o relativni molekulové vaze 36 184 (bez histidinové kotvy), vypocitané na zakladé

primarni struktury pomoci nastroje ProtParam [67].

Po ovéfeni Sté€peni histidinové kotvy od proteinu ASK1-KD probéhla gelova
permeacéni chromatografie dle protokolu uvedného v odst. 3.4.7, str. 44 (Obr. 4.10, str. 62).
V porovnani s pavodnim protokolem (4.2.1.1, str. 57) zde nastala zména v pouziti kolony
Superdex 200 Hiload 26/60, namisto kolony Superdex 75 Hiload 26/60. Tato kolona je
schopna 1épe separovat proteiny o vyssi relativni molekulové vaze, coz se ukézalo byt
vyhodné v ptipad¢ purifikace ASK1-KD. Na obrazku je vidét pouze Cast chromatogramu, kde
je vidét pouze jedno absorpéni maximum pfislouchajici proteinu ASK1-KD. Mnozstvi
proteinovych agregatii (jejich eluce na chromatogramu zobrazena neni) bylo znacné
zredukovano oproti ptivodnimu protokolu. Frakce byly jimany o objemu 1 ml. Z frakci All,
Al2, B12, B11, B3, B2, B1, C1 a C2 byly odebrany vzorky pro SDS-PAGE (Obr. 4.11, str.
62).
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Obr. 4.10 Cast chromatogramu z gelové permeacni chromatografie proteinu ASK1-KD na
kolone Superdex 200 Hiload 26/60. Modré kiivka predstavuje zavislost absorbance pii vinové

délce 280 nm eluatu na eluénim objemu. Cervenou barvou jsou vyznaceny pozice jimanych

frakci.
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Obr. 4.11 Polyakrylamidovy gel (15%), obarven Coomassie brilliant blue R 250, po SDS—
PAGE s frakcemi ziskanymi po gelové permeacni chromatografii s proteinem ASK1-KD. Do
prvni jamky zleva bylo naneseno 5 ul standardu molekulovych hmotnosti (std), relativni
molekulové hmotnosti jsou uvedeny v kDa. Do ostatnich jamek byly naneseny vzorky z frakci
All, Al12, B12, B11, B3, B2, B1, C1 a C2. Vzorky nanasené na gel vznikly smichanim 10 ul
roztoku proteinu odebraného z dané frakce a 2 ul 5x vzorkového pufru.
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Frakce B11 — B2 byly slouceny, zakoncentrovany, byla zméfena proteinova koncentrace
a protein byl zamrazen. Vytézek takto purifikovaného proteinu byl 10 mg ¢istého proteinu ze
Ctyf litra TB-média. Tento vytézek je né€kolikanasobné vyssi jako tomu bylo u ptivodniho

purifika¢niho protokolu, proto lze fict, ze se ho optimalizace probé&hla Gspésne.

4.2.2. Purifikace cysteinovych mutanti ASK1-KD

Pro biofyzikalni charakterizaci proteinu je velmi uziteCnym nastrojem SH-reaktivni
fluorescencni sonda. Tato sonda se kovalentné vaze k cysteinovému postrannimu fetézci
proteinu, a poté je mozné sledovat interakce mezi riznymi ¢astmi povrchu dvou interagujicich
protein. Aby méfeni méla smysl, je nutné, aby sonda byla navdzana na jednom konkrétnim
misté. Toho 1ze dosahnout pouze v ptipad¢€, Ze v sekvenci proteinu se vyskytuje pouze jeden
cysteinovy zbytek na presné definovaném mistg.

K tomuto ucelu byly pftipraveny konstrukty cysteinovych mutanti ASKI1-KD (maji
ponechan pouze jeden cysteinovy zbytek na uréité pozici, ostatni cysteinové zbytky jsou
zaménény za serinové). Mym tkolem bylo otestovat jejich expresi. Na Obr. 4.12, str. 64 jsou
zobrazeny 15% polyakrylamidové gely po SDS-PAGE z frakci po niklové chelatacni
chromatografii vSech pfipravenych konstrukti cysteinovych mutanti: Cys835, Cys869,
Cys918 a Cys928 (¢islo odpovida pozici cysteinového zbytku, jenZ byl zachovan, ostatni
cysteinové zbytky v sekvenci byly zaménény za serinové). Jediny Cys918 mél viditelny
vytézek exprese, priblizné 0,7 mg ze dvou litri TB-média. Purifikace tohoto proteinu byla
dokonc¢ena (provedena dle protokolu z odst. 3.4, str. 41). Vytézek byl 0,5 mg ze dvou litrd
TB-média, coz je nékolikanasobné nizsi, jak tomu bylo u ASK1-KD WT. Experimenty
s timto mutantem provedeny zatim nebyly, pozice tohoto cysteinu neni pro nas zajimava

vzhledem Kk jeho umisténi na C-konci katalytické domény.
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Obr. 4.12 Polyakrylamidové gely (15%), obarveny Coomassie brilliant blue R 250, po SDS—
PAGE s frakcemi ziskanymi po niklové chelatacni chromatografii jednotlivych cysteinovych
mutantii. Do prvni jamky zleva bylo v kazdém gelu naneseno 5 ul standardu molekulovych
hmotnosti (std), relativni molekulové hmotnosti jsou uvedeny v kDa. V ptipadé Cys835 (A)
byla do druhé jamky nanesena peleta resuspendované v 10 pl destilované vody (p) a poté byly
naneseny frakce 2-9. Pro ostatni mutanty Cys869 (B), Cys918 (C) a Cys928 (D) byly do
ostatnich jamek naneseny vzorky z frakci 2-10. Vzorky nanasené na gel vznikly smichanim
10 ul roztoku proteinu odebraného z dané frakce a 2 ul 5% vzorkového pufru. Sipkou jsou

vyznaceny teoretické pasy odpovidajici cysteinovému mutantu ASK1-KD.

4.2.3. Purifikace tryptofanovych mutanta ASK1-KD

Pro ucely studia proteinii pomoci stacionarni tryptofanové fluorescence nebo pomoci
Casové rozliSené tryptofanové fluorescence byly vytvofeny tryptofanové konstrukty
Trp865Phe (tryptofan v pozici 865 zaménén za fenylalanin) a Trp770Phe (tryptofan v pozici
770 zaménén za fenylalanin). Konstrukty byly pfipraveny Mgr. Daliborem Koskem. Proteiny
byly purifikovany dle purifikaéniho protokolu uvedeného v odst. 3.4, str. 41. Na rozdil od
cysteinovych mutanti mély tryptofanové mutanty detekovatelny expresni vytézek (ze Ctyt

litrdi TB-média 2,5 mg fazniho proteinu u mutanta Trp865Phe a 1,9 mg u mutanta
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Trp770Phe). Na Obr. 4.13 jsou zobrazeny 15% polyakrylamidové gely po gelové permeacni
chromatografii. Vytézek v piipadé Trp865Phe byl 2 mg &istého proteinu ze étyt litrd TB-
média a V pripadé mutanta Trp770Phe byl 1,5 mg ¢istého proteinu ze ¢tyt litrd TB-média.
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Obr. 4.13 Polyakrylamidové gely (15%,), obarveny Coomassie brilliant blue R 250, po SDS—
PAGE s frakcemi ziskanymi po gelové permeacni chromatografii jednotlivych tryptofanovych
mutantii Trp865Phe (A) a Trp770Phe (B). Do prvnich jamek v obou piipadech bylo naneseno
5 ul standardu molekulovych hmotnosti (std), relativni molekulové hmotnosti jsou uvedeny v
kDa. Do ostatnich jamek byly naneseny vzorky z frakci po eluci z gelové permeacdni
chromatografie. Vzorky nanasené na gel vznikly smichanim 10 xl roztoku proteinu

odebran¢ho z dané frakce a 2 ul 5x vzorkového pufru.

4.3. Emisni spektra tryptofanovych mutanti ASK1-KD

Po purifikaci tryptofanovych mutanti Trp865Phe a Trp770Phe byla zméfena jejich
emisni spektra v rozmezi emisnich vinovych délek 315 — 420 nm pfi konstantni vinové délce
excitace 297 nm (Obr. 4.14, str. 66). Z obrazku je ziejmé, ze spektra jsou si vzajemné
podobna, maximum emise se nachazi v okoli vlnové délky 320 nm. Tato emisni vinova délka
dobfte odpovida pozici obou tryptofanovych zbytkl ve struktuie katalytické domény, kde jsou
oba tyto zbytky umistény v hydrofobnim prosttedi s malou piistupnosti k polarnimu

rozpoustédlu (viz Obr. 5.1, str.78) [74].
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Obr. 4.14 Emisni spektra tryptofanovych mutantii ASKI1-KD, Trp865Phe (A) a
Trp770Phe (B). Spektra byla méfena v rozmezi emisnich vinovych délek 315 — 420 nm pfi

konstantni vlnové délce excitace 297 nm.

4.4. Stanoveni kinasové aktivity ASK1-KD

Po purifikaci proteinu ASK1-KD WT byla méfena jeho kinasova aktivita za podminek
saturace substratem - Vtomto piipad¢ byl zvolen univerzalni substrat pro kinasy tzv.
myelinovy bazicky protein (MBP). Standardni metoda pro stanoveni kinasové aktivity je
zalozena na méfeni radioaktivity nuklidu P vneseného do molekul fosforylovaného
produktu. Vzhledem k tomu, Ze nase laboratof neni vybavena pro praci s radioaktivitou,
rozhodli jsme se pro stanoveni kinasové aktivity ASK1-KD otestovat dvé spektrofotometrické
metody: luminiscen¢ni metodu za pouziti komeréni sady ADP-Glo™ [69] a spektroskopickou
metodu zaloZzenou na zmén¢ koncentrace NADH [70].

Principem obou metod je kvantifikace konverze ATP na ADP, nikoliv fosforylovaného
produktu, jak je tomu u radioaktivni metody. Obé dvé metody se ukazaly jako nevhodné pro
stanoveni aktivity ASK1-KD, zejména vzhledem K jeji nizké aktivité. Vysledky nicméné
ukazaly, ze ptipraveny protein je Katalyticky aktivni. Pro detailni kinetickou charakterizaci
proteinu ASK1-KD je vsak nutné vyuzit mnohem citlivéjsi radioaktivni metodu, ktera je
zalozena na kvantifikaci fosforylovaného produktu a které se nyni vénuje jiny clen nasi

laboratofe.
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4.4.1. Luminiscen¢ni metoda za pouZiti komer¢éni sady ADP-Glo™

U této metody se stanoveni spotfebovaného ATP v prubchu kinasové reakce provadi ve
dvou krocich. Po inkubaci je kinasova reakce ukoncena piidavkem prvniho ¢inidla, které
zaroven také odbourava zbytkové ATP v reakéni smési. Po inkubaci je do reakce ptidano
druhé ¢inidlo, které ma za kol veskeré ADP v reakéni smési proménit v ATP a toto nove
vzniklé ATP je poté kvantifikovano na zéklad¢ luminiscencniho signalu vzniklého pfi reakci
ATP s luciferinem za katalyzy luciferasou.

Intenzita luminiscen¢niho signdlu byla méfena v 96-jamkové mikrodestiCce pomoci
luminiscen¢ni ¢tecky Infinite M200 PRO schopné poditat emitované fotony, ty jsou poté
pfepocitany na relativni luminiscenc¢ni jednotky RLU. Pro odhad spotfeby ATP byla
zkonstruovana kiivka konverze ATP na ADP (Obr. 4.15), diky které mize byt luminiscen¢ni
signal pfeveden na spotiebu ATP.

Kazda reakce byla méfena trikrat (Obr. 4.16, str. 68). Pro objem asloZzeni reakénich
smé&si viz Tab. 3.23, str. 47. Blank ma identické sloZeni jako kinasova reakce, chybi pouze
substrat MBP. Je zfejmé, Ze pozadi blanku je signifikantni ve srovnani S kinasovou reakci. Na
zakladé naméfenych hodnot RLU s pouzitim konverzni kiivky byla vypoctena orientacni

hodnota ke = 0,33+0,30 min™ (pramér + standardni odchylka ze tfi méfent).
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Obr. 4.15 Krivka konverze ATP na ADP stanovena luminiscenéni metodou za pouZiti
komercni sady ADP-Glo™. Na ose x je vynesena konverze ATP na ADP simulovana
ptipravou smesi ATP s ADP v daném poméru dle Tab. 3.24 na str 48. Na ose y je vynesen

luminiscen¢ni signal vygenerovany kazdou smési po pfidani ¢inidel a dodrzeni inkubacnich
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dob v jednotkach RLU. Kazda smés byla méfena dvakrat pro statistické vyhodnoceni, které je

znazornéno chybovymi tiseckami.
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Obr. 4.16 Stanoveni kinasové aktivity ASK1-KD [uminiscencni metodou za pouziti komercni
sady ADP-Glo™., Na ose x jsou dvé reak¢ni smési: blank a kinasova reakce. Smési jsou
identické, v blanku pouze chybi substrat MBP. Na ose y je vynesen luminiscencni signal
v jednotkach RLU. Kinasova reakce probihala 1 hodinu pii pokojové teploté. Kazda reakéni
smés byla méfena tfikrat pro statistické vyhodnoceni, které je znazornéno chybovymi

useCkami.

4.4.2. Spektroskopicka metoda zaloZena na zméné koncentrace NADH

V ptipadé této metody, kvantifikace vzniklého ADP v priubéhu kinasové reakce je
zprostiedkovana reakci tohoto ADP s fosfoenolpyruvatem za katalyzy pyruvatkinasou a za
vzniku ATP a pyruvatu. Pyruvat je poté laktatdehydrogenasou redukovan na laktat za
sou¢asné oxidace NADH v NAD". Ubytek NADH je sledovan spektrofotometricky pii vinové
délce 340 nm.

Reakéni smés (Tab. 3.26, str. 49) byla umisténa do kfemenné kyvety. Reakce byla
odstartovana ptidavkem ASK1-KD piimo do kyvety. Ubytek absorbance NADH byl méfen
na spektrofotometru Cecil 8000 series. Hodnoty absorbanci byly odecitany ve

dvouminutovych intervalech po dobu 14 minut.
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Na Obr. 4.17 je uvedeno jedno reprezentativni méfeni vyuzitim této metody. Blank ma
totozné slozeni s reakéni smési kinasové reakce, chybi v ni pouze substrat MBP. Z obrazku je
patrné, ze pozadi blanku zptisobené nespecifickou hydrolyzou ATP je 1 v pfipad¢ této metody
vysoké. Ze znalosti molarniho absorpéniho koeficientu NADH (gz40 = 6220 M™cm™) byla
touto metodou stanovena hodnota ke na 0,78+0,32 min™ (primér + standardni odchylka ze

Ctyf méteni).
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Obr. 4.17 Priklad stanoveni kinasové aktivity spektroskopickou metodou zaloZenou na ubytku
NADH. Na ose X je vynesen ¢as v minutach. Na ose y je vynesen ubytek absorbance pii 340
nm. Kinasova reakce probihala v kyveté po dobu 14 minut pti 30 °C. Ve dvouminutovych
intervalech byly odecitany Ubytky absorbance pfi vinové délce 340 nm. Reakéni smés blank

ma totozné slozeni s reakéni smési kinasové reakce, chybi v ni pouze substrat MBP.

4.5. Studium interakci mezi proteiny 14-3-3( a ASK1-KD

Po purifikaci proteini ASK1-KD a 14-3-3( a jejich mutantd nésledovala série

biofyzikalnich méfeni zabyvajicich se interakcemi mezi témito proteiny.

4.5.1. Ovéreni fosforylace pomoci hmotnostni spektrometrie

Protein ASK1-KD interaguje s proteinem 14-3-3( pouze za podminky, Ze je fosforylovan
na Ser966. ASK1-KD byla proto fosforylovana proteinkinasou A (PKA) a vysledek
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fosforylace byl poté ovéien pomoci hmotnostni spektrometrie (Obr. 4.18) v laboratoii RNDr.
Petra Mana, Ph.D. (MBU AV CR v.v.i.). Podminky experimentu jsou uvedeny v odst. 3.7.1,
str. 50. Ve $tépici smesi ASK1-KD WT po inkubaci s pepsinem byly dominantné pfitomny
tii peptidy obsahujici vazebny motiv pro protein 14-3-3(. Analyza vSech téchto peptida
ukazala, ze ASK1-KD WT je po inkubaci s PKA fosforylovana na Ser966 z vice jak 90 %. Na

Obr. 4.18 je demonstrovana analyza pouze jednoho z téchto peptida.

A ASKI1-KD autoP WT

Intensita

 gas [min]

B ASK1-KD pSer966 WT

1o Intensita

T
2% as [min]

Obr. 4.18 Chromatogramy z LC/MS/MS experimentu (kapalinovd chromatografie na reverzni
fazi C18 nasledovana dvojndasobnou hmotnostné spektrometrickou analyzou) na pristroji ESI-
FTICR , Bruker (ionizace elektrosprejem ndsledovand iontovou cyklotronovou rezonanci
S Fourierovou transformaci). Na ose y je vyznacena intenzita signdlu m/z (pomér hmotnosti
anaboje). Uvedené hodnoty jsou vydé€leny faktorem 10°. Chromatogramy ukazuji pouze
signaly peptidi LRRISLPVPVL (2+), m/z = 631,919 (Cerné ktivka) a LRRIpSLPVPV(2+),
m/z = 671,902 (Cervena kiivka). V ptipadé ASK1-KD autoP WT (A) je vidét dominantni
maximum nefosforylovaného peptidu. Analyza ASK1-KD pSer966 WT (B) ukézala, ze

fosforylace prob¢hla minimalné na 90 %.
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45.2. Nativni elektroforéza

Pfi nativni elektroforéze proteiny putuji gelem ve své nativni form¢, proto byla tato
metoda zvolena pro sledovani tvorby komplext mezi proteiny ASK1-KD:14-3-3(. V ptipadé
interakce je vidét na gelu po nativni elektroforéze spole¢nou migraci proteinu, ktera se
projevuje splynutim dvou pasii odpovidajicich jednotlivym proteiniim V jeden pas.

Polyakrylamidovy gel po nativni elektroforéze na Obr. 4.19 srovnava vazebnou afinitu
proteinu ASK1-KD, jenz byl fosforylovan na Ser966 (pSer966) k proteinu 14-3-3( WT a
Kk proteinu 14-3-3C AC. Je ziejmé, ze 14-3-3( AC se vaze k ASK1-KD pSer966 WT s vyssi
vazebnou afinitou jako 14-3-3( WT. Z tohoto divodu byla pro dalsi studium vazebnych
interakci mezi proteiny 14-3-3C a ASK1-KD pouzivana varianta 14-3-3C AC.

L8

Obr. 4.19 Polyakrylamidovy gel (15%), obarven Coomassie brilliant blue R 250, po nativni
elektroforéze srovnavajici vazebnou afinitu ASK1-KD pSer966 WT k proteinu 14-3-3 WT a
k proteinu 14-3-30 AC. Do prvni jamky bylo naneseno samotné 14-3-3( AC, do jamky 2
samotné 14-3-3( WT, do jamky 3 samotna ASK1-KD pSer966 WT, do jamky 3 komplex
ASK1-KD pSer966 WT s 14-3-3C AC a do jamky 5 komplex ASK1-KD pSer966 WT s 14-3-
3¢ WT. Vsechny proteiny mély ve vzorcich 20 pM koncentraci. Sipkou je vyznaena

spole¢na migrace nejlépe interagujicich proteinti 14-3-3( AC s ASK1-KD pSer966 WT.

71



Pro ovéteni hypotézy, ze protein 14-3-3C se vaze pouze na protein ASK1-KD pSer966,
byl pfipraven experiment srovnavajici vazebnou afinitu 14-3-3( AC K riznym variantdm
ASK1-KD (Obr. 4.20). Tento experiment jednozna¢n¢ ukazal, Ze nejvyssi vazebnou afinitu k

14-3-3¢ AC ma ASK1-KD pSer966 WT.

L
avaE

Obr. 4.20 Polyakrylamidovy gel (15%), obarven Coomassie brilliant blue R 250, po nativni
elektroforéze. V jamce 1 bylo naneseno samotné 14-3-3C AC, v jamce 2 byla nanesena smés
ASK1-KD WT autofosforylovana (autoP) se 14-3-3C AC, v jamce 3 smés ASK1-KD pSer966
WT se 14-3-3C AC, v jamce 4 smé&s ASK1-KD autoP Ser966Ala se 14-3-3( AC a v jamce 5
smes ASK1-KD autoP Ser966Ala se 14-3-3C AC. V kazdé jamce byl protein 14-3-3( AC 8uM
a viechny varianty ASKI-KD byly 40uM. Sipkou je znizornéna spoleénd migrace
interagujicich proteinti 14-3-3{ AC s ASK1-KD WT P.

Z diivodu plénovanych experimentl studia interakce mezi proteiny ASK1-KD a 14-3-
3C metodou tryptofanové fluorescence bylo nutné ovéfit metodou nativni elektroforézy, zda
spolu interaguji mutant 14-3-3C noW s tryptofanovymi mutanty proteinu ASK1-KD pSer966
Trp865Phe (Obr. 4.21, str. 73) a Trp770Phe (Obr. 4.22, str. 73). Do jednotlivych jamek byly
naneseny proteiny samotné a komplexy 14-3-30 noW s danym tryptofanovym mutantem
ASK1-KD pSer966 v molarnich pomérech 1:1, 1:2 a 1:4. V obou piipadech ve smési
s molarnim pomérem 1:4 mizi pas odpovidajici migraci samotného 14-3-3( noW , coz
naznacuje, ze v tomto molarnim poméru je vSechno 14-3-3C noW véazano v komplexu, které

migruje spolec¢né s tryptofanovym mutantem ASK1-KD.
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Obr. 4.21 Polyakrylamidovy gel (15%), obarven Coomassie brilliant blue R 250, po nativni
elektroforéze testujici vazebnou afinitu 14-3-3C noW k ASK1-KD pSer966 Trp865Phe. Do
prvni jamky bylo naneseno samotné 14-3-3C noW, do druhé jamky samotnd ASK1-KD
pSer966 Trp865Phe. Do jamek 3,4 a 5 byly aplikovany komplexy 14-3-3( noW : ASK1-KD
pSer966 Trp865Phe v molarnich pomérech 1:1, 1:2 a 1:4. 14-3-3( noW bylo v kazdé jamce
13uM (kromé jamky 2) a ASK1-KD pSer966 Trp865Phe bylo v jamkach 2 a 3 také 13uM,
v jamce 4: 26uM a v jamce 5: 52uM. Sipkou je vyzna¢ena spole¢na migrace interagujicich
proteinti 14-3-3 noW s ASKI1-KD pSer966 Trp865Phe a vymizeni pasu odpovidajicimu
migraci samotného 14-3-3( noW.

Obr. 4.22 Polyakrylamidovy gel (15%), obarven Coomassie brilliant blue R 250, po nativni
elektroforéze testujici vazebnou afinitu 14-3-30 noW k ASK1-KD pSer966 Trp770Phe. Do
prvni jamky bylo naneseno samotné 14-3-3( noW, do druhé jamky samotna ASK1-KD

73



pSer966 Trp770Phe. Do jamek 3,4 a 5 byly aplikovany komplexy 14-3-3( noW : ASK1-KD
pSer966 Trp770Phe v molarnich pomérech 1:1, 1:2 a 1:4. 14-3-3C noW bylo v kazdé jamce
14uM (krom¢ jamky 2) a ASK1-KD pSer966 Trp770Phe bylo v jamkach 2 a 3 také 14 uM,
Vv jamce 4: 28uM a v jamce 5: 56uM. Sipkou je vyznaena spole¢nd migrace interagujicich
proteinti 14-3-3( noW s ASKI1-KD pSer966 Trp770Phe a vymizeni pasu odpovidajicimu

migraci samotného 14-3-3( noW.

4.5.3. Analyticka ultracentrifugace

Pro detailngjsi analyzu vazebnych interakci mezi proteiny 14-3-3( a ASKI1-KD byla
zvolena analyticka ultracentrifugace — metoda sedimenta¢nich rychlosti. K méfeni byl pouzit
pfistroj ProteomLab™

Vzhledem k tomu, ze nativni elektroforéza ukazala (Obr. 4.19, str. 71), ze 14-3-3( AC se
vaze k ASK1-KD pSer966 WT s vyssi vazebnou afinitou jako 14-3-3 WT, experimenty byly
provedeny se smési proteintt ASK1-KD pSer966 WT:14-3-3( AC (Obr. 4.23, str. 75) pii fixni

koncentraci proteinu ASK1-KD pSer966 WT a riznych koncentracich proteinu 14-3-3 AC.

XL-I analyticka centrifuga (Beckman Coulter, USA).

Na obrazku je vynesena distribuce sedimentacnich koeficientti ¢(S) normalizovana na plochu
pod kiivkou. Z obrazku je vidét posun sedimenta¢nich koeficientd komplexu pfi riznych
koncentracich jednotlivych slozek, coZ naznacuje, ze rychlost vzniku a zaniku komplexu je
rychla v ramci Casové Skaly experimentu, tedy se jedna o transientni interakci. Pfi molarnim
poméru 1:10 (kompletni tvorba komplexu) je vidét lokalni maximum v oblasti 6,2 S. Analyza
dale ukazala, ze protein ASK1-KD pSer966 WT s proteinem 14-3-3( interaguje v poméru 2:2
(dimer:dimer). Pro komplex ASK1-KD pSer966 WT:14-3-3( AC byla zjisténa zdanliva
disocia¢ni konstanta Kp = (4 £ 2).10°°. Veskeré experimenty a zpracovéni dat byly provedeny

s asistenci Mgr. Dalibora Koska.
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Obr. 4.23 Zavislost normalizované distribuce sedimentacnich koeficientu ¢(S) na
sedimentacnim koeficientu S ziskana z analytické ultracentrifugace. Fialova kiivka
predstavuje smés 18uM ASK1-KD pSer966 WT a 180uM 14-3-3C AC, tmaveé modra kiivka
predstavuje smés 18uM ASKI1-KD pSer966 WT a 54uM 14-3-30 AC, tyrkysova kiivka
predstavuje smés 18uM ASKI1-KD pSer966 WT a 18uM 14-3-3( AC, zelend kiivka
predstavuje smés 18uM ASKI1-KD pSer966 WT a 6uM 14-3-3C AC a zluta kiivka
predstavuje smés 18uM ASK1-KD pSer966 WT a 1,8uM 14-3-3C AC.
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5. Diskuse

Protein ASK1 je kinasou rodiny MAP3K ucastnici se pfenosu signalu v bufice, zejména
pokud jde o stresové podnéty, jako je tvorba reaktivnich kyslikovych intermediati nebo vazba
TNF-a na receptor vné buiiky. Trvani jeji aktivace rozhoduje o dalSim osudu buiiky, coz miize
byt programovana bunécnd smrt — apoptosa, ale také proliferace ¢i diferenciace. Jeji aktivita
je vysoce regulovana mnohymi riznymi interakénimi partnery, které spole¢né s ni tvori
komplex o vysoké molekulové hmotnosti — tzv. ASK1 signalosom. Protein 14-3-3 je jednim
Z negativnich regulatora aktivity ASK1, jenz je v klidovém stavu navazan na fosforylovany
Ser966. V pritomnosti stresového signalu je ASK1 na tomto misté defosforylovana a dochazi
k disociaci komplexu ASK1:14-3-3, coz je jeden z procesu, které nasledné vedou k aktivaci
ASK1.

Pro hlub$i porozuméni mechanismu regulace aktivity ASKI1 je nutné detailné
charakterizovat interakce mezi ASK1 a jejimi vazebnymi partnery. Tato diplomova prace je
zamétena na piipravu komplexu katalytické domény ASK1 s proteinem 14-3-3 pro naslednou
biofyzikalni a strukturni charakterizaci. Protokol pro piipravu proteinu 14-3-3 je Vv nasi
laboratofi pln¢ optimalizovan a umoziiuje jeho purifikaci s vysokym vytézkem a dostateCnou
Cistotou. Purifika¢ni protokol pro ASK1-KD byl pievzat z literatury a jednalo se o protokol,
ktery byl pouzit pro pfipravu proteinu v ramci krystalografické studie [29]. Tento protokol
vSak v nasich podminkach neposkytoval dostatecné vysoké vytézky a proto bylo nutné jej
optimalizovat. V ramci této optimalizace byl jednak zménén expresni kmen bunék E. coli,
jenz mél optimalizovany tzv. ,,codon usage®, a dale bylo pouzito jiné kultivatni médium,
které umoznovalo rust bun¢k do vyssi optické hustoty. Dale bylo zjisténo, ze protein ASK1-
KD ma tendenci agregovat v roztoku o vysoké koncentraci imidazolu (tzn. v pufru, ktery se
pouziva na eluci pfi niklové chelata¢ni chromatografii). Proto bylo nutné zménit zpuisob eluce
pii niklové chelata¢ni chromatografii. Protein jiz nebyl sbiran do frakci, ale byl eluovan do
stejného objemu dialyzac¢niho pufru. Tim se Koncentrace imidazolu okamzité snizila na jednu
polovinu, coZ zamezilo agregaci eluovaného proteinu. Vysledny purifikacni protokol pro
protein ASK1-KD tak umoznuje piipravit protein s dostate¢nym vytézkem (typicky 2,5 mg na
1 1 bakterialni kultury) a Cistotou dostatecnou pro dalsi experimenty.

Po ptipravé ASK1-KD byla testovana jeji aktivita. Standardni metoda pro stanoveni
kinasové aktivity je zalozena na méfeni radioaktivity nuklidu *P vneseného do molekul

fosforylovaného produktu. Vzhledem k tomu, Ze 32p je silny beta zafi¢ a nase laboratof neni
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vybavena pro praci s radioaktivitou, rozhodli jsme se pro stanoveni kinasové aktivity ASK1-
KD otestovat dvé spektrofotometrické metody: luminiscen¢ni metodu za pouziti komercni
sady ADP-Glo™ [69] a spektroskopickou metodu zalozenou na zméné koncentrace NADH
[70].

Principem obou metod je kvantifikace konverze ATP na ADP, nikoliv fosforylovaného
substratu, jak je tomu u radioaktivni metody. Nicméné provedené experimenty ukazaly, ze ani
jedna z testovanych metod neni optimalni pro stanoveni kinasové aktivity ASK1, a to ze dvou
hlavnich davodii. Prvnim znich je nizkd aktivita proteinu ASK1-KD, coz je piirozenou
vlastnosti MAP3K kinas vzhledem K jejich signaliza¢ni funkci [4]. Druhym faktorem je
nespecificka hydrolyza ATP proteinem ASK1-KD V nepfitomnosti substratu MBP, ktera byla
pozorovana v reakénim prostiedi. Tato nespecifickd hydrolyza ATP byla vzdy vyssi nez
spotiteba ATP v disledku kinasové reakce. Tento maly pomér mezi signdlem a pozadim
neumoznil pfesné stanoveni kinetickych parametrii. Nicméné, obé dvé metody ukdzaly, ze
pfipraveny protein je aktivni. Pro kinetickou charakterizaci proteinu ASK1-KD je nutné
vyuzit mnohem citlivéj§i radioaktivni metodu, kterd je zaloZena na kvantifikaci
fosforylovaného produktu a které se nyni vénuje jiny c¢len naSi laboratofe. V odborné
literatufe se nam podafilo nalézt pouze jedinou praci, ktera uvadi konkrétni hodnoty
kinetickych  parametrt  této proteinkinasy (ziskany byly radioaktivni metodou
s imunoprecipitovanym kompletnim proteinem) a uréila ke na hodnotu 0,018+0,004 min™
[75]. Komeréné dostupna rekombinantni ASK1 (sekvence 649-946, exprimovana jako fizni
protein s glutathion S-transferasou v Sf9 burnikach) ma deklarovanou aktivitu s Kegr ~5-6 min
(Sigma-Aldrich, katalogové ¢islo A1858). Spektroskopické metody nam pro nami pfipraveny
protein (sekvence 659-973, exprimovany V buiikach E. coli jako fuzni protein s 6xHis-kotvou
na C-konci, ktera je béhem purifikace odstépovana) poskytly hodnoty vyrazné nizsi ~0,30-
0,78 min™ (viz odst. 4.4, str. 66). Nesoulad t&chto hodnot mize byt zptisoben tim, Ze se jedna
o riazné konstrukty ASK1 a jiny expresni systém (eukaryoticky v prvnim ptipadé,
prokaryoticky v druhém). V ramci této prace bylo dale zjisténo, Ze zptisob purifikace,
fosforylace a skladovaci podminky maji vliv na aktivitu pfipraveného enzymu. Tyto
pozorované vykyvy mohou souviset s neuplnou autofosforylaci ASK1 na Thr838 (viz Obr.
1.4, str. 16), ktera je nezbytna pro aktivitu katalytické jednotky. Uroveii této autofosforylace
na Thr838 je obtizné kontrolovatelna.

Cysteinové mutanty ASK1 byly pfipravovany s cilem ziskat proteiny, které by mély

pouze jeden cysteinovy zbytek na konkrétnim misté. Takové proteiny by umoznily vneseni
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SH-reaktivni fluorescen¢ni sondy, ¢imz by bylo umoznéno studium interakce mezi riznymi
¢astmi povrchit ASK1-KD a proteinu 14-3-3C. Ukazalo se, ze tyto mutanty maji extrémné
nizkou expresi. Je pravdépodobné, ze zdména cysteinovych zbytkli za serinové ma zasadni
vliv na strukturu proteinu ASK1-KD. Protein se tak mohl stat nerozpustnym, coz znemoznilo
jeho purifikaci.

Tryptofanové mutanty byly ptipravovany pro nasledné studium interakce s proteinem 14-
3-3C metodou Casové rozliSené tryptofanové fluorescence. Oproti cysteinovym mutantim
jejich vytézek byl dostate¢ny, jak je vidét z Obr. 4.13, str. 65 po gelové permeacni
chromatografii. Nicméné, Vv porovnani s ASK1-KD WT, kterou lze bez problému
zakoncentrovat na koncentraci 9 mg/ml, jsou malo rozpustné, Ize je zakoncertovat maximalné
na 1 mg/ml. Jejich emisni spektra ukazuji absorpéni maximum okolo 320 nm, coz indikuje, ze
jsou lokalizovany v nepolarnim prostiedi [74]. Na Obr. 5.1 je znazornéna krystalova struktura
dimeru katalytické domény ASKI1 s vyznaéenymi tryptofany v pozicich 770 a 865 vV jeji
sekvenci. Ztéto struktury je vidét, ze skuteéné, Trp770 a Trp865 jsou umistény

V hydrofobnim jadru dimeru a jejich pfistupnost k polarnimu rozpoustédlu bude nizka.

Obr. 5.1: Krystalova struktura dimeru ASK1-KD WT ve stuhové reprezentaci s vyznacenym
interakcnim povrchem. Cerveng, ty¢inkovou reprezetaci jsou vyznadeny tryptofany v pozicich
770 (Trp770) a 865 (Trp865). Zlutou barvou, v kuli¢kové reprezentaci je vyznatena pozice
inhibitoru staurosporinu (STU) v aktivnim misté¢ enzymu. C — C-konec polypeptidového
fetézce monomeru ASK1-KD, N — N-konec polypeptidového fetézce monomeru ASK1-KD.
Déle ve struktufe je vyznaCena pozice nestrukturované aktivaéni smycky. Vytvotfeno

v programu PyMOL.
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6. Zavér

e Byl vyvinut expresni a purifikacni protokol pro piipravu miligramovych mnozstvi
ASK1-KD WT a mutantu Ser966Ala.

e Byly pfipraveny miligramova mnozstvi proteini 14-3-3§ WT, 14-3-3C AC, 14-3-3C
noWw.

e Enzymova aktivita ptipravené ASK1-KD WT byla otestovana pomoci dvou riznych
metod. Pfipraveny protein je aktivni.

e ASKI1-KD byla uspésné fosforylovana na Ser966 pomoci proteinkinasy A, fosforylace
byla ovétena pomoci hmotnosti spektrometrie.

e Pomoci nativni elektroforézy a analytické ultracentrifugace byla ovéfena interakce
fosforylované ASK1-KD s proteinem 14-3-3C.

e Byla otestovana exprese Ctyf cysteinovych a dvou tryptopfanovych mutantd ASK1-
KD. Tryptofanové mutanty byly purifikovany a byly zméfeny jejich emisni

fluorescencni spektra.
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Priloha

Sekvence aminokyselin proteinu ASK1 WT [76]

10 20 30 40 50 60
MSTEADEGIT FSVPPFAPSG FCTIPEGGIC RRGGAAAVGE GEEHQLPPPP PGSEWNVESA
70 80 90 100 110 120
AAPGIGCPAA TSSSSATRGR GSSVGGGSRR TTVAYVINEA SQGQLVVAES EALQSLREAC
130 140 150 160 170 180
ETVGATLETL HFGKLDEFGET TVLDREFYNAD IAVVEMSDAF RQPSLEFYHLG VRESEFSMANN
190 200 210 220 230 240
ITLYCDTNSD SLOSLKEIIC QKNTMCTGNY TEVPYMITPH NKVYCCDSSF MKGLTELMQP
250 260 270 280 290 300
NFELLLGPIC LPLVDRFIQL LKVAQASSSQ YFRESILNDI RKARNLYTGK ELAAELARIR
310 320 330 340 350 360
QRVDNIEVLT ADIVINLLLS YRDIQDYDSI VKLVETLEKL PTFDLASHHH VKFHYAFALN
370 380 390 400 410 420
RRNLPGDRAK ALDIMIPMVQ SEGQVASDMY CLVGRIYKDM FLDSNETDTE SRDHGASWEK
430 440 450 460 470 480
KAFESEPTLQ SGINYAVLLL AAGHQFESSEF ELRKVGVKLS SLLGKKGNLE KLOSYWEVGE
490 500 510 520 530 540
FLGASVLAND HMRVIQASEK LFKLKTPAWY LKSIVETILI YKHEVKLTTE QPVAKQELVD
550 560 570 580 590 600
FWMDFLVEAT KTDVTIVVREFP VLILEPTKIY QOPSYLSINNE VEEKTISIWH VLPDDKKGIH
610 620 630 640 650 660
EWNFSASSVR GVSISKFEER CCFLYVLHNS DDFQIYFCTE LHCKKFFEMV NTITEEKGRS
670 680 690 700 710 720
TEEGDCESDL LEYDYEYDEN GDRVVLGKGT YGIVYAGRDL SNQVRIAIKE IPERDSRYSQ
730 740 750 760 770 780
PLHEEIALHK HLKHKNIVQY LGSFSENGFI KIFMEQVPGG SLSALLRSKW GPLKDNEQTT
790 800 810 820 830 840
GEYTKQILEG LKYLHDNQIV HRDIKGDNVL INIYSGVLKI SDEGTSKRLA GINPCTEIFT
850 860 870 880 890 900
GILQYMAPEI IDKGPRGYGK AADIWSLGET IIEMATGKPP FYELGEPQAA MFKVGMFKVH
910 920 930 940 950 960
PEIPESMSAE AKAFILKCFE PDPDKRACAN DLLVDEFLKV SSKKKKTQPK LSALSAGSNE
970 980 990 1000 1010 1020
YLRSIILPVP VLVEDTSSSS EYGSVSPDTE LKVDPESFKT RAKSCGERDV KGIRTLFLGI
1030 1040 1050 1060 1070 1080
PDENFEDHSA PPSPEEKDSG FFMLRKDSER RATLHRILTE DQDKIVRNLM ESLAQGAEEP
1090 1100 1110 1120 1130 1140
KLKWEHITTL IASLREEFVRS TDRKIIATTL SKLKLELDED SHGISQVQVV LEGFQDAVNK
1150 1160 1170 1180 1190 1200
VLRNHNIKPH WMFALDSIIR KAVQTAITIL VPELRPHEFSL ASESDTADQE DLDVEDDHEE
1210 1220 1230 1240 1250 1260
QPSNQTVRRP QAVIEDAVAT SGVSTLSSTV SHDSQSAHRS LNVQLGRMKI ETNRLLEELV
1270 1280 1290 1300 1310 1320
RKEKELQALL HRAIEEKDQE IKHLKLKSQP IEIPELPVFH LNSSGTNTED SELTDWLRVN
1330 1340 1350 1360 1370
GADEDTISRE LAEDYTLLDV LYYVTRDDLK CLRLRGGMLC TLWKAIIDFR NKQT
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Pocet aminokyselin: 1374

Rozdéleni na useky [21], [28]:

1374

T S S T . .
NCC
N s S
Thisredoxin vazebnd TRAF vazebng 14-3-3 vezebny LLe
domens domena meatn
Proteinovy usek Umisténi v sekvenci
Vazebné misto pro 46-277
thioredoxin
N-koncova coiled-coil 297-324
doména
Vazebné misto pro 384-655
TRAF
Katalyticka doména 658-940
Aktivaéni smycka 831-838
Vazebné misto pro 14-3-3 941-973
C-koncova coiled-coil 1171-1233
doména

- autofosforyla¢ni mista
- tryptofanové zbytky mutované u tryptofanovych mutanti
- cysteinové zbytky mutované u cysteinovych mutantt

o I - Ser966, fosforyla¢ni misto pro 14-3-3
W
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Svoluji k zaptjceni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadné¢ vedena

evidence vypujcovateld.

(@
-

Jméno a pfijmeni slo OP Datum vypujceni Poznamka

s adresou
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