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3. Uvod

Velmi rozsifenym zastupcem celedi Klistatovitych v Evropé je Ixodes ricinus. Tento
druh pienasi velké mnozstvi patogent spojené s lidskymi nemocemi, pfedevsim Borrelia
Burgdorferi s.l., ktery zpusobuje lymskou boreliozu. Diky rozsifeni klistéte piedevsim

v Ceské republice je tieba se zabyvat latkami, které klisté vyuziva pii svém Zivotnim cyklu.

Takovymi latkami jsou i serpiny. Tyto proteazové inhibitory vyuziva Ixodes ricinus
pro biologické ucely jako je traveni, imunita a vyvoj vajicek. Ve vztahu K hostiteli je podstatné
vyuzivani serpini k rozvoji patogent a k ovliviiovani odpovédi imunitniho systému hostitele.
Mnoho serpinil viak jesté neni prozkoumano a nejsou piesné znamy ani jejich role. Cim vétsi
bude nase pochopeni funkci latek Ixodes ricinus, tim rychlejsi a snazsi bude mozny vyvoj 1é¢iv

proti nemocem, které zplisobuji prenasené patogeny.

Pro zkoumani proteind (v této praci konkrétné serpinl) je vyuzivano metody
rentgenové difrakce. Diky ozafeni krystalu proteinu rentgenovymi paprsky je mozné zjistit
jeho sekundarni strukturu, z ¢ehoz je nasledné mozné vyvodit funkénost proteinu a jeho rizné
role. Tato metoda je nejspolehlivéjsi, je k ni vSak zapotiebi vypéstovat krystal proteinu. Tento
proces je pro kazdy protein specificky a je zavisly na mnoha faktorech, konkrétn¢ napt. na
¢inidle a jeho koncentraci, pH, teploté¢ a na samotné délce doby krystalizace. Pro potieby
krystalizace byly za fadu let vyvinuty rizné techniky, nejpouzivangjsi na principu difuze par

— sedici kapka (,,sitting drop*) a visici kapka (,,hanging drop*).

V soucasné dobé je i mozné sekundarni strukturu proteinu odhadnout. Pfedpokladem
pro odhad struktury je, Ze v evoluci jsou struktury proteinl uloZeny vice nez jejich sekvence.
Dale je to také fakt, ze v piirod¢ existuje maly pocet unikatnich foldi a tento pocet je
predevsim konecny. Téchto faktl vyuZzivaji nejriznéjsi nastroje vypocetni techniky, které na
zaklade sekvence a jejiho porovnani s knihovnami jiz znamych proteinovych struktur odhaduji

strukturu jeSté nezndmého proteinu.

Nejprve byly v praci vyzkouseny a osvojeny zakladni metody krystalizace na
modelovém proteinu Lysozymu. Dale je zkouman serpin IRS-1 z Ixodes ricinus. Pomoci
krystalizace byly piipraveny krystaly, které nasledné¢ podstoupily rentgenovou difrakci.
Pomoci internetového nastroje Phyre2 byla odhadnuta a analyzovana struktura tohoto serpinu.
Struktury IRS-1 byly zobrazeny pomoci programu na zobrazovani a vizualizaci struktur

proteind UCSF Chimera.



4. Cile prace

1. Zvladnout zékladni a pokrocilé krystalizacni metody na modelovém proteinu.

2. Charakterizovat studovany protein a nalézt krystalizacni podminky pro pfipravu

proteinovych krystalt.

3. Optimalizovat krystaliza¢ni podminky a pfipravit krystaly proteinu IRS-1 v difrak¢ni

kvalité.
4. Otestovat pfipravené krystaly a pokusit se ziskat difrakéni data.

5. Zvladnout zakladni techniky dockingu a molekulové dynamiky.



5. Prehled literatury

5.1. Ixodes ricinus

Ixodes Ricinus (Cesky klisté obecné) je fazeno do ¢eledi Klistatovitych (Ixodidae).
Samecci maji hnédou barvu a dosahuji délky 2,5 mm a Sitky 1,5 mm. Oproti tomu samicky
jsou zbarveny do zluta a jejich rozmér délky a sitky je 4 mm a 3 mm (po nasati v§ak mohou

byt dlouhé az 11 mm, 7 mm Siroké a méni barvu na olovénou) (Kavina 1940).

Po odpadnuti od hostitele samicka klade 500-1000 vaji¢ek do vlhké zemé. Za 3-5 dni
vylézaji z vaji¢ek Sestinohé¢ larvy. Ty se prichytdvaji na savce a saji jeho krev. Po nékolika
tydnech se méni larvy na osminohé nymfy, které opét saji krev, ale na jiném hostiteli. Dospéla

klistata se z nich stavaji po osmi tydnech (Kavina 1940).

Ve vsech zivotnich stadiich klistéte je vyuzivana technika ,,pfepadeni®, kdy se klisté
na hostitele dostane z vegetace. Zivi se na teplokrevnych i studenokrevnych obratlovcich
(hlodavci, jestérky) a na vétsich savcich (jezci, zajici, veverky, hospodaiska zvitata) (Medlock

et al. 2013).

Klistata pfenaseji celou fadu patogenti, napf. (v zavorkéch jsou uvedené zptisobované
nemoci) Borrelia Burgdorferi s.l. (lymska borelioza), Anaplasma phagocytophilum (lidska
granulocytarni anaplazmoéza), Francisella tularensis (tulamérie) a Rickettsia monacensis
(skvrnita horecka rickettsioza). V letech 2000-2010 se v alespon deviti statech Evropy zvysil
vyskyt lymské borelidzy. Diivodem muze byt zména geografické distribuce kliStéte, anebo

zména lidské aktivity, ktera vede k Castéjsimu kontaktu s klistaty (Medlock et al. 2013).

5.1.1. Vyskyt

Na hrbetu maji klist'ata buiiky citlivé na svétlo a také disponuji senzorickymi orgény.
Proto mohou detekovat urovné svétla, teplotu, vlhkost nebo vibrace (K rozpoznani pfitomnosti
hostitele). K pieziti potiebuji v obdobi bez hostitele alespont 80% vlhkost. Typické oblasti
vyskytu klistéte jsou opadavé i jehliCnaté lesy, viesovisté, raSelini$té, pastviny a parky.
V severnich oblastech Zemé klist'ata preziji i teploty pod 0°C. Vyskytuji se v celé¢ Evropé —
od Irska po Ural a od Svédska po sever Afriky. Jeho ptiZiti i vyskyt je ovliviiovan globalnim

oteplovanim (Medlock et al. 2013).



5.2. Proteazy

Jedna se o enzymy, které se uplatiiuji pii metabolismu proteind v zivych organismech.
Jejich role spociva v hydrolyze peptidovych vazeb polypeptida a proteini (Agbowuro et al.
2018). Timto $tépenim mohou proteazy ziskat, ale i ztratit funkci v zavislosti na povaze
substratu (Zani & Moreau 2010). Krom proteolyzy také zastavaji roli v bunkach, kde reguluji
exprese genu, déleni bunék a jejich smrt (Eatemade et al. 2017). V lidském genomu jsou
zastoupeny skoro ze 6 % (u bakterii a virt se jedna o 1-5 %) (Agbowuro et al. 2018). K roku
2017 bylo znamo 990 proteazovych genti a 1605 genti proteazovych inhibitorti (Eatemade et
al. 2017).

Proteazy se déli podle aminokyseliny, ktera se nachazi v jejich aktivnim misté na
cysteinové, threoninové, serinové, aspartatové, protedazy glutamové Kyseliny a matricové
metaloproteazy (Agbowuro et al. 2018). Dale je mozno je délit podle mechanismu §tépeni
vazby (Eatemade et al. 2017). Cysteinové, threoninové a serinové proteazy funguji na principu
tvorby acyl-enzym komplexu, pficemz nasledné dochazi ke $té€peni proteinu a uvolnéni dvou
produkti (karboxylatu a aminu). Proteazy aspartatové, proteazy glutamové Kkyseliny a
metaloprotedzy hydrolyzuji peptidovou vazbu za pouzZiti molekul vody, které vazbu

nukleofilné napadaji (Agbowuro et al. 2018).

Cela fada proteaz je spojena s nemocemi a poruchami. Jde napi. o rakovinu, rtizné
zanéty, osteopordzu, neurodegenerativni poruchy a paraziticka, bakterialni a virova
onemocnéni. Pravé proto jsou vyvijeny Iléky, které inhibuji protedzy reverzibilné 1
nereverzibilné (Zani & Moreau 2010). Takové inhibitory proteaz mohou rozvinout imunitu,
opravit tkané, 1éCit zanéty a degradovat nekteré alergeny (alergeny jsou Casto cysteinové a

serinové proteazy) (Smith & Harper 2006).

5.2.1. VIliv na rozvoj rakoviny

Proteazy maji vliv na rist a progresi rakoviny jak v primarni fazi, tak i v metastazi.
Nadorové buiky stimuluji expresy proteaz Vv okoli zdravych bunék, aby zneuzivaly jejich
aktivitu k rozvoji rakoviny. Jiz v brzkych fazich rakoviny byly zjistény zvySené hladiny
proteaz, které, jak se pozdeji ukazalo, jsou zapojeny v mnoha aspektech rakoviny, napt. v

imunitni odpovédi, apoptoze, proliferaci a naboru zanétlivych bunék (Eatemade et al. 2017).



5.3. Proteazové inhibitory (PI)

Proteazové inhibitory jsou déleny podle dvou kritérii. Podle jejich specifity na serinové
a cysteinové PI a podle struktury pak na serpiny, inhibitory typu Kunitz, inhibitory typu Kazal
a inhibitory s doménami bohatymi na cystein podobné trypsinovym inhibitorim (a2-
macroglobuliny) (Prudnikova 2020). Serpinim bude v praci vénovano vice prostoru

Vv samostatné kapitole, proto zde budou popsany ostatni druhy PI.

Obrazek 1: Reprezentativni schématické diagramy ¢ty sekundarnich struktur serinovych PI:
(A) serpiny, (B) a2-macroglobuliny, (C) PI typu Kunitz, (D) PI typu Kazal (Blisnick et al.
2017;

kvuli kvalité stazeno z https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2017.00199/full,
dne 24. 2. 2021).

Na Obr. 1 jsou ohyby oznaceny modfe, B-sheety Zluté a a-helixy ¢erven€. Na obrazku

A je zelen€ oznacen B-strand, ktery vznikl proteolyzou.



5.3.1. a2-macroglobuliny

VétSinou se jednd o tetramery (existuji i monomery a dimery) slozené z parovych
podjednotek spojené disulfidickymi mustky (Obr. 1 B). Jsou soucasti v€asné imunitni
odpovédi, avsak jejich role pfi utoku patogent (protedz) neni objasnéna. Zpusob inhibice
spoc¢iva v navazani enzymu thiol-esterovou vazbou, kterou je mozno pierusit malymi aminy
(napt. methylamin). Jejich dalsi role muize byt transport hormonii a samotnou inhibici mohou
chranit aktivni mista proteaz pied molekulami s velkou molekulovou hmotnosti (Prudnikova
2020).

5.3.2. Inhibitory typu Kunitz

Tyto PI inhibuji protedzy serinového typu a mohou obsahovat az nékolik Kunitz
domén. Kunitz doména se sklada ze dvou B-sheetii a jednoho a-helixu, ktery je stabilizovan
ttemi disulfidickymi mustky vzniklymi mezi Sesti cysteiny (Obr. 1 C). Tyto inhibitory se
vyskytuji ve velkém mnozstvi ve slinach a slinnych zlazach klistat. Jedna se o malé proteiny
s molekulovou hmotnosti 20 kDa a méné (samotna Kunitz doména vazi kolem 7 kDa)

(Prudnikova 2020).

Mechanismus inhibice spoc¢iva ve vytvoreni tésné nekovalentni vazby (podobné jako
Michaelisiv komplex enzym-substrat) s aktivnim mistem serinové proteazy bez konformacni
zmény. Vytvaii se tak pB-sheet mezi enzymem a inhibitorem — ¢asteéné stabilni substrat-
inhibitor komplex. Diky odkrytému RCL maji moznost inhibovat velky pocet riznych protedz.
Jejich dalsi funkci je napf. blokace iontovych kanalt a funguji jako hadi toxiny (Blisnick et al.
2017).

5.3.3. Inhibitory typu Kazal

Kazalové inhibitory mohou obsahovat dvé az patnact Kazalovych domén. Kazda
takova doména obsahuje 40 az 60 aminokyselin 0 raznych sekvencich a Sest
zakonzervovanych cysteinovych rezidui, ktera mohou vytvofit tfi podoblasti spojené
disulfidickymi mustky. V doméné se vyskytuje jeden a-helix, 3 B-sheety a neusporadana
struktura (Obr. 1 D). Tak je vytvofen prostor, kam se muze piesné vejit aktivni misto dané
proteazy, kterd je nasledné stechiometricky zablokovana ve vzniklém pomérné stabilnim

komplexu proteaza-inhibitor (Prudnikova 2020). | kdyz se jedna o nekovalentni vazbu, spojeni



komplexu je pevné a inhibice velmi silna (Blisnick et al. 2017). Diky tomu mohou PI tohoto
typu inhibovat nékolik cilli, napf. trypsin, plasmin, chymotrypsin a trombin (Prudnikova
2020).

5.3.4. Vyuziti inhibitora

Pl mohou byt pouzivany k 1é¢bé nékterych nemoci, napt. k 1é€bé plicni embolie a k
prevenci mrtvice u pacientu s fibrilaci sini (dabigatran). Také se mohou pouzivat klinicky pro
fizeni infekénich nemoci, jako je tfeba HIV/AIDS nebo infekce hepatitidou C (Agbowuro et
al. 2018). Nékteré mohou byt pouzity pii 16bé rakoviny. Toto vyuziti je vSak slozité, jelikoz
ve vSech fazich rozvoje rakoviny je zapojeno mnoho proteaz a jednim inhibitorem je nelze

vSechny pokryt (Eatemade et al. 2017).

5.4. Serpiny

Serpiny (,.serine protease inhibitors) jsou skupina PI, objevena vroce 1994
(Silverman et al. 2001). S vice néz 1500 zastupci se jedna o nejvice studovanou skupinu PI
(Chmelat et al. 2017). Serpiny jsou jediné inhibitory, které jsou piitomné ve vSech tiech
Zivotnich fisich: eukaryota, bakterie a archea (a také nékteré viry) (Fulton et al. 2005). Jedna
molekula obsahuje 350-500 aminokyselin (Silverman et al. 2001). Hmotnost takové molekuly
se pak pohybuje od 35 k 45 kDa (Whisstock & Bottomley 2006). Nové studie postupné
odkryvaji princip navazani proteaz, i nové biochemické a biologické funkce. Vétsina serpini
inhibuje protedazy ze skupiny chymotrypsint (Silverman et al. 2001). Jejich mechanismus
inhibice se mize zdat zbyte¢né komplikovany, ale pravé z néj vyplyvaji evoluc¢ni vyhody —
diky konformaéni zméné se serpiny chovaji jako molekularni senzory proteolyzy, které mohou

signalizovat ptitomnost proteaz okolnim molekulam (Whisstock & Bottomley 2006).

Serpiny zastavaji i dalsi role, jako napf. transport hormont (SERPINA6 — globulin,
ktery vaze hormony stitné zlazy; SERPINAY — globulin, ktery vaze kortikosteroidy) a regulace
krevniho tlaku (SERPINA8 — angiotenzin). Vzhledem k nelinearnimu vztahu mezi poctem
genu serpinti a celkovym poctem genil Ize ocekavat, Ze si ¢ast serpind osvojila rtizné a odlisné
funkce (Silverman et al. 2001). Dysfunkce serpinti zpisobuji alespon z¢asti rizné nemoci —
emfyzém, cirhdzu, angioedém, hypertenzi nebo dokonce familiarni demenci (Chmelaf et al.

2017).



5.4.1. Nativni a latentni konformace

Sekundarni struktura serpini se sklada ze tii B-sheetii pojmenovanych A, B a C a
z alespon 7 a-helixt (typicky vSak z 9), které jsou také pojmenovavany dle abecedy (Obr. 2
A) (Silverman et al. 2001). Mezi B-sheety A a C se nachazi flexibilni neuspofadana struktura
sestavajici z 20 az 25 aminokyselin, ktera se nazyva RCL (,,reactive centre loop*). RCL slouzi
jako navnada pro proteazu a jeji rozpoznani (inhibitorova specifita). Tato tzv. nativni struktura
serpini existuje v dynamické rovnovaze bud’ s Michaelisovym komplexem (s neaktivni
navazanou proteazou) nebo v konformacich, kde je RCL bud’ ¢aste¢né vsunuto do 3-sheetu A
(Obr. 3 A) nebo je plné vylouceno v podobé ohybu (Obr. 3 B) (Whisstock & Bottomley 2006).

Pravé zménou konformace RCL, B-sheetu A a vlakna B-sheetu C (s1C) méni serpiny zasadné

svou strukturu (Silverman et al. 2001).

Obrazek 2: Struktury serpinu: (A) nativni konformace, (B) latentni konformace, (C) latentni
konformace s odstépenym RCL, (D) Michaelisiv komplex, (E) kovalentni komplex
(Silverman et al. 2001; kvili kvalité stazeno z https://www.researchgate.net/figure/Serpin-
structures-From-left-to-right-A-native-1-AT-Protein-Data-Bank-PDB-
entry_fig2_232316225?hcb=1, dne 24. 2. 2021, dne 24. 2. 2021).

Na Obr. 2 jsou A-sheety vyznaceny Cervené, B-sheety zelen¢, C-sheety zluté, a-helixy

jsou Sedé a RCL je fialové. Proteaza (zde trypsin) je tyrkysova.

Pii zméné konformace se RCL zasune doprostied f-sheetu A a vytvoii tak plné
antiparalelni B-sheet (Obr. 2 B). Pii svém ,,putovani“ RCL vytrhava s1C z -sheetu C, které

putuje s nim a vznika tak nechranény ohyb ze spodni strany serpinu. Takova konformace



serpinu se nazyva latentni. Je vice stabilni nez nativni, a procesem denaturace a zpétného
skladani se mize serpin navratit do ptvodni konformace. Serpin v latentni konformaci jiz
nemuze inhibovat protedzy (Silverman et al. 2001). Této konformaéni zméné se také tika

tranzice od S k R (S — stresovany, R — relaxovany) (Fulton et al. 2005).

Nejstabilngjsi konformace je pro serpiny forma, kdy je RCL plné vlozeno mezi B-sheet
A jako Vv latentni konformaci, ale S1C je odstépeno od RCL (C-sheet tedy ziistane vV piivodnim
stavu) (Obr. 2 C). Pro rozloZeni serpinu v této konformaci je odhadovana teplota Tm > 120 °C,
kdezto v nativni konformaci se tato teplota Tm pohybuje kolem 60 °C (Silverman et al. 2001).
Na vyssi teploty jsou vSak serpiny citlivé — vznikaji neaktivni polymery. Vyjimkou je napft.

prokaryoticky thermophin, ktery dokaze fungovat i v zahtatém prostiedi (Fulton et al. 2005).

PN (c) Ternary
Protyease . /;{, complex
(a) Native (b) Native &5 ol P\
tiall i lled oy ¥ =3 =
(partially Heparin (expelled) _ *\‘5‘ OF oy ’\
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Conformational change
signaling presence of
proteolytic activity

“  Protease

(e) Latent (inactive) - N\&{k., (d) Final complex

Current Opinion in Structural Biology

Obrazek 3: Vyhody mechanismu serpint: (A) nativni konformace s ¢asteéné vsunutym RCL
+ kofaktor, (B) nativni konformace s vylou¢enym RCL, (C) trojity komplex serpin-kofaktor-
proteaza, (D) kovalentni komplex, (E) latentni konformace (Whisstock & Bottomley 2006).

Cervené je na Obr. 3 znazornén A-sheet, modie RCL a rizové pak jeden a-helix.
Zelené jsou vyznaceny pentasacharidové sekvence a zluté¢ kofaktor heparin, protedza poté

razove.



V¢étSina serpintl v nativnich konformacich je o dost vice flexibilni, nez bylo piivodné
pfedpokladdno. Tim padem interakce s protedzou s naslednym odSt€épenim RCL miize
fungovat k rychlému posunu v rovnovaze smérem k ¢aste¢né vsunuté konformaci (Obr. 3 A)
a nasledné vyustit K pInému vsunuti RCL (Obr. 3 E). Nékteré serpiny maji zabudovany
mechanismus, diky kterému samy podstupuji zménu do inaktivni monomerické latentni
konformace. Tato latetni forma je u mnoha serpinii spojovana s onemocnénimi. Pro nékteré
serpiny vSak mize i latentni konformace ptfedstavovat spravny funkéni vysledek (Whisstock

& Bottomley 2006).

Touha serpinu po termodynamické stabilit¢ muze vyustit pravé ve vznik neaktivnich
konformaci. Piestoze je vSak pro serpiny termodynamicky vyhodné;jsi latentni konformace,
vétsina serpint zastava piekvapivé v nativnim stavu a pfed¢asné pierusuji pfechod na latentni
konformaci (Obr. 7). Minimalni cesta pro serpinové skladani by mohla byt znazornéna jako
(Whisstock & Bottomley 2006):

Ul Ne L,

kde U zastupuje neslozeny soubor serpinu, I zastupuje ptechodny stav — Caste¢né
slozeny soubor serpinu, N zastupuje pfirozené¢ slozeny serpin a L zastupuje latentni
konformaci serpinu. Finalni krok N — L ve skladani neni dostate¢né objasnén. Muize vSak byt
podobny kroku N — I* (kde I* zastupuje jiz odstépeny serpin z komplexu serpin-enzym),
jelikoz v obou konformacich je RCL vloZené do B-sheetu A. Obé konformace L i I* si jsou
podobné jak strukturng, tak i vysokou teplotni stabilitou. Ztoho vyplyva, ze interakce
S proteazou a jeji nasledné odstépeni od RCL bud’ snizuje kinetickou bariéru nebo nabizi

alternativni energetickou cestu k vice stabilnim konformacim (Whisstock & Bottomley 2006).
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Obrazek 4: Nevyhody mechanismu serpinti: (A) rozstépeny neaktivni serpiny + ,,unikla®
protedza, (B) neaktivni polymer (zde dimer), (C) neaktivni latentni konformace (Whisstock &
Bottomley 2006).

Barevné schéma Obr. 4 je shodné s barevnym schématem Obr. 3

Meziprodukty mohou zpomalovat proces skladani serpinu. Pokud se totiz jedna o
meziprodukty v nenativnim stavu, mohou kineticky branit serpinu zménit konformaci a ten
tak ztstane v konformaci nativni. To muze byt odpovédi na otazku, pro¢ se serpiny zdrzuji
V nativnim stavu, kdyz je pro né¢ vyhodng&jsi latentni konformace. Konkrétni mechanismus by
mohl zahrnovat interakci [-sheetu A (serpin v nativnim stavu) s rezidui F-helixu (serpin
Vv latentnim stavu). VrSek F-helixu se miize vsunout mezi B-strandy 3A a 5A a tim zablokovat
misto pro vsunuti RCL. Tim padem je serpin chranén pied prechodem do latentniho stavu.
Stejné tak je vSak chranén pfed vsunutim RCL jiného serpinu, tudiZ je zabranéno i tvorbé

polymert (Obr. 4 B) (Whisstock & Bottomley 2006).

5.4.2. Mechanismus inhibice

Inhibice serinovych proteaz probiha substratovym mechanismem. Nejdiive serpin
vytvoii nekovalentni Michaelisiiv komplex (Obr. 5 B) pomoci interakci rezidua proteazy s P1
reziduem serpinu. Nasledné se diky serinu v aktivnim misté vytvoii kovalentni esterova vazba
s karbonylem P1 rezidua serpinu (Obr. 5 D) a dochazi k rozstépeni peptidové vazby. Nejspise
Vv této fazi se zaéne RCL vsouvat do B-sheetu A spolu s kovalentné¢ navazanou proteazou.

Jelikoz je tento proces jiz nevratny, je pro serpin ,,vrazedny“ a piezdivd se mu tudiz
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sebevrazedny mechanismus (Silverman et al. 2001). Diky tomuto mechanismu vsak serpiny
mohou kontrolovat, a hlavné odstraniovat proteazy z biologickych systémi (Whisstock &
Bottomley 2006).

Current Opinion in Structural Biology

Obrazek 5: Mechanismus inhibice serpini: (A) latentni konformace, (B) Michaelisuv

komplex, (C) kovalentni komplex, (D) kovalentni vazba (Whisstock & Bottomley 2006).
Barevné schéma Obr. 5 je shodné s barevnym schématem Obr. 3

Pro spravnou inhibici potiebuje fada serpini kofaktory (Obr. 3 A) (Fulton et al. 2005).
Ty umoznuji serpinim navazat danou proteazu a zrychlit jejich vzajemnou interakci.
Kupftikladu antithrombin (Obr. 3 A) ma v nativnim stavu ¢aste¢né vsunuté RCL a P1 reziduum
vytvaii solny mistek s Glu237 umisténym v téle serpinu. Kviili tomu je P1 ¢aste¢né uzavieno
a antithrombin je docela $patny inhibitor. Pfi interakci s kofaktorem (Obr. 3 B) je RCL
vytrzeno a P1 je otoCeno do opacné pozice, ¢imz je snadné&ji piistupné pro interakci

s proteazou (Whisstock & Bottomley 2006).

Po dokonéeni zmény konformace je protedza premisténa o 75 A a jeji aktivni misto je
zdeformované a neaktivni (Fulton et al. 2005). Po inhibici asi 40 % téla proteazy nevykazuje
zadnou elektronovou hustotu. Zkresleni a nasledna deaktivace proteazy vychazi z jeji
komprese viici serpinu, ktera nastava diky spravné délce RCL. Stabilita vzniklého komplexu
serpin-proteaza je mnohem vétsi nez stabilita serpinu v nativnim stavu. Diky konformacni
zméné Se proteaza ocitne V kinetické pasti, jelikoz krok deacylace je oproti normalni
substratové reakci zpomaleny 0 6-8 fadu (ks na Obr. 6). Neni vSak znam bod v pfesunu, kdy

je aktivita enzymu natolik sniZena, ze Se enzym V této pasti ocitne (Silverman et al. 2001).
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Deaktivace a zkresleni proteazy se pravdépodobné stane relativné rychle, aby se
komplex vyvaroval hydrolyze a uniknuti aktivni proteazy (Whisstock & Bottomley 2006).
Rychlosti (Obr. 6) tvorby kovalentniho komplexu z Michaelisova komplexu musi byt tedy

vy$s$i, nez rychlost hydrolyzy a nasledné deacylace.

Obrazek 6: Osud serpinu a proteazového komplexu: (1) serpin, (E) proteaza, (EI) nekovalentni
Michaelistiv komplex, (EI¥) acyl-enzymovy meziprodukt, (EI) kovalentni komplex, (I")
odstépeny  serpin  (Silverman et al. 2001; kvuli  kvalit¢ stazeno @z
https://www.hindawi.com/journals/isrn/2012/354365/?hcb=1, dne 24. 2. 2021).

Na Obr. 6 je zZlut€¢ vyznaCeny serpin, zelené¢ volna serinova protedza a Cervené je

oznacena kovalentné navazana proteaza.

Pokud je RCL branéno v pohybu, proteaza bude mit dostatek casu provést deacylaci a
uniknout (Obr. 4 A). Touto (neinhibujici) cestou vznika aktivni proteaza a neaktivni serpin.
Pomér téchto dvou moznych vysledki — komplex serpin-protedza (Obr. 5 C) a neaktivni
serpin + aktivni proteaza (Obr. 4 A) odrazi soutéz mezi hodnotou hydrolyzy esteru (ks v Obr.
6) a vlozeni smycky RCL do B-sheetu (ks v Obr. 6). Tento pomér Ize také popsat jako pocet
molu serpinu potiebnych k inhibici jednoho molu proteazy v kineticky uvéznéném komplexu

— (k3 + ka)/ks na Obr. 6 (Silverman et al. 2001).
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Dilezité parametry pro UispéSnou inhibici protedzy serpinem jSou:
1) Délka RCL (Silverman et al. 2001).

2) Vhodna rezidua v RCL, ktera souvisi s rychlym a piiznivym vsunutim RCL do -
sheetu A (Silverman et al. 2001).

3) Pritomnost serinu v aktivni misté proteazy (mozna i inhibice cystein protedz, akorat

uvéznény je thiol ester) (Silverman et al. 2001).

5.4.3. Chybné skladani

Nezadouci vsunuti RCL kvli potiebé stabilngjs$i konformace serpinu mohou zapficinit
pfirodni mutace (Silverman et al. 2001). Tyto mutace zpusobuji celou fadu nemoci
(serpinopatie) praveé diky chybnému slozeny serpinu (Fulton et al. 2005). Pokud se RCL vsune
do B-sheetu jiného serpinu, vznikaji dimery az oligomery vyssich fadt (Obr. 4 B) (Silverman
et al. 2001). Tyto polymery se mohou hromadit v endoplazmatickém retikulu, coz muze
vyustit ve smrt builky a poskozeni organt. Polymerizace mtize byt vyvolana zahifivanim

(Fulton et al. 2005).

Od roku 1992 bylo identifikovano vice nez 40 variant péti lidskych serpinl
(antitrypsin, antichymotrypsin, antithrombin, C1 inhibitor a neuroserpin), které zptisobuji vyse
zminéné serpinopatie — nemoci zpisobené chybnym sklddanim serpind. VSechny varianty
maji néco spolecného: schopnost podstoupit spontanni konforma¢ni zménu, sniZzenou teplotni
stabilitu a formovani polymeru (detekovany in vivo i in vitro). Pfedpoklada se, ze jelikoZ jsou
serpinové struktury schopné piijmout vlastni RCL, mohou piijimat také RCL dalsich molekul.
Tim padem muize byt zména konformace serpinli povazovana za ,,zavod“, kde se musi
,»vlastni“ nebo cis vlozeni RCL stat dostatecné rychle, aby bylo zablokovano ,,cizi“ nebo trans

vlozeni RCL (Whisstock & Bottomley 2006).
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Obrazek 7: Schématické energetické znazornéni, zobrazujici vztahy mezi skladanim a

konformacemi (Whisstock & Bottomley 2006).

Na Obr. 7 je modfe znazornéna zjednoduSend cesta serpinu pii skladani do nativni
konformace. Nasledné serpin piechdzi do stabilngjSich konformaci: budto chybnym

skladanim (Cervena barva) nebo funkénim skladanim (zelena barva).

Prvnim krokem v polymeraci je formovani M* (nenativni konformace), které se
vytvari pii rychlé fazi nezavislé na koncentraci. M* je vytvofeno piechodné a je nejspise
strukturné heterogenni. Pfedpoklada se, ze M* konformace vznika po formaci nativniho stavu
(N) a je podobna (ale odlisitelna) od stavu meziproduktu (I) (Obr. 7), kterym musi serpiny
projit pii sklddani do nativniho stavu. Po zformovani M* polymeriza¢ni procesy vykazuji
pomalejs$i kinetické faze, jejichz rychlosti rostou s rostouci proteinovou koncentraci

(Whisstock & Bottomley 2006).
N <kt M* + M* <k2 Protodimer —%3 P,

kde N zastupuje nativni metastabilni monomerickou formu serpinu; M* zastupuje
polymerogenni, konformacné¢ zménény monomericky serpin; Protodimer je druh dimeru

schopny disociace a P zastupuje polymer (Whisstock & Bottomley 2006).
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Narus$eni vrcholu B-sheetu A castenym vsunutim RCL je dilezité pro zahajeni
polymerizace. Zda se mozné, ze pokud jsou serpiny nuceny podstoupit nechténou zménu
konformace, zapasi spolu latentni konformace a polymerizace. Obé moznosti vyusti ve finalni

termodynamicky stabilni produkt, i kdyz neaktivni (Whisstock & Bottomley 2006).

5.4.4. Zastupci serpint a jejich funkce

Ov-serpiny byly vymezeny na zaklad¢ jejich podobnosti s kufecim ovalbuminem (ov)
v roce 1993. Jejich N a C konce jsou kratsi nez u klasickych serpint a chybi jim sekrec¢ni
signalni peptid. K roku 2001 bylo znamych 13 lidskych ov-serpint — v§echny jsou (s vyjimkou
maspinu) funk¢i kompetetivni inhibitory serinovych a cysteinovych proteaz. Nékteii zastupci
inhibuji vice nez jednu proteazu, jelikoz obsahuji dualni reakéni mista — diky tomu mohou
hrat roli pfi obrané hostitele pfed mikrobialnimi nebo virovymi proteazami (Silverman et al.
2001).

Vysoké hodnoty ov-serpinu PAI2 a nizké hodnoty uPA jsou spojovany s pozitivnimi
nalezy rakoviny prsu (PAI2 inhibici uPA muze regulovat remodelovani extracelularni matrix).
Dale je mozné, ze PAI2 ma strukturalni roli v nékterych bunkach (keratinocyty). Endogenni
nebo exogenni ov-serpiny mohou chranit okolni buniky pfed proteolytickym poskozenim —
studie na potkanech ukazaly, ze rekombinantni MNEI dodano do dychacich cest pfedchazi

plicnimu zranéni a ma potencial 1é¢by zanétlivych plicnich onemocnéni (Silverman et al.
2001).

Neuroserpiny jsou vylucovany neurony, gliovymi a neuroendokrinnimi buikami.
Inhibuji tPA, uPA, trypsin a faktor nervového ristu y. Z téchto inhibici vyplyva, ze mohou mit

terapeutické vyuziti pti obran¢ mozku pied ischemii (Silverman et al. 2001).

Rostlinné serpiny mohou inhibovat cile serinovych proteaz (Silverman et al. 2001).
Studie prokazala, Ze proteaza (mcll-Pa) ze skupiny metakaspas mize hrat roli v programované
smrti rostlinnych bun€k. Tento vyzkum poukazuje na moznou roli rostlinnych serpini
v regulaci aktivity metakaspas (Whisstock & Bottomley 2006). Role rostlinnych serpint je

dodnes velmi diskutovana a malo prozkouména.
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5.5. Serpiny v spojitosti s klist’aty

Serinové proteazy se nachazeji v klistécich hemocytech a hraji roli v pfirozené
imunitni obran¢ klistéte nebo ve vyvoji vaji¢ek. Také jsou zapojeny do traveni krve a extrakci
zivin z hostitele (Obr. 8). Serinové PI jsou pfimo spojené nejen se sekreci latek pii krmeni
klistat, ale také s modulaci odpovédi hostitelského organismu — zanéty, krevni sraZeniny,
hojeni ran a vazokonstrikce (Obr. 8). Podle jejich roli se daji klistéci serinové PI rozdélit na ty
s biologickou roli a na ty modulujici hostitelské odpovédi obratloveu (Blisnick et al. 2017).
Pro jeden inhibitor je Casto pozorovan vice nez jeden efekt. Cely koncept fungovani PI je

vysledkem dlouhodobé spole¢né evoluce klistéte s jeho hostitelem (Chmelat et al. 2017).
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Obrazek 8: Schématické znazornéni klistéte pii krmeni (Blisnick et al. 2017; kvuli kvalité
stazeno z https://www.semanticscholar.org/paper/Serine-Protease-Inhibitors-in-Ticks%3A-
An-Overview-of-Blisnick-Foulon/aca9412041d4b4e35e44faa7cef23d2d5be 107 7f#extracted,
dne 10. 3. 2021).

Na Obr. 8 je znazornéno klisté pii krmeni. Cervena hvézdicka znadi patogen v klistéti.
Cervena Sipka ukazuje smér absorpce krve, modra $ipka potom vstiikovani slin do hostitele.
V modrych rdmeckach jsou modrym pismem vypsany jednotlivé serinové PI, které se
nachazeji v daném organu klistéte. Cernymi ramecky jsou oznaéeny serinové PI druhu Ixodes

ricinus.
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Nejvice klistécich patogentl je prenaseno na hostitele skrze sliny pfi sani krve. Latky
Vv téchto slindch napadaji obranu hostitele a tim vytvaii pfihodné prostiedi pro pieziti a roznos
patogenu (Blisnick et al. 2017). Sliny se chovaji také jako silné lepidlo, diky kterému se mutize
klist¢ drzet na misté (Kotsyfakis et al. 2015). Nejvice jsou ve slinach zastoupené tii skupiny

PI, které jsou vylu¢ovany do slin: Kunitz inhibitory, serpiny a cystaniny (Chmelaft et al. 2017).

Kazal inhibitory se v klistatech vyskytuji pouze vzacné, pficemz neni znama jejich
funkce. Inhibitory typu Kunitz inhibuji v hostiteli proces shlukovani krevnich desticek.
V jinych organismech jsou inhibitory sjednou Kunitz doménou zapojené do blokaci
iontovych kanali a mohou mit stejnou roli i u klist'at. Serpiny a cystaniny se chovaji podobné
jako Kunitz inhibitory, ale navic méni hostitelsky imunitni syst¢ém (Chmelaf et al. 2017).

Kromé¢ téchto skupin obsahuji sliny také lipocaliny a metaloproteazy (Kotsyfakis et al. 2015).

V Ixodes ricinus bylo nalezeno alespoin 36 serpind v nékolika publikovanych
ptepisech. K roku 2017 bylo funkéné validovano skoro 20 serpint z riznych druhd klistat.
Metodami validovani byly in vitro testy, in vivo experimentalni modely, ockovani a RNA
interferenéni (RNAI) experimenty (Chmelat et al. 2017). V Ixodes ricinus se nachazeji tyto
serinové proteazové inhibitory S uvedenym typem a jejich vyznamem v zavorkach: IrAM
(a2M; antimikrobialni aktivita), IrCPI (Kunitz; blokace FXII, FXI a aktivace kallikreinu),
IrSPI (Kunitz; modulace rozvoje Bartonella henselae), Ixin (typ neznamy; thromin inhibitor),
Iris (Serpin; inhibitor thrombinu a elastazovych proteaz), IRS-2 (Serpin; modulace T
bunécného deéleni, T17 dospivani buriky a inhibitor chymasy a cythepsinu G) (Blisnick et al.
2017).

5.5.1. Serinové PI s biologickou roli

Diky studiim (vé€tSina provadéna na druhu R. (B.) microplus) byly piedev§im v
hemolymf¢ také objeveny serinové Pl, které jsou zodpovédné za imunitni odpoveéd kliStéte
vaci riznym mikrobim. Jedna se naptiklad o Ixodidin (v hemocytech), ktery ma silnou
inhibujici aktivitu viici Micrococcus luteus a v mensi mite také vici Escherichia coli. Krom
toho Ixodidin také inhibuje chymotrypsin a elastazové serinové proteazy. V hemolymf¢ Ixodes
ricinus byl identifikovan a2M inhibitor IrAM, sestavajici ze dvou kovalentné navazanych
podjednotek. IrAM eliminuje bakterii Chryseobacterium indologenes a je mu pfisuzovana role
vV imunitnim systému pfi fagocytéze bakterii produkujicich metaloprotedazy (Blisnick et al.
2017).
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Zatim je velmi malo znamo o proteinech, které se ucastni formovani srazenin
hemolymfy. Diky homologii se zndmymi proteiny je ptedpokladano, Ze se na vzniku srazenin
podileji serinové PI. V Rhipicephalus appendiculatus jsou to napf. serpin-1, -2, -3, a -4 (RAS-
,1-2, -3, a-4) av Haemaphysalis longicornis je to serpin HLS2 (Blisnick et al. 2017).

Klistata pottebuji pro celkovy rozvoj i rozmnozovani krev. Vytvareji na hostiteli
krvaciva pole, ze kterych pii kousani saji ziviny. Vzhledem k tomuto zptisobu potravy je
mozno vyvodit existenci efektivniho vstiebavani krve a jejiho nasledného traveni, v ¢emz hraji
roli i serinové PI. Piikladem je serpin HLSG-2, ktery je hojné produkovan ve stfednim stieve
klistat a méné¢ také ve slinnych zlazach. Pravé diky této vypozorované produkei je tento serpin

vytipovan jako mozné spojeni procest vstiebavani a traveni krve (Blisnick et al. 2017).

5.5.2. Serinové PI v modulovani hostitelské odpovédi obratlovci

Pti sani krve od hostitele klistata kontroluji jeho homeostdzu a imunitu tim, ze do
hostitele vstiiknou své sliny a poté z rany po kousnuti absorbuji kapaliny. Aby k tomuto mohlo
dojit a nedoslo k odmitnuti klistéte hostitelem, obsahuji sliny slozky slouzici ke kontrole

hostitelské odpovédi (také serinové PI) a k zabranéni vzniku srazenin (Blisnick et al. 2017).

Inhibitorem u Ixodes ricinus, ktery inhibuje primarné tvorbu sraZenin a vyrobu
thrombinu je IrCPI (typ Kunitz). Neinhibuje vSak navazanim katalytického mista jako klasicky
Kunitz inhibitor, ale radgji se navaze na exosit (sekundarni vazebné misto), ¢imz postavi

enzymu sterickou piekazku, ktera blokuje jeho aktivitu (Blisnick et al. 2017).

Sliny Ixodes ricinus obsahuji Iris, jehoz nazev vychazi ze slovniho spojeni ,,1. ricinus
immunosuppresor (Blisnick et al. 2017). Jedna se o prvni popsany klistéci serpin, ktery ma
efekt na hostitelsky obranny mechanismus. RCL Irisu obsahuje methionin a cystein, pti¢emz
postrada signalni peptid, coz naznacuje jeho moznou intracelularni funkci (Chmelaf et al.
2017). Také inhibuje proliferaci T-lymfocyti a slezinnych bunék (Blisnick et al. 2017).
Dokaze se navazat na monocyty anebo makrofagy a potlacit sekreci TNF (tumor necrosis
factor). Tyto aktivity jsou kupodivu nezavislé na proteazové inhibujici funkcei Irisu (Chmelaf
et al. 2017).

Krom toho, jak uz z ndzvu vyplyva, je Iris také silnd imunosupresivni molekula.
Jelikoz klistata potfebuji hodiny az tydny k dokonceni svého krmeni, vyvinuly si takové
mechanismy, aby je hostitelsky organismus neodmitl. Iris disponuje rychlou kinetikou, diky

¢emuz potlacuje a oddaluje zanét hostitelského organismu (Blisnick et al. 2017).
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Dalsim serpinem z Ixodes ricinus, ktery vykazuje specifickou anti-chymotrypsinovou
aktivitu, je IRS-2 (Blisnick et al. 2017). Jedna se o druhy charakterizovany serpin v tomto
druhu klist'at (Chmelaf et al. 2017). Ve slinnych zlazach je nejvice produkovan dva az Sest dni
po prisati klistéte, diky ¢emuz je odhadovan jeho vliv na brzké faze krmeni. Inhibuje otékani
tkani, migraci neutrofilti do zanicenych tkani, a také ovliviiuje déleni T-lymfocyt (Blisnick
et al. 2017) inhibici produkce prozanétlivého cytokinu IL-6 (Chmelaf et al. 2017). IRS-2 také
ovlivituje seskupovani krevnich desti¢ek, které jsou indukované thrombinem (Blisnick et al.
2017).

5.5.3. Serinové PI zapojené do rozvoje patogeni a jejich pienos

Diky vSem latkdm a procesiim popsanym vySe je vytvoreno idedlni prostiedi
prispivajici k pfenosu patogent a infekci hostitele. Bud’to molekuly uleh¢uji vyvoj patogenu
v pienaseci (klist€) nebo podporuji jejich pienos do obratlovel. Mezi témito molekulami je i
nékolik serinovych PI, jejich pfesny mechanismus pisobeni vSak neni znam (Blisnick et al.

2017).

IrSPI (vznikly nazev ze slovniho spojeni ,,Ixodes ricinus serine protease inhibitor®) je
inhibitor typu Kunitz, ktery ma nejvyssi expresi hned po bakterialni infekci. Kdyz byla
v RNAI experimentech exprese IrSPI vyrazné snizena, snizila se vyrazn¢ také hmotnost plné
nakrmeného klistéte, diky ¢emuz je mu pfisuzovana role v krmeni se krvi (Blisnick et al.
2017).

5.6. Krystalizace

Nejvice struktur proteint v Proteinové Data Bance (PDB) bylo uréeno pomoci metod
rentgenové difrakce. Jelikoz vSak vétSina proteint netvoii krystaly v difrakéni kvalité, je nutné
jejich péstovani pomoci krystalizace. Krystaly vznikaji, pokud molekuly proteinu vypadnou
z rozpoustédla v usporadaném stavu. Aby se tak stalo, je potieba zajistit mnoho podminek,

napf. spravné pH a teplotu (Luft et al. 2011).
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Obrazek 9: Schématické znazornéni krystaliza¢niho fazového diagramu proteinu, v zavislosti

koncentrace krystaliza¢niho ¢inidla na koncentraci proteinu (Luft et al. 2011).

Nenasycené (,,Undersaturated*) roztoky ztstanou v jedné kapalné fazi. Nasyceni je
stav roztoku, kdy krystaly zistanou Vv rovnovaze S okolnim roztokem. Pokud by byl do
nenasyceného roztoku umistén Krystal, rozpustil by se, aby bylo dosazeno nasyceni. Pokud by
vSak krystaly byly v pifesyceném roztoku (,,Supersaturated”), protein by se piidal ke

krystalizaci na povrchu roztoku, aby roztok dosahl nasyceni (Luft et al. 2011).

V idealnim piipadé parametry rozpoustédla (jako pH, ¢inidlo a teplota) budou protein
hnat do labilni zony (vysoce pfesycena), kde zacne probihat spontanni homogenni nukleace
(Luft et al. 2011). Homogenni nukleace vznika z nahodnych jevu, kdy se molekuly shlukuji
dohromady ve stejny Cas ve stejném misté, aby vytvofily jadra. Oproti tomu heterogenni
nukleace je formovani jader na ¢asticich a povrsich (nejcastéji elektrostatickym a hydrofobnim
ptitahovanim molekul, ale i jinymi interakcemi v metastabilni fazi). Kdyz shluk molekul
dosahne urcité velikosti, tak se reorganizuje do pravidelné struktury (Bolanos-Garcia &
Chayen 2009). Ve formé¢ jader pak stupen piesyceni muze klesnout do metastabilni zony, kdy
se jiznebudou tvortit jadra krystali, ale bude podpoten proces ristu krystala. Precipitacni zona
je prili§ pifesycend, aby podporovala tvorbu uspofadanych agregati a vznikd amorfni
precipitat. Na Obr. 9 neni zobrazena faze separace tekutina-tekutina. Ta nastava v metastabilni

z6n¢ pii vysokych koncentracich proteinu (Luft et al. 2011).

Krystaly se tedy tvofi pfi podminkach spadajicich mezi produkci Cistych kapek

------

2011). Vsechny metody proteinové krystalizace zahrnuji pfechod mezi fazemi. Krystaliza¢ni
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metody lze rozdélit do dvou skupin: nejcastéjsi jsou metody zalozené na principu difize par

(,,vapor-difussion) a ,,microbatch* krytalizace. (Bolanos-Garcia & Chayen 2009)

Vznik krystald soli neni vylouc¢en vznikem krystala proteinu ve stejné kapce. Je tedy
mozné, ze diky prostredi o Sirokém rozpéti pH a teplot se v kapce objevi krystaly, které nejsou
proteinové. Pokud se objevi stejné krystaly v rezervoaru a pti kontrolnim experimentu, kde
neni protein, jedna se jednozna¢né o krystaly soli. Dal§im ovéfenim je napiiklad test barvivem
(,,dye test™), kdy protein navaze barvivo a krystaly se tak zbarvi. Krajni moznosti je test
rozdrcenim (,,crush test™), kdy je mozné proteinové krystaly mechanicky rozdrtit, jelikoz jsou
drzeny slabymi interakcemi (je vSak nevyhnutelna ztrata vzorku, coz neni zadouci pfi praci
s malym mnozstvim proteinu). Krystaly proteinu také fluoreskuji pfi 280 nm (UV), kdy vSak

mohou fluoreskovat i anorganické slouceniny (Luft et al. 2011).

5.6.1. Krystalizace metodou difize par

Metoda sestava z kapky, kde je smichén protein a krystaliza¢ni ¢inidlo vV mens$im
mnozstvi, nez je tfeba pro formovani krystalti. Tato kapka se nachazi v okoli rezervoaru, ktery
obsahuje vysokou koncentraci daného krystaliza¢niho ¢inidla (Bolanos-Garcia & Chayen
2009). Kapka je v uzaviené soustavé s rezervoarem, piicemz systém spéje k rovnovaze. Na
zakladé rozdilnosti osmotickych tlak dochazi k diftzi vody z kapky do rezervoaru (Bolanos-
Garcia & Chayen 2009). Timto procesem se kapka zakoncentrovava a dochazi K piesycent,

¢imZ mohou vznikat jadra proteinovych krystalt.

Jednoduchymi technikami jsou sedici kapka (,,sitting drop*) a visici kapka (,,hanging
drop). Technika sedici kapky je ¢asové vyhodnéjsi, ale krystaly se mohou ptichytit k povrchu
zatizeni. Technika visici kapky poté snizuje Sanci prichyceni krystalti a zlepsuje tvar a velikost
krystalti diky obracené pozici kapky. Zato je vSak potieba silikonova pasta a kryci sklicko
(Bolanos-Garcia & Chayen 2009). Kromé¢ toho je technika visici kapky vice flexibilni, jelikoz
je mozné sklicko s kapkou prenaset nad rlizné rezervoary, aniz by byla kapka narusena a tim

meénit podminky krystalizace (Chayen 2005).

Dale je pouzivana technika sendvi¢ové kapky (,,sandwich drop®), kde je kapka
umisténa mezi dve sklicka, jedno delsi (vyse polozené) a druhé kratsi (nize polozené). Sklicka
jsou od sebe dost daleko, aby mezi nimi byla mezera, ale zaroven dost blizko na to, aby
uzaviely kapku do ,,sendvice.” Vyhodou této techniky je optické vysetfovani v mikroskopu,

naopak nevyhodou je slozita pfiprava metody (Hampton Research 2001).
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5.6.2. Krystalizace ,,microbatch* pod olejem

Pouzitim techniky ,,microbach* se odstranuji problémy spojené s metodami diftze par,
jako napf. zmény v objemu kapky, zmény v pH a drobné zmény teplot. V této technice je
protein smichan s krystalizaénim ¢inidlem (oboji o kone¢nych koncentracich) na pocatku
experimentu, ¢imz jsou zajistény konstantni podminky po jeden az tfi tydny (Bolanos-Garcia
& Chayen 2009).

Pti technice ,,microbatch* jsou kapky o objemu nékolik nl umistény pod parafinovy
olej (nizka hustota), aby se piedeslo vypafovani a také kontaminaci a fyzikalnimu Soku
(Chayen 1997). Pii vyuziti smési silikonového a parafinového oleje v poméru 1:1 (,,Al’s Oil*)
je odvracen problém, kdy je stav pfesyceni docilen mixovanim a oproti metod¢ difuze par je
tak mén¢ prozkouman fazovy diagram (D’ Arcy et al. 1996). Technika ,,microbatch mutize byt

také pouzita ke krystalizaci membranovych proteint (Chayen 1997).

5.6.1. Krystalizace metodou ,,counterdiffusion

Pro tuto metodu krystalizace je pouzivana komora (naptiklad kapilara), ktera je
naplnéna roztokem proteinu. Poté je ptidano krystaliza¢ni ¢inidlo. Jeho molekuly prochazeji
roztokem proteinu a vyvolavaji tvorbu amorfni faze nebo mikrokrystalického precipitatu.
Koncentrace proteinu v okoli precipitatu se snizuje a krystaliza¢ni ¢inidlo postupuje dal. Pti
pokracovani procesu vznikd gradient pfesyceni, ktery umoziuje proteinlim tvofit jadra a

nasledné tvofit krystaly (Otalora et al. 2009).

5.7. Phyre2

Phyre2 je sada nastroji dostupnd na internetu, pouzivana k predikci a analyze
proteinové struktury, jejich funkci a mutaci. Pomoci pokrocilych metod hledani homologii
jsou sestaveny 3D modely, jsou piedpovézena mista navazani liganda a je analyzovan efekt
riznych variaci aminokyselin. Typicky odhad struktury je vytvofen v ¢asovém rozmezi 30
minut — 2 hodiny. Phyre2 je jednim z nejvice pouzivanych serverti na predikci struktury
proteinu — ma piiblizné 40.000 uzivateli rocn€ a zpracovava denné asi 700-1000 zadanych

proteint (Kelley et al. 2015).

Proteinova Data Banka (PDB) obsahuje pies 100 000 3D experimentalné ovéfenych
struktur (Kelley et al. 2015). V priméru 50-70% typicky genom mize byt strukturalné
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vymodelovany pomoci pocitacovych metod (Mukherjee el. al 2010). Tyto metody pracuji na

dvou zéakladnich principech:

1) Proteinova struktura je uloZena v evoluci vice nez sekvence aminokyselin (Koonin et
al. 2002).

2) Je dokazano, ze v piirodé¢ je kone¢ny a relativné maly (1.000 — 10.000) pocet
jedine¢nych foldt (Koonin et al. 2002).

Diky témto principtum je problém predikce struktury proteinu zredukovan na problém
pfifazeni dané sekvence ke znamym strukturam. Metody na predikci struktury zahrnuji
simulaci skladani a konstrukci modelti z malych utrzkd o znamé struktufe. Ty jSou Spojovany
na zaklad¢ kompatability sekvence s experimentalné odvozenym slozenim proteinu. Toto
spojovani je ureno na zakladé podobnych energetickych funkci a modelovani zalozeném na

Sabloné neboli TBM (,,template-based modeling*) (Kelley et al. 2015).

Nejcastéji jsou metody predikce struktury zaloZzené na porovnani chténé proteinové
sekvence s databazi sekvenci, pticemz vytvoii jeji evoluéni nebo statisticky profil. Nasledné
tento profil porovnavaji s databazi profili o znamé struktufe. Vysledkem je zarovnani
sekvenci o neznamé a znamé struktuie. Nasledné je mozné vysledek pouzit ke konstrukci

modelu (Kelley et al. 2015).

Existuji vSak 1 omezeni. Prvni je takové, Ze pokud nemulZe byt nalezena homologie
mezi uzivatelovou sekvenci a sekvenci o znamé struktuie, tak modelovani je bud’to nemozné
nebo velice nespolehlivé. Stale totiz neexistuji metody, které by dokazaly ptredpovédét
strukturu proteinu pouze podle zadané sekvence bez porovnavani se znaimymi strukturami.
Druhé omezeni je predpovidani strukturalnich efektd, které¢ zpusobuji bodové mutace. Je
mozné funkéné predpovedét fenotypovy efekt takové mutace, ale je nemozné presné urcit Sirsi

strukturni efekt (Kelley et al. 2015).

5.8. Chimera
Piedchudcem Chimery byl program Midas, ktery byl vSak pro uzivatele pfili$ slozity.
Chimera byla vytvofena s cilem, aby byl program co nejvice pfistupny vSem uzivatelim na

velkém mnozstvi zatizeni (Pettersen et al. 2004). Jedna se o sadu nastroju, které studuji vztah

sekvence a struktury a také jednotlivé struktury porovnavaji (Meng et al. 2006).

24



Chimera pouziva hlavné programovaci jazyk Python a déli se na jadro (Python a C++)
a rozsifeni (Python nebo kombinace Python a C/C++). Jadro poskytuje zakladni funkce a
molekulovou grafiku. Vsechny dalsi funkéni urovné jsou provadény rozsifenimi, jmenovité
,Multiscale,” ,Multalign Viewer,” ,ViewDock,” ,Movie,”“ ,Volume Viewer* a

,Collaboratory* (Pettersen et al. 2004).

Rozsiteni ,,Multiscale* umoznuje interaktivné zkoumat velké molekulové soustavy
(Pettersen et al. 2004). Zobrazuje struktury z PDB (Berman et al. 2000) a generuje jejich formy
tak, ze pomoci transformacnich matic umistuje podjednotky struktur. ,Multiscale” také
umoziuje definovat kvartérni strukturu na biologicky vyznamnych urovnich (Pettersen et al.

2004).

,Multialign Viewer”“ zobrazuje zarovnani sekvenci spolu snimi spojenymi
strukturami. Tato zarovnani umi ¢ist a psat v mnoha formatech. Nejdiive musi byt struktury
v Chimete spojeny s odpovidajicimi sekvencemi v zarovnani. Kdyz ,,Multialign Viewer"
otevie zarovnani, prozkouma struktury, které jsou pravé v Chimefte a kontroluje kazdy fetézec,
aby m¢l vysokou identitu sekvence se zarovnanou sekvenci. Tyto fetézce s vysokou identitou

Jjsou potom ptifazeny k odpovidajicim sekvencim (Pettersen et al. 2004).

Jednou z konkrétnich funkci ,,Multialign Vieweru® je ,,MatchMaker,* ktery slouzi
k piekryti struktur. Sestavi parové piekryti sekvenci a ty pouzije k piekryti struktur. Je mozné
porovnavat i vzdalené pfibuzné proteiny, pokud je zaddna informace o sekundarni struktufe.
Funkce ,,Match - Align* potom sestavuje odpovidajici piekryti sekvenci na zakladé dvou a
vice piekrytych proteinovych struktur. Uzivatel miize specifikovat mezni vzdalenost a
zahrnuti sloupce. Tato funkce urcuje, jestli je potiebné zdvojeni sekvence a pokud ano, které

sekvence by mély byt zdvojeny (Meng et al. 2006).

Rozsiteni ,,ViewDock* poskytuje interaktivni zobrazeni orientace ligandii z DOCK
(Ewing et al. 2001). DOCK vypocitava mozné orientace navazani vzhledem ke struktuie
ligandii a receptoru (cileny protein, ke kterému jsou hledany ligandy). Nasledné jsou
vyhodnocena a identifikovana nejvice favorizovana vazebna mista dané molekuly proteinu

(Pettersen et al. 2004).
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Diky rozsiteni ,,Movie“ je Chimera schopna zobrazovat trajektorie molekulové
dynamiky. Pro tyto trajektorie jsou pouzivany také schopnosti samotné Chimery jako barveni
a detekce vodikovych vazeb. Dalsi rozsifeni ,,Volume Viewer* zobrazuje 3D data, jako mapy
elektronové hustoty, elektrostaticky potencial a obsazenost rozpoustédly. Posledni rozsiteni
»Collaboratory” umoznuje vyzkumnikiim z celého svéta sdilet molekulové modelovani
VvV redlném case. Kazdd zména je okamzité odesldna, aby ji mohli vidét ostatni ucastnici

(Pettersen et al. 2004).
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6. Material a metody

6.1. Krystalizace Lysozymu

Nejprve byly vyzkouseny zakladni krystalizaéni metody. Jako cviény byl vybran
protein z vaje¢nych bilki Lysozym, diky nenaro¢nosti krystalizace — neni nutna optimalizace.
Jako prvni byla pouzita technika sedici kapky (,.sitting drop*). Byla pouzita krystaliza¢ni
desticka, kde na jeden rezervoar nalezi Ctyfi mista pro umisténi kapek (Obr. 10). Do rezervoaru
bylo napipetovano vzdy 230 pl roztoki NaCl o koncentracich 4 %, 6 %, 8 %, 10 %, 12 % a
14 %. Poté byl vzdy do jednoho pfiléhajiciho dilku napipetovan roztok NaCl (o stejné
koncentraci jako v rezervoaru) a roztok Lysozymu v pomérech 1:1, 1,5:1 a 2:1. Deska byla
zalepena, aby doslo k vytvorfeni uzavienych soustav. Po vzniku krystalti k nim byl ptidan 1 ul

barviva ,,Bright Red* pro diikaz, Ze se jedna o krystaly proteinu.
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Obrazek 10: Krystaliza¢ni desticka se ¢tyfmi jamkami na jeden rezervoar, pouzita pii techice
,oitting  drop  (Molecular  Dimensions, Sheffield, United Kingdom; stazeno z
https://docplayer.net/56936098-Molecular-dimensions-more-intelligent-solutions-providing-
you-with-the-latest-innovations-in-protein-crystallography.html, dne 10. 4. 2021).

Druhou technikou byla krystalizace visici kapky (,,hanging drop*) , provedena na
krystaliza¢ni desti¢ce se 48 rezervoary se silikonovymi krouzky (Obr. 11). Do rezervoara bylo
napipetovano vzdy kolem 200 pl roztoku NaCl o koncentracich 6 %, 8 %, 10 %, 12 % a 14
%. Na sklicko byla nasledné napipetovana kapka — kombinace Lysozymu a roztoku NaCl (o
stejné koncentraci jako v rezervoaru) v poméru 1:1. Sklicko bylo nasledné polozeno nad

rezervodr a pritlaceno do silikonového krouzku kolem, aby vznikla uzaviend soustava.
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Obrazek 11: Krystalizaéni desticka se 48 rezervoary se Silikonovymi krouzky, pouzita na
techniku hanging drop (Hampton Research, Aliso Viejo, USA; stazeno z
https://hamptonresearch.com/product-VDX48-Plate-with-sealant-68.html, dne 10. 4. 2021).

Dale byla provedena ,,microbatch* krystalizace. Nejprve byla do desti¢ky se 72 dulky
Obr. 12) nalita smés parafinového a silikonového oleje 1:1 (tzv. ,,Al’s 0il*). Do nékterych
dalka byl napipetovan Lysozym a roztok NaCl o koncentracich 4 %, 6 %, 8 %, 10 %, 12 % a
14 % v pomérech 1:1, 1:1,5 a 1:2. Desticka byla nasledné uzaviena vikem. Na krystalech byl
proveden crush test, aby bylo dokazano, Ze se jedna o krystaly proteinu, nikoliv o krystaly

soli.
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Obrazek 12: Krystaliza¢ni desticka se 72 jamkami, pouZita na techniku "microbatch"
(Hampton Research, Aliso Viejo, USA; stazeno z https://hamptonresearch.com/product-

VDX48-Plate-with-sealant-68.html, dne 10. 4. 2021).
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Jako posledni byla vyzkousena technika krystalizace v kapilaie. Kapilara byla zlomena
a nasledné byla umisténa do zkumavky s roztokem Lysozymu. Pomoci kapilarni elevace byl
roztok nasat do kapilary, ktera byla nasledné zespoda utésnéna roztavenym voskem. Poté byl
do kapilary shora napipetovan roztok NaCl a kapilara byla zapeceténa voskem i na svém
druhém konci. Poté byly kapilary vlozeny do Petriho misky a zajistény izolepou, aby nedoslo

k jejich mechanickému poskozeni.
6.2. Krystalizace IRS-1

Serpin IRS-1 byl izolovan na katedie medicinské biologie dle Kovarové (2010).
Kodovaci sekvence IRS-1 byla zesilena z cDNA, kterd byla izolovéna ze slinnych Z1az dosp¢lé
samicky Ixodes ricinus a nasledné klonovana. Pomoci overexprese v Escherichia coli pii
indukci 0,5mM IPTG byl protein IRS-1 nahromadén ve formé inkluzi, které byly dale
separovany. Tato inkluzni télesa byla rozpusténa v 6M guanidin hydrochloridu a supernatant
byl ziedény na 150nasobny objem pufru 20mM TRis-HCI o pH 8, 0,25M L-arginin. Roztok
proteinu byl nasledné zakoncentrovan koncentratorem v michaci komote (Milipore) a
dialyzovan proti 20 mM Tris-HCI o pH 8. Koncentrovany IRS-1 byl dale o¢istén na Mono Q
koloné s 0-1 M gradientem NaCl do &istoty vétsi nez 99 %. Vysledna koncentrace roztoku
IRS-1 byla 1,1 mg/ml.

Nejprve byl proveden pre-krystaliza¢ni test (PCT) (Hampton Research, Aliso Viejo,
USA) pomoci techniky sedici kapky. Do rezervoaru bylo napipetovano vzdy 100 pl roztoku
(AlaB1, A2aB2). Roztoky Al aB1 zjistuji, zda je roztok proteinu citlivy viéi koncentracim
soli a polymerd. Nasledné byly do rezervoaru upevnény ,sitting drop bridges®, do kterych
bylo napipetovano vzdy 0,5 ul roztoku ze sady PCT a 0,5 ul roztoku IRS-1 — tedy v poméru
1:1. Pomoci tohoto testu byla zjisténa vhodnost koncentrace IRS-1 1,1 mg/ml. Roztok tak

nebylo potteba dale fedit ¢i zakoncentrovavat.

Nasledné byl ru¢né proveden screening pomoci komerénich krystaliza¢nich kit
PEGRx 1 a2 (Hampton Research, Aliso Viejo, USA). Ob¢ sady jsou navrhnuty K vyhodnoceni
krystaliza¢nich ¢inidel na bazi polymert a pH u nizkych (PEGRX 1) a stfednich (PEGRx 2)
iontovych sil. Dohromady obé¢ sady ¢itaji 96 Cinidel. Desticky na techniku ,,sitting drop* byly
vycistény air dusterem (stlaceny plyn CLEAN IT). Do rezervoaru bylo napipetovano vzdy 200
ul krystaliza¢niho ¢inidla. Objemy roztoku serpinu a reak¢nich ¢inidel ze sad PEGRXx
v kapkach byly v§ude 1:0,3; 1:0,5; 0,5:0,5; 0,5: 0,2 [ul]. Vysledné krystaly ze screeningu
byly poslany na difrakci.
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Po screeningu byla provedena krystalizace ,,sitting drop* (na jeden rezervoar dvé
jamky) s komer¢nim kitem SG1-HT96 (SHotGun Screen) (Molecular Dimensions, Sheffield,
United Kingdom) pomoci robotu OryxNani 4 (Douglas Instruments Hungerford, United
Kingdom). Tato sada obsahuje 96 nejvice uspé€Snych podminek pro krystalizaci. Do
rezervoaru bylo napipetovano 50 pl ¢inidla a do pfilehlych jamek byl napipetovan IRS-1

s danym cCinidlem v pomérech 1:1 a 1:0,5.

6.3. Odhad struktury

Odhad struktury byl proveden pomoci metody homologniho modelovani, ktera byla
zprostiedkovana nastrojem Phyre2. V prvni fazi (Obr. 14, ¢islo 1) se shromazd’uji homologni
sekvence. Dtlezité je shromdzdit velké mnozstvi rGznych, avSak skute¢nych homologl
(Kelley et al. 2015). Sekvence IRS-1 (Obr. 13) je skenovana proti databazi sekvenci, které
jsou metodou HHblits (Remmert et al. 2012) rozd¢lené na fetézce délky 20 aminokyselin. Ze
vzniklého usporadani sekvenci (profil) je pomoci metody PSIRED (Jones 1999) ptedpovézena
sekundarni struktura (a-helixy, B-sheety a neusporadana struktura) se 75-80% piesnosti
(Kelley et al. 2015).

1 MQGNDKLTFANNQFGLRLLNTLPSPPEENVFFSPYSVSTALGMAYAGARG
51 DTQEELSEQLGYTAAGLSQDDVFNAYSDHTQWLKASRSNSTLSVANAAVL
101 HDKVGLRYTFQRTIDHAFDADI| LKVDFVNERKGAVDR I NYWVKDKTNGK |
151 RSLFNKPLESETRLVLLNAIYFKGSWNTRFNKSRTEKSEFLNGGVTPTKY
2001 DMMMGSMN IGHHFFRDLKIDVADFPYQGRDYSMTVI LPWRNDGVEA I KQN
251 LTLDLFQKLVSELRERRVFVLFPKFKIEAEYSLKEPLQNLGIKQIFSGGS

301 DLSGVTNDNDLVVSAVVHKAVLEVNEEGSEAAAVSSVVAVTRIGTQAFEF
351 NVDHPFLFFIRNTVTNDI LFAGQVNSL

Obrazek 13: Sekvence aminokyselin serpinu IRS-1. Vytvofeno v programu UCSF Chimera.

V druhé fazi (Obr. 14, ¢islo 2) je kombinovan vznikly profil s pfedpovézenou
sekundarni strukturou do skrytého Markovova modelu (HMM - , hidden Markov model*).
Déle je HMM skenovan vici databazi HMM znamych struktur, které vznikly stejny procesem
jako v prvni fazi (Kelley et al. 2015). Pomoci algoritmu HHsearch (S6ding 2005) je generovan
vypis vysledkii porovnani, pfi¢emz jsou sefazeny podle pravdépodobnosti. Tato zarovnani
jsou nasledné pouzita pro vygenerovani kostry, ktera obsahuje indely (rtizna vloZeni a

smazani) a neobsahuje postranni fetézce (Kelley et al. 2015).
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Ve tieti fazi (Obr. 14, ¢islo 3) nastava modelovani smycek. Indely jsou zpracovany
pomoci knihovny fragmentli znamych proteinovych struktur o délce 2—-15 aminokyselin.
Pomoci raznych charakteristik jako jsou sekvence aminokyselin, geometrie koncovych bodu
a vzdalenost mezi konci jsou nalezeny vhodné sekvenéni fragmenty a indely jsou opraveny
(Kelley et al. 2015).
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Obrazek 14: Kroky algoritmu pii normalnim moédu odhadu struktury nastroje Phyre2 (Kelley
et al. 2015).

Pokud je zvolen intenzivni méd modelovani, probiha jesté mezifaze 3 b (Obr. 15):
nékolikanasobné modelovani podle Sablony s Poing (Jefferys et al. 2010) (zjednoduseny
simulator proteinového skladani). V této fazi je hlavnim cilem vytvofit model dotazovaného
proteinu, 1 kdyZ jsou rizné regiony nebo useky modelovany riznymi Sablonami (nebo pokud
zadné Sablony nebyly). Heuristiky nejdiive vyberou podmnozinu modelt z fazi 2 a 3, ¢imz
zvysi pokryti zadaného proteinu pii zachovani vysoké davéry z HHsearch. Z téchto modeld
jsou nasledn¢ vyextrahovany shodné sparované useky, které jsou brany jako linearni nepruzna
vlakna. Tyto Useky jsou postupné piiddvany pii simulované syntéze tazaného proteinu z
ribosomu. Nepiekryté tiseky, jsou modelovany tzv. ab initio tak, ze jsou bombardovany
virtualnimi rozpoustédly. Tim jsou zjiStény utvary sekunddrni struktury a je zabranéno
sterickym srazkam. Vysledkem je 5—100 modelu (podle velikosti zadaného proteinu), které

jsou nasledné seskupeny pro vybrani finalniho modelu (Kelley et al. 2015).
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Poing: Synthesize from virtual ibosome.
Springs for constraints. Ab initio modeling

of missing regions. Backbone and side chain
reconstruction.

Obrazek 15: Kroky algoritmu pfi intenzivnim modu odhadu struktury nastroje Phyre2 (Kelley
et al. 2015).

Ve ¢tvrté fazi (Obr. 14, ¢islo 4) jsou vlozeny postranni fetézce v nejpravdépodobnéjsim
rotameru do vytvofenych koster, aniz by doslo ke sterickym srazkam (Kelley et al. 2015).
Rotamer jsou vSechny mozné kombinace krouceni postrannich fetézct. Tato krouceni souvisi
s lokalnimi minimy potencialni energie pro postranni fetézce (Schrauber et al. 1992). Pokud

je kostra spravna, pak ma tato technika piiblizn¢ 80% piesnost (Kelley et al. 2015).
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7. Vysledky

7.1. Krystalizace

Pii technice sedici kapky vznikly 3D krystaly Lysozymu pii kombinaci proteinu o
koncentraci 40 mg/ml a 4% roztoku NaCl v poméru 1:1 (Obr. 16 vlevo). Pii stejné technice
krystalizace Lysozymu o koncentraci 40 mg/ml s 10% roztokem NaCl v poméru 1:1 vznikly
jak 3D krystaly (obarveny barvivem ,,Bright Red*) (Obr. 16 vpravo), tak amorfni precipitace

(¢erné Smouhy na Obr. 16 vpravo). Obarvenim bylo potvrzeno, Ze se jedna o krystaly proteinu,

protoze krystaly soli by se nezbarvily.

Obrazek 16: Vysledky ,sitting drop™ krystalizace Lysozymu — vlevo krystaly a vpravo

obarvené krystaly a amorfni precipitace.

Pti technice visici kapky vznikly pii kombinaci Lysozymu o koncentraci 40 mg/ml a
8% roztoku NaCl v kapce v poméru 1:1 dvojrozmémé ,,needle clustery” (Obr. 17 vlevo).
Velké mnozstvi malych krystalk Lysozymu vzniklo pii smichani proteinu o koncentraci 100

mg/ml s 10% roztokem NaCl v poméru 1:1 (Obr. 17 vpravo).
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Obrazek 17: Vysledky ,,hanging drop* krystalizace Lysozymu — vlevo 2D ,,needle clustery* a
vpravo 3D krystalky.

Pfi ,,microbatch* krystalizaci vznikly 3D krystaly smichanim Lysozymu o koncentraci
60 mg/ml s 8% roztokem NaCl (Obr. 18). Dalsi krystaly vznikly, kdyz byla pouzita stejna
koncentrace Lysozymu s 12% roztokem NaCl (Obr. 19 vlevo). Na téchto krystalech byl
nasledné proveden crush test. Rozpadnutim krystala (Obr. 19 vpravo) bylo potvrzeno, ze se
jedna o proteinové krystaly. Krystaly soli by se nepodafilo snadno rozdrtit, jelikoz je drzi

v

siln€j$i interakce nez krystaly proteinové. Pro tuto techniku krystalizace byl pouzit ,,Al’s Oil.*

Obrazek 18: Vysledné 3D krystaly Lysozymu vzniklé ,,microbatch* krystalizaci.
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Obrazek 19: Vysledné 3D krystaly Lysozymu vzniklé microbatch krystalizaci — vlevo a

vpravo nasledné vysledky crush testu.

Krystalizaci v kapilafe vznikly velké 3D krystaly Lysozymu kombinaci proteinu o
koncentraci 40 mg/ml s 10% roztokem NaCl (Obr. 20 vlevo). Velké mnozstvi malych krystalt
poté vzniklo v prostiedi, kde byl smichan Lysozym o koncentraci 100 mg/ml s 12% NacCl
(Obr. 20 vpravo).

Obrazek 20: Vysledky krystalizace Lysozymu v kapilafe — vlevo velké 3D krystaly, vpravo
velké mnozstvi malych 3D krystald.
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Vysledek PCT IRS-1 byl takovy, Ze kapky s roztokem Al a B1 byly ¢iré. V kapce
s roztokem A2 se vSak objevila malé zrnicka krystali — lehky precipitat. Diky tomuto vysledku
bylo mozné pokracovat screeningem, jelikoz bylo ovéteno, ze roztok IRS-1 byl pfipraven

v dostate¢né koncentraci pro krystalizaci.

Screening neposkytl ptili§ precipitatii, ani pfili§ Cirych kapek. V takovém piipadé by

bylo potieba dale upravit koncentraci roztoku IRS-1, anebo stabilizovat vzorek. Pii kombinaci
IRS-1 o koncentraci 1,1 mg/ml s ¢inidlem PEGRx 1 — 18 (konkrétné 0,1 M HEPES o pH 7,5,
30% w/v polyethylenglykol 1000) v poméru objemt 1:0,3 [pul] vznikly 2D jehlicky a jeden 3D
krystal (Obr. 21 vlevo). 3D Krystaly také vznikly pti pouziti ¢inidla PEGRx 2 — 11 (konkrétné
1,8 M sulfat amonny, 0,1 M BIS-TRIS o pH 6,5, 2% v/v polyethylenglykol monomethy! ether
550) v poméru 0,5:0,25 [ul] (Obr. 21 vpravo).

R
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Obrazek 21: Vysledky screeningu se sadami PEGRx 1 a 2 metodou sedici kapky.

Pii provedené krystalizaci IRS-1 skitem SG1-HT96 (Molecular Dimensions,
Sheffield, United Kingdom) s poméry 1:1 a 1:0,5 vznikly 2D jehlicky (Obr. 22 vlevo) a
mikrokrystaly (Obr. 22 vpravo). Jehlicky vznikly pii kombinaci roztoku IRS-1 s0,2 M
sulfatem amonnym, 0,1 M Bir-Tris 0 pH 5,5, 25% w/v PEG 3350. Mikrokrystaly vznikly
smichanim roztoku IRS-1 s 0,2 M sulfatem amonnym, 0,1 M HEPES sodny o pH 7,5, 25%
w/v PEG 3350.
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Obrazek 22: 2D jedlicky a mikrokrystaly serpinu IRS-1 vzniklé metodou sedici kapky pomoci
kitu SG1-HT96 (Molecular Dimensions, Sheffield, United Kingdom).

Na difrakci byly poslany krystaly IRS-1 vzniklé pii screeningu (Obr. 18). Krystaly
vzniklé pomoci ¢inidla PEGRx 2 — 11 nedifraktovaly. Krystal vznikly pfi kombinaci IRS-1
s ¢inidlem PEGRx 1 — 18 difraktoval na rozliseni 7 A (Obr. 23). Krystal viak nebyl dostate&né

kvalitni a je tfeba zlepsit jeho kvalitu optimalizaci krystaliza¢nich technik.

Obrazek 23: Vysledek rentgenové difrakéni analyzy serpinu IRS-1 - difrakéni obrazec
(rozlideni 7 A).
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7.2. Odhad struktury

7.2.1. Normalni mod

Piedlohou pro odhad struktury IRS-1 v normalni modu byl serpin IRS-2 (PDB kod
3NDA). Jedna se o serpin, konkrétné hydrolazovy inhibitor, ktery se nachazi v Ixodes ricinus.
Podle tohoto modelového serpinu bylo namodelovano 374 aminokyselin (99 % sekvence IRS-
1) se 100% konfidenci. Konfidence je pravdépodobnost, ze oba porovnané proteiny jsou

homology (Kelley et al. 2015).

Celkem bylo nelezeno 789 potencialnich homologi, které byly nasledné porovnavany
se sekvenci IRS-1 (Obr. 13). Aby byly spravné vybrany tseky homologl, které by
vygenerovaly ptesny odhad sekundarni struktury, byly posuzovany pouze homology s nizkou
E-hodnotou, tj. < 0.001. Pocet 789 homologt byl tedy po vysSkrtnuti téch s vysokou E-

hodnotou snizen na 778.

Nasledny odhad sekundarni struktury (Obr. 24) odhaluje, v jakych mistech by mohla
byt struktura nejhtie piedpovézena. Podle fadky ,,SS confidence® je ziejmé, ze opravdu pouze
malé useky maji nizkou konfidenci. Nejvétsi problém vsak znamenaji dlouhé Gseky sekvence,
kde je konfidence nizka, coz mize signalizovat velké odchylky od realné sekundarni struktury.
sekvence IRS-1; a A (331) — T (341), ktery je nejdelsim tisekem s nizkou konfidenci. V obou
téchto ,,problémovych* reziduich zaujima protein strukturu B-strand. Kvtli nizké konfidenci
vSak nelze s jistotou fict, Ze se B-strandy budou vyskytovat i v realné struktufe. Celkova
sekundarni struktura serpinu IRS-1 je pak podle odhadu tvotena z 31 % o-helixy a 34 % p-
sheety. Krom toho se ve struktufe objevuje tzv. transmembranovy a-helix v useku P (34) — Y
(45).

V tadce ,,Disorder (Obr. 24) se nachézeji otazniky tam, kde se nachézi neuspotradana
cast sekvence (pfedpovézeno pomoci DisoPred). V IRS-1 je piedpovézena 14%
neusporadanost, pfi¢emz je mozné si v§imnout, ze nékteré poruchy s vysokou konfidenci se
nachazeji v Gisecich sekvence s nizkou konfidenci struktury — napt. po¢atek nebo usek V (338)
— R (342). Naopak v mistech sekvence s vysokou konfidenci struktury se nachazeji poruchy
vmalé mife a casto také snizkou konfidenci. Z toho vyplyvé, Ze tyto predpovézené
neusporadanosti ve struktufe se mohou nejvice objevovat v mistech sekvence s nizkou

konfidenci struktury.
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Na Obr. 24 jsou vtadce ,,.Sequence* vypsany ocislované pozice aminokyselin
v sekvenci. Jsou barevné rozlieny podle charakteru vedlejsiho fetézce: Zluta — malé/polarni,
zelena — hydrofobni, Cervené — nabité a fialové — aromatické + cysteinové. V druhé fadce pak
zelena Sroubovice oznacuje a-helix, Zlut4 Sroubovice transmembranovy helix, modra Sipka [3-
sheet a ¢ara neusporadanou cast struktury. ,,SS confidence® znaci konfidenci z PSIREDu,
pfi¢emz Cervené znamena nejvyssi a modra nejnizsi (viz ,,Confidence key* vpravo dole na

Obr. 24).
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Obrazek 24: Odhad sekundarni struktury a poruch serpinu IRS-1 (vytvofeno nastrojem
Phyre2).
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V odhadnuté struktuf'e nastava na pohled problém. Cést struktury, konkrétné T (341) —
T (345) prochazi skrze B-strandy (oranzové zakrouzkovano na Obr. 25). V realné struktufe se
toto stat nemuze, piedevS§im kvili nevazebnym interakcim. Je mozné, ze tsek struktury ve

skutecnosti neni takto linearni prave proto, aby se zabranilo t€émto srazkam.

Obréazek 25: Ptfiblizeni na problém v sekundarni struktufe IRS-1 odhadnuté normalnim

moédem. Vytvoreno v programu UCSF Chimera.

Na Obr. 25 jsou modie zbarveny neuspoiadané ¢asti struktury, zelené jsou obarveny
jednotlivé B-strandy a cervené jsou a-helixy. Oranzové jsou pak zakrouzkovany chyby

Vv pfedpovézené struktuie IRS-1.

Nasleduje doménova analyza (Obr. 27). Je vidét, Ze prvnich 20 vzorovych homologt
ma nejvyssi 100% konfidenci a jsou také modelovany (vice jich modelovano neni, aby nebyla
zatizena vypocetni technika). Podle $itky, ktera udava velikost pokryti sekvence IRS-1, je na
prvnim misté protein s PDB kodem 3nda, ktery pokryva sekvenci na mistech 1-377. Ostatni
homology maji pokryti do aminokyseliny 376, anebo naopak jejich pokryti zac¢ina od druhé
aminokyseliny. Naprtiklad protein 1jmo na pozici 2, pokryva sekvenci na oblasti 5-376. Proto
je na prvnim misté S nejvétsim pokrytim prave 3nda, ktery se také stal hlavnim modelem pfi

odhadu sekundarni struktury, jelikoz se jedna o opravdovy homolog.
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Obrazek 26: Doménova analyza serpinu IRS-1, vybér homologi 1-30 (vytvofeno nastrojem
Phyre2).

Kazda ¢ara na Obr. 26 zaujima takovou délku, jakou délkou pokryva zadanou sekvenci
IRS-1. Cervena barva znazoriiuje vysokou konfidenci t&chto homologti. Prvni pismeno v kédu
proteinu ,,c* znaci, ze byla pouZita cela délka proteinu, ,,d*“ oznacuje pouziti pouze jeho ¢asti.
Nasleduje ¢islice a tii pismena, ktera jsou kédem proteinu v PDB (napf. 3nda). Posledni
pismeno znac¢i identifikator fetézce v PDB (napt. A), ptipadné identifikator useku proteinu
v PDB (napft. a).

Nasledné jsou homology sefazeny podle Cistého skore pokryti (Tab. 11). To dava do
souvislosti podobnosti sekvenci a sekundarnich struktur (jejich pocet prekryti a kvalita) a
indely. (Kelley et al. 2015) Jsou zde obsazeny informace o proteinech z Obr. 24: 3D model,
konfidence, procentualni identita sekvence a dalsi informace. Identita sekvence je pak
pomérem rezidui IRS-1 a danych piedloh pii porovnani (Kelley et al. 2015). Pokud jsou
policka konfidence i identita sekvence Cervena, jedna se o vysoce konfidentni model blizké
homologie. Pokud je pouze konfidence zbarvena ¢ervené, jedna se o vzdalenou homologii,

kdy bylo modelovani vice odlisné nez u blizkého homologu.

Dle Obr. 27 lze fict, ze ptedpovézena sekundarni struktura IRS-1 Kopiruje

predpovézenou sekundarni strukturu IRS-2. Nejvétsi rozdily jsou pak:

1) Nauseku T (91) — H (101), kde se nachazi B-strand, ale v odhadnuté struktuie IRS-2
je T (91) — A (97) B-strand, kratky a-helix a neuspotfadana struktura.
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2) Na useku sekvence IRS-1 R (163) — G (174) je odhadnuto, ze ma sekundarni struktura
podobu B-strandu, ale u odhadu struktury IRS-2 se na reziduu L (163) — W (176)

nachazi B-strand a a-helix.

3) Nareziduu serpinu K (187) — L (191) je odhadovano, Ze je IRS-1 sloZeno do 3-strandu.
Avsak odhadnuta struktura IRS-2 ma na reziduu E (186) — F (191) podobu dvou
kratkych B-strandu.
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Query Sequence DI LKVDFVNERKGAVDRI NYWVKDKTNGKI RSLEFNKPLESETRLVLLNAI YFKGSWNTRF
Template Sequence EL HKVDFAGEP QAAVDFVNNWVKRKTHDKI EKLFNEPLDPDTLLVLLNAI YFKGEWNTAF
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Query Sequence NKSRTEKSEFLNGGVTPTKVDMMMGS MNI GHHFFRDLKI DVADFPYQBRDYSMT VI LPWR
Template Sequence VKEHTEKRQFFNGGVIPVEVDTMRLEARI KYRFFDODLOQVEVVELPYRGLDY TMAI LLPKE
Template Known Secondary structure eefeld TTT TTTT BTTSS SS
Template Predicted Secondary structure — e - :
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AAAAAAR —ARAAARARAA AARAAA —AA—
Query Sequence NDGVEAI KQNLTLDLFQKLVSELRERRVFVLFPKFKI EAEYSLKEPLQNLGI KQI FSGGS
Template Sequence NTGVEGLKQNL T | DREQNYLSDLRERK!I TVLLPKFKLETKYSLKAPLQSLGI KQI FESGA

Template Known Secondary structure il eSS E ST S TG —RARRRATT —GGGSTT

Template Predicted Secondary structure ATUARTTR AURRARRRRN RUURARAR
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Query Sequence DL S GVTNDNDLVVSAVVHKAVLEVNEEGSEAAAVSSVVAVTRI GTQAFEFNVDHPFLFFI
Template Sequence DL 5G| NIDGSLRVSAVEHKAVVEVNEEGTVAAATTGYVI VPYPEPVIEMVFRVDHPFELFEFI
Template Known Secondary structure e UG TS SS . —S —a—
Template Predicted Secondary structure 2 g P . — D ——
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| Predicted Secondary structure EEg —_—
Query Sequence RNTVTIND| LFAGQVNSL

Template Sequence RNTRTDDI FFVGQVNKL
Template Known Secondary structure B B g ——

Template Predicted Secondary structure == ————

61 P .

Obrazek 27: Porovnani sekvenci a piekryti odhadovanych sekundarni struktur IRS-1 a IRS-2
(vytvofeno nastrojem Phyre2).

Sedg jsou na Obr. 27 zbarveny shodné aminokyseliny v obou sekvencich. Ve znamé
sekundarni struktufe vzoru se objevuji pismena, ktera jsou ptifazena programem DSSP. Jedna
se o typy sekundarni struktury: B je izolovany B-bridge, G je helix se 3 oto¢enimi (310 helix),
| je helix s 5 oto¢enimi (m-helix), S je ohyb a T je otoceni spojené vodikovymi vazbami.

Vlozeni do sekvence vzhledem k piedloze jsou vyobrazeny jako tecky v ¢erveném obdélniku.
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Obrazek 28: Rozdily mezi obéma sekundarnimi strukturami IRS-1 (modra) a IRS-2 (bila).
Vytvoteno v programu UCSF Chimera.

Zelen¢ je na Obr. 28 obarveno reziduum IRS-2 N (192) — T (196) (zelena), kter¢ je
porovnavano s rizovym reziduem IRS-1 N (192) — T (196) (rtzova). I kdyZ se zde ob¢
sekvence shoduji, struktura obou serpint se zde mirné lisi. IRS-2 piechazi z B-strandu do a-
helixu a zpét do B-strandu (zelena). Kdezto IRS-1 je jiz na pocatku tohoto rezidua sloZzeno do
a-helixu, nasleduje kratky usek neusporadané struktury a poté se také sklada do B-strandu
(rizova). Rozdil je tedy takovy, ze IRS-1 se skldda do a-helixu dfive a nésleduje po ném

neusporadana ¢ast struktury.

Dalsi rozdil na Obr. 28 je mezi reziduem IRS-2 L (302) — S (309) (Cervena) a reziduem
IRS-1 L (302) — D (310) (fialova). Struktura IRS-2 je zde tvotena a-helixem (Cervena), ale

struktura IRS-1 je sloZena pouze jako Cista neusporadana struktura (fialova).

Asi nejvetsim rozdilem je mezi IRS-2 reziduem P (340) — V (352) (oranzova) a IRS-1
reziduem T (341) — V (352) (tyrkysova). Jedna se o velky usek, na kterém se sekvence serpinti
vibec neshoduji (Obr. 27). Thned na pocatku je B-strand IRS-2 kratsi, nez B-strand IRS-1. Na
konci je pak IRS-1 slozeno do a-helixu (tyrkysova), kdezto IRS-2 ma neuspofadanou

strukturu. (oranzova).
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7.2.2. Vysledky normalniho médu

Diky funkci vySetrovatele (,Investigator) bylo mozné ohodnotit kvalitu

vymodelované predpovédi sekundarni struktury a funkénost serpinu.

ProQ2 je algoritmus, jehoz vysledkem je model, ktery predpovida lokalni i globalni
kvalitu dané¢ho proteinu (Kelley et al. 2015). Kvalita odhadnutého modelu IRS-1 je na vysoké
urovni. Na vétsin¢ kostry prevlada vice nez 50% kvalita. Nejspise diky tomu, ze bylo mozné
odhadnout strukturu pouze pomoci jednoho (homologniho) vzoru IRS-2, se nikde ve struktuie
nevyskytuje nizka kvalita. Nejméné kvalitni rezidua jsou: pocate¢ni reziduum M (1) — G (3),
A (85) — R (87), G (193) — T (196) D (308) a V (340) — E (349). Kvalita vysledné odhadnuté

struktury IRS-1 nema nic spole¢ného s konfidenci, se kterou byl vybran vzorovy protein.

Model IRS-1 je vymodelovan bez vyznamnych srazek rezidui, aZ na tfi vyjimky
(vyobrazeny ¢ervenymi kulickami na Obr. 29). Konkrétné jsou to Y (62), F (350) a o néco
méné M (207). Cervené je na Obr. 29 zvyraznéno reziduum Y (62), které vykazuje nejvétsi
moznost srazky. Je tedy vhodné ptredpokladat, ze v téchto mistech je model struktury
odhadnuty $patné nebo je postranni fetézec Spatné umistén, jelikoz ve skutecné struktuie by

K témto srazkam nedoslo, pfedevs$im kvili interakcim mezi atomy.

lBad

Obrazek 29: Model srazek v odhadnuté struktuie IRS-1 (vytvofeno nastrojem Phyre2).

Barevna Skala na Obr. 29 oznacuje pocet pozorovanych srazek od poc¢tu nejméné

(modrd) az po nejvice (Cervena).
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V celé odhadnuté kostfe jsou podle analyzy rotamert vS§echna rezidua vymodelovana
v poradku, az na aminokyselinu L (253). To mize Vtomto mist¢ znamenat problém v

odhadnuté struktute nebo problém s piekrytim se vzorovym proteinem.

Model Ramachandranovy analyzy odhalil, ze v mist¢ aminokyseliny P (25) nastava
strukturalni problém s ®/W hly. Zde se nachazi energeticky zakazana oblast pro dihedralni

uhly, tudiz i sekundarni struktura je zde Spatné predpovézena.

Déle byly predpovézeny poruchy metodou Disopred. Tyto useky jsou dilezité pro
funkci proteind, protoze jsou dynamicky flexibilni. Pfedpovézenymi naruSenymi useky
(zvétsené kulicky na Obr. 26) v serpinu IRS-1 jsou rezidua: poc¢atek M (1) — D (5), A (339) —
T (345) a konec S (376) — L (377). Nejvice naruseny je samy pocatek serpinu (nejcervenéjsi
kuli€ky na Obr. 30). Tyto regiony jsou pro serpin dilezité a je mozné, Ze se budou ucastnit

dualezitych reakei.

l Disorder

florder

Obrazek 30: Model piedpovézenych poruch v odhadnuté sekundarni struktute serpinu IRS-1

(vytvofeno nastrojem Phyre2).

Podle konzervacni analyzy je velkd ¢ast struktury IRS-1 velmi malo konzervovana
(Obr. 31). Znamena to, ze je mozné dana rezidua nahradit za jina. Nachazi se zde i
konzervovana (S (33) — P (34), F (275), H (318)) a siln¢€ konzervovana (P (273)aD (353) — F
(356)) rezidua. Ta jsou naopak pevné zakotvena ve struktuie, jsou pro serpin dulezité
z hlediska jeho struktury a jeho funkce. Pii pohledu na Obr. 31 je mozné vyvodit odhad, Ze se
Vv misté kumulace zakonzervovanych rezidui nachazi aktivni misto (¢ern¢ zakrouzkovano na

Obr. 31).
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Conservation

W High

. Low

Obrazek 31: Model konzervacéni analyzy odhadnuté sekundarni struktury serpinu IRS-1

(vytvofeno nastrojem Phyre?2).

Cervené jsou na Obr. 32 zndzornény kapsy v odhadnuté struktufe. Ty mohou
pfedpovidat existenci aktivniho mista serpinu. Tuto teorii podporuje i ptedchozi odhad
umisténi aktivniho mista na zédklad¢ kumulace zakonzervovanych rezidui. Ta se nachazeji na

Obr. 32 vpravo v misté modrych kulicek v blizkosti ¢ervenych kapes.

Obrazek 32: Model detekce kapes odhadnuté sekundarni struktury serpinu IRS-1 z riiznych

uhla (vytvofeno nastrojem Phyre?2).
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Analyza senzitivity rezidui ukazuje, na kolik jsou dana rezidua nachylna k mutaci,
ktera by méla za nasledek zménu funkce nebo fenotypu. U serpinu IRS-1 jsou obecné malo
nachylné k mutaci rezidua v a-helixu. Naproti tomu v B-strandech jsou rezidua k mutaci
nachylna vice. Nejvyssi citlivost se zde nevyskytuje, je vSak mozné nalézt rezidua s relativné
vysokou citlivosti, konkrétné T (146), M (233), P (273), V (324), 1 (360).

Tabulka I: Odhadovany vliv mutaci v reziduu E (349) — N (362) sekvence IRS-1 (vytvoieno
nastrojem Phyre2).

A  C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y

o (eutral) [N AR AN 00 (Disease-associated)

Tabulka | zobrazuje vybrané aminokyseliny, ve kterych se V nejvétsim poctu

vyskytovaly mutace, které jsou spojovany s nemocemi (jiz hodnoty vétsi nez 80). Hodnoty
v modrém poli se objevuji tam, kde je aminokyselina nahrazena stejnou aminokyselinou, tudiz
nedojde k zadnému efektu. Nékteré mutace (ptiklad nahrazeni A, L a M) v tomto zobrazeném
reziduu nemaji ve vétsim poctu zadné vazné efekty. VéEtSina mutaci vak velmi pravdépodobné
muze nasledné zplsobit onemocnéni, piedev§im D, E, G, K, N a R. Zvyraznénd je
aminokyselina | (360), ktera je jiz podle analyzy senzitivity rezidui velmi citliva na mutace.
Ta tak muze byt nejvice problémova, jelikoz je velmi pravdépodobné, ze k mutaci dojde,

pii¢emz bude velmi pravdépodobné spojena s onemocnénim (krom¢ nahrazeni L, M a V).

7.2.3. Intenzivni mod

Byl proveden také intenzivni mod odhadu struktury serpinu IRS-1. Tento odhad
vymodeloval 99 % rezidui s vice nez 90% konfidenci. Nasledné byl vybran jeden vzor, se
kterym byla vSechna rezidua porovnana a na jeho zaklad¢ také namodelovana. Timto vzorem
byl protein IRS-2, stejn¢ jako u normalniho modu. Zbylé 1 % rezidui (konkrétné pozice 347 a

348) bylo namodelovano tzv. ab initio, coz je vSak vysoce nespolehliva metoda modelovani.
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Jelikoz byl vzorovy protein stejny jako u normalniho moédu, vSechny ostatni vysledky
(konkrétné predpovéd’ sekundarni struktury a poruch, doménova analyza a informace o

jednotlivych vzorech) byly shodné.

7.2.4. Porovnani vysledkii norméalniho a intenzivniho médu

V programu UCSF Chimera byly porovnany sekvence modeld IRS-1 z obou méoda
(Obr. 33). Zelenou barvou jsou zobrazena mista, kde je protein slozen do B-strandu, Zlutou
jsou znazornény o-helixy. VSechny rozdily mezi obéma strukturami jsou podrobné popsany

na nasledujicich obrazcich.

=
File Edit Structure Headers Numberings Tree Info Preferences
IRS-1_intesive...principal chain 1 MQGNDKLTFANNQFGLRLLNTLPSPPEENVFFSPYSVSTALGMAYAGARG
IRS-1_intesive...principal chain 51 DTQEELSEQLGYTAAGLSQDDVFNAYSDHTQWLKASRSNSTLSVANAAVL
IRS-1_intesive...principal chain 101 HDKVGLRYTFQRT IDHAFDAD I LKVDFVNERKGAVDRINYWVKDKTNGK |
IRS-1_intesive...principal chain 151 RSLFNKPLESETRLVLLNAIYFKGSWNTRFNKSRTEKSEFLINGGVTPTKYVY
IRS-1_intesive...principal chain 201 DMMMGSMN | GHHFFRDLKIDVADFPYQGRDYSMTVILPWRNDGVEA | KQN
IRS-1_intesive...principal chain251 LTLDLFQKLVSELRERRVFVLFPKFKIEAEYSILKEPLQNLGIKQIFSGGS
IRS-1_intesive...principal chain301 DLSGVTNDNDLVVSAVVHKAVLEVNEEGSEAAAVSSVVAVTRIGTQAFEF
IRS-1_intesive...principal chain 351 NVDHPFLFF IRNTVTNDI LFAGQVNSL

- ] X

Helices/strands depicted in gold/green

= IRS-1_normal.pdb (#1) principal chain

File Edit Structure Headers Numberings Tree Info Preferences

IRS-1_normal.p...
IRS-1_normal.p...
IRS-1_normal.p...
IRS-1_normal.p...
IRS-1_normal.p...
IRS-1_normal.p...
IRS-1_normal.p...

principal chain 1 MQGNDKLTFANNQFGLRLLNTILPSPPEENVFFSPYSVSTALGMAYAGARG
DTQEELSEQLGYTAAGLSQDDVFNAYSDHTQWLKASRSNSTLSVANAAVL
HDKVGLRYTFQRTIDHAFDADI LKVDFVNERKGAVDR I NYWVKDKTNGK |
RSLFNKPLESETRLVLLNAIYFKGSWNTRFNKSRTEKSEFLNGGVTPTKV
DMMMGSMNIGHHFFRDLKIDVADFPYQGRDYSMTVILPWRNDGVEA | KQN
LTLDLFQKLVSELRERRVFVLFPKFKIEAEYSILKEPLQNLGIKQIFSGGS
DLSGVTNDNDLVVSAVVHKAVLEVNEEGSEAAAVSSVVAVTRIGTQAFEF

principal chain 51
principal chain 101
principal chain 151
principal chain 201
principal chain 251
principal chain 301

IRS-1_normal.p...principal chain 351 NVDHPFLFFIRNTVTND I LFAGQVNSL

IRS-1_normal.pdb (#1) principal chain (#1 of 1; 377 non-gap residues) Qurt‘ Hide ‘ Help |

Obrazek 33: Porovnani sekvenci vysledki odhadu struktury serpinu IRS-1 normalnim (dole)

a intenzivnim (nahote) médem. Vytvoteno v programu UCSF Chimera.

Nejvice rozdilii se nachéazi v reziduu A (339) — N (351) (Cervena pro intenzivni mdd,
zelena pro normalni méd na Obr. 34). Celé reziduum se zda byt vymodelovano kvalitnéji
V intenzivnim maddu, jelikoZ je kratsi a nedochdzi zde ke srazkam jako na Obr. 25. Na pocatku
rezidua je PB-strand vymodelovany v intenzivnim moédu kratSi. Nasledné neni reziduum
modelované tak linearn¢ (Cervena na Obr. 34). Struktura IRS-1 z intenzivniho méodu poté
pokracuje jako neuspotadana struktura, ale IRS-1 z normalniho médu po linearnim useku

prechazi do a-helixu (zelena na Obr. 34) na useku A (347) — F (350).
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Obrazek 34: Rozdily mezi obéma sekundarnimi strukturami serpinu IRS-1 odhadnutymi

normalnim (modrd) a intenzivnim (zlutd) médem. Vytvoteno v programu UCSF Chimera.

Na Obr. 35 je ukazan nejcastéjsi rozdil mezi obéma strukturami IRS-1, kdy byla kazda
vymodelovana jinym moédem. Kromé drobnych rozdild, jako jsou tieba trochu jinak
S (33) byla intenzivnim moédem vymodelovana pouze neuspoiadana struktura (oranzova na

Obr. 35), naopak normalni mod zde vymodeloval kratky B-strand (tyrkysova na Obr. 35).

Dale je rozdilné reziduum Y (231) — P (238), kde je B-strand z normalniho modu (Seda
na Obr. 35) opét delsi, nez B-strand z intenzivniho modu (bila na Obr. 31). Stejna situace
nastava na reziduu F (356) — N (362). B-strand z normalniho médu (fialova na Obr. 35) je zde

také delsi nez ten z intenzivniho médu (Cervena na Obr. 35).

Jev rozdilné délky B-sheetli je mozné pozorovat také na reziduu I (368) — V (374), kde
je P-strand vymodelovany normalni médem (zelena na Obr. 35) krat§i nez B-strand

vymodelovany intenzivnim modem (rizova na Obr. 35).
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Obrazek 35: Piiblizeni B-strandi obou sekundarnich struktur serpinu IRS-1 odhadnutymi

normalnim (modrd) a intenzivnim (zlutd) médem. Vytvoteno v programu UCSF Chimera.

Na reziduu G (194) — F (214) se v normalni médu nachazi dlouhy B-strand (tyrkysova
na Obr. 36). Na stejném reziduu byly vSak intenzivnim moédem vymodelovany dva B-strandy
(oranzova na Obr. 36). Normalnim modem byl vymodelovan B-strand (fialova na Obr. 36) na
reziduu | (219) — P (225), ktery je delsi nez B-strand z intenzivniho modu (Cervena na Obr.

36), ktery pokracuje neuspotfadanou strukturou.

Na reziduu R (264) — P (273) opét intenzivni mod vymodeloval krat§i B-strand,
tentokrat vSak tato ¢ast prochazi skrze strukturu serpinu (zelena na Obr. 36) a nekopiruje tak
viibec drahu dlouhého B-strandu vymodelovaného normalnim modem (rizova na Obr. 36),

ktery je vné struktury.

Obrazek 36: Ptiblizeni na rozdily obou sekundarnich struktur serpinu IRS-1 odhadnutymi

normalnim (modra) a intenzivnim (Zluta) médem. Vytvoteno v programu UCSF Chimera.
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8. Diskuse

Klistata si diky svému Sirokému rozsifeni vyvinula vétsi odolnost, proto je potieba
vylepSovat a objevovat nové moznosti ochrany proti patogentiim, které pienasi (Blisnick et al.
2017). Proti rozsifovani klistécich patogent je nutné porozumeéni celé klistéci biologil,
samotnym patogentim a interakcim klistéte s hostitelem (Blisnick et al. 2017). VétSina z téchto
veci vsak stale ziistava neznama. Piedevsim jsou to latky, které klisté ve svém zivotnim cyklu
vyuziva — at’ uz se jedna o latky s biologickou funkci nebo o ty, které piispivaji k roznosu a

vyvoji patogend.

Véda vSak postupuje doptedu velmi rychle. Do PDB pfibyvaji stdle nové ovéfené
struktury proteint. Tento samotny fakt nahrava také odhadim struktury proteint, jelikoz se
zuzuje skupina téch neznamych a proteiny s hledanou neznamou strukturou maji vice vzora k
porovnavani. Diky rozvoji téch nejmodernéjSich metod je také mozné od pocatku stoleti

studovat genomy, transkriptomy a proteomy, coz usnadfiuje biomolekularni studie (Metzker

2010).

Proteazové inhibitory maji schopnost inhibovat celé skupiny latek. Diky tomu, ze cili
na specifické procesy, je mozné je vyuZivat pii vyvoji imunoterapeutickych strategii vhodnych
pro jednotlivé pacienty (Scherer et al. 2010). Jiz dnes je odhadovan jejich ptinos pti 16¢bé
plicni embolie (Agbowuro et al. 2018) nebo pii 1é¢bé rakoviny (Eatemade et al. 2017).
Proteazové inhibitory v8ak nemusi slouzit jen jako odpovéd’ na nemoc (1é¢ba). Mohou také
fungovat pfi vyvoji vakcin. Dle Cherniacka (2011) jsou z mnoha organismu (i parazitl)
izolovany latky, které slouzi jako potencialni kandidati na vyvoj novych farmakoaktivnich

slouéenin.

U klistat je nejvhodnéjsi zaméreni na zkoumani slinnych zlaz. Ty totiz hraji hlavni
ulohu pfi ovlivitovani hostitelské imunitni odpoveédi béhem sani krve latkami, které do daného
organismu vypousteji. Kromé toho pravé ve slinach se pienaseji také dané patogeny. V
klistécich slinnych Zlazach je produkovano velké mnoZzstvi serinovych proteazovych
inhibitord. Pravé ty maji potencial byt pouZity jako nova lé¢iva proti nemocem spojenymi S
proteazami (Chmelar et al. 2017). Pro vyvoj vakcin by mohly zase slouzit imunogeny, které
byly odhaleny pomoci vzoru transkripce slinnych zlaz klistéte (Kotsyfakis et al. 2015). Tyto
vakciny by mohly zajistit brzké odpadnuti klistéte od hostitele, ¢imz by se do organismu

nestihly pfenést patogeny.
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Pro vyvoj vakcin by mély byt vyuzivany antigeny ze slin, se kterymi pfijde hostitel
ptimo do styku, jelikoz tim muize byt posilena hostitelova imunitni odpovéd’ (Kotsyfakis et al.
2015). Jednim z kandidatt na vyvoj vakciny je IrSPI (Kotsyfakis et al. 2015). Tento serpin je
také produkovan ve slinnych zldzach a imunitni systém hostitele proti podobnym molekulam
reaguje (Kotsyfakis et al. 2015). Znalosti vSech latek ve slinnych zlazach jsou vsak stale
omezené, a tak je tieba stéle zkoumat a objevovat. Cim vice kli§técich latek a principt bude

objasnéno, tim vétsi jsou Sance na Gspesné vyvoje vakeiny a 1éki.

Serpin IRS-1 byl poskytnut jiz jako izolovany v roztoku 0 koncentraci 1,1 mg/ml
katedrou medicinské biologie. Dodany objem roztoku byl 909 ul. Po celou dobu byl uchovan

v chladnicce kvili co nejdelsi zivotnosti roztoku.

Krystaly, které se podafilo ziskat screeningem byly poslany na rentgenovou difrakci.
Jedna sada krystali nedifraktovala vibec, ale jeden krystal z druhé sady difraktoval na
rozliSeni 7 A. Tento vysledek neni $patny, ale je tfeba piipravit krystal ve vétsi kvalit&. Proto
je tieba techniky krystalizace IRS-1 optimalizovat a pokusit se ziskat kvalitné;si krystaly. Poté

muze byt i zjiSténa realna struktura IRS-1.

V této bakalatské praci byla struktura pouze odhadnuta pomoci internetového nastroje
Phyre2. Jedna se pouze o odhad, ktery je zalozen na porovnani sekvence proteinu a databaze
proteini jiz znamych struktur. Pro protein IRS-1 byl jako hlavni vzor vybran vysoce

homologni protein IRS-2, ktery se také nachazi ve slinnych zlazach Ixodes ricinus.

Vysledna struktura proteinu je namodelovana s vysokou konfidenci. Pokud by tato
konfidence byla mal4 na vétSinové Casti proteinu, znamenalo by to malou piibuznost s jiz
zndmymi proteiny. Jak vyplyva z principu odhadu struktury, tak by takovato struktura byla s
nejveétsi pravdépodobnosti Spatné odhadnuta a vymodelovana. Pro odhad sekundérni struktury

plati, ze 78-80 % rezidui je vymodelovano ve struktufe spravné (Kelley et al. 2015).

Jelikoz je odhadnuty model IRS-1 vymodelovan se 100% konfidenci, je velka
pravdépodobnost, Ze protein skutecné¢ zaujima odhadnuty fold a Ze stfed struktury je
namodelovan velmi pfesné. Odlisné oproti skutené struktuie vSak stdle budou neuspotadané

Casti struktury na povrchu molekuly.

Pfi ur€ovéani neusporadanosti sekundéarni struktury proteinu je tento odhad vytvoren
také se 78-80% presnosti. Pokud by vSak byl model vymodelovan pomoci malého mnoZzstvi

homologt, tak tato pfesnost mize spadnout az na 65 % (Kelley et al. 2015). Pokud se tato
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neuspotadanost ve struktufe proteinu objevuje z vice nez 50 %, model proteinu nelze brat za

spravny. Takto vymodelovany protein by nedokézal zaujmout globularni strukturu.

Realna struktura IRS-1 se jist¢ bude lisit. Mista, ve kterych je velka Sance, ze realny
model zaujima jinou strukturu, jsou napf. rezidua K (149) — F (155) a A (331) — T (341). Tato
rezidua jsou totiz vymodelovana s relativné nizkou konfidenci oproti zbytku modelu. V
sekvenci nasleduje reziduum T (341) — T (345), které je v normalnim modu vymodelovano
tak, ze prochazi skrze kostru proteinu. Toto reziduum je také vymodelované s velmi malou
presnosti. Bude se tedy strukturou spiSe podobat modelu z intenzivniho modu, kdy neni

reziduum tak linearni a nevznikaji ve struktufe zadna piekiizeni.

Diky vysledkiim rtiznych analyz je mozné oznacit dalsi rezidua, kterd jsou Spatné
vymodelovéana. Podle analyzy dochazi ke srazkam v okoli aminokyselin Y (62), M (207) a F
(350). Podle analyzy rotamerd je Spatné¢ vymodelovano misto L (253) a Ramachandranova
analyza oznacila P (25) ve struktufe jako chybné. Ve vSech téchto mistech je serpin IRS-1

odhadnut $patné a realna struktura se bude od té piedstavené v bakalaiské praci odliSovat.

Diky analyzam néstroje Phyre2 bylo také moZzné odhadnout hlavni vazebna mista.
Siln¢ zakonzervovana rezidua P (273) a D (253) — F (356) indikovala mista, ktera mohou byt
pro protein vyznamna. Pfi analyze kapes ve struktufe se jich nejvice nachazelo pravé v okoli
téchto siln¢ zakonzervovanych rezidui. Je tedy mozné, Ze v téchto mistech se nachézi aktivni

misto serpinu IRS-1.

Pfti porovnani obou modelt z normélniho a intenzivniho médu bylo zjisténo, ze u obou

.....

sekundarni struktury tedy bude v realném modelu lehce odlisny. Naopak hlavni a-helixy se
shodovaly (az na jeden pfipad), z c¢ehoz lze usuzovat spravnost jejich odhadnutého

vymodelovani.
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9. Zavér

Nejprve byly vypéstovany krystaly cvicného proteinu z vaje¢nych bilkt — Lysozymu.
Byly pouzity techniky sedici kapky (,sitting drop®), visici kapky (,hanging drop®),
»,microbatch® krystalizace pod olejem a krystalizace v kapilafe. Vzniklé krystaly byly

zaznamenany a popsany.

Po osvojeni zékladnich krystaliza¢nich technik zapocala krystalizace serpinu IRS-1
z Ixodes ricinus. Serpin byl dodan ve formé roztoku o koncentraci 1,1 mg/ml z katedry
medicinské biologie. Poté byl proveden PCT (Hampton Research, Aliso Viejo, USA). Pti
nasledném ruc¢nim screeningu pomoci kitd PEGRx 1 a 2 (Hampton Research, Aliso Viejo,
USA) byly vypéstovany 3D krystaly, které byly poslany na rentgenovou difrak¢ni analyzu.
Krystaly vznikly smichanim roztoku IRS-1 o koncentraci 1,1 mg/ml s ¢inidlem 0,1 M HEPES
0 pH 7,5, 30% w/v polyethylenglykol 1000 v poméru obejmui 1:0,3 [ul]. Dalsi krystaly vznikly
pti kombinaci roztoku IRS-1 o koncentraci 1,1 mg/ml s ¢inidlem 1,8 M sulfat amonny, 0,1 M
BIS-TRIS o pH 6,5, 2% v/v polyethylenglykol monomethyl ether 550 v poméru objemu
0,5:0,25 [ul].

Jedna sada krystalii (s ¢inidlem 0,1 M HEPER) difraktovala na rozliseni 7 A, ale
krystaly nebyly dostate¢n¢ kvalitni. Druha sada krystald (s ¢inidlem 1,8 M sulfat amonny)
nedifraktovala vibec. Jesté byla provedena krystalizace s kitem SG1-HT96 (Molecular
Dimensions, Sheffield, United Kingdom) pomoci robotu OryxNani 4 (Douglas Instruments
Hungerford, United Kingdom). Ztéto krystalizace byly vypéstovany 2D jehlicky a
mikrokrystaly.

Nasledoval odhad struktury pomoci internetového nastroje Phyre2. Byly spustény oba
mddy, jak normalni, tak i intenzivni. Diky tomu, Ze byl nalezen jeden protein, se kterym bylo
namodelovano 99 % sekvence IRS-1 se 100% konfidenci, vysledky se v nastroji Phyre2
neliSily a byly rozebirdny ty z normalniho moédu. Onen vzorovy protein byl hydrolazovy
inhibitor IRS-2 z Ixodes ricinus (PDB kod: 3NDA). V odhadnuté sekundarni struktute IRS-1
byly popsdny mozné problémy a nepifesnosti. Pomoci analyzy vysledki néstroje Phyre2 byly

definovany chyby, které se v modelu mohly vyskytovat.
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Modely serpinti byly vymodelovany a porovnavany v programu na vizualizaci struktur
proteini UCSF Chimera. Struktura IRS-1 odhadnuta normalnim moédem byla také porovnana
S jiz znamou strukturou serpinu IRS-2 a také s odhadnutou strukturou z intenzivniho modu.

Vsechny rozdily mezi strukturami byly identifikovany a popsany.
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10.2. Seznam pouzitych komerc¢nich kiti a dalSich pomiucek

Krystaliza¢ni destiCka se Ctyfmi jamkami na jeden rezervoar pro metodu ,.sitting drop*

(Molecular Dimensions, Sheffield, United Kingdom).

Krystaliza¢ni desticka pro metodu ,,hanging drop® se 48 rezervoary se Silikonovymi krouzky

(Hampton Research, Aliso Viejo, USA).

Krystaliza¢ni desti¢ka pro metodu ,,microbatch* se 72 jamkami. (Hampton Research, Aliso
Viejo, USA).

Komer¢ni kity PEGRx1 a PEGRx2 (Hampton Research, Aliso Viejo, USA).
Komeréni kit SG1-HT96 (Molecular Dimensions, Sheffield, United Kingdom).
Robot RysNani 4 (Douglas Instruments Hungerford, United Kingdom).

Air duster CLEAN IT.

Molekularni grafika a analyza provedena s UCSF Chimera, vyvinuto Resource for
Fiocomputing, Visualization, and Infromatics at the University od California, San Francisco,
s podporou z NIH P41-GM103311.

Internetovy nastroj pro odhad struktury proteinu Phyre2
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index).
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11. Seznam pouzitych zkratek

3D — trojrozmérny

3NDA — kod IRS-2 v PDB

HMM — , Hidden Markov Model*

PCT — pre-krystaliza¢ni test

PDB — Proteinova Data Bank

Pl — prote4dzovy inhibitor

RCL — ,,reactive centre loop*

s1C — B-strand umistén v B-sheetu C serpinu
TBM — template-based modeling

TNF — ,,tumor necrosis factor

11.1. Seznam zkratek aminokyselin

Ala (A) — Alanin

Arg (R) — Arginin

Asn (N) — Asparagin

Asp (D) — Asparagova kyselina
Cys (C) — Cystein

GIn (Q) — Glutamin

Glu (E) — Glutamova kyselina
Gly (G) — Glycin

His (H) — Histidin

lle (1) — Isoleucin
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Leu (L) — Leucin

Lys (K) — Lysin

Met (M) — Methionin
Phe (F) — Fenylalanin
Pro (P) — Prolin

Ser (S) — Serin

Thr (T) — Threonin
Trp (W) — Tryptofan
Tyr (Y) — Tyrosin

Val (V) — Vali



12. Seznam priloh
Obrazek 37: Klistéci serpiny (Cerné) a cystaniny (oranzove¢) a jejich cile pii prisati klistéte
(Chmelaf et al. 2017).

Obrazek 38: Sekundérni struktura serpinu IRS-1 odhadnutd normalnim modem. Vytvoteno v

programu UCSF Chimera.

Obrazek 39: Povrch odhadnuté sekundarni struktury serpinu IRS-1 s hydrofilnimi (modrd) a

hydrofobnimi (oranzova) misty. Vytvoieno v programu UCSF Chimera.

Tabulka I1: Detailni informace o ptedlohach, vybér homologi 1-4 (vytvofeno nastrojem
Phyre2).

Obrazek 40: Odhadnuta sekundarni struktura serpinu IRS-1 pomoci intenzivniho moédu.

Vytvoteno v programu UCSF Chimera.
Obrazek 41: Slozeni komer¢niho kitu PEGRx 1 (Hampton Research, Aliso Viejo, USA).
Obrazek 42: Slozeni komeréniho kitu PEGRx 2 (Hampton Research, Aliso Viejo, USA).

Obrazek 43: Podminky Al — D12 obsazeny Vv komerénim Kitu SG1-HT96 (Molecular
Dimensions, Sheffield, United Kingdom).

Obrazek 44: Podminky E1 — H12 obsazeny v komerénim Kitu SG1-HT96 (Molecular
Dimensions, Sheffield, United Kingdom).
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13. Prilohy
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Obrazek 38: Sekundérni struktura serpinu IRS-1 odhadnutd normalnim modem. Vytvoteno v

programu UCSF Chimera.



Obrazek 39: Povrch odhadnuté sekundarni struktury serpinu IRS-1 s hydrofilnimi (modrd) a

hydrofobnimi (oranzova) misty. Vytvoteno v programu UCSF Chimera.



Tabulka I1: Detailni informace o ptedlohach, vybér homologli 1-4 (vytvofeno nastrojem
Phyre2).

Template Alignment Coverage Template Information

PDB header:hydrolase inhibitor
Chain: A: PDB Molecule:serpin-2;
PDBTitle: crystal structure of serpin from tick ixodes ricinus

v View investigator results

@[] Alignment

PDB header:blood clotting
Chain: A: PDB Molecule:heparin cofactor ii;
PDBTitle: crystal structure of the heparin cofactor ii-s195a thrombin

complex
R h”:‘ Run Investgator

2 cljmoA
3

Alignment |

Fold:Serpins
Superfamily:Serpins
Family:Serpins

Alignment
R ibdlockll ™
Phihe Run Investigator

Fold:Serpins
Superfamily:Serpins
Family:Serpins

4 [ Alignment |

P hﬂ: Run Investigator




Obrazek 40: Odhadnuta sekundarni struktura serpinu IRS-1 pomoci intenzivniho moédu.

Vytvoteno v programu UCSF Chimera.



PEGRx™1

HR2-082 Reagent Formulation

Tube Buffer ¢ Tube Polymer

# #

1. 0.1 M Citric acid pH 3.5 1. 3% viv Pdyethylene glycol 200

2. 0.1 M Sodium citrate tribasic dihydrate pHE.5 2, 38% v Polyethylene glycol 200

3. 0.1MHEPESpH75 3. 42% viv Polyethylene glycol 200

4. 0.1 M Sodium acetate tritydrate pH 4.5 4. 30% wiv Polyethylene glyeol 300

5 01MBIS-TRISpHES 5. 25% viv Pdyethylene glycol 300

6. 01MBICINE pHBS 6. 20% v Polyethyene glyeol 300

7. 0.1 M Sodium acetate tihydrate pH4.0 7. 15% wiv Polyethylene glycol 400

8 0.1 M MES monohydrate pH 6.0 8. 22% wv Polyethylene glycol 400

9 01MTrispHB&.0 9. 30% viv Pdyethylene glycol 400

10. 0.1 M Sodium citrate tribasic dihydrate pH 5.0 10, 30% wv Polyethylene glycol monomethyl ether 550
11, 0.1 M Imidazde pH 7.0 11, 25% wv Polyethylene glycol monomethy ether 550
12. 0.1 M BIS-TRIS propane pH 9.0 12, 20% viv Polyethylene glycol monomethyl ether 550
13, 0.1 M Sodium acetate tritydrate pH 4.0 13, 10% wiv Jeffarnine® M-600% pH 7.0

4. 0.1 M MES monchydrate pH 6.0 14, 20% wv Jeffamine®M-800° pH 7.0

15. 0.1 M Tis pH 8.0 15, 30% wv Jeffamine®M-600° pH 7.0

16. 0.1 M Ctric acid pH 3.5 16, 14% wiv Pdyethyene glycd 1,000

17. 0.1 M Sodium citrate tribasic dihydrate pHE.5 17, 22% wiv Polyethylene glyed 1,000

18. 0.1 M HEPESpH 75 18. 30% wiv Polyethylene glycol 1,000

19, 0.1 M Sodium acetate tihydrate pH4.5 19, 30% wiv Polyethylene glycol 1,500

20. 01 MBIS-TRISpHES 20. 20% wiv Pdyethyene glycd 1,500

21, 0.1 MBICINE pH 8.5 21. 15% wiv Pdlyethene glyed 1,500

22. 0.1 M Sodium acetate titydrate pH4.0 22, 10% wiv Polyethylene glycol monomethy| ether 2,000
23, 0.1 M MES monohydrate pH 6.0 23, 20% wiv Polyethylene glycol monomethyl ether 2,000
24. 01 MTris pH 80 24. 30% wiv Pdyethylene glycd monomethyl ether 2,000
25. 0.1 M Sodium citrate tribasic dihydrate pH 5.0 25, 0% viv Jefflamine®ED-2001 pH 7.0

26. 0.1 M Imidazole pH 7.0 26. 20% viv Jefflamine®ED-2001 pH 7.0

27. 0.1 M BIS-TRIS propane pH9.0 27, 10% wwv Jeffamine® ED-2001 pH7.0

28. 0.1 M Citric acid pH 3.5 28, 25% wiv Polyethylene glyed 3,360

29. 0.1 M Sodium citrate tribasic dihydrate pH 5.5 20, 18% wiv Polyethylene glycol 3,350

0. 0AMHEPESpH75 30, 12% wiv Polyethylene glycol 3,350

31, 0.1 M Sodium acetate tritydrate pH 4.0 31, 10% wiv Palyethylene glycol 4,000

32. 0.1 M MES monohydrate pHE.0 32 14% wiv Polyethylene glyed 4,000

33 01 MTrispH8.0 33, 28% wiv Polyethylene glycol 4,000

3. 0.1 M Sodium acetate titydrate pH4.5 34, 30% wiv Polyethylene glycol monomethy| ether 5,000
35. 01 MBIS-TRISpHE.S 35, 20% wiv Polyethylene glycol monomethyl ether 5,000
36. 0.1 MBICINE pH 85 36, 8% wiv Polyethyene glyco monomethyl e ther 5,000
37. 0.4 M Sodium citrate tribasic dihydrate pH 5.0 a7, 10% wiv Polyethylene glycol 6,000

8. 0.1 M Imidazde pH 7.0 38, 20% wiv Polyethylene glycol 6,000

39. 0.1 M BIS-TRIS propane pH 8.0 39, 30% wiv Polyethylene glycol 6,000

40. 0.1 M Citric acid pH 3.5 40. 28% wiv Polyethylene glyed 8,000

41. 0.1 M Sodiumn citrate tribasic dihydrate pH 5.5 41, 16% wiv Polyethylere glycol 8000

42. 0AMHEPESpH75 42, 4% w/vPolyethyene glycol 8,000

43. 0.1 M Sodium acetate tritydrate pH 4.5 43, 10% wiv Polyethylene glycol 10,000

4. 01MBIS-TRISpHES 44. 16% wiv Polyethlene glyed 10,000

45. 0.1 MBICINE pH 8.5 45, 20% wiv Polyethylene glycol 10,000

46. 0,1 M Sodium citrate tibasic dhydrate pH 5.0 46. 18% wiv Polyethylene glycol 20,000

47. 0.1 M Imidazoke pH 7.0 47, 12% wiv Polyethylene glycol 20,000

48. 0.1 M BIS-TRIS propane pH9.0 48. 8% wiv Polyethyiene glycad 20,000

O Buffer pH s that of a 10 Mstock prior to dilution
with cther reagent components: pH with HC| or NaOH,

Obrazek 41: SloZzeni komeréniho kitu PEGRx 1 (Hampton Research, Aliso Viejo, USA).



PEGRx™2

HR2-084 Reagent Formulation

Obrazek 42: Slozeni komeréniho kitu PEGRx 2 (Hampton Research, Aliso Viejo, USA).

Tube

Additive / Salt /

Volatile Organic / Polyol
0.8 M Lithium sulfate monohydrate
0.2 M Lithium sulfate monohydrate
0.05 M Cakium chloride dilydrate
28% viv 2-Propancl
20% wiv Tacsimate pH 7.0
10% viv 2-Popanol
0.2 M Ammonium acetate
0.2 M Ammonium suffate

. 6% viv2-Propanol

1.8 M Ammonium s uffate
0.15 M DL-Malic acid pH 7.0

. 0.1 M Sucdnic add pH 7.0

0.1 M Lithium suffate monohydrate
0.1 M Sodium malonate pH 8.0

A% viv [ +/<)2 Methyl-2 4-pentanediol

0.2 M L-Proline
10% wiv 2-Pmopanal

. 0.1 M Sodium chloride

0.02 M Nickel(ll) chloride hexahydrate,
0.02 M Magnesium chloride hexahydmte,
0.02 M Cadmiumn chloride hydrate

. 20% viv 2P ropanol

0.2 M Ammonium ¢ itrate tribasic pH 7.0

. 4.0 M Potassium formate

. 50% v/v Tacsimate pH 4.0

. 0.10% wiv n-Octyl-p-D-glcoside
. 2% viv Tacsimate pH 7.0,

5% viv 2Propanol
2% viv 1 4-Dickane

. 18% viv 2-Propanol

6% vi/v Tacsimate pH 6.0
0.2 M Magnesium formate dihyd mte

. 2% viv Polyethylene glycol 400
. 0.2 M Sedium formate

4% viv 2Propanol

. B% viv Ethylene glycol

. 0.15 M Lithium sulfate monohydrate
. 10% viv 2P ropanol

. 02 M Sodium chioride

. 20% viv 2-Propanol

10% wiv Polyethylene glycol 200
15% viv 2-Pmopanol

. 0.4 M Sodium malonate pH 6.0

0.2 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate
5% viv [+/-)-2-Methy 2, 4 pentanadiol

. 0.2 M Ammonium acetate

5% viv 2Propanol
1.0 M Sodium malonate pH 5.0

. 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate

3% wiv Dextran sulfate sodium saft

Tube

e

@ @ s L0 e

Buffer ¢

0.1 M Sodium acetate rihydrate pH 4.0

0.1 M Sodium atrate tribasic dihydrate pH 5.0
0.1 M MES monchydrate pH 6.0
01MBIS-TRISpHES

0.1 MHEPES pH 7.5

0.1 M Sodium citmte tribasic dihydrate pH 5.0
0.1 M Sedium dtrate ribasic dihydrate pH 5.5
0.1 MBIS-TRISpH 6.5

0.1 MHEPES pH 7.5

. 0.1 M Sodium acetate frihydrate pH 4.5
. 01 MBIS-TRISpH 6.5

0.1 M Imidazole pH 7.0

. 0.1 MBICINE pH 8.5

0.1 M Sodium citrate tribasic dihydrate pH 5.5
0.1 MTris pH 8.0

. 0.1 M Citric acid pH 3.5

0.1 MHEPES pH 7.5
0.1 M BICINE pH 8.5

. 0.1 MBIS-TRIS propane pH 8.0
. 0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.5

. 0.1 MMES monohydrate pH 6.0

0.1 M Imidazole pH 7.0

. 0.1 M BIS-TRIS propane pH 8.0

. 0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.5

. 0.1 M Sodium citrate tribasic dihydrate pH 5.5
. 0.1 MImidazole pH 7.0

. 01 MTris pH 8.0
. 0.1 M Sodium dirate tribasic dihydrate pH5.5
. 0.1 MMES monohydrate pH 6.0

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.0

. 0.1 Mimidazole pH 7.0

. 0.1 MBICINE pH 8.5

. 0.1 MBIS-TRIS propane pH 9.0

. 0.1 M Citric acid pH 3.5

. 0.1 M Citric acid pH 3.5

. 0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.0
. 0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.0
. 01MTispHE.0

. 0.1 MEIS-TRIS propane pH 9.0

0.1 M Sodium citrte tribasic dibydrate pH 5.0

. 0.1 MMES monchydrate pH 6.0

0.1 MBIS-TRIS pH 6.5
0.1 MHEPES pH 7.5

. 01MTispH8.0
. 0.1 MCitric acid pH 3.5

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.5

. 0.1 M Sodium ditrate fribasic dihydrate pH 5.0

0.1 MEICINE pH 8.5

O BuflerpH isthatofa 10 M steekprior b dilution

with other reagert components: pH with HCI or NaOH |

=
g

Co~N Do s R

Polymer

4% viv Polyethyene glycol 200
26% wiv Polyethylene glycol 200
45% wiv Polyethylene glycol 200
3% wiv Polyethyene glycol 200
2% viv Polyethyene glycol 200
26% viv Polyethylene glycol 400
24% wiv Polyethylens glycol 400
18% wiv Polyethylene glycol 400
407% wiv Polyethylene glycol 400

. 28% wiv Polyethylene glycol monomethy ether 550
. 2% v Polyethylene glycol monomethyl ether 550

. 22% viv Polyethylene glycol monomethyl ether 550
. 30% wiv Polyethylene glycol monomethyl ether 550
. 20% wiv Polyethylene glycol 1,000
. 30°% wiv Polyethylena glycol 1,000
. 20% wiv Polyethyene glycol 1,500
. 24% wiv Polyethylena glycol 1,500
. 307% wiv Polyethylena glycol 1,500
. 25% wiv Polyethyene glycol 1,500
. 24% wiv Polyethylena glycol monomethyl ether 2,000

. 20% wiv Polyethylens glycol monomethyl ether 2,000
. 20°% wiv Polyethylene glycol monomethy| ether 2,000
. 2% wiv Polyetylene glycol monomethyl ether 2,000
. 1% wi'v Polyethylene glycol 3,350
. 22% whv Polyethylena glycol 3,350
. 8% wiv Polyethylene glycol 3,350

. 15% whv Polyethylene glycol 3,350
. 20% wiv Polyethyene glycol 4,000
. 25% wiv Polyethylens glycol 4,000
. 18% wiv Polyethylene glycol monomethy| ether 5,000
. 24% wiv Polyethyene glycol monomethyl ether 5,000
. 20% wiv Polyethyene glycol monomethyl ether 5,000
. 20% wiv Polyethylens glycol monomethyl ether 5,000
. 10% wiv Polyethylena glycol 6,000

. 18% wiv Polyethyene glycol 6,000

. 22% wiv Polyethylene glycol 6,000

. 22% wiv Polyethylena glycol 8,000

. 5% wiv Polyethylene glycol 8,000

. 18% wiv Polyethylens glycol 8,000

. 10% wiv Polyethylena glycol 10,000
. 0.5% wiv Polyethene glycol 10,000
. 10% wiv Polyethylena glycol 10,000
. 10% wiv Polyethylena glycol 10,000
. 16% wiv Polyethyene glycol 10,000
. 6% wi'v Polyethylene glycol 20,000

. 2% wiv Polyethylene glycol 20,000

. 10% wiv Polyethylene glycol 20,000
. 15% wiv Polyethylens glycol 20,000



SG1 Screen HT-96

Well# Conc. Saltl

Al

All
AlZ
Bl
B2
B3

BS
B&
B7

Ba
B10
B11
B12
C1
c2
3

5
6
c7
C8

C10
c11
cn2
0l
02

EEREE

o7

(mili]
D11
D12

0.2 M Magnesium chloride hexahydrate
20 M Ammanium sulfate

0.2 M Sodium acetate trihydrate

20 M Ammonium sulfate

0.2 M Sodium citrate tibasic dihydrate

20 M Ammoniumsulfate

14 M Sodium citrate tribasic dihydrate
0.2 M Sodium acetate trihydrate

0.2 M Lithium sulfate

40 M Sodium formate

0.2 M Magnesium acetate tetrahydrate

0.2 M Magnesium chloride hexahydrate
3.2 M Ammonium sulfate
0.2 M Calcium chlorde dibydrate

0.2 M Sodium formate

0.2 M Ammanium sulfate

16 M Sodium citrate tibasic dihydrate

0.2 M Calcium chlonide dihydrate

0.2 M Ammonium chlodde

0.2 M Magnesium formate dihydrate

3.2 M Ammaonium sulfate

14 M Sodium malonate dibasic monchydrate pH 7.0
0.2 M Lithium sulfate

0.2 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate
0.2 M Ammanium sulfate

20 M Ammonium sulfate

0.2 M Magnesium chloride hexahydrate
0.2 M Magnesium chloride hexahydrate
0.2 M Magnesium chloride hexahydrate
0.2 M Sodium acetate trihydrate

0.2 M Sodium acetate trihydrate

15 M Lithium sulfate

0.2 M Potassium thiocyanate
0.2 M Sodium acetate trihydrate
0.2 M Lithiumsulfate

0.2 M Ammonium sulfate

0.2 M Ammonium sulfate
0.2 M Lithium sulfate

20 M Ammaonium sulfate

Conc. Salt2

Conditions Al - D12

0.1 M Tris

Q1M Tris

0.1 M Sodium HEPES
0.1 M Sodium HEPES
0.1 M Sodium HEPES
0.1 M Tris
0.1 M Tris

0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Bis-Tris

0.1 M MES

0.1 M Bis-Tris

Q1M MES

0.1 M Sodium HEPES

0.1 M Bis-Tris

0.1 M Sodium HEPES

0.1 M Sodium scetate

0.1 M Bis-Tris

0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium HEPES

0.1 M BisTris

0.1 M Tris

0.1 M Sodium HEPES

0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Bis-Tris

0.1 M Sodium HEPES

0.1 M Sodium citrate

0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium HEPES

0.1 M Bis-Tris
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Bis-Tris
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Bis-Tris

Obrazek 43: Podminky Al — D12 obsazeny Vv komercnim

Dimensions, Sheffield, United Kingdom).

pH  Conc  Predpitantl
8.5 30 %w/v PEG 4000

MD1-89 / MD1-89-FX

Conc.  Precipitant2

20 % w v PEG 3350

85

2 Wow v PEG 3350
7.5 20 %ow v PEG4000
75 Z%wiv PEG40D
75

10 %v/v 2-Propanol

85 30 %w/v PEG 4000
85 30 %w/v PEG 4000

6.5 20 %w/v PEGE000

55 25 %w/v PEG3350

6.5 12 %w /v PEG 20000

55 25 %w/v PEG3350

6.5 30 %w/v PEG 5000 MIME
20 %w/jv PEG 3350

7.5 20 %w/v PEG 10000
20 %w/v PEG 3350

55 25 %w /v PEG 3350

in

7

in

28 %wfv PEG 400
2 %ow v PEG 3350
20 %ow v PEG 3350

4.6 25 %w /v PEG4000

5.5 25 %w/v PEG 3350
20 %w /v PEG 3350
6.5 30 %w/v PEG 8000

46

7.5 25 % w/v PEG 3350
6.5 25 %w /v PEG 3350

BS5 25 %w /v PEG3350

7.5 5 %ow v PEG3350
65 30 %w/v PEGS000
55 25 %w/v PEG 3350
75
5.5 20 %w/v PEG3000
25 % w /v PEG 1500
20 % w /v PEG3350
6.5 18 %w /v PEG 800D
7.5 15 %mow v PEG3350
30 %w/v PEGB000
6.5 20 %w /v PEG 5000 MME

46 30 % w/v PEG 2000 MME

6.5 25 %w/v PEG 3350

46 8% w/v PEGA000

6.5

kitu SG1-HT96 (Molecular



SG1 Screen HT-96 Conditions E1 - H12 MD1-89 / MD1-89-FX

Well# Conc. Saltl Conc. Salt2 Conc. Buffer pH  Conc. Precipitantl
El 2.0 M Ammonium sulfate 0.1 M Bis-Tris 5.5

E2 25 %w/fv PEG 3350
E3 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate 0.1 M Sodium HEPES 7.5 30 %vfv PEG 400
E4 2.0 M Ammonium sulfate 0.1 M Sodium HEPES 7.5

ES 3.5 M Sodium formate

EG 1.6 M Magnesium sulfate heptahydrate 0.1 M MES 6.5

E7 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate 20 % w/v PEG 3350
E8 0.2 M Ammonium sulfate 30 % w /v PEG 4000
ES 0.1 M Potassium thiocyanate 30 % w/v PEG 2000 MME
E10 0.2 M Sodium malonate dibasic monohydrate pH7 20 % w/v PEG 3350
E11l 2.0 M Sodium formate 0.1 M Sodium acetate 4.6

E12 0.2 M Ammonium sulfate 0.1 M Sodium HEPES 7.5 25 % w/v PEG 3350
F1 0.2 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate 2.0 M Ammonium sulfate 0.1 M Sodium citrate 5.6

F2 0.2 M Sodium acetate trihydrate 0.1 M Sodium HEPES 7.5 25 % w/v PEG 3350
F3 0.2 M Ammonium sulfate 20 %w/v PEG 3350
F4 1.0 M Sodium citrate tribasic dihydrate 0.1 M Sodium cacodylate 6.5

F5 0.2 M Ammonium sulfate 0.1 M Bis-Tris 6.5 25 %w/v PEG 3350
F6 0.2 M Ammonium nitrate 20 %w/v PEG 3350
F7 0.2 M Sodium thiocyanate 20 % wv PEG 3350
F& 0.2 M Potassium nitrate 20 %w/v PEG 3350
Fa 0.1 M Sodium HEPES 7.5 20 % w/v PEG 8000
F10 0.2 M Magnesium acetate tetrahydrate 20 % w/v PEG 3350
F11 0.1 M Bis-Tris 6.5 25 % w/v PEG 3350
Fi2 0.02 M Calcium chloride dihydrate 0.1 M Sodium acetate 4.6 30 %vfv MPD

Gl 0.2 M Sodium acetate tri hydrate 0.1 M MES 6.0 20 % w/v PEG BDOO
G2 0.2 M Sodium sulfate 20 % w/v PEG 3350
G3 0.01 M Zinc sulfate heptahydrate 0.1 M MES 6.5 25 %v/v PEG 550 MME
G4 0.2 M Sodium tartrate dibasicdihydrate 20 % w/v PEG 3350
G5 60 %v/v T-matepH7.0
G6 0.5 M Ammonium sulfate 1.0 M Lithium sulfate 0.1 M Sodium citrate 5.6

G7 30 % w/v PEG 1500
G8 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate 0.1 M Tris 8.5 20 % w/v PEG B00OO
G9 0.2 M Ammonium tartrate dibasic 20 % w /v PEG 3350
G10 0.2 M Sodium fluoride 20 % w/v PEG 3350
Gl1 0.2 M Sodium chloride 2.0 M Ammonium sulfate 0.1 M Sodium cacodylate 6.5

G12 0.1 M Sodium chloride 1.6 M Ammonium sulfate 0.1 M Sodium HEPES 7.5

H1 0.2 M Ammonium formate 20 % w /v PEG 3350
H2 0.2 M Lithium citrate tri basic tetrahydrate 20 % w /v PEG 3350
H3 0.2 M Ammonium iodide 20 % w/v PEG 3350
H4 0.2 M Sodium acetate tri hydrate 0.1 M Bis-Tris 6.5 25 % w/v PEG 3350
HS 30 % w/fv PEG 4000
HE 0.1 M Tris 8.5 25 % w/v PEG 3350
H7 0.2 M Ammonium fluoride 20 % w /v PEG 3350
H& 0.1 M Sodium acetate trihydrate 0.1 M Bis-Tris 5.5 17 % w/v PEG 10000
H9 0.2 M Sodium acetate trihydrate 0.1 M Imidazole 8.0 10 % w /v PEG 8000
H10 0.2 M Ammonium sulfate 0.1 M Tris 8.5 25 % w/v PEG 3350
H1l 0.1 M CHES 9.0 20 % w/v PEG 8000
H12 4.3 M Sodium chloride 0.1 M Sodium HEPES 7.5

Obrazek 44: Podminky E1 — H12 obsazeny Vv komerénim kitu SG1-HT96 (Molecular
Dimensions, Sheffield, United Kingdom).



