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1. Uvod

Klistata patfi mezi ektoparazitické ¢lenovce, kteti saji krev saveu, ptaki, plazi a obojzivelnikl
ve vsech oblastech Zemé (Anderson a Magnarelli, 2008). Klistata nejen poskozuji kiizi svého
hostitele, ale také ptfenaseji patogeny a tadi se mezi jedny z nejvyznamnéjSich pirenasect
nemoci u lidi i zvitat (Estrada-Pefia a Jongejan, 1999; Aounallah et al., 2020). Pfi sani klistéte
se do hostitele uvoliuji klistéci sliny, které obsahuji smés proteinti, peptidii i nepeptidovych
rozkladaji hostitelskou tkan a ovliviiuji vrozenou i adaptivni imunitni odpovéd’ (Anderson a

Magnarelli, 2008; Aounallah et al., 2020).

Jak jiZ bylo zminéno, sliny kliStat obsahuji mnoho proteind z riznych proteinovych
rodin, které maji anti-hemostatické uc¢inky. Mezi tyto proteiny se fadi také proteazové
inhibitory. Za fyziologickych podminek zpomaluji proteazové inhibitory proteolyzu, ¢imz
reguluji hemostatické déje, jako jsou koagulace ¢i agregace krevnich desticek nebo aktivace
komplementu. Pfitomnost exogennich proteazovych inhibitori mize tyto déje ovlivnit. Klist'ata
vylu€uji inhibitory proteaz V mist¢ kousnuti, ¢imz narusSuji proteolytickou rovnovahu a

usnadnuji sani krve hostitele (Chmelar et al., 2012).

Mezi nejvice zkoumané klistéci protedzové inhibitory se fadi inhibitory s Kunitzovymi
doménami, serpiny a cystatiny (Chmelar et al., 2012). Serpiny, inhibitory serinovych proteaz,

jsou pfedmétem této prace.

1.1. Proteazy

Protedzy jsou enzymy proteolyticky sté€pici peptidové vazby pomoci hydrolyzy. Jsou pritomné
ve zviratech, rostlindch 1 mikroorganismech a hraji klicovou roli ve vétSin€ fyziologickych
procest, jako jsou traveni potravy a signalni a aktivaéni kaskady, napiiklad koagulaéni,

komplementova ¢i apoptoticka kaskada (Jmel et al., 2021; Schauperl et al., 2015).

Organismy tvofené prevazné proteiny ziskavaji aminokyseliny Stépenim jiZ existujicich
proteinil. Protedzy se tudiz ucastni procesu ristu i piestavby bunck a tkdni mnohobunéénych
organismil. Déle jsou vyuZivany pro upravu nové vzniklych proteini odstranénim signalni
sekvence a k pfeméné proteind na jejich biologicky aktivni formu (aktivace proenzymi) ¢i

naopak k deaktivaci proteinu (Barrett, 2000). Kromé zivotné dulezitych biologickych procest



se proteazy podileji i na riiznych onemocnénich, jako jsou rakovina, krvacivé poruchy, zanéty

a virova onemocnéni (Jmel et al., 2021).

Nékteré proteazy mohou $tépit riizné substraty, zatimco jiné jsou vysoce specifické.
Substratova specifita je dana aminokyselinami, které sousedi s mistem Stépeni (Schauperl et
al., 2015). Proteazy se déli podle mista S§tépeni bilkoviny na endprotedzy a exoproteazy.
Exoprotedzy odstépuji aminokyseliny od termindlnich konct proteinti, zatimco endoprotedzy

$tépi vazby uvniti polypeptidového fetézce (Barrett, 2000).

Podle aminokyseliny v aktivnim mist¢ enzymu se proteazy déli do sedmi tiid:
cysteinove, serinove, aspartatoveé, glutamatové, threoninové, metaloprotedzy a asparginova
peptidova lyaza (Da Silva, 2017, Jmel et al., 2021, Johnson a Pellecchia, 2006). U serinového,
threoninového a cysteinového typu protedz dochazi pti katalyze k tvorbé acylenzymového
komplexu a k naslednému uvoliovani karboxylatovych a aminovych produkt. Aspartatové,
glutamatové proteazy a metaloproteazy vyuzivaji molekulu vody jako nukleofil, ktery poté

hydrolyzuje peptidovy substrat (Agbowuro et al., 2017).

1.2. Inhibitory proteaz

Pfi neregulované proteolytické aktivit¢ dochazi k naruseni homeostatick¢é rovnovahy
organismu. Proto musi byt aktivita proteaz, $tépeni proteinti, pfisné kontrolovana. Ke kontrole
aktivity proteaz slouzi jejich inhibitory. Podle mechanismu inhibice mizeme inhibitory proteaz
rozdélit do nékolika skupin: kompetitivni inhibitory, kompetitivni inhibitory se sekundarnim

vazebnym mistem a ireversibilni inhibitory (Farady a Craik, 2010).

Naprosta vétSina inhibitorti proteaz jsou kompetitivni inhibitory. Inhibitory se vazi
Vv aktivnim misté proteazy zpltisobem podobnym substratu tak, ze blokuji ptistup k aktivnimu
mistu protedzy. Ptibuzné proteazy maji Casto vysoky stupet homologie v aktivnim mist¢, proto
mohou inhibitory inhibovat vice proteaz. Nékteré inhibitory proteaz jsou kompetitivni a vazou
se v aktivnim misté proteazy, ale maji jeSté sekundarni vazebné misto mimo aktivni misto
proteazy. Sekundarni vazebné misto zvétSuje plochu povrchu interakce protein-protein a tim
zvySuje afinitu. M4 také vliv na specificitu inhibitoru. Pfi ireversibilni inhibici plisobi inhibitor
jako substrat a vyuziva katalytické mechanismy enzymu k jejich inhibici (Farady a Craik,
2010).

Inhibitory proteaz lze podle jejich cilové proteazy rozdelit do Sesti skupin: serinové,

cysteinové, aspartatové, glutamatové, threoninové a inhibitory metaloproteaz (Jmel et al.,



2021). Obrazek 1 vyobrazuje seznam nejbézné&jSich skupin inhibitord protedz a jejich hlavni

vlastnosti.
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Molecular weight: 20 - 22 kDa -
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A conformational stability Strutural feautures: an inhibitory
ensured by two disulfide bonds fragment containing a scissile bond

Mechanism: Competitive inhibition

Obr. 1: Rozdéleni inhibitord proteaz na zakladé jejich cilové proteazy. Prevzato z Jmel et

al., 2021.

1.3. Inhibitory serinovych protedz

U klistat byly popsany Ctyfi skupiny inhibitorli serinovych protedz: serpiny, inhibitory S
Kunitzovou doménou, inhibitory s Kazalovou doménou a inhibitory obsahujici doménu
bohatou na cysteiny podobnou inhibitorim trypsinu. Inhibitory s 1-7 Kunitzovymi doménami
plsobi u klist’at jako antihemostatika, funkce inhibitorit Kazalovych domén je u klist’at stale

neznama (Chmelaf et al., 2017).

1.4. Serpiny

1.4.1. Funkce serpint

Serpiny tvofi nejvétsi skupinu inhibitorl proteaz, v pfirodé jsou vSudypiitomné a lze je najit i
u virti a prokaryot (Law et al., 2006). V lidském genomu je kddovano 37 serpinti, z toho 30 jich
slouzi jako inhibitory proteaz (Kellici et al., 2020). Serpiny zajistuji nékteré dulezité
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fyziologické funkce organismu, pii jejich disfunkci proto dochazi k nemocem. Reguluji
napftiklad tvorbu srazeniny i trombolyzu, zdnét a imunitni reakci, transport hormonti a podili se
I na progresi rakoviny (Lucas et al., 2018). U ¢lenovct, zivicich se krvi, slouzi serpiny jako

modulatory hostitelské imunity a hemostazy (Chmelar et al., 2017).

1.4.2. Struktura serpind

Serpiny se skladaji z ptiblizné 400 aminokyselin, které tvoii N-terminalni helikalni doménu a
C-terminalni doménu. Oblast odpovédna za interakci s cilovou protedzou se nazyva smycka
reaktivniho centra (reactive centre loop, RCL). RCL se nachazi na povrchu serpinu a obsahuje
Stépnou vazbu P1-P1° (viz Obr. 2), jeZ je rozpoznavana serinovymi proteazami jako substrat
(Huntington, 2011). Pomoci RCL se serpiny vazi na cilovou proteazu a tvofi s ni stabilni
komplex (Stein a Chothia, 1991). Serpiny se dale skladaji z B-listd A, B a C a osmi az deviti o
helixi. B-list A obsahuje dvé paralelni B-vlakna (Huntington, 2011).



Obr. 2: Serpin se Zluté zvyraznénou RCL a vazbou P1-P1¢. Pievzato z Polderdijk a
Huntington, 2018. RCL vy¢niva z povrchu serpinu mezi B-listy A a C (znazornén modie) a je

piipravena navazat cilovou proteazu.

Serpiny mohou zaujmout nékolik riznych konformaci, pfi¢emz nativni forma neni
jejich nejstabilngjsi (Huntington, 2011). Nativni forma (S forma- ,,stressed”) je aktivni forma
serpinu, ve které mize inhibitor interagovat s proteazou. V této formé se nerozstépena RCL

nachazi na vné&jsi Casti serpinu a je pripravena navazat cilovou proteazu (Whisstock et al.,

1998).

Z nativni formy mohou serpiny piejit do latentni formy, kterd je vice stabilni. Pfi
ptechodu do latentni formy dochazi k vlozeni nerozstépené RCL do B-listu A ptesunem s1C

vlakna z B-listu C, ¢imz vznikne antiparalelni vlakno. Serpiny v latentni formé ztraceji své



inhibic¢ni schopnosti, mohou vsak byt pfeménény zpét na aktivni formu denaturaci a naslednym

refoldingem (Silverman et al., 2001).

Rozstépend forma serpinu (R forma- ,relaxed”) je jeho nejstabilnéjsi forma. V této
formé je RCL zcela vlozena do B-listu A, na rozdil od latentni formy v$ak nedochazi k ptesunu
vlakna s1C z B-listu C (Silverman et al., 2001). K rozstépeni vazby P1-P1° a zméné konformace

serpinu na rozstépenou formu probiha v komplexu s proteazou (Whisstock et al., 1998).

Obrazek 3 znazoriuje jednotlivé konformace serpinu.

Obr. 3: Konformace serpinu. A-nativni forma, B-latentni forma, C-rozitépena forma.
Pievzato ze Silverman et al., 2001. Pismenem A je oznacena nativni forma serpinu s popsanymi
B-listy (Cervené, zluté a zelené), a helixy (Sed¢) a RCL (fialova) s vazbou P1-P1°. Pismenem B

je oznacena latentni forma serpinu a pismeno C oznacuje rozstépenou formu serpinu.

1.4.3. Mechanismus fungovani serpinti

RCL se nachazi na vnéjsi ¢asti serpinu a slouzi jako navnada pro cilové proteazy. Cilova
proteaza zprvu tvoii s RCL nekovalentni Michaelisiv komplex v misté¢ P1-P1°¢ (Obr. 4A), kde
nasledné dochazi k rozstépeni vazby P1-P1‘a proteaza vytvoii s RCL kovalentni vazbu (Lucas
et al., 2018, Silverman et al., 2001). N-terminalni ¢ast smycky s kovalentné uchycenou
proteazou se nasledné vlozi mezi B-list A, ¢imz vznikne dalsi, antiparalelni f-vlakno (Obr. 4B).

Timto preskupenim dochézi k destabilizaci struktury protedzy a ke stabilizaci serpinu (Marszal
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a Shrake, 2006). Serpiny se fadi mezi ireverzibilni sebevrazedné inhibitory. Kazdy serpin trvale

inaktivuje jen jednu molekulu proteazy a je funkéni pouze jednou (Gettins, 2002).

Obr. 4: A-Michaelisiv komplex mezi serpinem a proteazou S oznatenym RCL, B-
kovalentni vazba mezi serpinem a proteazou S ozna¢enym RCL. Pievzato z Kryvalap a
Czyzyk, 2022. Pismenem A je oznacen serpin s nekovalentn¢ navazanou proteazou pomoci

Michaelisova komplexu, pismeno B oznacuje kovalentné vazanou proteazu k serpinu.

1.4.4. Serpiny ve slinach klistéte Ixodes ricinus

Mezi mechanismy, které znesnadiuji kliStatiim sani krve hostitele, patii mimo jiné hemostaza
¢i vrozené imunitni reakce. Klistata z ¢eledi Ixodidae saji krev hostitele po dobu az dvou tydnt
a jsou vystavena vSem obrannym mechanismim hostitele. Vyvinuly se proto u nich
mechanismy, kterymi obchazi hostitelskou obranu, a které jim usnadnuji sani krve. Mezi tyto
mechanismy se fadi také inhibice proteaz, mimo jiné pomoci serpina (Chmelat et al., 2012). U

klistéte . ricinus bylo na zaklad¢ transkriptomickych dat odhaleno nejméné 36 serpind, funkéné

7



popsano vsak bylo zatim pouze 5 serpinii (Chmelaf et al., 2012; Kotal et al., 2021). Nova
analyza genomu |. ricinus naznacuje pfitomnost az 60 serpint, z nichz nékteré mohou byt

pseudogeny (ustni sdéleni Skolitele).

Protein pojmenovany Iris (Ixodes ricinus immunosuppressor) byl prvnim serpinem
popsanym u klistéte I. ricinus a mezi jeho popsanymi aktivitami byla inhibice T-lymfocytt a
fibrinolyzy. Potlacoval koagulaci a neznamym mechanismem branil adhezi krevnich desticek.
Iris také inhiboval sekreci TNF a prozanétlivych cytokint, zejména IFN-y a IL-6 (Chmelaf et
al., 2017; Meekins et al., 2017).

IRS-2 byl druhym serpinem popsanym u klistéte I. ricinus. Inhiboval zejména
prozanétlivé proteazy katepsin G a chymézu a pfi vySSich koncentracich také trombin. Déle
zabranoval agregaci krevnich desti¢ek vyvolanou katepsinem G a inhiboval produkci IL-6,
¢imz narusoval signalni drahu IL-6/STAT-3 (Chmelaf et al., 2011; Chmelaf et al., 2017;
Meekins et al., 2017, Palenikova et al., 2015).

Iripin-3 je serpinem inhibujicim serinové protedzy kallikrein a matriptazu. Pfi in vitro
pokusech inhiboval vnéj$i hemokoagulaéni kaskadu, inhiboval produkei IL-6 makrofagy a

snizoval proliferaci CD4" T lymfocyti (Chlastakova et al., 2021).

Mezi funkce Iripinu-5 patii potlaceni produkce oxidu dusnatého makrofagy, naruseni

migrace neutrofili a pozménéni funkce komplementu (Kasc¢akova et al., 2021).

Iripin-8 inhibuje proteazy podilejici se na hemokoagulaci a blokuje koagula¢ni kaskadu
a dale inhibuje 1yzu erytrocyti komplementem. Mezi protedzy inhibované Iripinem-8 patii
trombin, trypsin, Kkallikrein, plasmin, akrivovany protein C (APC), faktor VIla, faktor 1Xa,
faktor Xa, faktor Xla a faktor Xlla (Kotal et al., 2021).

Nejnovéji popsanym serpinem z I. ricinus je Iripin-1 (Chlastakova et al., 2023), ktery
potlacoval zanét v mySim modelu peritonitidy, pravdépodobné ovlivnénim adheze neutrofilli a

monocytl na endotelialni bunky.

Ve své diplomové praci jsem se zaméfila na produkei a funkéni charakterizaci dalSiho

serpinu, Iripin-4.



. Cile prace
Ptipravit Iripin-4 v bakterialnim expresnim systému s plazmidem pET-19b a nasledné ho
precistit pomoci chromatografickych metod

Ov¢tit funkci rekombinantniho proteinu pomoci enzymatickych eseji enzym-substrat-

inhibitor



3. Material a metody

3.1.

Pomicky a chemikalie, sloZeni pufri a geli

V tabulkach 1 a 2 jsou uvedeny seznamy vSech pouzitych chemikalii a komer¢nich kit.

Tabulka 1: Seznam chemikalii pouzitych v jednotlivych metodach.

Nazev chemikalie

Firma, kat. cislo

Gradientova PCR

Voda bez nukleaz

ThermoFisher, #R0581

Primer Iripin-4 BamHI Reverse

Generi biotech

Primer Iripin-4 Ndel Forward

Generi biotech

Templat

Iripin-4 zaklonovany do plazmidu pET-17b

PCR Master Mix 2X

ThermoFisher, #K0171

High fidelity PCR

QS5 reakeni pufr

NE BioLabs, #B9027S

dNTPs

NE BioLabs, #N0447S

Iripin-4 primery Reverse a Forward

viz Gradientova PCR

Templat

Iripin-4 zaklonovany do plazmidu pET-17b v

koncentraci 100 ng/ul

Q5 High-Fidelity DNA Polymeraza

NE BioLabs, #M0491S

Voda bez nukleaz

ThermoFisher, #R0581

Gelova elektroforéza

Agarozovy gel (1%)

slozeni viz tabulka 3

1x TAE pufr

40mM TRIS, 20mM kyselina octova a ImM
EDTA

6x Loading Dye

ThermoFisher, #R0611

SYBR Safe DNA gel stain

ThermoFisher, #S33102

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder

ThermoFisher, #SM0323

Restrikén

i Stépeni

rCutSmart pufr

NE BioLabs, #B6004S

vektor (pET-19b) nebo inzert (Iripin-4)

restrik¢éni endonukleaza Ndel

NE BioLabs, #R0111S

restrikéni endonukleaza BamHI

NE BioLabs, #R0136S

Alkalicka fosfataza

NE BioLabs, #M0371S

Voda bez nukleaz

ThermoFisher, #R0581

Ligace

T4 DNA Ligaza

NE BioLabs, #M0202S

T4 DNA ligacni pufr (10x)

NE BioLabs, #B0202A

Voda bez nukleaz

ThermoFisher, #R0581

Nasté€peny inzert a vektor

Transformace do kompetentnich bunék
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DHS alpha Competent E. coli pro namnozeni
plazmidu s inzertem

NE BioLabs, #C2987H

One Shot BL21 pro expresi proteinu

Invitrogen, #C600003

zasobni plazmid/plazmid s inzertem

PET-19b/pET-19b s Iripin-4

SOC médium NE BioLabs, #B9020S
LB médi 15,5 g Luria Broth Base, Miller (Duchefa
medium Biochemie, #L.1717.1000) v 1 | dH,0
Ampicilin koncentrace 50 mg/ul

Voda bez nukleaz

ThermoFisher, #R0581

Colony PCR

PCR Master Mix

ThermoFisher, #K0171

Voda bez nukleaz

ThermoFisher, #R0581

T7 Forward primer

Generi Biotech

T7 Reverse primer

Generi Biotech

15,5 g Luria Broth Base, Miller (Duchefa

LB médium Biochemie, #L.1717.1000) v 1 | dH,0
Ampicilin koncentrace 50 mg/ul
Pilotni exprese
LB médium 15,5 g Luri_a Broth Base, Miller (Duchefa
Biochemie, #L.1717.1000) v 1 | dH20
OmniPur IPTG Calbiochem, #367-93-1
Ampicilin koncentrace 50 mg/ul
SDS-PAGE

Polyakrylamidovy gel (12%)

slozeni viz tabulka 3

1x ELFO pufr

5x ziedény Sx ELFO pufr v dH,0O

5x ELFO pufr

15,1 g TRIS, 72 g glycinu, 5 g SDS,
doplnéno do 1 1dH>0

Merkaptoethanol

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder

ThermoFisher, #26619

Coomassie Brilliant Blue R-250 barvici roztok

Bio-Rad, #161-0436

Odbarvovaci roztok

100 ml kyseliny octové, 200 ml methanolu,
700 ml dH.0

dH20

Wester

n blot

PVDF membrana

ThermoFisher, #88518

10x transferovy pufr

30,2 g TRIS, 144 g glycinu, doplnéno do 11
dH20

1x transferovy pufr

100 ml 10x transferového pufru, 200 ml
methanolu, 700 ml dH.O

Methanol

24,2 g TRIS, 87,6 g 1,5M NaCl, pH 7,5,
10x TBS doplnéno do 1 1dH20
1x TBS 10x zfedény 10x TBS v dH20
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Promyvaci pufr (TBS-T)

1x TBS, 0,1% Tween

Blokovaci pufr

5% su$ené mléko v TBS-T

Monoklonalni anti-polyhistidinova protilatka
(primérni Ig, mysi)

Sigma-Aldrich, #H1029-100UL, fedéna v
1% suseném mléce v TBS-T (fedéni 1:2000)

Anti-mouse IgG znacena peroxidazou
(sekundérni Ig, koniska)

Vector Labs, #P1-2000, fedéna v 1%
suseném mléce v TBS-T (fedéni 1:2000)

Pufr na fedéni protilatek

1% su$ené mléko v TBS-T

Vyvijeci roztok

1 ml Detection Reagent 1 Peroxide Solution
(ThermoFisher, #1859701), 1 ml Detection
Reagent 2 Luminol Enhancer Solution

(ThermoFisher, #1859698)

Large-scale exprese
Ampicilin koncentrace 50 mg/ul
LB médium 15,5_ g Luri_a Broth Base, Miller (Duchefa
Biochemie, #L.1717.1000) v 1 | dH20
OmniPur IPTG Calbiochem, #367-93-1

Zakladni solubiliza¢ni pufr

20mM TRIS-HCI, pH 8

Solubiliza¢ni pufr 1

20mM TRIS-HCI, 300mM NaCl, pH 8,5

Solubiliza¢ni pufr 2

20mM TRIS-HCI, 300mM NaCl, pH 8

Solubiliza¢ni pufr 3

20mM TRIS-HCI, 150mM NaCl, pH 8

Solubiliza¢ni pufr 4

20mM TRIS-HCI, 240mM NacCl, 10mM
KCI, 2mM MgCl,, pH 8

Solubiliza¢ni pufr 5

PBS (8 g NaCl, 2,9 g Na2HPO4-12 H20, 0,2
g KH2POa4, 0,2 g KCI, doplnéné do 1 1 dH20)

Afinitni chromatografie

SIGMAFAST tablety se smési inhibitorti

Sigma-Aldrich, #SL.CJ9272

protedz
DNaza | NE BioLabs, #M0303S
kolona pro afinitni c?srorlr’]nla)itograﬁl HisTrap HP GE Healthcare, #71-5027-68 AF
Ekvilibraéni pufr ZOmMVTRIS, 3OQmM NaCl, p’H 8,5
(ptefiltrovany, degasovany)
Eluéni oufe 20mM TRIS, 300mM NacCl, pH 8,5, 1M
p imidazol (ptefiltrovany, degasovany)
Milli-Q H20

Rozmérové-vyluéovaci chromatografie

kolona Superdex 75 Increase 10/300 GL

Cytiva, #29148721

Solubiliza¢ni pufr 3

20mM TRIS-HCI, 150mM NaCl, pH 8
(ptefiltrovany, degasovany)

Inhibi¢ni enzymatické eseje

Pufr

20mM TRIS, 150mM NaCl, 0,01% Triton X-
100, pH 7,4

Amicon 0,5 ml

Sigma Aldrich, #UFC500308

Triton X-100

Sigma Aldrich, #T8787
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elastaza Serva, #20927
katepsin G Sigma Aldrich, #C4428-25U
plasmin Sigma Aldrich, #SLCJ1058
granzym B Enzo Life Sciences, #BML-SE238-5000
Substrat elastaza Sigma Aldrich, #54760
Substrat katepsin G Sigma Aldrich, #57388
Substrat plasmin Sigma Aldrich, #0882
Substrat granzym B Enzo Life Sciences, #BML-P133

Tabulka 2: Seznam komerc¢nich kita pouZitych v jednotlivych metodach.

Nazev Kkitu

Firma, kat. cislo

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit

Macherey-Nagel, #740609.250

NucleoSpin Plasmid kit

Macherey-Nagel, #740588.250

BCA Protein Assay Kit

Millipore, #71285-3

Amicon Ultra — 15 Centrifugal Filters
(Ultracel — 10K)

Millipore, #UFC901024

Amicon Ultra — 2mL Centrifugal Filters
(Ultracel — 10K)

Millipore, #UFC201024

V tabulce 3 jsou uvedeny slozeni gelt pro elektroforézu.

Tabulka 3: SloZeni gelt pro elektroforézu.

1% agarézovy gel

1x TAE pufr 70 ml
Agaréza (Life Technologies, 15510-027) 0,79
SYBR Safe DNA gel stain, ThermoFisher, 7 ul
#533102 W
12% polyakrylamidovy gel
Chemikalie Running gel Staé:é(llng
dH-0 3,375 ml 1,6 mi
- 0
TRIS-HCI/SDS, pH 8,8 (1,5M TRIS, 0,4% 1.375 ml ]
SDS)
- 0,
TRIS-HCI/SDS, pH 6,8 (0,5M TRIS, 0,4% ) 0,625 m|
SDS)
Acryl/Bis 29:1, 40% (VWR, #0311-500ml) 2,25 ml 0,245 ml
Ammonium persulfate, 10% (Sigma-Aldrich,
#7727-54-0) 30wl 15ul
TEMED (VWR, #110-18-9) 6 ul 3ul
Izopropanol 500 pl -
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3.2. Klonovani

3.2.1. Navrzeni primerQ

Na zakladé sekvence Iripinu-4 jsem navrhla forward a reverse primery. Ve forward primeru se

nachazi §tépné misto pro restrikéni enzym Ndel a v reverse primeru se nachazi §t€épné misto pro

restrikéni enzym BamHI. Sekvence primerti jsou zobrazeny na obrazku 5.

Forward primer

S-ATTCATATGCTCCACGAAGATAGACTGACCCTC-3'

Reverse primer

S-ATTGGATCCTTAAAGATGATTGACCTGTCCCAC-3'

Obr. 5: Sekvence forward a reverse primeru. Zvyraznéna jsou §té€pna mista pro restrik¢éni

enzymy Ndel a BamHI.

Primery jsem natedila vodou bez nukleaz tak, abych ziskala 10uM koncentraci.

3.2.2. Gradientova PCR

Pro zjiSténi optimalni teploty nasedani primerti jsem na ledu pfipravila reakéni smeés o celkovém

objemu 80 pl.

Slozeni reakéni smési:

PCR Master MixX 2X.................... 40 ul
Forward primer (10uM)............... 4 ul
Reverse primer (10uM)................ 4 ul
Templat ... 0,5 pul
Voda bez nukledz ....................... 31,5 ul

Reak¢ni smés jsem rozdélila do 5 PCR mikrozkumavek po 15 pl a nasledné jsem je
podrobila PCR pii rozdilnych teplotach. Testované teploty byly 46,2 °C, 50,5 °C, 56 °C, 58,5

°Ca 60,3 °C.
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Program v cycleru byl nastaven nasledovné:

O5°C i 1-3 min

O05°C i 30s

46,2-60,3°C ...cciiiiiiiiin 30s 35 X
T2OC ciii i 75s

T2OC i, 5-15 min

4°C o o0

Pfipravila jsem 1% agar6zovy gel a do vzorki po PCR jsem napipetovala 2,5 pl 6x
Loading Dye a do prvni jamky jsem napipetovala 10 ul GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder.
Do dalsich jamek jsem napipetovala 17,5 pl kazdého vzorku a elektroforézu jsem pustila na
150 V, 100 W, 100 mA a 45 minut. Obrazek 6 zobrazuje pouzity DNA marker.

bp ng/0L5 pg %

000 280 56

%2030 280 56

1800 28.0 56

/400 280 56

{10{_}0 800 160

/900 27.0 54

= 800 270 54

) — 700 270 54

s — 600 27.0 54

% — 500 800 160

g — 400 300 6.0

pa — 300 300 6.0
5

4 — 20 300 B0
L

= — 100 300 6.0
5
g

1

0.5 pafane, 8 em length gel,
1XTBE, 5V/iem,1h

Obr. 6: GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder. Ptevzato z BIOGEN PRAHA s.r.0., 2022.

Po skonceni gelové elektroforézy jsem gely vyfotila pod UV filtrem pomoci zafizeni

UVITEC Alliance 4.7 (Uvitec Cambridge).
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3.2.3. High-fidelity PCR
Pro amplifikaci Iripin-4 s primery pii optimalni teploté jsem provedla PCR s high-fidelity

polymerazou.

Na ledu jsem pfipravila reakéni smés o celkovém objemu 50 pl.

Slozeni reakéni smési: Q5 reakéni pufr...........oooiiii 10 ul
ANTPS .o 1ul
Forward primer ............................ 2,5 ul
Reverse primer ..............cccooeennnen 2,5 ul
Templat .......cooooiiii 1 ul
Q5 High-Fidelity DNA Polymeraza .... 0,5 ul
Vodabeznukledz .......................... 32,5 ul

Reakéni smés jsem jemné stoCila a spustila PCR v cycleru. Program v cycleru byl

nastaven nasledovné:

08 °C i 30s

08 °C i 10s

60°C . 30s 35 X
T2OC i 40 s

T2°0C i 2 min

4OC i o0

Nachystala jsem si 1% agarozovy gel. Do vzorku po probéhlé PCR jsem napipetovala 9
ul 6x DNA Loading Dye. Do prvni jamky jsem napipetovala 10 pl GeneRuler 100 bp Plus
DNA Ladder (viz Obr. 6). Do dalsich dvou jamek jsem napipetovala vzorek po 30 pl.
Elektroforézu jsem pustila na 150 V, 100 W, 100 mA a 45 minut.

Nasledné jsem gel vyfotila pod UV svétlem a pomoci skalpelu jsem z gelu vytizla oba
prouzky velikostné odpovidajici naamplifikovanym inzertim (1200 bp). Vyftizlé prouzky gelu
jsem vlozila do zkumavky, zvazila jejich hmotnost a ptecistila PCR produkt pomoci kitu
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up dle navodu. Koncentraci piecisténé DNA jsem zméfila na

spektrofotometru NanoDrop.
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3.2.4. Ptiprava plazmidu pro klonovani

Pro zaklonovani Iripinu-4 jsem jako vektor pouzila plazmid pET-19b. Tento plazmid obsahuje
§tépnd mista pro restrikéni enzymy Ndel a BamHI. pET-19b dale nese rezistenci na
antibiotikum ampicilin a obsahuje polyhistidinovou sekvenci s 10 histidiny, ¢ehoz jsem vyuzila
ptfi precistovani Iripinu-4 pomoci afinitni chromatografie (viz kapitola 3.6. Afinitni
chromatografie).

Na obrazku 7A je schematicky znazornén plazmid pET-19b. Obrazek 7B znazoriuje
restrikéni misto restrikéniho enzymu BamHI a obrazek 7C vyobrazuje restrikéni misto

restrikéniho enzymu Ndel.

A

Sca 1(5202)
Pvu 1(5092)

Pst 1(4967)

5.  GGATCC...3
Cwwa 3...CCTAGG...5

Bsa 1(4783)

Eam1105 (4722)

Miu I(1225)
Bl I(1239)

AIWN 1(4245) BstE 11(1406)

pET-19b
(5717bp)

(bG61-G18) V02
23
bk
&2

BssH 11{1636)

wersy 5. CATATG .2
BsaX I(1884) 7 .. GTAKA C...5

PshA 1(2070)

BspLU11 1(3829)

Sap 1(3713)
Bst1107 1(3600)
Acc 1(3599)
BsaA 1(3581)
Tth111 I(3574)

Bpu10 1(2935) Msc I2800)

Obr. 7: Schematické znazornéni plazmidu pET-19b a restrikénich mist restrik¢énich

enzymi BamHI (7B) a Ndel (7C). Pievzato z Axybio, 2018 a New England Biolabs, 2023.

3.2.5. Restrikéni stépeni

Plazmid i inzert (Iripin-4) bylo potieba nastépit pomoci restrikénich enzymu Ndel a BamHI,
abych je mohla posléze pomoci ligace spojit. Stépna mista pro tyto restrikéni enzymy jsou u
plazmidu pET-19b ptitomna v jeho klonovacim misté. Do inzertu jsem $tépna mista vnesla
pomoci Forward (Ndel) a Reverse (BamHI) primeru (viz kapitola 3.2.2. Gradientova PCR).
Koncentrace plazmidu byla 232 ng/ul a koncentrace inzertu byla 115 ng/ul.
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Ptipravila jsem si dvé reakéni smési 0 celkovém objemu 50 pl, jednu pro $tépeni inzertu

a druhou pro stépeni plazmidu.

Slozeni reak¢nich smési: DNA ............... takovy objem, aby v reakci byl celkem 1 pg
10x rCutSmart pufr ................ 5l
Ndel oo 1 ul
BamHI ....................l 1ul
Voda bez nukleaz .................. doplnit do 50 pl

KaZzdou reakci jsem namichala do 200 ul mikrozkumavky a roztoky jsem inkubovala 15
min na 37 °C v PCR cycleru. Nasledn¢ doslo k deaktivaci restrikénich enzymu pfi teploté 65
°C na 20 min, opét v PCR cycleru. Mikrozkumavku s insertem jsem vlozila na led a do
mikrozkumavky s vektorem jsem ptidala 2,5 ul alkalické fosfatazy a inkubovala v PCR cycleru
30 minut pti 37 °C a poté 5 minut pii 65 °C. Alkalicka fosfatdza zabrainuje opétovnému spojeni
konct plazmidu.

Po restrikénim Stépeni jsem vzorky precistila od restrikénich enzyml pomoci kitu
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up dle navodu a vyeluovala do 100 pl vody bez endonukleaz.

Koncentraci vzorkl jsem zméfila na spektrofotometru NanoDrop.

3.2.6. Ligace

Ihned po restrikénim $té€peni jsem naStépeny plazmid a vektor spojila pomoci ligace. Pomér
insertu a vektoru pfi ligaci byl 3:1, dle vyrobce 0,060 pmol insertu: 0,020 pmol vektoru. Pro
vypocet potiebného mnozstvi DNA na zakladé velikosti a koncentrace jsem pouzila online

kalkulator NEBBioCalculator (New England Biolabs, 2021)
Vektor: velikost 5700 bp
koncentrace 39,5 ng/ul

potiebné mnozstvi 1,8 pl

Inzert: velikost 1200 bp
koncentrace: 31 ng/ul
potebné mnozstvi 1,5 pl

Celkovy objem liga¢ni reakce byl 20 pl, reakci jsem michala do 200 pl mikrozkumavky.
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Slozeni reak¢ni smési: T4 DNA ligacnipufr .................... 2 ul

Nastépeny vektor ..............coeevennn. 1,8 ul
Nastépeny inzert ......................... 1,5 ul
T4DNAligaza ...........cooveveninnnn.. 1 ul
Vodabeznukleaz ........................ 13,7 ul

Smés jsem inkubovala v PCR cycleru pies noc pii 16 °C a nasledné jsem deaktivovala
ligazu 10 min pii 65 °C. Po skonceni ligace jsem ligacni smés pienesla na led a provedla

transformaci do DH5a buné¢k (viz kapitola 3.2.7. Transformace).

3.2.7. Transformace
Nejprve jsem mikrozkumavku s 25 pl bunék DHS5a inkubovala na ledu 15 minut. Nasledné
jsem k bunkam napipetovala 2 pl liga¢ni reakce a jemnym krouZenim Spickou jsem smés
promichala. Vzorek jsem inkubovala 30 minut na ledu. Nasledné jsem provedla heat shock
vloZenim mikrozkumavky do vodni lazné pii 42 °C na 30 s. Poté jsem mikrozkumavku
inkubovala na ledu 2 minuty. Ke vzorku jsem ptidala 250 pul SOC média predehiatého na
pokojovou teplotu. Bunky jsem nechala tfepat v inkubatoru na 220 rpm ve vodorovné poloze 1
hodinu pii 37 °C.

Ptedehtala jsem si dvé Petriho misky s LB agarem a ampicilinem na 37 °C. Po skonceni
inkubace jsem v laminarnim boxu na jednu plotnu vysela 50 ul vzorku a na druhou plotnu 200

ul vzorku, abych zkontrolovala funkci antibiotik. Na plotn¢ s vysetymi 50 ul bunék by mélo

vyriist mnohem méné kolonii. Plotny jsem nechala inkubovat ptes noc pii 37 °C.

3.2.8. Colony PCR

Na novou Petriho misku s LB agarem a ampicilinem jsem na spodni stran¢€ naznacila 24 polic¢ek.
Ptipravila jsem si 24 PCR mikrozkumavek a do kazdé napipetovala 20 pl vody bez nukleéz.
Sttidavé z obou ploten s vyrostlymi koloniemi z transformace jsem v laminarnim boxu $pi¢kou
pipety vypichla jednu kolonii, pfenesla ji do o¢islované PCR mikrozkumavky s 20 pl vody bez
nukledz, a poté ud¢lala Spickou kiizek v policku se stejnym ¢islem na Petriho misce s LB
agarem a ampicilinem. Celkem jsem takto ptekiizkovala 23 kolonii, 24. vzorek slouzil jako

negativni kontrola, pfekiizkovala jsem misto bez kolonie.

Nachystala jsem si reakéni smés pro 24 PCR reakci o celkovém objemu 216 pl.
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Slozeni reak¢ni smési: 2x PCR master mix .................... 120 pl

Voda bez nukledz ...................... 81,6 ul
T7 forward primer ...................... 7,2 ul
T7 reverse primer ..............o.even. 7,2 ul

Tuto smés jsem po 9 pl rozpipetovala do 24 PCR mikrozkumavek oznacenych cislem
kolonie. Do kazdé mikrozkumavky s reakéni smési jsem poté ptidala 1 pl roztoku
z mikrozkumavky s koloniemi s odpovidajicim ¢islem. Mikrozkumavky jsem vlozila do

cycleru a spustila PCR.

Program v cycleru byl nastaven nasledovné:

94 °C i 6 min

94°C i 15s

R e 15 s (teplota nasedani primeri) 35x
T2OC i 1 min (Cas zavisi na délce inzertu, 1 min/ 1 kb)

T2°0C i 7 min

16°C oo, 0

Ptipravila jsem si 1% agardzovy gel a po skon¢eni PCR jsem do vzorkt ptidala 2 pl 6x
DNA Loading Dye. Do prvni jamky jsem napipetovala 10 ul GeneRuler 100 bp Plus DNA
Ladder (viz obr. 6). Elektroforézu jsem spustila na 150 V, 100 W, 100 mA a 45 minut. Po
skonceni elektroforézy jsem gel vyfotila pod UV filtrem a podle ptfitomnosti produktu o
velikosti 1200 bp jsem urcila, které kolonie obsahuji zatransformovany plazmid pET-19b

s inzertem Iripin-4.

Kazdou kolonii se zatransformovanym plazmidem a inzertem jsem pomoci Spicky
ptenesla do 50 ml centrifuga¢ni zkumavky (falkonky) s 10 ml LB média a 10 ul ampicilinu tak,
aby kone¢na koncentrace antibiotika byla 50 ug/ml. Bakterie jsem nechala tfepat na 220 rpm
pti 37 °C pies noc. Druhy den jsem z bun¢k plazmid s inzertem vyizolovala pomoci NucleoSpin
Plasmid kitu dle navodu. Koncentraci vyizolované DNA jsem zméfila na spektrofotometru
NanoDrop a plazmid s inzertem jsem zaslala na sekvenaci do firmy SEQme. Sekvenaci se

ov¢étilo, Ze plazmid opravdu obsahuje zaklonovany inzert Iripin-4.
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3.2.9. Transformace do BL21 bun¢k

Zkumavku s 50 ul bunék BL21 jsem nechala rozmrazit na ledu. Poté jsem k bunkam ptidala 2,5 pl
plazmidu pET-19b sinzertem Iripin-4 a opatrné zamichala Spickou. Mikrozkumavku jsem
inkubovala 30 min na ledu, poté jsem provedla heat shock vlozenim mikrozkumavky na 10 s do
heat bloku nastaveného na 42 °C. Nasledn¢ jsem mikrozkumavku inkubovala na ledu 5 min. Poté
jsem piidala 950 pl SOC média predehiatého na pokojovou teplotu a mikrozkumavku jsem dala
tiepat ve vodorovné poloze pti 250 rpm, 37 °C na 60 min. Do 50 ml Erlenmeyerovy bariky jsem
napipetovala 10 ml LB média a 10 pl ampicilinu. Po skonéeni inkubace jsem suspenzi bunék

prenesla do Erlenmeyerovy banky a inkubovala ptes noc pii 37 °C a tiepani 150 rpm.

Z narostlé kultury jsem pfipravila glycerol stock smichanim 250 pl suspenze bun¢k a 750

ul 87% glycerolu.

3.3. Pilotni exprese a SDS-PAGE

Do 500 ml Erlenmeyerovy baiiky jsem v laminarnim boxu nalila 60 ml LB media a ptidala 60
pl ampicilinu. K tomu jsem pridala 4 ml kultury bun¢k BL21 obsahujici plazmid pET19-b
sinzertem Iripin-4 (viz Kkapitola 3.2.9. Transformace do BL21 bunék). Pomoci
spektrofotometru NanoDrop jsem zm¢fila optickou denzitu roztoku bunék pii 600 nm (ODeoo)
a porovnala ji s ODsoo samotného LB média. Pro dalsi postup bylo potieba ODsoo roztoku bunék
0,6 - 0,8. Banku s bunikami jsem proto inkubovala 50 min pii 37 °C a 150 rpm. Poté jsem opét
zméfila ODeoo, ktera byla 0,89.

Do mikrozkumavky jsem odebrala 1 ml bunééné suspenze jako vzorek TO (vzorek
odebrany v ¢ase 0) a stocila jsem ho pii 10 000 rpm na 1 min. Supernatant jsem vylila a pelet
jsem uskladnila pfi -20 °C. Do dvou 150 ml Erlenmeyerovych ban¢k jsem po 14 ml
rozpipetovala bunéénou suspenzi. Do obou banék jsem piidala 14 pl 1M IPTG pro indukci
exprese proteinll. Jednu bariku jsem dala tiepat na 150 rpm pii 37 °C. Druhou baiiku jsem dala
tiepat na 150 rpm pii 20 °C. V ¢asech T1, T2, T3, T4, T6, T8 a T24 po piidani IPTG jsem ze
vSech ban¢k odebrala do mikrozkumavky 1 ml vzorku. Vzorky jsem ihned po odebrani
centrifugovala 1 min na 10 000 rcf, supernatant jsem vylila a pelet jsem ulozila do mrazaku na
-20 °C.

Pripravila jsem 12% polyakrylamidové gely. Pelety =z pilotni exprese jsem
rozsuspendovala v 500 pl PBS. Poté jsem je rychle zmrazila v tekutém dusiku pro rozbiti

bunék, zahfala na termobloku na 56 °C a 10 s vortexovala. Tyto 3 kroky jsem zopakovala
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celkem 4x. Nasledné jsem vzorky centrifugovala 10 min na 10 000 rcf, ¢imz vznikl pelet a

supernatant. Dale jsem pracovala zvlast’ se supernatantem a peletem.

Do mikrozkumavek jsem odebrala 20 pl supernatantu a zbytek supernatantd jsem
zmrazila na -20 °C. Ke 20 pl supernatantu jsem ptidala 7 pl Laemmliho pufru a
merkaptoethanolu v poméru 9:1 a povarila na termobloku 10 min na 90 °C. Vzorky jsem kratce

stoCila a po 25 pl napipetovala na 12% polyakrylamidovy gel.

Pelety obsahujici hlavné inkluzni téliska s proteiny jsem rozsuspendovala v 250 ul PBS
a povarila na termobloku 10 min na 90 °C. Vzorky jsem kratce sto€ila a z kazdého vzorku
odebrala do mikrozkumavky 20 ul, zbytek jsem opét zamrazila na -20 °C. K 20 ul pelet jsem
piidala 7 pl smési Laemmliho pufru a merkaptoethanolu v poméru 9:1. Vzorky jsem opét
povarila v termobloku 10 min na 90 °C a kratce stocila. Po 25 pl jsem vzorky napipetovala na

12% polyakrylamidovy gel.

Spustila jsem SDS-PAGE s nastavenim 250 V, 160 mA, 60 W a 45 min. Jako marker

jsem pouzila PageRuler Plus Prestained Protein Ladder vyobrazeny na obrazku 8.

kDa

~250

~130
~100

~ 70 -

~55

~35

~72h
“ &

“'“5 e

Gel ~10 Blot

Obr. 8: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder. Pfevzato z BIOGEN PRAHA s.r.o.,
2022.
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Po skonéeni SDS-PAGE jsem gely obarvila 20 min v Coomassie Brilliant Blue a
odbarvila 15 min v odbarvovacim roztoku za stalého michani. Poté jsem gely 3x promyla

Vv destilované vod¢ a nechala za mirného michéani v destilované vodé pfes noc.

3.4.  Western blot

Vzorky supernatantu z obou teplot (20 °C a 37 °C) ziskané pfi pilotni expresi (viz kapitola 3.3.
Pilotni exprese a SDS-PAGE) jsem rozseparovala na 12% polyakrylamidovém gelu. Po
skonceni SDS-PAGE jsem vzorky pfeblotovala z gelu na blotovaci PVDF membranu. Schéma

preblotovani gelu z SDS-PAGE na membranu je vyobrazeno na obrazku 9.

filtracni papir namoceny v 1x
transferovém pufru
< polvakrylamidovy gel

< membrana

VI ETE L < filtracni papir namoceny v 1x
iF > transferovém pufru

Obr. 9: Sestaveni aparatury pro Western blot. Pievzato z Merck KGaA, Darmstadt,
Germany and/or its affiliates, 2021.

3 filtra¢ni papiry jsem namocila v 1x transferovém pufru a polozila jsem je na blotovaci
desku. Membranu jsem 1 min aktivovala v methanolu, poté jsem ji namocila do Ix
transferového pufru a polozila na filtraéni papiry na blotovaci desce. Valeckem omytym v 1X
transferovém pufru jsem opatrné€ vytlacila vzduchové bubliny zpod membrany. Na membranu
jsem polozila polyakrylamidovy gel se vzorky a néj dala dalsi 3 filtra¢ni papiry namocené v 1x
transferovém pufru. Opét jsem valeCkem vytlacila bubliny a aparaturu uzaviela. Protein z gelu

jsem nechala pfenést na membranu s nastavenim aparatury na 126 mA, 300 V, 60 W, 60 min.

Po pifeblotovani jsem membranu 2x promyla v TBS-T pufru na 5 min. Po promyti jsem
zablokovala nespecifickd vazebn4d mista na membrané pomoci 5% mléka po dobu 1 h. Poté
jsem membranu 2x promyla v TBS-T pufru na 5 min. K membrané jsem ptidala 5 ml nafedéné

primarni protilatky a nechala inkubovat 2 h pii pokojové teploté. Po skonceni inkubace
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S primarni protilatkou jsem membranu promyla 3x na 5 min v TBS-T pufru. K membran¢ jsem
pridala 5 ml nafedéné sekundarni protilatky a inkubovala 1 h pii pokojové teploté. Nasledné
jsem membranu 3x promyla na 5 min v TBS-T pufru a na membranu jsem nanesla vyvijeci

roztok.

3.5. Large-scale exprese
Z glycerol stocku, ktery byl ptipraven v kapitole 3.2.9. Transformace do BL21 bungk, jsem
bunky BL21 s plazmidem pET-19b a inzertem Iripin-4 vlozila do 150 ml LB média se 150 pl

ampicilinu. Kulturu jsem nechala inkubovat ptes noc pii 37 °C za ttepani 150 rpm.

Druhy den jsem do 2,5 1 Erlenmeyerovy banky nalila 1900 ml LB média, 1,9 ml
ampicilinu a 100 ml bunééné kultury z pfedchoziho dne. Zméfila jsem optickou denzitu roztoku
(ODe0o) a bariku jsem nechala tiepat na 150 rpm pii 37 °C (teplota urena z pilotni exprese jako
nejvytéznéjsi). Pro dalsi postup bylo opét potieba dosahnout ODeggo 0,6 - 0,8. Po 105 min
inkubace dosahla hodnota ODsoo pozadovaného rozmezi a byla zahdjena exprese proteinu
pomoci IM IPTG. Baiiku jsem nechala tiepat pii 37 °C 8 h (tento Cas byl pti pilotni expresi

stanoven jako nejvytéznéjsi). Po skonceni inkubace jsem odebrala 1 ml kultury, stocila na

10 000 rcf na 1 min, supernatant jsem vylila a pelet jsem uloZila na -20 °C.

Kulturu jsem centrifugovala na 4200 rpm po dobu 30 min pfi teploté 4 °C. Vznikly
supernatant jsem vylila a pelet jsem rozsuspendovala ve 20 ml 20 mM TRIS, pH 8.
Rozsuspendovany pelet jsem stocila na 4200 rpm po dobu 20 minut pi1 4 °C. Vznikly

supernatant jsem odstranila a pelet (T8) jsem zamrazila na -80 °C.

Déle bylo potieba zjistit, jaky puft je nejvhodnéjsi pro uskladnéni peletu. Testovala jsem
5 rtznych solubiliza¢nich pufra (uvedené v Tabulce 1). Pelet T8 z large-scale exprese jsem
rozpustila v 1 ml 20mM TRIS, pH 8. Roztok jsem po 200 ul rozdélila do 5 zkumavek, které
jsem stocila 1 min na 10 000 rcf. Supernatant jsem pipetou odebrala a k peletim jsem piidala
100 pl jednotlivych testovanych pufri, pelety jsem rozsuspendovala. Nasledné jsem roztoky
zmrazila v tekutém dusiku, ohiala v termobloku na 56 °C a zvortexovala. Tyto tfi kroky jsem
opakovala celkem 4x. Poté jsem zkumavky stocila 10 min na 14 000 rcf. Ze vzork jsem
odebrala 25 pl supernatantu pro zméfeni koncentrace proteinu pomoci BCA Protein Assay Kitu,
Zbytek supernatantu a pelet, ktery jsem nejprve rozsuspendovala v 50 pl daného roztoku,
povatila 10 min na 90 °C a sto€ila, jsem pustila na SDS-PAGE na 12% polyakrylamidovém
gelu. Gely jsem poté obarvila 20 min v Coomassie Brilliant Blue a odbarvila 15 min

v odbarvovacim roztoku za stdlého michdni. Poté jsem gely 3x promyla v destilované vod¢ a
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nechala za mirného michéni v destilované vodé pfes noc. Solubiliza¢ni roztok, ktery jsem
zvolila jako nejvhodnéjsi pro rozsuspendovani peletu, jsem dale vyuzila pii afinitni

chromatografii.

3.6.  Afinitni chromatografie

Pelet vznikly pii Large-scale expresi (viz kapitola 3.5. Large-scale exprese) jsem
rozsuspendovala v solubiliza¢nim roztoku 3, dale jako elu¢ni pufr (EP). Polovinu peletu jsem
rozsuspendovala v5 ml EP s inhibitory proteaz (ve formé tablet rozpustény ve 100 ml
degasovaného roztoku) a druhou polovinu v5 ml EP bez inhibitorti proteaz, vzorky jsem

zvortexovala.

Soucasti inhibitorh protedz pridanych k poloving peletu je 1 aprotinin, ktery vSak mize
inhibovat uc¢inky trypsinu. Jelikoz jsem puvodné pii enzymatickych esejich chtéla otestovat

také vliv Iripin-4 na trypsin, polovinu vzorku jsem nechala bez inhibitort proteaz.

Pfidala jsem k obéma vzorkim DNazu I tak, abych dosahla celkového fedéni 1:1000.
Vzorky jsem promichala a 20 min inkubovala na ledu. Nasledn¢ jsem bunky rozbila pomoci

French pressu a stocila 1 h na 40 000 rcf pii 4 °C.

5 ml kolonu v chromatografu jsem promyla 5 min degasovanou Mili-Q vodou rychlosti
5 ml/min. Nasledn¢ jsem kolonu promyla 5 min ekvilibra¢nim pufrem rychlosti 3 ml/min a 5

min elué¢nim pufrem rychlosti 5 ml/min. Tim jsem kolonu pfipravila pro naneseni vzorkd.

Ze vzorku po centrifugaci jsem slila supernatant do 50 ml falkony. Zbyly pelet z obou
vzorkll jsem rozsuspendovala v solubilizacnim roztoku, stoc¢ila 10 min na 4000 rcf pii 4 °C a
uskladnila na -80 °C. Supernatant z falkony (s inhibitory proteaz i bez) jsem nanesla na kolonu.
Po naneseni vzorkl na kolonu jsem promyla pfistroj 5% EP (tzv.soft wash). Tim byly odmyty
proteiny, které se na kolon¢ pomoci his-tagu nezachytily. Dale jsem za priitoku elu¢niho pufru
chromatografem sbirala jednotlivé proteinové frakce o objemu cca 2 ml. Rychlost toku EP byla

1 ml/min. Schematicky pribéh afinitni chromatografie je zachycen na obrazku 10.
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u>’ Ostatni proteiny Afinitni pryskyfice s ligandem

Obr. 10: Prubéh afinitni chromatografie. Pievzato z Caframo Limited, 2022. V levé ¢asti
obrazku je zachycena kolona naplnéna smési proteind, Iripin-4 se pomoci his-tagu zachytil na
afinitni pryskyfici. Uprostfed se nachéazi kolona, z niZ byly nezachycené proteiny vymyty 5%
elucnim pufrem. V pravé Casti je vyobrazena kolona, z niz je elu¢nim pufrem uvolilovan protein

Iripin-4.

Frakce ziskané afinitni chromatografii jsem rozdé¢lila na 12% polyakrylamidovém gelu
pomoci SDS-PAGE. Tim jsem zjistila, v jakych frakcich se nachézi Iripin-4. Pro ovéfeni
pifitomnosti proteinu jsem provedla také Western blot s anti-polyhistidinovou protilatkou.
Frakce obsahujici Iripin-4 jsem slila dohromady a pomoci amikont dle ndvodu zakoncentrovala

do 1 ml. Koncentraci proteinu jsem zméfila pomoci BCA Protein Assay kitu.

3.7. Rozmérove vylu¢ovaci chromatografie

Pomoci rozmérové vylucovaci chromatografie jsem vycistila frakce ziskané afinitni
chromatografii od proteint jinych velikosti. Zakoncentrované vzorky (s inhibitory protedz a bez
inhibitorti proteaz) jsem stocila 5 min na 10 000 rcf. Vzorky byly vlozeny do chromatografu a
op¢t jsem ziskala jednotlivé elu¢ni frakce, kazdou o objemu 0,5 ml. Elu¢ni pufr jsem pouzila

stejny, jako pfi afinitni chromatografii. Ziskané frakce jsem poté rozseparovala na 12%
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polyakrylamidovém gelu pomoci SDS-PAGE pro zjisténi ptitomnosti Iripin-4. Frakce
obsahujici dany protein jsem slila dohromady a pomoci BCA Protein Assay kitu jsem zméfila

koncentraci proteinu. Vzorky jsem nasledné zmrazila v tekutém dusiku a uskladnila pti -80 °C.

3.8. Inhibi¢ni enzymatické eseje

Inhibi¢nimi enzymatickymi esejemi jsem ovétila funkénost rekombinantniho proteinu Iripin-4,
tedy jeho schopnost inhibovat proteazy. Testované proteazy byly elastaza, katepsin G, plasmin,

a granzym B. Kazda reakce byla provedena V triplikatech.

Ptipravila jsem pufr (slozeni viz. Tabulka 1) a 600 ul proteinu Iripin-4, o koncentraci
549 pg/ml, ziskaného pti rozmérové vylucovaci chromatografii (viz kapitola 3.7. Rozmérové
vylucovaci chromatografie), jsem rozalikvotovala po 200 ul. Na amiconu o objemu 0,5 ml jsem

protein ptevedla do ptipraveného pufru.

Pro kazdy testovany enzym jsem piipravila reakci o celkovém objemu 100 ul tak, aby
byl substrat 200uM, protedza 20nM a Iripin-4 500nM. Pred ptidanim odpovidajiciho substratu

jsem smé&s enzymu s Iripinem-4 inkubovala 10 min pii pokojové teploté.

Rychlost hydrolyzy substratu jsem zméiila pomoci absorbance spektrofotometrem pii

410 nm a méieni probihalo po dobu 30 minut.
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4. Vysledky

Iripin-4 je protein skladajici se ze 400 aminokyselin, v jehoz P1 mist¢ se nachazi aminokyselina
glutamat. Molekularni hmotnost tohoto proteinu je 44 833,21 g/mol a jeho pl je 6,1

(ProtParam). Sekvence Iripinu-4 je vyobrazena na obrazku 11.
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Obr. 11: Sekvence Iripinu-4. Pievzato z Kas¢akova et al., 2023. Iripin-4 je slozeny ze 400
aminokyselin, aminokyselina v misté P1 (glutamat) je oznacena ¢ervené. Modie je oznacena

sekvence RCL. Zelené je oznaCena signalni sekvence, ktera predikuje sekretovany protein.
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4.1. Ptiprava plazmidu pET-19b se zaklonovanym proteinem Iripin-4

Vysledek gradientové PCR je vyobrazen na obrazku 12.

Obr. 12: Agarézovy gel s produkty gradientové PCR. Pismenem L je oznacen velikostni
zebticek (ladder). Dale je 5 produkti o velikosti pfiblizn¢ 1200 bp amplifikovanych pii
teplotach 46,2 °C, 50,5 °C, 56,0 °C, 58,5 °C a 60,3 °C.

Intenzita prouzkt byla u vSech testovanych teplot pfiblizné stejnd a pro High-fidelity
PCR jsem zvolila teplotu 60,3 °C (zaokrouhleno na 60 °C).

Vysledek High-fidelity PCR je zobrazen na obrazku 13.
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Obr. 13: Agarozovy gel s produkty High-fidelity PCR. Pismenem L je oznacen velikostni
zebricek (ladder), dale dva prouzky naamplifikovaného genu pro Iripin-4 o velikosti cca 1200
bp.

Koncentrace DNA Iripin-4 po vyizolovani z agarézového gelu byla 115 ng/pl.
Koncentrace plazmidové DNA byla 232 ng/ul. Po restrik¢nim $§tépeni byla koncentrace inzertu

Iripin-4 31,0 ng/ul a koncentrace plazmidu pET-19b 39,5 ng/pul.

Plazmid jsem nasledné¢ transformovala do kompetentnich bunék DH5a a bunky vysela
na Petriho misku s ampicilinem. Vybrala jsem 23 vyrostlych kolonii, které jsem pienesla na
novou Petriho misku a provedla jsem ovéfeni pfitomnosti plazmidu s inzertem pomoci PCR

(colony PCR). Vysledek colony PCR je zobrazen na obrazku 14.
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Obr. 14: Agrézovy gel s produkty colony PCR. Pismenem L je oznaen velikostni Zzebticek
(ladder), jednotliva c¢isla odpovidaji Cislu kolonie bunék a v posledni jamce je zobrazena
negativni kontrola (NK). Ocekavany produkt o velikosti cca 1200 bp se nachazi v koloniich

scislem 1, 12 a 19.

Bakterie z kolonii ¢. 1, 12 a 19 jsem namnozila v LB médiu a pomoci komeréniho kitu
jsem vyizolovala plazmid se zaklonovanym inzertem. Koncentrace vyizolované DNA z kolonie

¢. 1 byla 107,8 ng/ul, z kolonie ¢. 12 81,7 ng/ul a z kolonie ¢. 19 93,4 ng/ul.

Pro kontrolu spravnosti zaklonované sekvence jsem plazmid s inzertem ze vSech 3
kolonii poslala na sekvenaci. Ta potvrdila pfitomnost sekvence kddujici Iripin-4 ve vSech 3

vzorcich.

4.2. Pilotni exprese

Na obrazcich 15 a 16 jsou vyobrazeny gely z SDS-PAGE se vzorky peleta inkubovanych
béhem pilotni exprese pii teplotach 20 °C a 37 °C.
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Obr. 15: Vzorky peletu z pilotni exprese inkubované p¥i 20 °C. Pismenem L je oznaen
velikostni zebticek (ladder), dale nasleduji vzorky v ¢ase 1 hod, 2 hod, 3 hod, 4 hod, 6 hod, 8
hod a 24 hod od ptidéni IPTG.

Radek prouzkti oznaleny Sipkou vykazuje postupny nariist proteinové exprese

S postupujici dobou kultivace bunék.
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Obr. 16: Vzorky peletu z pilotni exprese inkubované p¥i 37 °C. Pismenem L je oznaen
zebticek (ladder), dale jsou vzorky v €ase 0 hod, 1 hod, 2 hod, 3 hod, 4 hod, 6 hod, 8 hod a 24
hod od ptidani IPTG.

Radek prouzkii oznaceny Sipkou opét vykazuje postupny nariist proteinové exprese
s postupujici dobou kultivace bunék. Vzorky T4 a T6 se mi Casteéné vylily, proto je prouzek
slabsi.

Vysledky inkubace vzorki pii 20 °C i 37 °C si vzajemné odpovidaji, ackoli u inkubace
pti 20 °C je patrny mohutné&jsi nartst proteinové exprese. Velikost Iripin-4 spolu s histidinovou

kotvou je priblizné 44,8 kDa.

Gely z SDS-PAGE se vzorky supernatantu inkubované b&éhem pilotni exprese pfi
teplotach 20 °C a 37 °C jsou vyobrazeny na obrazcich 17 a 18.
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Obr. 17: Vzorky supernatantu z pilotni exprese inkubované pii 20 °C. Pismenem L je

oznacen velikostni Zebficek (ladder), dale jsou vzorky v ¢ase 1 hod, 2 hod, 3 hod, 4 hod, 6 hod,
8 hod a 24 hod od ptidani IPTG.

Radek prouzkii ozna¢eny Sipkou zobrazuje mirny postupny nariist proteinové exprese

S postupujici dobou kultivace bunék.
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Obr. 18: Vzorky supernatantu z pilotni exprese inkubované pii 37 °C. Pismenem L je
oznacen velikostni zebti¢ek (ladder), dale jsou vzorky v ¢ase 0 hod, 1 hod, 2 hod, 3 hod, 4 hod,
6 hod, 8 hod a 24 hod od ptfidani IPTG.

Radek prouzkli ozna¢eny Sipkou opét zobrazuje mirny postupny nartist proteinové

exprese s postupujici dobou kultivace bunék.

Oproti obrazkim 15 a 16 je proteinova exprese u vzorki supernatantu inkubovaného pii
20 °C i 37 °C mnohem nizsi. Proteinovy produkt o dané velikosti je pfitomen, avSak v mnohem
mensim mnozstvi. Z toho vyplyva, Ze Iripin-4 se predev§im shromazd'uje v inkluznich téliskach
uvniti kompetentnich bunék E. coli a jeho mnozstvi kontinudlné nartuista s dobou kultivace

bunék.

Pro dalsi postup bylo vyhodnéjsi pracovat se supernatantem, protoze neni nutné ziskany

protein refoldovat, na rozdil od proteinu ziskaného z inkluznich télisek.

Dale jsem pomoci Western blotu ovéfila, zda je protein ziskany ze supernatantu z pilotni
exprese opravdu Iripin-4 s navazanou polyhistidinovou znackou, jehoz oekavana velikost je
44,8 kDa. Na obrazcich 19 a 20 je vyobrazeno ovéfeni ptitomnosti Iripin-4 v supernatantu

z inkubace pii 20 °C i 37 °C pomoci Western blotu s anti-polyhistidinovou protilatkou.

35



55 kDal

35 kDa

25 kDa

15 kDa

Obr. 19: Western blot vzorku supernatantu inkubovanych p¥i 20 °C. Pismenem L je
oznacen velikostni zebficek (ladder), nasleduji vzorky supernatantu odebrané v ¢asech 1 hod,

2 hod, 3 hod, 4 hod, 6 hod, 8 hod a 24 hod po indukci exprese proteinu ptidanim IPTG.

V misté¢ ocekavané molekularni velikosti proteinu jsou zfetelné prouzky, ¢imZ se
prokazalo, ze protein v supernatantu inkubovaném pii 20 °C je opravdu Iripin-4. V ¢ase T1 byla
exprese proteinu nulova, v ¢asech T2, T3 a T4 byla exprese velmi nizka. V ¢ase T6 se produkce

proteinu navysila a nejvyznamnéjsi byla v ¢ase T8. V case T24 exprese proteinu opét klesla.
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Obr. 20: Western blot vzorki supernatantu inkubovanych p¥i 37 °C. Pismenem L je
oznacen velikostni Zebficek (ladder), nasleduji vzorky supernatantu odebrané v ¢asech 0 hod,

1 hod, 2 hod, 3 hod, 4 hod, 6 hod, 8 hod a 24 hod po indukci exprese proteinu ptidanim IPTG.

Opét jsou V prislusné molekularni velikosti (cca 44,8 kDa) patrné prouzky, protein
V supernatantu inkubovaném pii 37 °C je tedy také Iripin-4. V Case TO byla exprese proteinu
nulova, poté s pfibyvajicim casem inkubace exprese silila. Nejvétsi exprese proteinu je patrna

Vv Case T8, v Case T24 mira exprese op¢t poklesla.

Oproti vzorkiim supernatantu inkubovanych pti 20 °C (Obr. 19) jsou prouzky na
obrazku 20 vyrazngjsi, exprese proteinu je tedy pii 37 °C vyssi nez pti 20 °C. U obou teplot je

exprese nejvyssi 8 hodin po ptidani IPTG.

4.3. Large-scale exprese

Pro ziskani vétsiho mnozstvi proteinu Iripin-4 ze supernatantu jsem provedla large-scale
expresi, tedy intenzivni pomnozeni bunék BL21 splazmidem pET-19b se
zaklonovanym Iripinem-4. Jako nejvhodnéjsi teplotu inkubace jsem dle pilotni exprese (viz

kapitola 4.2. Pilotni exprese) zvolila 37 °C a ¢as odbéru po spusténi exprese IPTG 8 hod.
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Nasledné bylo potieba zjistit, jaky pufr je nejvhodnéjsi pro uskladnéni peletu ziskaného

z large-scale exprese. Testovala jsem 5 riznych solubiliza¢nich pufrti (uvedené v Tabulce 1).

Vysledek SDS-PAGE pro zjisténi nejvhodnéjsiho solubilizacniho pufru je vyobrazen na
obrazku 21.

Obr. 21: SDS-PAGE vzorkii supernatantu z large-scale exprese rozpusténych v 5 riznych
solubiliza¢nich pufrech. V prvnich péti jamkach se nachazi vzorky supernatantu rozpusténé
Vv roztocich: solubiliza¢ni pufr 1- 20mM TRIS-HCI, 300mM NaCl, pH 8,5, solubiliza¢ni pufr
2- 20mM TRIS-HCI, 300mM NaCl, pH 8, solubiliza¢ni pufr 3- 20mM TRIS-HCI, 150mM
NaCl, pH 8, solubiliza¢ni pufr 4- 20mM TRIS-HCI, 240mM NaCl, 10mM KCI, 2mM MgCI2,
pH 8, solubiliza¢ni pufr 5- PBS. Pismenem L je oznafen velikostni zebiicek (ladder).
V poslednich 4 jamkach se nachézi vzorky peletu rozpusténé ve stejnych roztocich, jako vzorky
supernatantu (krom¢ solubiliza¢niho pufru 5). ProuZzky oznacujici Iripin-4 jsou zvyraznény

Sipkami.

Z obrazku 21 je opét patrny rozdil v mnozstvi proteinu v cytoplazmé a v inkluznich

téliscich. Na vzorcich neni patrny zadny rozdil v souvislosti s pouzitym solubiliza¢nim pufrem.
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U vzorkd supernatantu rozpusténého v jednotlivych solubilizacnich pufrech jsem
pomoci BCA Protein Assay kitu zméfila koncentraci proteinu. Kalibra¢ni kiivka zévislosti

absorbance na koncentraci proteinu ve vzorcich je zobrazena na obrazku 22.
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Obr. 22: Kalibra¢ni kiivka BCA Protein Assay Kkit, zavislost absorbance pii 562 nm na
koncentraci proteinu ve vzorku.

Z rovnice grafu jsem vypocitala rovnici pro vypocet koncentrace proteinu ve vzorcich

D,

y—0,0427

1) x =
@) 0,0012

kde x je vyslednd koncentrace proteinu (png/ml) a y je hodnota absorbance po odecteni

kontrolniho vzorku.

V tabulce 4 jsou zaneseny naméfené hodnoty absorbance a vypocitané koncentrace

proteinu Iripin-4 rozpusténého v jednotlivych solubiliza¢nich pufrech.
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Tabulka 4: Absorbance vzorkiu proteinu v jednotlivych solubiliza¢nich pufrech pii 562

nm a vysledna koncentrace proteinu.

vzorek A (562 nm) odecteny kontrolni vzorek ¢ (pJgC)/tlnaSu
solubiliza¢ni 0.438 0.106 52,750

pufr 1 ’ ' |
solubilizaéni 0.462 0.130 72,750

pufr 2 ’ ' |
solubilizac¢ni 0.463 0.131 73,583

pufr 3 ! ’ |
solubilizaéni

oufr 4 0,446 0,114 59,417
solubiliza¢ni 0457 0.125 68,583

pufr 5 ’ ' |

Tabulka 4 ukazuje, Ze koncentrace proteinu byla v jednotlivych solubilizacnich pufrech

rozdilnd. Na zdklad¢ téchto vysledkli jsem stanovila, Ze pro dal§i praci budu pouzivat

solubiliza¢ni pufr 3, tedy 20mM TRIS-HCI, 150mM NaCl, pH 8.

4.4. Afinitni chromatografie

Na obrazcich 23 a 24 jsou vyobrazeny vysledky SDS-PAGE a Western blot jednotlivych frakei

S inhibitory proteaz z afinitni chromatografie.
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Obr. 23: SDS-PAGE vzorki z afinitni chromatografie s inhibitory proteaz. V prvni jamce

se nachazi velikostni Zebticek (ladder), nasleduje vzorek nanaseny na kolonu chromatografu
(ON), dale dvé jamky s flow-through (FT1 a FT2), poté 5% promyti EP (SW) a ¢iselné

oznacena frakce.

Z obrazku 23 je patrné, Ze ve vzorku naneseném na kolonu chromatografu (ON) se
nachazi smés proteinti véetné Iripin-4. V jamce se SW je znatelny jen slaby prouzek o velikosti
Iripin-4, protein se tedy z velké Casti zachytil na afinitni koloné a nedos$lo k jeho vymyti.
V jamce s frakci (37) je v o¢ekavani velikosti proteinu viditelny prouzek. Frakce 33-36 nebyly
rozdéleny na 12% polyakrylamidovém gelu pomoci SDS-PAGE, ale na 15%

polyakrylamidovém gelu pro vylouceni pfitomnosti aprotininu, tento gel jsem vSak nevyfotila.
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Obr. 24: Western blot frakei s inhibitory proteaz z afinitni chromatografie. VV prvni jamce
se nachazi velikostni zebticek (ladder), nasleduje vzorek nanaseny na kolonu (ON), nasleduji

dvé jamky obsahujici flow-through (FT1, FT2) a dale ¢iselné oznacené frakce (33-37).

Z obrazku 24 vyplyva, ze ve vzorku nanaseném na kolonu (ON) se anti-polyhistidinova
protilatka navazala, coZ znaci ptitomnost Iripinnu-4. Ve vzorcich FT1 a FT2 nedoslo k navazani
protilatky, nedoslo tedy k vymyti a ztraté Iripinnu-4. Ve frakci 33 je slabé viditelny prouzek
oznacujici Iripin-4. Ve frakci 34 je tento prouzek nejsilngjsi, ve frakcich 35, 36 a 37 tento
prouzek postupné slabne. U frakci 34-36 doslo k navazani anti-polyhistidinové protilatky i na

proteiny 0 mensi velikosti.

Pro dal$i postup jsem vybrala frakce 34, 36 a 37, spojila jsem je dohromady,

zakoncentrovala do 1 ml a zméfila koncentraci proteinu pomoci BCA Protein Assay kitu. Déle
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jsem vzorek piecistila pomoci rozmérové vyluCovaci chromatografie (viz kapitola 4.5.

Rozmérove vylucovaci chromatografie).

Na obrazcich 25 a 26 jsou vyobrazeny vysledky SDS-PAGE a Western blot jednotlivych

frakci bez inhibitora protedz z afinitni chromatografie.

Obr. 25: SDS-PAGE vzorki z afinitni chromatografie bez inhibitori proteaz. V prvni
jamce se nachazi velikostni zebii¢ek (ladder), nasleduje vzorek nanaseny na kolonu
chromatografu (ON), dale vzorek flow-through (FT), poté 5% promyti EP (SW) a ¢iselné

oznacéené frakce (23-28).

Ve vzorku ON Ize opét vidét smés proteint o rtiznych velikostech. Ve vzorku SW neni
prouzek patrny, doslo tedy k navazani proteinu na afinitni kolonu. Ve frakci 23 lze vidét velice
slaby prouzek Vv ofekéavané velikosti Iripin-4. U frakci 24 a 25 je tento prouzek vyraznéjsi,

v

nejsilngjsi je ve frakcich 26 a 27. Naopak ve frakci 28 je prouzek opét velice slaby.
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Obr. 26: Western blot frakci bez inhibitora proteaz z afinitni chromatografie. V prvni

jamce se nachazi velikostni zebficek (ladder), nasleduje vzorek nanaseny na kolonu (ON), dale

jamka obsahujici flow-through (FT) a nasleduji ¢iselné oznacené frakce (24-27).

Z obrazku lze vycist, Ze ve vzorku nanaseném na kolonu (ON) se anti-polyhistidinova
protilatka navazala, coZ opét znaci pfitomnost Iripin-4. Ve vzorku FT nedoslo k navazani
protilatky. Ve frakci 24 je viditelny prouzek oznacujici Iripin-4, tento prouzek je ve frakci 25
vyraznéj$i a nejvetsi je ve frakcich 26 a 27, coz koreluje s vysledky z SDS-PAGE (Obr. 24),
kde lze spatftit nejsiln€jsi prouzek také u frakci 26 a 27. U vSech 4 frakci doslo k navdzani anti-
polyhistidinové protilatky i na proteiny o mensi velikosti. Frakce 23 a 28 jsem nepodrobila
metod¢é Western blot, nebot’ se v téchto frakcich dle vysledki z SDS-PAGE (Obr. 25) nachazelo

jen minimalni mnoZstvi proteinu.
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Pro dals$i postup jsem vybrala frakce 24 a 27, protoze dle metody Western blot (viz Obr.
26) tyto frakce obsahovaly nejmensi mnozstvi proteini o mensi velikosti. Spojila jsem je
dohromady, zakoncentrovala do 1 ml a zmeéfila koncentraci proteinu pomoci BCA Protein

Assay kitu.

Kalibra¢ni ktivka zavislosti absorbance na koncentraci proteinu ve vzorcich je

zobrazena na obrazku 27.
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Obr. 27: Kalibraé¢ni kiivka BCA Protein Assay Kit, zavislost absorbance pfi 562 nm na
koncentraci proteinu ve vzorku s inhibitory protedz a bez inhibitori protedz po afinitni

chromatografii.

Z rovnice grafu jsem vypocitala rovnici pro vypocet koncentrace proteinu ve vzorcich

),

kde x je vysledna koncentrace proteinu (ug/ml) a y je hodnota absorbance po odecteni

kontrolniho vzorku.
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V tabulce 5 jsou zaneseny naméfené hodnoty absorbance a vypocitané koncentrace

proteinu Iripin-4 ve vzorku s inhibitory proteaz a bez inhibitori proteéaz.

Tabulka 5: Absorbance vzorku proteinu s inhibitory proteaz a bez inhibitori proteaz pii

562 nm a vysledna koncentrace proteinu po afinitni chromatografii.

odecteny kontrolni C proteinu
vzorek A (562 nm) szorek (ppg/ml)
s mhlblt,ory 1,294 1,134 940,091
proteaz
bez inhibitoru 0,837 0,677 524,636

proteaz

Z tabulky 5 je patrné, ze koncentrace proteinu ve vzorku s inhibitory protedz byla témet
dvojnasobné vyssi, oproti vzorku bez inhibitorti proteaz. Nasledné jsem vzorky piedistila

pomoci rozmérove vylucovaci chromatografie.

4.5. Rozmérové vylucovaci chromatografie

Vysledky SDS-PAGE jednotlivych frakci vzorki s inhibitory protedz i bez inhibitort protedz

z rozméroveé vyluCovaci chromatografie jsou vyobrazeny na obrazcich 28 a 29.
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Obr. 28: SDS-PAGE frakci z rozmérové vylucovaci chromatografie, vzorek s inhibitory
proteaz. V prvni jamce se nachazi velikostni zebfi¢ek (ladder), nasleduje vzorek pipetovany na

kolonu (ON) a dale jednotlivé frakce znacené piislusnym pismenem a ¢islem (B9-C9).

Z obrazku 28 lze vycist, ze Iripin-4 se nachazel ve frakcich C5-C9. Ve vzorku daném
na kolonu (ON) lze vidét proteiny o riznych velikostech, které se podaftilo z frakci C5-C9
odstranit, zejména proteiny v rozmezi velikosti 55-70 kDa. Frakce C5-C9 jsem nasledné spojila

a pomoci BCA Protein Assay kitu jsem zméfila koncentraci proteinu.
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Obr. 29: SDS-PAGE frakci zrozmérové vyluCovaci chromatografie, vzorek bez
inhibitora proteaz. V prvni jamce se nachazi velikostni Zzebfic¢ek (ladder), nasleduje vzorek

pipetovany na kolonu (ON) a dale jednotlivé frakce znacCené piislusSnym pismenem a Cislem

(A1-B1).

Na obrazku 29 je patrna piitomnost Iripin-4 zejména ve frakcich A8-B1. Koncentrace
proteinu v téchto frakcich je pomérné velka, obsahuji vSak i proteiny o mensi velikosti. U frakce
B1 je patrny pouze slaby prouzek naznacujici nizkou koncentraci proteinu Iripin-4. Ve frakcich
A6 a A7 lze také vidét prouzek v predpokladané velikosti Iripin-4, avSak tyto frakce obsahuji 1
dalsi proteiny o mensi 1 vétsi velikosti. Ve vzorku daném na kolonu (ON) lze vidét proteiny o
riznych velikostech. Z frakci A8-B1 se podatilo odstranit hlavné proteiny o vétsi velikosti nez
Iripin-4, zejména proteiny v rozmezi velikosti 55-70 kDa. Frakce A8-A12 jsem také spojila a

pomoci BCA Protein Assay kit jsem zméfila koncentraci proteinu.

Kalibra¢ni kiivka zavislosti absorbance na koncentraci proteinu ve vzorcich je

zobrazena na obrazku 30.
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Obr. 30: Kalibraé¢ni kiivka BCA Protein Assay Kit, zavislost absorbance pfi 562 nm na
koncentraci proteinu ve vzorku s inhibitory proteaz i bez inhibitorii proteaz po rozmérové

vylu€ovaci chromatografii.

Z rovnice grafu jsem vypocitala rovnici pro vypocet koncentrace proteinu ve vzorcich
@),

y—0,1338

3) X =
@) 0,0013

kde x je vysledna koncentrace proteinu (ug/ml) a y je hodnota absorbance po odecteni

kontrolniho vzorku.

V tabulce 6 jsou zapsany naméfené hodnoty absorbance a vypocitané koncentrace

proteinu Iripin-4 ve vzorku s inhibitory proteaz a bez inhibitori proteaz.

Tabulka 6: Absorbance vzorki proteinu S inhibitory proteaz a bez inhibitoru proteaz p¥i

562 nm a vysledna koncentrace proteinu po rozmérové vylucovaci chromatografii.

vzorek A (562 nm) odeéteny kontrolni vzorek ¢ proteinu
(ng/ml)
S inhibitory proteaz 1,072 0,848 549,385
bez inhibitoru 0,515 0,291 120,923

proteaz
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Z tabulky 6 vyplyva, ze koncentrace proteinu ve vzorku s inhibitory proteaz byla vyssi
nez ve vzorku bez inhibitort proteaz. V porovnani s koncentracemi proteinu ve vzorcich pted
rozméroveé vylucovaci chromatografii (viz Tabulka 5) doSlo u vzorku s inhibitory proteaz
k Gibytku proteinu témét o polovinu, v piipadé vzorku bez inhibitorti proteaz byla koncentrace

proteinu témer 5x nizsi.

4.6. Inhibi¢ni enzymatické eseje

U proteaz plasminu, elastazy a katepsinu G nebyla pozorovana zadna inhibice hydrolyzy
substratu Iripinem-4. Ackoli byla ocekavana inhibice granzymu B, nepodafilo se tento

ptedpoklad potvrdit.

Na obrazku 31 je vyobrazen graf zavislosti absorbance pti 410 nm na trvani enzymatické
reakce granzymu B.
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Obr. 31: Zavislost absorbance p¥i 410 nm na ¢ase reakce granzymu B se substratem. Cerné

body oznacuji reakci bez Iripinu-4, $edé body oznacuji reakci inhibovanou Iripinem-4.

Z obrazku 31 je patrné, Ze ackoli by Iripin-4 mél reakci granzymu B se substratem

inhibovat, doslo naopak Kk rychlejsi hydrolyze substratu.

50



5. Diskuze

Serpiny jsou inhibitory serinovych proteaz regulujici protolyzou fizené fyziologické funkce
organismu. Podileji se na koagulaci, zdn€tu, imunitnich reakcich a dalSich homeostatickych
procesech. Serpiny jsou pro své anti-hemostatické a imunomodulacni ucinky pfitomné ve
slinach klistat, ¢imz klistatim usnadiiuji sani krve hostitele. Cilem mé prace bylo vytvorit
rekombinantni klistéci serpin Iripin-4 a nasledné pomoci enzymatickych eseji ovéfit jeho

funkénost.

Problémem, ktery nastal pfi restrikénim §tépeni plazmidu, bylo zpétné spojovani koncti
nastépené¢ho plazmidu. Ani po pouziti dvou riznych restriktdz a alkalické fosfatazy se tento
problém nepodatilo odstranit a po transformaci do kompetentnich bun¢k E. coli DH5a rostly
na Petriho miskach s LB agarem kolonie bakterii obsahujici plazmid bez inzertu Iripin-4.
Z celkem 23 testovanych kolonii se nachazel plazmid se zaklonovanym inzertem pouze ve 3

koloniich, jak je vidét na vysledcich z colony PCR (viz Obr. 14).

Po colony PCR nasledovala pilotni exprese s cilem zjistit optimalni teplotu a dobu
kultivace bun€k pro nejvyssi expresi proteinu. Po rozbiti bunék ziskanych pfti pilotni expresi a
jejich nasledné centrifugaci byl ziskan supernatant a pelet. Pro dalsi postup byly zvoleny vzorky
supernatantu, tedy cytoplazmatické frakce proteinu, ackoli dle vysledki z pilotni exprese (viz.
kapitola 4.2. Pilotni exprese) byla koncentrace proteinu v peletu vyssi. K tomuto rozhodnuti
bylo pfistoupeno z diivodu toho, Ze proteiny v peletu se nachézeji v inkluznich téliscich a jsou
denaturovany a agregovany. Proto by pro dalsi postup byl potiebny refolding téchto proteinti.
Préce s inkluznimi télisky je ¢asoveé narocna a neexistuje jednotny postup pro vSechny proteiny
(Cabrita a Bottomley, 2004). Nejprve je zapotiebi inkluzni téliska purifikovat, nasleduje
solubilizace inkluznich t€lisek, refoldace solubilizovaného proteinu a purifikace refoldovaného
proteinu (Singh et al., 2015). Samotny refolding solubilizovaného proteinu zavisi na mnoha
proménnych, jako jsou teplota, pH, koncentrace soli, redoxni prostiedi a pFitomnost
dvojmocnych ionta (Burgess, 2009). Naopak proteiny pfitomné v supernatantu jsou jiz

Vv biologicky aktivnim stavu spravn¢ sbalené.

Pfi afinitni chromatografii nedoslo k dokonalému vyciSténi jednotlivych frakci od
dalsich proteint (viz Obr. 23 a Obr. 25), i kdyz kontaminace byly pfitomné v mnohem mens§im
mnozstvi nez pred preciSténim afinitni chromatografii. Toto nedokonalé piecisténi bylo
pravdépodobné zplisobeno navazanim jinych proteinti obsahujicich vice histidini blizko u sebe

na kolonu. Precisténi Iripinu-4 od téchto kontaminantii by mohlo byt provedeno pomoci dalsich
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purifikacnich krokd, napf. pomoci ion exchange (iontova vymeéna) chromatografie.
Koncentrace proteinu vSak po piecisténi pomoci afinitni chromatografie znaéné klesla a
opctovna purifikace by vedla k dal$im ztratdim. Vysledek Western blotu frakei z afinitni
chromatografie naznacuje, ze mohlo dojit k degradaci proteinu, jelikoz je u frakci na obrazcich
(Obr. 24 a 26) patrné vétsi mnozstvi prouzkt. Tyto prouzky se nachazeji pod ocekavanou

velikosti proteinu Iripin-4.

Dalsim krokem bylo ptecistit vzorek od zbylych proteinii pomoci rozméroveé vylu¢ovaci
chromatografie. Touto metodou doSlo k odstranéni velikostné odlisnych proteinti. Ze vzorku se
podatilo odstranit pfedevsim proteiny o velikosti 55-70 kDa. Proteiny o mensi velikosti, nez je
Iripin-4, se ze vzorku nepodafilo zcela odstranit. Po tomto ptecisténi vSak koncentrace proteinu

znacné klesla.

Inhibi¢ni enzymatické eseje byly vyuzity k ovéteni funkce rekombinantniho Iripinu-4.
Inhibi¢ni charakter Iripinu-4 byl testovan na cCtyfech protedzach: elastdze, katepsinu G,
plasminu a granzymu B. Typickou aminokyselinou ptitomnou v P1 misté, hlavnim misté, které
rozpoznava proteaza, je U vétsiny strukturné popsanych serpint z klistéte I. ricinus arginin.
Pouze u serpinu IRS-2 se v P1 misté nachazi tyrosin. Iripin-4 ma v P1 misté glutamat, coz
vysvétluje, pro¢ nedochazi k inhibici protedz, které $tépi sviyj substrat za argininem (Chmelafr,
2022). Jedina inhibice Iripinem-4 byla pozorovana ve spolupracujici laboratofi u granzymu B
(ustni sdéleni Skolitele). Inhibice granzymu B Iripinem-4 se mi vSak nepodafila potvrdit.
Naopak jsem pozorovala mirné zvyseni proteolytické aktivity, coz lze ovSem tézko vysvétlit.
V literatufe neni zminka o aktiva¢nim uc¢inku serpinti na proteazy. Vysledek mohl byt zpiisoben
nefunk¢nosti serpinu. Pro ovéfeni inhibi¢nich vlastnosti Iripinu-4 by bylo nutné pfipravit novy

rekombinantni protein.

Dalsim znamym serpinem majicim v P1 misté aminokyselinu glutamat je dle Ulbricht
et al., 2015 SerpinA12 neboli vaspin, patiici mezi tzv. adipokiny, tj. cytokiny produkované
tukovou tkani. Vaspin ma pozitivni uc¢inky na metabolismus a jedinou dosud znamou cilovou
protedzou vaspinu je kalikrein 7. Schopnost vaspinu inhibovat kalikrein 7 Ize mirné zvysit
navazanim heparinu na vaspin. Vaspin je tedy, podobné jako antitrombin (viz nize), heparin
vazajici serpin.

U serpinu o-l-antitrypsinu byla u kralika nalezena izoforma E s aminokyselinou
glutamatem v P1 misté. Tato izoforma sice tvoti komplex s trypsinem i elastazou, ale na rozdil

od izoforem F a S-1, které maji v P1 misté¢ methionin a serin, neinhibuje jejich proteolytickou
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aktivitu. Zména aminokyseliny v P1 misté je zodpovédna za ztratu inhibi¢ni aktivity tohoto

serpinu (Saito a Sinohara, 1995).

Jednim z principi regulace koagulace je aktivace serpinu antitrombinu pomoci
heparinu. Navazanim heparinu na antitrombin dochazi k urychleni inhibice cilovych
koagulacnich protedz az 10 000X, heparin tedy slouzi jako kofaktor. Antitrombin mé ve své
nativni form¢ N-terminalni oblast RCL (hinge region) zaclenénou jako vlakno 4 do B-listu A,
coz omezuje funkci RCL. Po navazani heparinu na antitrombin dochéazi ke konformaénim
zménam, z nichz nejdulezitéjsi je uvolnéni hinge regionu z B-listu A, a tim umoznéni funkce

RCL (Johnson et al., 2006).

Na obrazku 32A je vyobrazen Iripin-4 ve své nativni (modra) a rozstépené (Seda) forme
s oznacenym ,,hinge regionem* (pant). Na obrazku 32B je vyobrazen nativni antitrombin

s ozna¢enym hinge regionem a antitrombin s navazanym heparinem.

Cleaved Iripin-4

Obr. 32: A-Iripin-4 v nativni (modra) a roz§tépené (Seda) formé. B-Nativni antitrombin a
antitrombin s navazanym heparinem. Pfevzato z Johnson et al., 2006 a Kasc¢akova et al.,

2023.

Z obrazku 32 vyplyva podobnost struktury hinge regionu u Iripinu-4 a antitrombinu
pfed navazanim heparinu. Z toho lze usuzovat, Ze by funkce Iripinu-4 jako inhibitoru
serinovych protedz mohla byt také ovliviiovana pfitomnosti kofaktoru. Tato domnénka vSak

nebyla oveéfovana a zustava predmétem dalsiho vyzkumu.
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6. Zaver

V této praci se podatilo zaklonovat plazmid pET-19b se zaklonovanou sekvenci Iripinu-4 do
kompetentnich bunc¢k DH5a a ziskat klistéci rekombinantni protein Iripin-4, ackoli jeho
mnozstvi bylo pomémé nizké. Nizka koncentrace proteinu byla zpusobena praci
s cytoplazmatickou frakci proteinu (supernatantem), nebot’ prace s inkluznimi télisky, kde byla
koncentrace proteinu dle vysledkd z SDS-PAGE mnohonésobné vyssi, je naro¢na z hlediska

ziskani aktivniho proteinu.

Iripin-4 se podatilo pomoci afinitni a rozmérové vylu¢ovaci chromatografie piecistit od
ostatnich proteinti, av§ak zejména proteiny o mensi velikosti, neZ je velikost Iripinu-4, se
nepodafilo zcela odstranit. VEtsi Cistoty proteinu by bylo dosazeno dal§imi purifika¢nimi
metodami, napf. ion exchange chromatografii. Dalsi purifikaci proteinu by vSak doslo k vétsi

ztraté proteinu.

Pti ovéteni inhibiéni funkce rekombinantniho Iripinu-4 pomoci enzymatickych eseji
nedoslo k inhibici ani jedné z testovanych proteaz. Inhibi¢ni funkce Iripinu-4 by mohla byt

ovlivilovéana ptfitomnosti kofaktoru, avSak tato domnénka ziistavéa predmétem dalSiho vyzkumu.
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