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1. Uvod

Klistata jsou ektoparaziti savcl, ptaku a plazu, ktefi saji krev. Vzhledem k jejich
obligatnimu parazitismu vyuzivaji pfilezitosti a prenasi celou fadu onemocnéni. PrenaSenymi
patogeny jsou viry, bakterie, ale 1 prvoci, houby a hlistice (Cupp et al., 1991). Modelovy
organismus, pouzity v mé praci — klisté obecné (Ixodes ricinus), ktery je rozsiteny po celé
Evropé, prenasi predevsim virus klistové encefalitidy, z bakterii napt. rody Anaplasma,
Rickettisa, Borrelia (Sprong et al., 2018; de la Fuente et al., 2017).

Proces sani krve klistéte /. ricinus na hostiteli trva nékolik dni, a aby nedoslo
k odmitnuti hostitelem, kli§t€ v mist¢ kousnuti musi piekonat obranné mechanismy
hostitelského organismu. K obrannym mechanismim hostitele se fadi hemostaza, reakce
imunitniho systému a zanétlivé odpovédi, a jejich potlaceni je zajisténo farmakologicky
aktivnimi molekulami vylu€ovanymi slinnymi zldzami klistéte (Anderson & Magnarelli,
2008; Martins et al., 2020). Jednotlivé komponenty slin kli§téte jsou nezbytné pro uspesné
krmeni, protoze diky nim obchazi ¢i blokuji obranné mechanismy hostitele. Dllezitou
skupinou téchto latek jsou inhibitory proteaz, které zpomaluji proteolyzu, ¢imz reguluji
hemostatické dé&je — koagulaci, vazokonstrikci a agregaci krevnich desticek. Mezi hlavni
zastupce se fadi inhibitory s Kunitzovou doménou, serpiny a cystatiny. Posledni dvé
zminované skupiny maji i imunomodulacni u€inky (Chmelaft ef al., 2017). Celkové pochopeni
role proteazovych inhibitorti klistat pti krmeni je podstatné pro objasnéni zpusobu, jakym
klistata prekonavaji obranu hostitele, a k potencialni kontrole téchto molekul (Chudzinski-
Tavassi et al., 2016).

Cilem této prace je funkcni analyza serpini — vubec nejabundantn&jsi skupiny

proteazovych inhibitort.

1.1 Serpiny (serinové proteazové inhibitory)

Serpiny jsou dulezitou proteinovou rodinou (Gettins et al., 2002), s vice nez 18 000
Cleny napfi¢ vSemi fiSemi zivota (zivoCichové, rostliny, houby, protista, archea i houby),
pticemz eukaryotické serpiny jsou podstatné rozsifené€jsi nez prokaryotické (Huntington et al.,
2011; Spence et al., 2021). V lidském téle bylo nalezeno 37 serpinil na desiti chromozomech,
které byly rozdeleny do deviti podskupin na zakladé jejich fylogenetického ptibuzenského
vztahu (Gettins ez al., 2002; Irving et al., 2002; Sanrattana ef al., 2019).



Vzhledem k velikosti skupiny se u serpind objevuje Siroka Skala funkci. VétSina
serpinii inhibuje zastupce ze skupiny chymotrypsinu podobnych, piipadné€ trypsinu
podobnych serinovych protedz (Silverman et al., 2001), ovSem mohou inhibovat i1 jiné
proteazy napt. cysteinové (napf. katepsiny K, L a S, kaspazy). Nekteré serpiny ztratily
inhibi¢ni funkci a funguji jako prenaseCe hormont (napf. globulin vazajici tyroxin),
molekularni chaperony, tumorové supresory (napt. maspin) (Gettins ef al., 2002; Law et al.,
2006; Lucas et al., 2018).

U bezobratlych i u obratlovct zastavaji serpiny klicovou roli v riznych fyziologickych
procesech probihajicich v organismu, predev§im regulacnich. Podili se na srazeni krve a
hemolymfy, fibrinolyze, zanétu, nebo aktivaci komplementu. U bezobratlych maji serpiny roli
v imunoregulaci, vyvoji a regulaci apoptozy. U lidi vedle inhibicni funkce moduluji biologické
procesy jako je krevni tlak nebo transport hormonti (Abbas ez al., 2022; Gettins ef al., 2002;
Huntington et al., 2011).

1.1.1 Struktura serpind

Primarni struktura serpinii zahrnuje okolo 350-500 aminokyselin a molekulova
hmotnost se pohybuje mezi 40-100 kDa (Sanrattana ez al., 2019; Silverman et al., 2001).
Pro spravnou funkci zaujimaji serpiny metastabilni nativni konformaci, ktera se stava
z konzervované tercialni struktury (viz Obr. 1) slozené ze tii B-skladanych listi (A, B a C), 7-
9 a-Sroubovic (A-I) a centralni reaktivni smycky (reactive centre loop — RCL) (Dunstone &
Whisstock, 2011; Rau ez al., 2007). Diky konzervované tercialni struktuie lze poznatky
tykajici se jednoho serpinu vztahnout na ostatni. RCL je tvofena z ~ 17 aminokyselinovych
zbytkl, nachazi se mezi B-skladanymi listy A a C a je orientovana do prostoru nad hlavni
strukturu téla serpinu. RCL interaguje s aktivnim mistem protedzy, rozpoznavaci oblast pro
cilové protedazy je mezi pozicemi P1-P1° RCL (Huntington ef al., 2011; Silverman ef al.,
2001). Serpiny mohou byt post-translacné modifikovany, ¢imz muze byt ovlivnéna jejich
funkce. Mezi tyto modifikace se fadi glykosylace, sulfatace, fosforylace a oxidace (Rau ef al.,

2007).
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Obr. 1: Vlevo: Struktura serpini (Maas a Maat, 2021). Na obrazku je Cervené vyznacena RCL,
ktera vy¢niva do prostoru. B-skladané listy jsou vyznaceny zelen€ a a-helixy bile. Ve vyfezu
vpravo je vyznacena interakce mista P1-P1° RCL s aktivnim mistem proteazy (Song et al.,
2011).

Serpiny se mohou zaujimat rizné konformace. K béznym konformacim se fadi nativni,
casteCné vlozena nativni (Michaelis-Mentelliv komplex), rozstépena a latentni (Dunstone &
Whisstock, 2011; Law et al., 2006; Silverman et al., 2001; Whisstock et al., 1998):

e Nativni konformace neboli S (stressed), neni nejstabilnéj§i konformaci, ale je
metastabilni. RCL sméfuje do prostoru a dochazi k interakci s cilovou proteazou.

V této konformaci jsou serpiny nachylné k mutacim nebo chybnému skladani.

e Michaelis-Menteliv komplex vznika prostfednictvim nekovalentni vazby mezi
aktivnim mistem proteazy a P1-P1° RCL serpinu.

e Rozstépena forma, konformacni prechod znamy jako prechod z S do R (relaxed)
formy, je nejstabilné§i formou, protoze doslo k vyraznému zvyseni tepelné stability.

K vytvoreni dochézi roz§t€penim peptidové vazby P1-P1° a vlozeni celé RCL do B-

listu A.

e Latentni konformace je charakterizovana zasunutim RCL do stfedu B-listu A, a

zaroveil se presune 1 vlakno z B-listu C. Tato konformace je vice stabilni a inhibi¢ni



funkce je vyfazena. Serpiny mohou byt pfevedeny zpét na nativni formu pomoci

denaturace a opétovnym skladanim.

Serpiny mohou zaujimat i abnormalni konformace jako jsou polymery serpinu a &-
formy. Polymery serpinli vznikaji mutacemi, pfi kterych dochazi ke snizeni sekrece serpind.
Tyto dysfunkce serpini mohou vést k patologickym jevim. Mezi onemocnéni se fadi
tromboza v pripadé nedostatku antitrombinu, emfyzém pfi nedostatku ol-anti-trypsinu,
mutace neuroserpinu jsou spojeny s demenci (Gettins ez al., 2002; Huntington et al., 2011; Ye
etal., 2001).

Schopnost serpinti podléhat konformacnim zménam je klicova pro jejich funkci, coz je
zarovel ¢ini nachylnymi k mutacim. Mutace narusuji jejich skladani, spontanni konformacni
zménu, coz muze vést k jejich nedostatku a onemocnéni (Huntington et al., 2011; Law et al.,

2006).

1.1.2 Mechanismus inhibice

Serpiny inhibuji cilové proteazy zvlastnim ireverzibilnim mechanismem, kdy na konci
inhibice jsou proteaza i serpin inaktivovany. Serpiny mohou inhibovat vice proteaz. Inhibicni
mechanismus 1ze rozdélit na dva kroky. Nejprve serpiny napodobu;ji strukturu substratu pro
proteazu, aktivni misto protedzy rozpozna mista P1-P1° serpinu a navaze se za vzniku
nekovalentniho komplexu (Michaelis-Menteliv komplex). Po navazani je vazba P1-P1°
nejprve enzymaticky St€pena proteazou, nasledne dojde k vytvoreni kovalentni esterové vazby
mezi aktivnim mistem serinové proteazy a P1 pozici uhlovodikového fetézce RCL, zaroven
dochazi k rozstépeni vlakna v pozici P1-P1°. Nasleduje konformacni zména, ktera zabraiuje
proteaze dokoncit katalyzu. RCL je pomalu vsouvana mezi vlakna B-listu A jako novy dalsi
fetézec tohoto P-listu, zaroven se presouva i kovalentné€ navazana proteaza na opacnou stranu
serpinu. Kompletnim presunem RCL mezi vlakna B-listu A se proteaza premisti o vice nez
70 A a jeji aktivni misto se poskodi. Pokud je vlozeni RCL do B-listu A dostate¢n& rychlé
dojde k vytvoreni kovalentniho komplexu, v opaéném piipadé€ je serpin spotiebovan jako
substrat protedzy a uvolnén ve své neaktivni rozstépené formé (viz Obr. 2). Mechanismus
inhibice serpint je velice ucinny, ale vyzaduje, aby se v organismus vyskytovalo velké
mnozstvi molekul inhibitoru. Inhibiéni G¢innost serpind lze regulovat pomoci kofaktora (napf.
antitrombin lze ovlivnit heparinem pii jeho inhibici trombinu) (Huntington ef a/., 2011; Lucas

etal., 2018; Silverman et al., 2001).
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Obr. 2: Inhibi¢ni nebo alternativni mechanismy interakce serpin — protedza. A: nativni
konformace serpinu s exponovanou RCL jako ,substrat“ pro cilovou proteazu. B: cilova
proteaza se vaze na misto P1 umisténé na RCL a vytvaii nekovalentni Michaelis-Menteltv
komplex. C: cilova proteaza stépi cilovou §tépnou vazbu a vyvolava dramaticky konformacni
presun serpinu, coz vede k vytvoreni kovalentniho komplexu serpin — proteaza, kde je RCL
zaClenéna mezi B-listy A a dochazi k inaktivaci cilové proteazy. D: vlozeni RCL do B-listu A
neni dostate¢né rychlé a protedza unika konformacéni zméné€. Vznikne neaktivni rozst€peny
serpin a volna aktivni proteaza (Kelly-Robinson ef al., 2021).

1.2 Serpiny u klist'at

Serpiny byly identifikovany v riznych organismech, a to i u klistat. U Amblyomma
americanum bylo v transkriptomu nalezeno 33 serpint (Porter ef al., 2015), u Haemaphysalis
longicornis 4 serpiny ve slinach nymf a dospélych samic (Tirloni ez al., 2015), u I. ricinus 36
serpind na zaklade transkriptomickych dat (Kotal ef al., 2021), v genomu Ixodes scapularis
45 serpinll (Mulenga et al., 2009), v transkriptomu slinnych zlaz samcti a samic Rhipicephalus
appendiculatus béhem sani krve 17 serpint (de Castro et al., 2016), u Rhipicephalus microplus
22 serpint (Tirloni et al., 2014). Nejnoveji v genomu klistéte /. ricinus bylo nalezeno
80 serpind, z nichz nékteré jsou pravdépodobné pseudogeny (de Araujo et al., 2024). Klistéci

serpiny hraji roli ve fyziologii kliStéte 1 pfi interakci hostitel-klisté.

1.2.1 Role serpinti ve fyziologii klistéte
Ve fyziologii kli§t'at maji serpiny biologicky vyznam v procesech jako je krmeni krvi,

koagulace hemolymfy ¢i kladeni vajicek, coz je podlozeno jejich expresi v riznych



vyvojovych stadiich a tkéanich klistéte (Abbas ef al., 2022). Napf. serpinovy gen RHS8 u
Rhipicephalis haemaphysaloides je exprimovan ve vSech stadiich, ale hladiny mRNA jsou
vyssi u larev a nymf (Xu et al., 2020; Yu ef al., 2013). U R. microplus je 16 z 18 serpinu
exprimovano ve vSech tkanich, ale mnozstvi serpind se napfi¢ tkanémi lisi (Tirloni et al.,
2014).

Role serpint pfi sani krve spo€iva v tom, Ze umoziuji ptijem krve, dale udrzuji krev
v tekutém stavu v mist€ sani i po poziti ve streve klistéte (Tirloni ez al., 2014). K traveni krve
dochéazi v lumenu stfeva, kdy nejprve dochézi k lyze krevnich bunék, nasledné k traveni
bilkovin, hemoglobinu a dalSich krevnich slozek (Sojka et al., 2013).

Koagulace hemolymfy je dilezitym obrannym mechanismem klistéte, ktery snizuje
ztraty hemolymfy a blokuje vstup do rany, ¢imz zabranuje vstupu patogent a infekci/smrti
klistéte (Abbas et al., 2022). Hemolymfa se sklada z hemocytu (cirkulujicich buné€k) a plazmy,
a praveé v hemocytech jsou serpiny produkovany (Kotsyfakis ez al., 2015). V hemolymfé téz
dochazi k procestim vrozené imunity, a tim pfispivaji k ochrané klistéte pfed patogeny (Abbas
etal., 2022).

Dalsi role serpinti ve fyziologii klistat je pii kladeni vajiek. S dal§imi proteiny jako
je vitellogenin nebo lipoforin se podili na rozmnozovani. Téz jsou vysoce exprimovany ve
vajickach a larvach (Abbas ef al, 2022). Napif. serpiny RmS-6, RmS-19 a RmS-20

z R. microplus hraji roli pfi embryogenezi a vitellogenezi (Rodriguez-Valle ef al., 2015).

1.2.2 Role serpint pii interakci klisté-hostitel
Klistéci sliny obsahuji fadu komplexnich imunomodulacnich latek, které maji vyznam
pro uspésné prisati klistéte na hostitele. Serpiny jako soucast klistécich slin se zamétuji na

hemostazu, vrozenou a ziskanou imunitu hostitele (Kotal ef al., 2015; Tirloni ef al., 2014).

1.2.2.1 Hemostaza

Prvnim obrannym mechanismem hostitele na zranéni je hemostaza, ktera zabraruje
ztratam krve. Proces hemostazy se sklada z koagulace plazmy, ktera reaguje na poskozeny
epitel aktivaci vnéjSich koagulacnich drah a produkci tkanového faktoru epitelovymi burikami.
Dal§i soucasti je agregace destiCek, které se na sebe shlukuji pomoci aktivovanych
adhezivnich molekul, jako jsou kolagen nebo fibronektin a zaroven jsou uvoliiovany
prozanétlivé mediatory. Tretim hemostatickym mechanismem je vazokonstrikce, ktera je

zprostredkovana hladkou svalovinou a fizena cévnim endotelem (Abbas et al., 2022; Chmelar



et al., 2011; LaPelusa et al., 2024; Pekarikova et al., 2015). Klistéci slinné sekrety obsahuji
vazodilatory, inhibitory aktivace krevnich desti¢ek a modulatory koagulace, ¢imz udrzuji krev
v tekutém stavu a brani uzavieni zranéni (Francischetti ez al., 2010).

Na zastaveni koagulace se podili fada molekul, které klist'ata vyvinula a které vsttikuji
do hostitele prostfednictvim slin. Srazeni krve je kaskadovity proces, ktery je aktiva¢né zavisly
na serinovych proteazach, a pravé proto jsou inhibitory serinovych protedz hlavnimi
regulacnimi faktory (Abbas ef al., 2022; Chmelar ez al., 2012). Klistéci serpiny fidi rovnovahu
mezi aktivnim a neaktivnim trombinem, ktery je hlavnim koagulacnim enzymem a katalyzuje
pfeménu fibrinogenu na fibrin (Abbas et al., 2022).

Agregace krevnich desticek je vicestupniovy adhezivni proces, na némz se podili
nékolik receptort a adhezivnich molekul (zejména integriny), a pii kterém dochazi k tvorbé
hemostatické zatky. Nekteré serinové proteazy jako je katepsin G nebo trombin spoustéji
agregaci trombocytt (Abbas ef al., 2022; Jackson, 2007; Li et al., 2012). U serpinu IRS-2
z I. ricinus bylo prokazano, ze snizuje enzymatickou aktivitu katepsinu G a trombinu, zaroven
v in vitro experimentu inhiboval agregaci trombocytt vyvolanou témito dvéma serinovymi

proteazami (Chmelar ef al., 2011).

1.2.2.2 Vrozena imunita

Imunitni odpovéd’ hostitele je vyvolana pfi poranéni hypostomem klistéte, pfi kterém
zaroven muze dochazet k pfenosu patogenti. Do mista poranéni migruji buriky vrozené
imunity jako jsou neutrofily a monocyty, které jsou aktivované chemokiny a cytokiny.

Na zesileni zanétlivé reakci se podili aktivovany komplement. Funkci komplementu u
obratlovcu je zvySeni fagocytozy, podpora zanétu a piimé napadani bunécné membrany
patogent (Cagliani et al., 2016). Ve slinach klistat jsou proteiny s anti-komplementovou
aktivitou, ktera byla objevena napf. u klistéte /. ricinus, konkrétné u dvou proteint Iripin-5 a
Iripin-8. Inhibicni aktivita Iripinu-5 je zavisla na jeho davce. Pii inkubaci erytrocytd se
zvySujicimi koncentracemi Iripinu-5 doSlo k jejich lyze. Serpin Iripin-8 vykazuje stejny
systém inhibice, ale jeho anti-komplementova aktivita je oproti Iripinu-5 nizsi. Serpiny se
mohou podilet na inhibici komplementu jiz pfi pfichyceni na hostitele (Kasc¢akova et al., 2021,
Kotal et al., 2021).

Serpiny v lidském séru maji protizanétlivy ucinek. Je to dano faktem, ze nejvice
zastoupenym serpinem v lidském séru je a-1-antitrypsin, ktery ptisobi hlavné proti neutrofilni

elastaze. Dal§im hojné zastoupenym serpinem v lidském séru, ktery ma protizanétlivé ucinky,



je antichymotrypsin. Serpiny ze slin klistéte vykazuji protizanétlivou aktivitu, jak v pokusech
in vivo, tak in vitro. Jejich inhibi¢ni specifita je vuci prozanétlivym proteazam jako je
neutrofilni elastaza, katepsin G, plazmin nebo chymaza (Mangan et al., 2008; Yaron et al.,
2021). Plazmin mimo své funkce v hemostaze (pfedevsim pfi fibrinolyze), hraje roli 1 pfi
rozvoji zanétlivé reakci, pii které produkuje zanétlivé cytokiny, reguluje chemotaxi monocyta
a dendritickych bunék a piitahuje neutrofily do mista zanétu. Inhibice plazminu u klistécich
serpind byla prokazana, ale vztah mezi inhibici a protizanétlivym tGc¢inkem nebyl prokazan.
Serpiny AamS6, AAS19 a AAS27 z A. americanum vykazuji antiplasminovou aktivitu. Mezi
klistécimi serpiny z /. ricinus mél nejvyssi inhibici Iripin-8, ale v dal§ich experimentech
al., 2012; Tirloni et al., 2019). Mezi dalsi serinové proteazy, na které mifi klist'ata, patii
neutrofilni elastdza, ktera zabiji bakterie a aktivuje zanétlivé mediatory (Prevot ef al., 2006).
Serpin Iripin-5 z . ricinus inhibuje neutrofilni elastazu, ¢imz ovliviiuje migraci neutrofild,
dale prokazuje dalsi protizanétlivé ucinky tim, ze snizuje produkci oxidu dusnatého makrofagy
(Kasgakova et al., 2021). Zirné butiky zastavaji mnoho funkci, mezi né se fadi i regulace
zanétu, ve své cytoplazmé obsahuji velkd granula obsahujici zanétlivé mediatory (napf.
histamin, heparin, cytokiny, neutralni protedzy — chymaza, tryptdza) (Moon ef al., 2014).
V obrané hostitele proti pfisati klistéte hraji roli 1 proteazy katepsin G a chymaza, které jsou
produkovany aktivovanymi zirnymi buiikami a podileji se na zanétlivé odpovédi (Zarbock et
al., 2007). Chymaza zirnych bunek ovliviiuje zan€t na neékolika urovnich: §tépi prozanétlivé
cytokiny/chemokiny, aktivuje proteazu aktivovaného receptoru 2, degraduje kontakt
endotelovych bunék, aktivuje eozinofily/neutrofily (Pejler ef al., 2010). Serpin IRS-2
z I ricinus inhibuje chymazu, a tim ovliviiuje zanétlivou odpovéd hostitele (Abbas et al.,
2022; Palenikova et al., 2015). Cytokiny se podileji na komunikaci mezi imunitnimi buiikami
hostitele, a pravé na produkci cytokint se zamétuji 1 klistéci serpiny, kdy vétsinou moduluji
serpini HISerpin-a a HlSerpin-b z H. longicornis ukazala, ze potlacuji expresi prozanétlivych
TNF-a, IL-6 a IL-1. Této skute¢nosti bylo dosazeno v pokusu s makrofagy a dendritickymi
bunkami z kostni dfené€, které byly inkubovany se zminénymi serpiny a indukovany LPS

(Wang et al., 2020).



1.2.23 Ziskana imunita

Klistata Ixodidae saji krev n€kolik dni, a tak k rozvinuti adaptivni imunity hostitele
dochazi az v pozdé&jsi fazi sani klistéte. Ziskana imunita se rozviji jak humoralni, tak bunécna
a pfi primarni i opakované expozici. Dochazi k uvoliovani celé fady cytokinli a vznikaji
zanétlivé reakce zprostfedkované Th1 buiikami, které jsou pro klistat §kodlivé. OvSem 1 na
tyto obranné mechanismy hostitele se kli§tat pfizptsobila a ve svych slinach maji
farmakologicky aktivni molekuly, které jim pomahaji bojovat proti hostiteli (Abbas ez al.,
2022).

Nekteré klistéci serpiny moduluji predevsim proliferaci, prezivani a diferenciaci CD4+
T-lymfocytd, ale i produkci nékolika cytokind. Studie Iripinu-3 z I ricinus ukazala, ze ma
imunomodulacni a antihemostatické vlastnosti. Iripin-3 narusuje pfezivani a proliferaci CD4+
T-lymfocytd, potlacuje diferenciaci pomocnych T-lymfocytd na Th1 lymfocyty. Pfi stimulaci
LPS makrofagl z kostni dfen¢ snizuje produkci IL-6 (Chlastakova et al., 2021). U serpinu Iris
cytokint IFN-y, IL-6, TNF-a a IL-8 (Leboulle ez al., 2002).

Dalsimi burikami, které hraji roli v adaptivni imunité, jsou dendritické buriky tim, ze
ovlivilyji smér imunitni odpoveédi. Serpin RHS-2 z R. haemaphysaloides blokuje diferenciaci
bunék kostni dfené na dendritické buriky, zrani dendritickych bunék, expresi CD80, CD86 a
MHC-II, a také diferenciaci Th lymfocyta (Xu ef al., 2019).

Dalsimi biologickymi rolemi aktivovanych bunék je produkce cytokind, proliferace a
chemotaxe (Moro-Garcia et al., 2018; Zhang et al., 2020). Byla provedena studie u serpint
RmS-3, RmS-6 a RmS-17 z R microplus, které snizuji metabolickou aktivitu splenocytl a
produkci cytokinu IFN-y (Coutinho et al., 2020).

1.2.3 Iripin-5

Ze studie Iripinu-5 (I ricinus serpin-5) bylo zjisténo, ze je serpinem vysoce
exprimovanym ve slinnych zlazach klistéte obecného. Jeho exprese se zvySuje pii krmeni krvi
na hostiteli. Iripin-5 ma velikost 43,62 kDa a jeho izoelektricky bod 5,63. Posledni viditelnym
zbytkem v RCL neboli v misté P1 ma arginin (Arg342). Na zakladé toho byl mél cilit inhibici
na proteazy podobné trypsinu, ale nejvyssi inhibicni ucinek Iripin-5 vykazoval proti lidské
neutrofilni elastaze a proteinaze 3. Rozst€pena forma Iripinu-5 je zachycena na Obr. 3. Iripin-

-----

dusnatého makrofagy a modifikuje funkce komplementu (Kas¢akova et al., 2021).



90°

*

Obr. 3: Rozstépena forma Iripinu-5 (Kascakova er al., 2021). Modfe jsou vyznaceny [3-
skladané listy A, purpurové B-skladané listy B a fialoveé B-skladané listy C. Vlozena RCL je
zvyraznéna ruzove. Misto, kde doslo ke Sté€peni s proteazou je oznaceno Cernymi hvézdickami.

V predlozené praci byla ovéfovana funkcnost noveé vyrobeného rekombinantniho

serpinu Iripin-5, ktery je dale funk¢éné charakterizovan.
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2. Cile prace

e Zaklonovat serpin Iripin-5 do vektoru pET-19b.

e Vyrobit rekombinantni Iripin-5 v bakterialnim expresnim systému a precistit pomoci
chromatografickych metod.

e Ovéfit biochemicky inhibi¢ni aktivitu a otestovat biologickou aktivitu na bunécnych

kulturach.
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3. Material a metody

3.1 Seznam chemikalii a kitu pouzitych v jednotlivych metodach, sloZeni
pufri a gelu

Tab. I: Seznam chemikalii pouzitych béhem jednotlivych metod.

Nazev chemikalie DalSi informace (vyrobce, katalogové
¢islo)
Restrikce
Restrikéni enzym FastDigest Ndel ThermoFisher, FD0584
Restrikéni enzym FastDigest Xhol ThermoFisher, FD0694
Pufr 10x FastDigest Green buffer ThermoFisher, B72
Voda bez nukleaz ThermoFisher, RO581
DNA: vektor (pET19b), inzert (Iripin-5)
Alkalicka fosfataza FastAP ThermoFisher, EF0651

Marker GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder | ThermoFisher, SM0321
Marker GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder | ThermoFisher, SM1331

Ligace
T4 DNA ligaza NE BioLabs, M0202S
T4 DNA liga¢ni pufr (10x) NE BioLabs, B0202A
Nastépeny vektor a inzert
Voda bez nukleaz ThermoFisher, RO581

Transformace do kompetentnich bunék

One Shot TOP10 Chemically Competent ThermoFisher, C404003
E. coli pro namnozeni plazmidu s inzertem

One Shot BL21(DE3) pro expresi proteinu | ThermoFisher, C600003

Zasobni plazmid s inzertem pET-19b s Iripin-5

S.0.C médium 2% bacto-trypton, 0,5% bacto-yeast extract,
0,05% NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl,,
10 mM MgSOs4, 20 mM glukéza, pH 7,0;

sterilni
LB médium Sigma-Aldrich (Merck), L2897-250 (35 g
v 11H20)
Ampicilin Zasobni roztok: 50 mg/ml v H,O
Voda bez nukleaz ThermoFisher, RO581
Colony PCR

12



PCR master mix (2x)

ThermoFisher, KO171

T7 FWD primer (10 uM)

Generi Biotech, 1000-020

T7 REV primer (10 uM)

Generi Biotech, 1000-020

DNA

Voda bez nukleaz

ThermoFisher, RO581

LB médium Viz transformace do kompetentnich bunék
Ampicilin Zasobni roztok: 50 mg/ml v H,O
Pilotni exprese

OmniPur IPTG Calbiochem, 5815-25GM
LB médium Viz transformace do kompetentnich bunék
Ampicilin Zasobni roztok: 50 mg/ml v H,O

Priprava vzorki na SDS-PAGE
PBS Biosera, LM-S2043/500 (100 ml PBS + 900

ml H,0)

RIPA filt. pufr

50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl, 1 %
Triton X-100, 0,5 % deoxycholat sodny,
0,1 % SDS, 10mM NaF, dH.0

Laemmli pufr (4x)

Bio-Rad, 1610747

2 — Merkaptoetanol

Serva, 28625

SDS-PAGE

Polyakrylamidovy gel (12,5 %)

Slozeni viz Tab. 111

5x ELFO pufr 15,1 g Tris, 72 g glycin, 5 g SDS do 1000 ml
HO
Ix ELFO 5x ELFO pufr 5x zifedény v dH,O

PageRuler Prestained Protein Ladder

ThermoFisher, 26616

Coomassie Brilliant Blue R-250 barvici
roztok

Bio-Rad, 161-0436

Odbarvovaci roztok

10 % kyselina octova, 20 % methanol, do 11
dH,O

dH,O

Western blot

Material pro ptipravu vzorki a SDS-PAGE

Viz ptiprava vzorkli a SDS-PAGE

PVDF membrana

ThermoFisher, #88518

10x transferovy pufr

25 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1 % SDS,
dH,O

Ix transferovy pufr

100 ml 10x transferovy pufr, 200 ml
metanolu, 700 ml H,O
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Metanol

Penta, 21210-11000

TBS-T

1x TBS, 0,1% Tween

5 % odtuénéné mléko v TBS-T

Priméarni  protilatka anti-

polyhistidine)

(monoclonal

Sigma-Aldrich, H1029

Sekundarni protilatka (Goat anti-mouse IgG)

ThermoFisher, G-21040

Detekéni roztok

Advansta, K-12042-D20

Exprese ve ve

Ikém méritku

LB médium Viz transformace do kompetentnich bunék
Ampicilin Zasobni roztok: 50 mg/ml v H,O
OmniPur IPTG Calbiochem, 5815-25GM

Afinitni chromatografie

Kolona HisTrap HP (5 ml)

Cytiva, 71-5027-68 AK

Ekvilibracni pufr

20 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, pH 8
(prefiltrovany a degasovany)

Elucni pufr

20 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 500 mM
imidazol, pH 8 (prefiltrovany a degasovany)

Mili-Q voda

Iontové vyménna chromatografie

Kolona HiTrap Q HP

Cytiva, 71-7149-00 AP

Ekvilibracni pufr

20 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, pH 8

Elucni pufr

20 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, pH 8

Gelova chromatografie

Kolona Superdex75 10/300

Cytiva, 29163059 AC

Pufr 20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 8
Ovéreni biochemické aktivity Iripinu-5

Iripin-5 Koncentrace 3 mg/ml

Trypsin Sigma-Aldrich, T4799-5G

Substrat Sigma-Aldrich, B2133-5MG

Pufr 20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 0,01 %

Triton X-100, pH 7,4

Stanoveni produkce oxidu dusnatého makrofagy

Kompletni médium

RPMI 1640 + 10 % BOFES + 1% ATB +
1%L-GL + 0,1 % ME

Trypanova modf

Iripin-5

Koncentrace 3 mg/ml
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Iripin-5 11

Koncentrace 58,3 uM

LPS (zé&sobni roztok 10 pg/ml)

Sigma-Aldrich, 1.2018

IFN-y (zasobni roztok 100 pg/ml)

ThermoFisher, PMC4031

Griessova reagens

1 % sulfanalamid v 30 % kyseliné octové,

0,1 % N(1-naphtyl) ethylendiamin
dihydrochlorid 60 % kyselin€ octové

0,1 mM NaNO;

Detekce prezivani bunék pomoci alamarBlue

Médium DMEM (hg) + 10 % BOFES + 1% GL +
1 % ATB

Trypsin Sigma-Aldrich, T4799-5G

PBS Viz ptiprava vzorkli na SDS-PAGE

Iripin-5 Koncentrace 3 mg/ml

BSA (zasobni roztok 30 pM, rozpustén
v dH,0)

Biowest, PAOOO5SR036

alamarBlue Cell Viability Reagent

Invitrogen, DAL1025

Migrace neutrofilu

RPMI 1640 Biosera, LM-R1638/500
0,84% NH4Cl v H,O
MACS pufr 2 mM EDTA v PBS + 2 % BOFES

Neutrophil Biotin Antibody cocktail

Miltenyi Biotec, 130-097-658

Anti-Biotin Microbread

Miltenyi Biotec, 130-097-658

Médium: RPMI 1640 + 10 % BOFES

Médium: RPMI 1640 + 0,5 % BSA

fMLP

Sigma-Aldrich, £3506-5MG

Iripin-5 Koncentrace 3 mg/ml
Proliferace T — lymfocytu
Kompletni RPMI médium RPMI 1640 + 10 % BOFES + 1% ATB +

1%L-GL + 0,1 % ME

0,84% NH4Cl v H,O

CellTrace Violet Cell Proliferation kit

Invitrogen, C34557

PBS

Viz ptiprava vzorkli na SDS-PAGE

BSA Biowest, PAOOO5SR036 (2 mg doplnéno na 1
ml RPMI)
Iripin-5 Koncentrace 3 mg/ml

Protilatka anti-CD3

Biolegend, 100340
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Protilatka anti-CD28

Biolegend, 122022

FACS pufr

1% BSA+ 1 mM EDTA + PBS

Protilatka anti-mouse CD3 FITC

Invitrogen, 11-0031-82

Protilatka anti-mouse CD4 PE

Invitrogen, 12-0041-82

Protilatka anti-mouse CD8 PE-Cy7

Invitrogen, 25-0081-82

Tab. I1: Seznam kitd pouzitych v jednotlivych metodach.

Nazev kitu

Dalsi informace (vyrobce, katalogové
¢islo)

Nucleospin Gel and PCR Clean-up

Macherey-Nagel, 740410-50

Nucleospin Plasmid

Macherey-Nagel, 740588-250

ToxinEraser Endotoxin Removal Kit

GenScript, LO0338

Neutrophil Isolation Kit

Miltenyi Biotec, 130-097-658

CellTrace Violet Cell Proliferation kit

Invitrogen, C34557

Tab. III: Slozeni agar6zového a poylakrylamidového gelu.

Slozeni agarézového gelu (1%)

Agaroza (Life technologies, 15510-027)

0,7¢

TAE pufr (40 mM Tris, 200 mM kyselina
octova, 10 mM EDTA)

70 ml

SYBR Safe DNA gel stain (ThemoFisher,
S33102)

7

Slozeni polyakrylamidového gelu (12,5 %)

Separacni gel

Chemikalie Objem
dH,0 2,075 ml
40 % acryl/bisakrylamid (ThermoFisher, | 1,575 ml
163079)
4x (1,5 M) Tris-HCI, pH 8,8 125 ml
TCE (2, 2, 2, - trichloretanol), (Sigma- | 25 ul
Aldrich, T54801-100G)
10 % SDS 50 pl
TEMED (VWR, 0761-100 ml) S5ul
10 % APS (Sigma-Aldrich, 7727-54-0) 50 wl

Isopropanol

500 pl pro vyrovnani

Zaostfovaci gel
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Chemikalie Objem

dH,0 1,45 ml
40 % acryl/bisakrylamid (ThermoFisher, | 250 pl
163079)

4x (1,5 M) Tris-HCI, pH 6,8 250 pl

TCE (2, 2, 2, - trichloretanol), (Sigma- | 10 ul
Aldrich, T54801-100G)

10 % SDS 20 ul
TEMED (VWR, 0761-100 ml) 2ul
10 % APS (Sigma-Aldrich, 7727-54-0) 20 ul

3.2 Bunécné linie

V ramci diplomové prace byly pouzity dveé razné bunécné linie (IC-21, HeLa CCL-2).
Bunécna linie IC-21 byla kultivovana pfi 37 °C v médiu RPMI 1640 + 10 % bovinni hovézi
sérum (BOFES) + 1% smés antibiotik (ATB) + 1% L-glutamin (L-GL) + 50 mM 2-
merkaptoetanol (ME). Bunécna linie HeLa CCL-2 byla kultivovana pii 37 °C s 5 % CO2
v médiu DMEM (hg) + 10 % BOFES + 2 mM L-GL + 1 % smés ATB.

Linie IC-21 je makrofagovou myS$i bunécnou linii, kterd vznikla transformaci
peritonealnich makrofagi mysi kmene C57BL/6 pomoci viru SV40 (simian virus 40).

Linie HeLa CCI-2 jsou prvni nesmrtelné lidské buriky, které byly vyizolované od

pacientky s karcinomem delozniho Cipku.

3.3 Mysi

Pii pokusech byly k izolaci bunék pouzity 6 a 23 tydnua staré inbredni mysi kmene
CS57BL/6N (Velaz s.r.0). Mysi byly chovany za standardnich podminek ve zvéfinci na Katedie
medicinské biologie JihoCeské univerzity v klecich s HEPA filtry udrzujicich prosttedi prosté

specifickych patogenu (SPF).

3.4 Klonovani

3.4.1 Vektor pET-19b
Pro zaklonovani Iripinu-5 byl vyuzit plazmid pET-19b (Obr. 4). Vektor nese rezistenci

na antibiotikum ampicilin a obsahuje S$tépna mista pro restrikéni enzymy Xhol a Ndel.

Soucasti pET-19b je polyhistidinova znacka obsahujici deset po sobé jdoucich histiding, ktera
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byla vyuzita pii prvotnim precisténim (pomoci afinitni chromatografie) rekombinantniho
proteinu Iripin-5.

PET-19b seq landmarks Bpu1102 1(267)

T7 promoter 472-488 %lgﬁ(;(f)ﬂs) pBamH 1(319)

T7 transcription start 471 Aat 11(5644) Hind 111(29) &(gg Il((ggf))

His*Tag coding sequence  366-395 Ssp 1(5526) Nco 1(398)

Multiple cloning sites Sca 1(5202) - Xtégll(l‘lt(?;?a)
(Ndel-BamH ) 319-335 Pvu 1(5092) SgrA I(544)

T7 (GI‘II)I'IIZIIOI' 213—259 Pst 1(4967) Sph 1(700)
lacl coding sequence 875-1954 EcoN 1(760)
pBR322 origin 3891

bla coding sequence 4652-5509 Bsa l4783) Drd 11(948)
Eam1105 1(4722)

Miu I(1225)
Bcl 1(1239)

BstE 11(1406)
AlwN [(4245) pET-1 9b Bmg I(1434)
(5717bp) Apa 1(1436)

(bS61-g/8) 108

BssH 11(1636)
Hpa 1(1731)

\\6%%\ ¥

BspLU11 1(3829) BsaX 1(1884)
Sap 1(3713)
Bst1107 1(3600)
Acc 1(3599)
BsaA 1(3581)
Tth111 1(3574)

PshA 1(2070)

Eag 1(2293)
Nru 1(2328)
— BspM 1(2408)
Bsm 1(2713)

Bpu10 1(2935) Msc 1(2800)

Obr. 4: Schématické vyobrazeni vektoru pET-19b (Novagen, 2022).

3.4.2 Restrik¢ni Stépeni

Iripin-5 byl dodan v plazmidu pET-17b a byl vySstipnut v restrikénich mistech Xhol a
Ndel pomoci restrikénich enzymt Xhol a Ndel. Restrik¢ni reakce byla provedena i pro cilovy

vektor pET-19b, zde byly také vyuzity restrikéni mista Xhol a Ndel a tomu pfislusné restrik¢ni
enzymy. Restrik¢ni reakce byla pfipravena dle Tab. IV.

Tab. IV: Slozeni restrikéni reak¢ni smési (pro inzert 1 vektor).

Chemikalie Objem
DNA*

takovy objem, aby byl v reakci 1 ug
pufr 10x Green Buffer | 2 ul

Xhol 1ul
Ndel 1l
voda bez nukleaz doplnit do 20 pl
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*pro restrik¢ni reakci byla pouzita kodujici DNA pro Iripin-5 o koncentraci 375 pg/ml
a vektor pET-19b o koncentraci 936 pg/ml

Restrikéni reakéni smés byla namichana ve 200 pl zkumavkach zvlast’ pro inzert a
vektor. K restrikénimu $tépeni doslo b&€hem inkubace v PCR cycleru 5 minut / 37 °C.
Restrikéni enzymy byly inaktivovany inkubaci 5 minut / 80 °C. Po inaktivaci byl do reakéni
smési vektoru pfidan 1 ul alkalické fosfatazy, aby doslo k zabranéni recirkulace vektoru
behem ligace (viz kapitola 3.2.3). Alkalicka fosfataza s plazmidem byla inkubovana 10 minut
/37 °C, alkalicka fosfataza byla deaktivovana inkubaci 5 minut / 75 °C.

Po restrikci byl k vzorkl pfidan vzorkovy pufr (Loading dye 6x) => k vzorkiim byly
napipetovany 4 ul a byly zanalyzovany pomoci elektroforézy na 1% agardézovém gelu
(nastaveni programu: 100 mA, 100-150 V, 30-45 minut). Do prvni a do posledni jamky byly
napipetovany 2 pl markeru (viz Obr. 5 — GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, GeneRuler 1 kb
Plus DNA Ladder). Gel byl po elektroforéze vyfocen pod UV filtrem (Alliance 4.7, UVlItec
Cambridge), prouzky vektoru (4000 bp) a inzertu (cca 1200 bp) byly z gelu vyfiznuty a
precistény pomoci kitu Nucleospin Gel and PCR Clean-up dle navodu a vyeluovany do 30 pul
vody bez nukleaz. Koncentrace byla zméfena na spektrofotometru (NanoPhotometer P330,

Implen).

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
bp Nng/0.5 pg %

bp ng/0.5 pg %

20000 20
/ 10000 20
7/ 7000 20

5000 75
4000 20
— 3000 20
— 2000 20
—1500 80 1

ey

oo O O e A S s bSnN

@
3
<4
s
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0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTBE, 5V/cm, 1 h

5% polyacrylamide
1% agarose

0.5 pg/lane, 20 cm length gel, 0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 8 V/em, 3 1XTAE, 7 V/cm, 45 min

Obr. S: Schématické zobrazeni markerti. Vlevo: GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder
(ThermoFisher, 2024). Vpravo: GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (ThermoFisher, 2024).
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3.4.3 Ligace

Po restrikénim S§tépeni byl naStipnuty inzert Iripin-5 spolu s vektorem pET-19b
zligovan. Ligac¢ni reakce byla pfipravena podle protokolu vyrobce, kdy byl do reakce piidan
inzert a vektor v poméru 3:1. Na zakladé koncentrace a velikosti inzertu 1 vektoru bylo
vypocteno jejich potfebné mnozstvi vstupujici do reakce pomoci online kalkulacky
NEBioCalculator (New England Biolabs, 2022).

Byla pfipravena ligacni reakce o objemu 20 ul dle Tab. V.

Tab. V: Slozeni liga¢ni reakcni smési.

Chemikalie Objem
T4 ligase buffer 2 ul

vektor (pET-19b o koncentraci 30 ng/ul a | 1,67 ul
velikosti 5700 bp)

inzert (Iripin-5 o koncentraci 27 ng/ul a | 1,2 pl
velikosti 1200 bp)

T4 ligaza 1 ul

voda bez nukledz doplnit do 20 pl

Liga¢ni smés byla inkubovana ptes noc v PCR cycleru ptfi 16 °C, poté byla ligaza
inaktivovana inkubaci v PCR cycleru 10 minut / 65 °C. Po inaktivaci byla reakce pfenesena

na led a byla provedena transformace do bun¢k TOP10.

3.4.4 Transformace do kompetentnich bun¢k

Transformace byla provedena podle protokolu kompetentnich bunék One Shot TOP10.
Nejprve byly buiiky rozmrazeny na ledu. K 25 ul bunék bylo piidano 5 pl ligacni reakce,
zkumavka byla lehce promichéna lehkym poklepanim. Vzorek byl inkubovan na ledu
30 minut. Teplotni Sok byl proveden na 30 sekund ve vodni lazni o teploté 42 °C. Vzorek byl
vracen zpét na led a bylo k nému napipetovano 250 ul predehratého S.0.C média. Zkumavka
byla umisténa do tfepaciho inkubatoru na 225 rpm / 1 hodinu / 37 °C.

Dveé LB agarové plotny s ampicilinem (finalni koncentrace 50 pg/ml) byly predehtaty
na 37 °C. Na jednu plotnu bylo rozetfeno 50 pl bunééné suspenze a zbytek bunécné suspenze

byl rozetfen na druhou plotnu. Obé plotny byly inkubovany pies noc /37 °C.
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3.4.5 Colony PCR
Bylo ptipraveno a ocislovano 16 zkumavek (o objemu 200 ul), do kterych bylo

napipetovano 20 pl vody bez nukledz. Na novou plotnu s LB agarem a ampicilinem byla
nakreslena mfizka a jednotliva policka byla ocislovana, také narostlé kolonie byly oCislovany.
Nasledné byla $pickou vypichnuta samostatna ocislovana kolonie, kterd nasledné byla
prenesena do pfipravené zkumavky s 20 ul vody bez nukleaz, a poté byl udélan kiizek
v policku nové plotny s mfizkou. Negativni kontrola byla pfipravena tak, ze §pickou bylo
vybrano misto na plotné bez kolonii. Plotna s prekiizkovanymi koloniemi byla déna do
inkubatoru pres noc /37 °C. Nasledujici den byly plotny s vyrostlymi koloniemi preneseny do
lednice.

Byla namichana colony PCR reakce (viz Tab. VI) o celkovém objemu 20 pl.
Pro colony PCR byly vyuzity T7 (FWD a REV) primery. T7 FWD primer ve své sekvenci
obsahuje S$tépné misto pro restrikéni enzym Ndel a T7 REV primer $tépné misto pro Xhol.
Tato St€pna mista byla vyuzita pro ovéfeni pritomnosti Iripinu-5 ve vektoru pET-19b.

Tab. VI: Slozeni colony PCR reakce.

Chemikalie Objem
master mix 10 wl
T7 FWD primer (10 uM) | 1 ul
T7 REV primer (10 uM) | 2 ul
DNA 1wl

voda bez nukledz 5ul

Zkumavky byly dany do PCR cycleru a byl spustén program, viz Tab. VII.
Tab. VII: Nastaveni PCR cycleru pro colony PCR.

95 °C 6 min uvodni denaturace
95 °C 15s denaturace
54 °C 15s nasedani primera 30x

72 °C I min 30 s extenze (podle délky inzertu, 1 min/1 kb)

72 °C 7 min zaverecna extenze

16 °C | nekonecno vyzvednuti ze cycleru

Vzorky po PCR byly smichany s vzorkovym pufrem (Loading dye 6x) => k vzorkiim

byly napipetovany 4 ul a zanalyzovany na 1% agardozovém gelu (nastaveni programu:
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100 mA, 100-150 V, 30—45 minut). Do prvni jamky byly napipetovany 2 ul markeru (viz
Obr. 4). Gel byl po gelové elektroforéze vyfocen pod UV filtrem, na zékladé velikosti (cca
1200 bp) prouzki na gelu bylo vyhodnoceno, které kolonie obsahuje inzert Iripin-5.

Vybrané pozitivni kolonie byly vypichnuty Spickou a preneseny do zkumavky
(oobjemu 50ml) s5ml LB média a 5l ampicilinu (findlni koncentrace 50 pg/ml).
Pfipravené zkumavky byly dany do inkubatoru na 230 rpm / ptes noc / 37 °C. Druhy den byl
plazmid pET-19b s inzertem Iripin-5 vyizolovan pomoci kitu Nucleospin Plazmid Isolation
Kit. Bylo postupovano dle protokolu vyrobce a plazmid s inzertem byl vyeluovan do 30 pl
vody bez nukledaz. Koncentrace DNA byla zmétena na spektrofotometru (NanoPhotometer
P330, Implen). Pro ovéfeni spravného zaklonovani inzertu Iripin-5 do vektoru pET-19b, byly
vzorky poslany na sekvenovani do firmy SEQme. Pro sekvenovani byly vyuzity T7 primery
(FWD a REV).

Byly pfipraveny glycerol stocky. Z prekiizkované plotny byla vybrana pozitivni
kolonie a pomoci Spicky nabrana a pfendana do zkumavky (objem 50 ml) s 5 ml LB média a
5 ul ampicilinu. Zkumavka byla dana do inkubatoru na 230 rpm / ptes noc / 37 °C. Druhy den
bylo do kryo zkumavky napipetovano 400 pl 50 % glycerolu a 400 pl kultury. Pro Iripin-5
byly pfipraveny tfi glycerol stocky ze tfi riznych kolonii, které byly ulozeny do mrazaku

na — 80 °C.

3.4.6 Transformace do BL21(DE3) bun¢k

Transformace plazmidu pET-19b inzertem Iripin-5 byla provedena do kompetentnich
bun¢k BL21(DE3). Zkumavka s 50 ul bunék byla rozmrazena na ledu béhem cca 10 minut.
K buiikam byl pfidan 1 ul pET-19b s Iripin-5 (podle protokolu by meéla byt koncentrace
plazmidové DNA v 1-5 ul v rozmezi 5-10 pg/ml). Zkumavka byla promichana poklepanim
na dno zkumavky, nasledné byla ponechana na ledu po dobu 30 minut. Teplotni Sok byl
proveden pti 42 °C na 30 sekund a zkumavka s transformac¢ni smési byla polozena zpét na led.
K bunikdm bylo pridano 250 ul S.O.C. média pokojové teploty a zkumavka byla dana do
inkubatoru na 225 rpm / 1,5 hod / 37 °C. Na dvé predem predehraté LB agarové plotny
s ampicilinem byla vyseta transformacni smés, kdy na jednu bylo napipetovano 50 ul smési a

na druhou zbytek. Plotny byly inkubovany pies noc / 37 °C.
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3.5 Pilotni exprese

Pilotni exprese byla zahajena vybranim tii kolonii, které byly vypichnuty a pfeneseny
do jednotlivych zkumavek (objem 50 ml) s 10 ml LB média a 10 ul ampicilinu (finalni
koncentrace 50 pg/ml). Inkubace byla pti 230 rpm / ptes noc / 37 °C. Takto byla pfipravena
startovaci kultura.

Druhy den byly pfipraveny dvé zkumavky (50 ml) pro kazdou kolonii, kdy jedna
zkumavka byla pro startovaci kulturu a druhd zkumavka slouzila jako negativni kontrola. Byly
vybrany tii kolonie, pro které byla provedena pilotni exprese. Do kazdé zkumavky bylo
napipetovano 15 ml LB média, 15 pl ampicilinu a 1 ml startovaci kultury. Ze zbytku startovaci
kultury byly piipraveny glycerol stocky (viz kapitola 3.2.5). Glycerol stock kolonie s nejlepsi
expresi byl nasledné pouzit k dalsi expresi.

Kultura byla ponechana v inkubatoru pii 230 rpm / 37 °C, dokud nebylo dosazeno
mid — log faze neboli podle protokolu butiky nedosahly ODsoo (opticka denzita pti 600 nm).
ODsoo bylo méteno pomoci spektrofotometru (NanoPhotometer P330, Implen). Po dosazeni
hodnoty ODsoo byla zapocata indukce pfidanim induktoru IPTG (finalni koncentrace 1 mM),
ktera probihala pii 230 rpm / 37 °C. IPTG bylo pfidano pouze do zkumavek, které neslouzily
jako negativni kontrola. Byly sbirany 1 ml vzorky v Case 0, 2, 8, 24 hodin. Odebrané vzorky
byly stoCeny pii 12000 rpm / 1 min. Zbylé médium bylo odstranéno a bunécny pelet byl ulozen

do mrazaku na — 20 °C.

3.6 Analyza pritomnosti proteinu

3.6.1 Ptiprava vzorkt z pilotni exprese

Roztaté bunécné pelety byly promyty 200 pul PBS, sto¢eny 15000 rpm / 3 minuty,
supernatant byl odebran a vyhozen. Pelety byly resuspendovany v 500 ul RIPA filt. pufru.
Vzorky byly rychle zmrazeny v tekutém dusiku a nasledné zahtaty na 42 °C, tyto dva kroky
byly provedeny celkem 4krat. Poté byly vzorky stoceny na 10000 rpm / 10 minut / 4 °C.
Supernatanty byly pfesunuty do novych zkumavek. Vzorkovaci pufr byl pfipraven smichanim
Laemmli pufru s merkaproetanolem v poméru 1:9. K supernatantim byl pfidan vzorkovaci
pufru v poméru 1:3 (6,5 ul vzorkovaciho pufru + 19,5 ul vzorku). K peletim bylo nejprve
ptidano 500 ul PBS a poté vzorkovaci pufr v poméru 1:3 (6,5 ul vzorkovaciho pufru + 19,5 ul
vzorku). Pfipravené vzorky byly povateny 10 minut / 95 °C. Zbytek pelett a supernatantii byl

ulozen do mrazaku na — 20 °C.
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3.6.2 SDS-PAGE (SDS - polyakrylamidova gelova elektroforéza)

Vzorky ziskané z pilotni exprese a z nékterych nasledujicich metod byly zanalyzovany
pomoci SDS-PAGE. Metoda byla vyuzita predevSim pro kontrolu studovaného proteinu
(Cistota a pfitomnost ve vzorku). Byl pfipraven 12,5 % polyakrylamidovy gel. Na prvni pozici
na gelu byl napipetovan marker o objemu 5 ul (PageRuler Protein Prestained Ladder, viz
Obr. 6), ktery ukazuje molekulové hmotnosti proteinii od 10-180 kDa. Do dalsich jamek gelu
byly napipetovany vzorky o objemu 10 ul. Program byl nastaven na 150 V, 160 mA, 100 W a
1,5 hod. Gel byl vyfocen pod UV filtrem (Alliance 4.7, UVItec Cambridge). Nékteré gely byly
barveny pomoci Coomassie Brilliant Blue barviciho roztoku po dobu 30 minut. Odbarveny
byly v odbarvovacim roztoku, 2x omyty destilovanou vodou a poté ponechany pies noc

v destilované vodé.

Gel Blot

Obr. 6: Marker PageRuler Protein Prestained Ladder (ThermoFisher, 2024).

3.6.3 Western blot

Pro potvrzeni pfitomnosti proteinu Iripin-5 byl proveden Western blot. Na zakladé
vysledkd z SDS-PAGE byla vybrana kolonie 2. Vzorky supernatantii i peletl (pfipraveny
v kapitole 3.4.1) byly nejprve nafedény 10x pomoci PBS (1,95 ul vzorku + 17,55 ul PBS) a
poté byl pridan vzorkovaci pufr v poméru 1:3 (6,5 pl vzorkovaciho pufru + 19,5 ul vzorku)
s naslednym povarenim 10 minut / 95 °C. Separace vzorki byla provedena pomoci SDS-
PAGE ve 12,5 % gelu. Blotovani probéhlo v Semi-Dry aparatute, kdy nejprve byly namoceny
3 filtracni papiry v 1x transferovém pufru a umistény na blotovaci desku. Membrana byla

aktivovana v metanolu, poté byla omyta v 1x transferovém pufru a polozena na filtracni

24



papiry. Na membranu byl polozen gel z SDS-PAGE s rozseparovanymi vzorky a na néj
nakonec byly umistény 3 filtratni papiry namocené v 1x transferovém pufru. Nastaveni
elektrického zdroje pro prenaseni proteint z gelu na membranu bylo: 63 mA, 150 V, 60 minut.

Preblotovana membrana byla promyta v roztoku TBS — T. Zablokovani nespecifickych
vazebnych mist prob&hlo v 5 % odtu¢néném mléce s TBS — T na tfepacce po dobu 1 hodiny
pfi pokojové teploté. Primarni protilatka byla nafedéna 1:10 000 do 10 ml 5 % odtucnéného
mléka s TBS — T. Membrana s roztokem primarni protilatky byla inkubovéana pfes noc
v chladové mistnosti. Druhy den byla membrana 2x rychle promyta v TBS — T s naslednym
15 minutovym promyvanim v TBS — T na tfepacce. Nakonec byla membrana jesté promyta
2x 5 minut v TBS-T na tfepacce. Sekundarni protilatka byla nafedéna v poméru 1:20 000 v 10
ml 5 % odtu¢néného mléka s TBS — T. Membrana byla inkubovana s narfedénou sekundarni
protilatkou 1 hodinu pfi pokojové teploté na tiepacce. Po ukonceni inkubace byla membrana
jesté 3x 5 minut promyta v TBS — T. Detek¢ni roztok byl nakapan na membranu a inkubovan

1 minutu. Membrana byla vyfocena na chemiluminiscenci (Alliance 4.7, UVItec Cambridge).

3.6.4 Hmotnostni spektrometrie

Byla provedena SDS-PAGE pro vzorek z kolonie dva — supernatant, odebrany po
8 hodinach, bez induktoru, ktery byl pfipraven viz kapitola o pfiprave vzorka z pilotni exprese.
Po separaci na 12,5 % gelu byl vyfiznut pruh odpovidajici velikosti a poslan na analyzu

pomoci hmotnostni spektrometrie.

3.7 Exprese ve velkém méritku

Do c¢tyfech sklenénych Erlenmayerovych lahvi bylo napipetovano 125 ml LB média,
ampicilin (finalni koncentrace 50 pug/ml) a k tomu do kazdé lahve byl $pickou vypichnut
Iripin-5 v plazmidu pET-19b z kolonie 2 z pilotni exprese v glycerol stocku (pfipraven dle
kapitoly 3.2.5). Pripravené kultury byly dany do tfepacky na 180 rpm / ptes noc / 37 °C.

Druhy den byly pfipraveny ¢tyii 2 1 Erlenmayerové kultivacni lahve. Bylo do nich
napipetovano 200 ml LB média, 200 pl ampicilinu (finalni koncentrace 50 pg/ml) a nocni
kultura. Lahve byly dany do tfepacky na 220 rpm /37 °C. Pojedné hodin¢ bylo ptidano 600 ml
LB média s ampicilinem. Po dosazeni hodnoty ODgoo byly odebrany 1 ml vzorky z kazdé
lahve, které byly zpracovany jako v kapitole 3.4.1 (centrifugace 10000 rpm / 1 minuta,
odstranéni supernatantu a uskladnéni peletu v mrazaku na — 20 °C). Indukce proteina byla

zahajena pridanim IPTG (finalni koncentrace 1 mM) do tfech lahvi, ctvrta lahev slouzila jako
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kontrola. Kultury byly ponechany v tfepacce na 220 rpm / pfes noc / 37 °C (na zakladé
vysledkt z pilotni exprese).

Nasledujici den bylo odebrano 1 ml vzorka, které byly zpracovany viz kapitola 3.4.1
(centrifugace 10000 rpm / 1 minuta, odstranéni supernatantu a uskladnéni peletu v mrazaku
na — 20 °C). Kultury byly pfesunuty do specialnich lahvi a stoCeny na centrifuze 4200 rpm /
30 minut / 4 °C. Supernatantu bylo ponechéano cca 20 ml a resuspendované buriky byly znovu
zcentrifugovany v 50 ml zkumavkach na 4500 rpm / 20 minut / 4 °C. Supernatant byl vylit a
pelet byl uchovan v mrazaku pti — 80 °C pro dalsi purifikacni kroky. Po dokonceni exprese ve

velkém meéfitku byla provedena SDS-PAGE.

3.8 Afinitni chromatografie

Ziskané pelety zexprese ve velkém méfitku byly resuspendovany v cca S0 ml
ekvilibracniho pufru A pro afinitni chromatografii, prolepsi rozpusténi byly buiky
zvortexovany. Bunécnd suspenze byla prelita do microfluidizeru (LM20 Microfluidizer,
MFIC, USA), pomoci kterého byly buriky rozbity. Suspenze byla stoCena v centrifuze na
40695 ref / 1 hod / 4 °C. Supernatanty byly slity k sobé do jedné zkumavky (50 ml) a pelety
byly uloZeny do nové zkumavky (50 ml) do mrazaku na — 80 °C.

Pro prvotni purifikaci Iripinu-5 byla pouzita afinitni chromatografie s kolonou HisTrap
HP o objemu 5 ml, pii které byla vyuzita zavedena polyhistidinova znacka na Iripin-5. Kolona
byla udrzovana v 20 % etanolu, tzn., Ze pred samotnou purifikaci byla nejprve promyta
destilovanou vodou a nasledné ekvilibraénim a eluénim pufrem. Po promyti byl vzorek
nanesen na kolonu. Pritok byl nastaven na 2 ml/min. Po naneseni vzorku na kolonu byl
proveden ,soft wash (SW)*“ = promyti kolony nizkou koncentraci imidazolu (finalni
koncentrace 50 mM), pratok kolonou byl nastaven na 1 ml/min. Timto krokem byly
odstranény proteiny z £. coli, které byly slabé navazany na kolonu tim, ze mohou obsahovat
nékolik histidini. Polyhistidinova znacka, ktera byla zavedena k Iripinu-5, obsahuje
10 histidind jdoucich po sobé, tudiz je vazba na kolonu daleko siln€jsi. Po zvySeni UV
absorbance byl pro eluci proteinu nastaven gradient, bylo pumpovano 100 % eluc¢niho pufru,
20 minut, velikost frakci byla nastavena na 2 ml. Nakonec byla kolona promyta pii pratoku
5 ml/min ekvilibraénim a elu¢nim pufrem, destilovanou vodou a etanolem. Informace z
prubéhu chromatografie byly zaznamenany na chromatogram. Ziskané frakce afinitni

chromatografii byly zanalyzovany pomoci SDS-PAGE.
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3.9 lontové vyménna chromatografie

Na zaklad¢ vysledka z afinitni chromatografie byly spojeny vybrané frakce do jednoho
vzorku a ten byl precistén pomoci iontoveé vyménné chromatografie za vyuziti kolony HiTrap
Q HP o objemu 5 ml. Kolona byla udrzovana ve 20 % etanolu, takze nejprve byla promyta
destilovanou vodou, ekvilibra¢nim a elu¢nim pufrem pro iontové vyménnou chromatografii.
Po promyti byl nanesen vzorek na kolonu. Pritok byl nastaven na 2 ml/min. Po zvySeni UV
absorbance byl nastaven gradient: 100 % elu¢niho pufru, 40 minut. Frakce byly sbirany
oobjemu 2 ml. Po dokonceni frakcionace byla kolona promyta elu¢nim a ekvilibraCnim
pufrem, destilovanou vodou a 20 % etanolem. Informace potiebné k purifikaci byly
zaznamenany do chromatogramu. Ziskané frakce byly zanalyzovany pomoci SDS-PAGE.

Vzorky ziskanych frakci pro analyzu SDS-PAGE byly natfedény 10x v PBS.

3.10 Gelova chromatografie

Pro dalsi precisténi byla vybrana nejkoncentrovanéjsi frakce ziontové vymeénné
chromatografie. Pro gelovou chromatografii byla vyuzita kolona Superdex75 10/300. Kolona
byla skladovana v 20 % etanolu, pted pocetim purifikace byla promyta destilovanou vodou a
pufrem pro gelovou chromatografii. Vzorky pfed nanesenim na kolonu byly stoCeny na
14000 rpm / 5 minut / 4 °C. Na kolonu byly nanaseny vzorky o objemu 500 ul. Pritok na
purifikaci byl nastaven na 0,3 ml/min. Frakcionace byla zahajena se zvySujici se UV
absorbanci a byly sbirany jednotlivé frakce o objemu 500 ul. Celkem byly provedeny Ctyfi
samostatné purifikace pro vybranou frakci z iontové vyménné chromatografie. Po ukonceni
sbéru frakci byla kolona promyta destilovanou vodou a uchovana v 20 % etanolu. Prib&hy
chromatografii byly zaznamenany do chromatogramu. Nasbirané frakce byly zanalyzovany
pomoci SDS-PAGE, byla u nich zmétena koncentrace pomoci Nanodrop One (ThermoFisher).
Pro ovéfeni, ze byl opravdu precistén Iripin-5, byl vzorek pro potvrzeni ovéfen hmotnostni
spektrometrii. Posbirané frakce byly ulozeny do zkumavek po 500 pl do mrazaku na — 80 °C
auchovany pro dalsi experimenty. Byl proveden pokus o dekontaminaci LPS Iripinu-5 pomoci

kitu ToxinEraser Endotoxin Removal Kit dle navodu vyrobce.

3.11 Ovéreni biochemické aktivity Iripinu-5
Pro ovéteni biochemické aktivity Iripinu-5 byla provedena enzymaticka inhibi¢ni esej.
Inhibi¢ni reakce byly provedeny v 96-jamkové desticce v triplikatech pii pokojové teplote.

Inhibi¢ni schopnost rekombinantniho proteinu Iripin-5 byla vyzkousena s riznymi finalnimi
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koncentracemi: 300 nM, 100 nM, 50 nM a 25 nM. Proteaza, vstupujici do reakce, byl trypsin,
ktery byl pfidan o finalni koncentraci 50 nM. Pouzita koncentrace proteazy byla zvolena na
zakladé jejich biochemickych vlastnosti, aby byla detekovana hydrolyza substratu a zaroven
bylo dosazeno nasyceni reakce. Nejprve byl rekombinantni protein inkubovan s proteazou
deset minut, poté byl do reakce pfidan chromogenni substrat finalni koncentrace 200 M.
Rychlost hydrolyzy v pfitomnosti i nepfitomnosti Iripinu-5 byla stanovena pomoci zméteni
absorbance spektrometrem (Tecan Infinite M Plex, Tecan Group Ltd.) pfi 412 nm a teploté

30 °C.

3.12 Stanoveni produkce oxidu dusnatého makrofagy

Pro stanoveni oxidu dusnatého (NO) byla vybrana makrofagova bunécna linie IC-21.
Pro zisk bunétné suspenze byly buriky seSkrabany ze dna kultivaéni ldhve a spocitany
v Burkerové komurce. Potfebné mnozstvi buné€k bylo odebrano do centrifugaéni zkumavky a
sto¢eno 250 rcf / 6 minut / 4 °C. Vznikly pelet byl resuspendovan v kompletnim médiu
(slozeni kompletniho média viz Tab. I).

Buriky byly rozpipetovany po 100 ul (1 x 10° bunék na jamku) do 96 jamkové desticky.
K buiikam byl pfidan Iripin-5 (nové vyizolovany Iripin-5, se kterym se pracuje v ramci této
diplomové prace) ve finalni koncentraci 6 uM, Iripin-5 II (starsi varka Iripin-5 ze zasoby
Katedry medicinské biologie, byl precistén od LPS) ve finalni koncentraci 6 uM. Iripiny byly
inkubovany s butikami 2 hodiny / 37 °C s 5 % CO,. Po inkubaci byly k buitkkdm ptfidany
aktivatory: LPS (findlni koncentrace 500 ng/ml) a IFN-y (finalni koncentrace 50 ng/ml).
Pro pokus byly pfipraveny kontroly negativni a pozitivni. Negativni kontrola byly pouze
inkubované buriky v kompletnim médiu. Pozitivni kontrola byly buriky v kompletnim médiu
aktivované aktivatory. Buiiky byly inkubovany 24 hod /37 °C s 5 % CO.. Pokus byl proveden
v triplikatech.

Koncentrace NO byla stanovena po inkubaci pomoci Griessova testu. Griessuv test je
zalozen na detekci dusitand. Po pfidani Griessova cinidla dojde v pfitomnosti dusitand
ke zméné zabarveni substratu — zmeéna zabarveni je detekovana pomoci spektrometru.
Do 96 jamkové desticky byla pfipravena kalibracni fada 0,1 mM NaNO», ktera byla vyfedéna
dvojkovou tadou. Supernatant kultury o objemu 100 pl byl smichan se 100 ul Griessova
reagens. Blank byl pouzité kultivacni médium. Panel se vzorky byl inkubovan 10 minut ve tmé
pfi pokojové teploté. Absorbance byla zméfena na spektrometru (Tecan Infinite M Plex, Tecan

Group Ltd.) pfi 540 nm.
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3.13 Detekce prezivani bunék pomoci alamarBlue™

Pro detekci prezivani bunék byla vybrana bunécna linie HeLa CCL-2. Buiky byly
kultivovany v médiu (viz Tab. 1) pti 37 °C s 5 % CO,. Pokus byl proveden na 96 jamkové
desti¢ce v triplikatech. Buriky byly nasazeny po 100 pl na jamku v mnozstvi 2 x 10* bun&k/ml
a inkubovény cca 3 hod / 37 °C s5 % CO,, aby doslo k adheraci bun€ék na dna jamek.
Po inkubaci bylo k buiikdm piidano 100 pl Iripin-5 (finalni koncentrace 6 uM) nebo 100 ul
proteinového standardu BSA (finalni koncentrace 6 uM). Kultiva¢ni desticky byly
inkubovany v termostatu pii 37 °C a 5 % COs. Piezivani buné€k bylo stanoveno v ¢asovych
intervalech 24 a 48 hodin.

Pro stanoveni prezivani bunék byl vyuzit roztok alamarBlue™, ktery obsahuje
fluorescencni barvivo resazurin modré barvy. Metabolicky aktivni butiky redukuji modré
barvivo resazurin na siln€ rizovy fluorescencni resorufin. Resorufin lze detekovat pomoci
fluorescence. Pred pfidanim do jamek byl alamarBlue™, predifedén v médiu (viz Tab. I), aby
bylo finalni fedéni v jamce 10x. V urenych ¢asovych intervalech bylo od bunék odebrano
veskeré¢ médium a pifidano 100 ul 10x nafedéného roztoku alamarBlue™. Buiky byly
inkubovany v termostatu 3 hod / 37 °C s 5 % COa.

Po uplynuti doby inkubace byl obsah jamek ptenesen do novych jamek. Fluorescence
(excitacni vinova délka: 560 nm, emisni vinova délka: 590 nm) byla zmétena na spektrometru
(Tecan Infinite M Plex, Tecan Group Ltd.). Z namétenych hodnot byl odecten blank (médium

bez bunék) a hodnota nestimulovanych bun¢k byla povazovana za 100 %.

3.14 Migrace neutrofilu

Neutrofily byly izolovany z kostni dfené myS$i. Mys byla usmrcena zlomenim vazu,
zadni koncetiny byly oddéleny. Stehenni a holenni kosti byly zbaveny kize, dikladné ocistény
a omyty v médiu RPMI. Konce kosti byly odstranény a kostni dfen byla ziskana promytim
injek¢ni stiikackou s jehlou RPMI médiem. Bunécna suspenze byla separovana pres sitko
(70 um) do centrifugacni zkumavky a zcentrifugovana 1200 rpm / 5 minut / 4 °C. Pelet byl
resuspendovan v 1 ml NH4Cl v H,O ohratym na 37 °C za ti€elem eliminace kontaminujicich
erytrocyti osmotickou lyzou. Po 2 minutach byla reakce zastavena pfidanim 10 ml RPMI
média (pfidan desetinasobek viici NH4Cl v H20), aby nedoslo k lyze dalSich krevnich bunék.
Buriky byly zcentrifugovany 250 g/ 5 minut/ 4 °C. Vznikly pelet byl resuspendovan v MACS

pufru.
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Ze suspenze bunck kostni dfené byly neutrofily ziskany magnetickou separaci
(negativni selekce) pomoci soupravy pro izolaci neutrofila podle protokolu vyrobce. Ziskané
neutrofily byly resuspendovany v médiu RPMI + 10% BOFES. Iripin-5 (finalni koncentrace:
3 uM a 6 uM) byl predinkubovan s vyizolovanymi neutrofily (5 x 10° bunék / 100 pl insert)
v inkubétoru 1 hod / 37 °C. Predinkubovany byly i buiiky pro pozitivni a negativni kontrolu.

Pro analyzu byla vyuzita 24 jamkova migracni desticka s velikosti pora 5 um
(Transwell Corning, 3421). Pokus byl provadén v duplikatech. Po inkubaci byla do horni ¢asti
insertu desticky napipetovana smé&s neutrofili s Iripinem-5, pozitivni a negativni kontrola.
Do spodni casti insertu bylo napipetovano 600 pul RPMI + 0,5% BSA s nebo bez fMLP (N-
formyl-methionyl-leucyl-fenylalanin) (finalni koncentrace 1 uM). Inkubace byla v inkubatoru
1 hod /37 °C s 5% CO,. Nasledné byla do spodni ¢asti insertu napipetovana EDTA (finalni
koncentrace 3 uM), aby byly buriky uvolnény z insertu. Migrace byla stanovena spocitanim

bunek ve spodni ¢asti insertu pomoci Birkerovy komurky. Pokus byl opakovan trikrat.

3.15 Proliferace T-lymfocyti

Pro pokus byly pouzity mysi slezinné buriky (splenocyty). Mys§ byla usmrcena
zlomenim vazu. Vyizolovana slezina byla protla¢ena pres sitko (70 um) do kompletniho média
(10 ml, viz Tab. I) v centrifugacni zkumavce a stocena 300 g / 5 minut / 4 °C. Vznikly pelet
byl resuspendovan v 0,84% NH4Cl v H,O ohiatym na 37 °C za ucelem lyzovani Cervenych
krvinek. Reakce byla zastavena po 2 minutach pfidanim 10 ml kompletniho média. Buiky
byly spocitany a piislusné mnozstvi bylo odebrano na pokus a pro kompenzacni kontroly
(na nastaveni prutokového cytometru). Obé skupiny bunék byly zcentrifugovany 300 g /
Sminut / 4°C. Vznikly pelet bunék na kompenzacni kontroly byl resuspendovan
v kompletnim médiu, aby dosazena koncentrace bunék byla 1 x 10°bunék/ml. K peletu bunék
na pokus byla pfidana proliferacni barva CellTrace Violet (CTV). CTV je fluorescencni barva,
kterd ma excitani vilnovou délku 405 nm a emisni vlnovou délku 450 nm, je detekovana
v kanalu Pacific Blue. CTV byla piidana ve finalni koncentraci 5 uM a inkubovana s buitkami
vetmée 20 min /37 °C. Reakce byla zastavena pfidanim 5 ml kompletniho média a inkubovana
5 minut / 37 °C.

Pro experiment bylo tfeba 2 x 10° bunék na jamku ve 200 ul. Vznikly pelet byl
resuspendovan kompletnim médiu, aby bylo dosazeno pozadované koncentrace bunék. Pro

kazdou skupinu byl odebran ptislusny objem bunék do zkumavek a inkubovan s Iripinem-5
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(finalni koncentrace 3 uM a 6 uM), ¢i BSA (6 uM) 1 hod /37 °C. Po uplynuti doby inkubace
byly buriky stimulovany pfidanim protilatek anti-CD3 a anti-CD28 v poméru 1:1 (finalni
koncentrace 2 uM) do piislusnych zkumavek. Nakonec byly obsahy zkumavek rozpipetovany
do 96 jamkové desticky (viz Tab. VIII) v triplikatech a inkubovany 72 hod /37 °C s 5 % COx.
Inkubovany byly i kompenza¢ni kontroly.
Tab. VIII: Schéma 96 jamkové desticky.

Cislo skupiny 11213141]5]6

Iripin-5 [3 uM] +-]-]-1-]-
Iripin-5 [6 uM] - - -

BSA [6 uM] -] - -] -
Protilatky anti-CD3, anti-CD28 | + | + |+ | + | - | +
CTV + |+ |+ |+]|+] -

Po uplynuti doby inkubace byl obsah jamek propipetovano a pienesen do FACS
zkumavek. Objem z prepipetovanych zkumavek byl doplnén PBS na 1 ml. Zkumavky byly
zcentrifugovany 500 g/ 5 minut / 4 °C. Pelet byl resuspendovan v 1 ml FACS pufru a stocen
500 g / S minut / 4 °C. Tento proces byl proveden 2krat. Vznikly pelet byl resuspendovan
v 90 ul FACS pufru.

Nakonec byl resuspendovany pelet bunék kromé& kompenzacnich kontrol obarven
mySimi protilatkami anti-mouse CD3 s fluorescenénim barvivem FITC (fluorescein
isothiocyanate) (fedéni 100x), anti-mouse CD4 s fluorescencnim barvivem PE
(phycoerythrin) (fedéni 200x), anti-mouse CD8 s fluorescenénim barvivem PE — Cy7
(phycoerythtin — Cyanin 7) (fedéni 400x). Ke kompenza¢nim kontrolam byla pfidana vzdy
jedna protilatka (ve stejném fedéni jako k vzorkim), plus jedna kontrola byla nebarvena.
Po pridani protilatek byly vzorky mirné zvortexovany a inkubovany 20 minut v lednici.
Nakonec byly objem zkumavek doplnén na 2 ml FACS pufrem, stocen 500 g/ 5 minut/ 4 °C.
Vznikly pelet byl resuspendovan ve 200 pl FACS pufru.

Proliferace T — lymfocyti byla analyzovana prutokovou cytometrii na pfistroji

NovoCyte 3000 (Acea) pomoci softwaru NovoExpressSoftware. Pokus byl zopakovan tfikrat.

3.16 Statistické vyhodnoceni dat

Veskeré grafy a statistické analyzy byly provedeny v programu GraphPad Prism 9.4.1.
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Rozdily mezi dvéma a vice skupinami byly
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vyhodnoceny metodou jednocestné analyzy variace (ANOVA). Statisticky vyznamné rozdily
mezi skupinami jsou v grafech oznaCeny hveézdickami (*P <0,0332; **P <0,0021;
**%p <0,0002; ****P <0,0001; ns = nesignifikantni). VSechny grafy ve vysledcich zobrazuji

aritmetické praméry ze stanovenych hodnot a chybové tsecky v grafech predstavuji + stfedni

chybu priméru (SEM).
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4. Vysledky

4.1 Priprava vektoru pET-19b s inzertem Iripin-5
Vysledek restrikce inzertu Iripinu-5 a vektoru pET-19b byl vyobrazen na Obr. 7.

* Iripin-5

Obr. 7: Gel restrikéniho §tépeni. Vlevo M — marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder,
vpravo M — marker (GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder), inzert Iripinu-5 (Cerveny ramecek) a
vektoru pET-19b (Cerveny ramecek).

Na Obr. 7 je vidét vystipnuty inzert Iripin-5 (cca 1200 bp) a vektor pET-19b (cca
5000 bp) (inzert 1 vektor jsou vyobrazeny v Cervenych rameccich), ¢imz bylo potvrzeno, ze
restrikce probéhla spravné. Koncentrace Iripinu-5 vyizolovaného z agardézového gelu byla
13,75 ng/ul a plazmidu pET-19b 16 ng/ul.

Po restrikci byla provedena ligace, nasledovana transformaci do kompetentnich bungk,
které byly vysety na plotnu s LB agarem s ampicilinem. Bylo vybrano 16 kolonii, které byly
otestovany na ptitomnost Iripinu-5. Vysledek colony PCR je vyobrazen na Obr. 8.
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Obr. 8: Colony PCR: M — marker, NK — negativni kontrola, 15-27 — testované kolonie.
Oznacené prouzky predstavuji pozitivni kolonie.

Iripin-5 by se mél pohybovat okolo velikosti 1200 bp. Na gelu jsou celkem tfi pozitivni
kolonie (tfi pruhy okolo velikosti 1200 bp). Prostiedni band pozitivni kolonie 20 je vétsi
v porovnani s ostatnimi pozitivnimi koloniemi. Negativni kontrola vylou¢ila kontaminaci.

Pozitivni kolonie byly namnozeny v LB médiu s ampicilinem. K vyizolovani vektoru
pET-19b s Iripinem-5 byl vyuzit Nucleospin Plasmid Isolation Kit (Macherey Nagel).
Naméfena koncentrace vyizolované DNA Cinila 89 ng/pul.

Pro ovéfeni, zda byl Iripin-5 zaklonovan do plazmidu pET-19b, byl vzorek poslan na
sekvenovani. Dale byla pfitomnost Iripinu-5 otestovana pomoci hmotnostni spektrometrie.

Obé tyto metody potvrdily pfitomnost Iripinu-5.

4.2 Pilotni exprese

Pilotni exprese byla provedena za ucelem zjisténi idealnich podminek pro namnozeni
Iripinu-5 v expresnich systémech. Studovany protein v plazmidu pET-19b byl transformovan
do kompetentnich bunék BL21(DE3). Pilotni exprese byla provedena pro tfi kolonie.

Na Obr. 9 a 10 jsou zachyceny vysledky pilotni exprese kolonii 1, 2, 3.

34



170 kDa

Obr. 9: Pilotni exprese kolonii 1, 2, 3 Iripinu-5, BL21(DE3), LB médium, pelety, M — marker,
Oh — nula hodin, 2h — dvé hodiny, 8h — osm hodin, 24h — pfes noc, [+] - ImM IPTG, [-] —
negativni kontrola.

Na Obr. 9 je zachycen vysledek pilotni exprese pro pelety Iripinu-5 v kompetentnich
burikach BL21(DE3). Studovany protein se nachazi okolo velikosti 42 kDa a je vyznacen
Cervenym ramecCkem. Se vzrustajicim Casem se zvySovala i exprese proteinu. Iripin-5 byl

nejvice produkovan kolonii 2.
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Obr. 10: Pilotni exprese kolonii 1, 2, 3, BL21(DE3), LB médium, supernatanty, M — marker,
Oh — nula hodin, 2h — dvé hodiny, 8h — osm hodin, 24h — pfes noc, [+] - ImM IPTG, [-] —
negativni kontrola.

Na Obr. 10 je zachycen vysledek pilotni exprese pro solubilni ¢ast Iripinu-5
v kompetentnich buitkach BL21(DE3). I zde se studovany protein nachazi okolo velikosti
42 kDa (zvyraznén v Cerveném ramecku). ZvySeni mnozstvi proteinu v kompetentnich
bunkach odpovida zvysujicimu se Casu. Iripin-5 byl nejvice produkovan opét v kolonii 2.

Na zakladé porovnani vysledki SDS-PAGE gelid pilotni exprese byla vybrana
podminka: kolonie 2, solubilni ¢ast proteinu, 24 hod, IPTG, 37 °C. Pro cytoplazmatickou
frakci bylo rozhodnuto z divodu vyhodnéjsi manipulace proteinu v dalSich experimentech,
jelikoz protein nebude muset byt refoldovan zinkluznich télisek. Zaroveni byl protein

produkovan i v neindukovaném vzorku.

4.3 Ovéreni pritomnosti proteinu

Pfitomnost Iripinu-5 s navazanou polyhistidinovou znackou byla ovéfena pomoci
Western blotu, pti kterém byla vyuzita anti-polyhistidinova protilatka a také byl pozorovan
trend zvySovani proteinové exprese. Nejprve byla provedena SDS-PAGE pro vSechny vzorky
(pelety 1 supernatanty) z kolonie dva (Obr. 11). Gel byl pteblotovan na membranu, ktera byla
inkubovana s anti-polyhistidinovou protilatkou a vysledek Western blotu je zachycen na

Obr. 12.
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Oh  Oh 2h+ 2h- 2h+ 2h- 8h+ 8h- 8h+ 8h- 24h+ 24h- 24h+ 24h-

Obr. 11: SDS-PAGE pro kolonii ¢. 2, M — marker, Oh — nula hodin, 2h — dvé hodiny, 8h — osm
hodin, 24h — pfes noc, [+] — 1 mM IPTG, [-] — negativni kontrola, P — pelet, S — supernatant.

Oh Oh 2h+ 2h- 2h+ 2h-_ 8h+ 8h- 8h+ 8h-24h+ 24h- 24h+ 24h-

-y

Obr. 12: Western blot pro kolonii dva, Oh — nula hodin, 2h — dvé hodiny, 8h — osm hodin, 24h
— pres noc, [+] — 1 mM IPTG, [-] — negativni kontrola.

Anti-polyhistidinova protilatka se navazala v misté o¢ekavané molekularni velikosti.
Doslo k prokézani ptitomnosti Iripinu-5 jak ve vzorcich supernatantu, tak peletu. Mira vazby

anti-polyhistidinové protilatky se vyrazné nelisila v riiznych casovych odbérech.
Pro dalsi ovéfeni pfitomnosti Iripinu-5 s polyhistidinovou znackou byl vyfiznuty

prouzek z SDS-PAGE zanalyzovan pomoci hmotnostni spektrometrie (Obr. 13). Celkem bylo
identifikovano 67,7 % peptidu pfifazenych k proteinu Iripin-5.
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GADIO1002653.1, 230725_irs-5_10x

MKTLIVLMCSLVVVWARYENEMRLANNRFAVDLLRGLPSSPEKNIFFSPYSISTAMGMVF
AGAKGETLKNLYDGFGYLRSGLKEDWVLQAYADHAKQLQVGQSQSTFDVANAAATHERLA
LLSAYENTLDSTFHAQLLKVDFVNGGPAAIDEINRWVKQKTHDKIDKLFDGPLDPLTRLV
LLNATFFKGVWSTKFDENATTKKQFLNGGTTPTQVDTMTKSIRIGYKLLPTMRLEIAELP
YDGGNYSMVILLPRGSEGIEAFKHSLTDHRLQDYIGHVELREVAVSLPKFKLETEYSLKD
SLKSLGITEIFGTQADLSGISSDGELVVSDVVHKAVVEVNEEGTEAAAVSGVAVVTRLIE
VPTLELNVNQPFLFFIRNTHTKDLLFAGQVNHL

Obr. 13: Pokryti sekvence proteinu Iripin-5 s polyhistidinovou znackou analyzovaného
pomoci pristroje timsTOF Pro. Identifikované aminokyseliny byly zvyraznény Cervené.

4.4 Exprese ve velkém méritku

Pfitomnost Iripinu-5 s navdzanou polyhistidinovou znackou v cytoplazmatické Casti
byla potvrzena (viz Obr. 12). Pro ziskéani vét§iho mnozstvi proteinu byla provedena exprese
ve velkém méfitku. Zaklonovany Iripin-5 v pET-19b byl pomnozen v buiikach BL21(DE3)
pii 37 °C, s IPTG (finalni koncentrace 1 mM), 24 hodin.

Na Obr. 14 je zachyceny vysledek z SDS-PAGE exprese ve velkém méfitku. Protein je
produkovan v inkluznich téliskach i v solubilni ¢asti. U neindukovanych vzorkul je protein

indukovan v mens$i mife.
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Obr. 14: Exprese ve velkém meéftitku BL21(DE3), LB médium, 37 °C, M — marker, P — pelet,
S — supernatant, Oh — nula hodin, 24h — ptes noc, [+] — ImM IPTG, [-] — negativni kontrola.

4.5 Afinitni chromatografie
Na chromatogramu (Obr. 15) je zachycen pribéh purifikace solubilni ¢asti vzorku

Iripin-5.

Afinitni chromatografie Iripin-5
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Obr. 15: Afinitni chromatografie vzorku Iripin-5. Cisly 1-8 oznaGeny sbirané frakce
s proteinem. Modra linie predstavuje absorbanci pfi 280 nm, ¢ervena linie procento elu¢niho
pufru B.
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Frakce (1-8) byly sbirany od 40 % koncentrace elu¢niho pufru afinitni chromatografie.
Prvni pik oznacuje flow through (FT). Na druhém piku je soft wash spolu s eluci Iripinu-5
pomoci polyhistidinové znacky. Prutok soft washe byl na za¢atku omylem nastaven na S5ml/ml
ane na 1 ml/ml, proto se ¢astecné eluoval 1 studovany protein a nejsou dva oddélené piky pro
soft wash a eluci proteinu.

Posbirané frakce byly zanalyzovany pomoci SDS-PAGE na Obr. 16.

[1';%31M ONsaBEFSW:: Liaa:200+3 a 5 6 7.8

Obr. 16: SDS-PAGE afinitni chromatografie Iripinu-5 (M — marker, ON — on column, FT —
flow through, SW — soft wash, 1-8 — sbirané frakce s proteinem).

Na zakladé SDS-PAGE gelu lze vidét, ze ve flow through bylo zachyceno minimalni
mnozstvi studovaného proteinu. V SW uz Iripin-5 pravdépodobné byl zachycen z divodu
omylem nastaveného vyssiho pritoku na koloné. Celkové se podafilo ziskat celkem Cisté
frakce, ovSem zvlastni je vyskytujici se mensi pruh pod hlavnim pruhem, kde by se mél
vyskytovat studovany protein. Z toho divodu bylo provedeno dalsi piecisténi pomoci iontove
vyménné chromatografie, pied kterou byly spojeny frakce 2-8 do jednoho vzorku. Pruhy na

gelu jsou rozteklé, protoze vzorky nanesené na gel byly moc koncentrované.

4.6 lontové vyménna chromatografie

Chromatogram z iontoveé vyménné chromatografie je zaznamenan na Obr. 17.
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lontové vyménna chromatografie Iripin-5
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Obr. 17: Iontové vymeénna chromatografie Iripinu-5. Cisly 1-6 jsou oznageny sbirané frakce
s proteinem. Modra linie predstavuje absorbanci pfi 280 nm, ¢ervena linie procento elu¢niho
pufru B.

Frakce byly sbirany od 17 % koncentrace elu¢niho pufru iontové vyménné
chromatografie. Po probéhnuti purifikace byly posbirané frakce a vzorek ON (sloucené frakce

2-8 z afinitni chromatografie) zanalyzovany pomoci SDS-PAGE (Obr. 18).

wiMON FT 12 3 4 5 6
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-

Obr. 18: Iontoveé vyménna chromatografie Iripinu-5 (M — marker, ON — on column, FT — flow
through, 1-6 — sbirané frakce s proteinem).
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Vzorek nanaSeny na kolonu byl znovu moc koncentrovany. Ve flow through byl
zachycen slaby prouzek v oblasti velikosti studovaného proteinu, tudiz minimalni mnozstvi
Iripinu-5 proteklo kolonou. Vzorky frakci na SDS-PAGE byly zfedény 10x v PBS. Frakce 2-
6 byly pomémg Cisté, ovSem znovu zde byl zachycen mensi prouzek pod hlavnim prouzkem.
Podle SDS-PAGE byla vybrana jako nejkoncentrovanéjsi frakce 4, a ta byla dale precisténa

pomoci gelové chromatografie.

4.7 Gelova chromatografie

Chromatogram o prub&hu gelové chromatografie je zaznamenan na Obr. 19.

Gelova chromatografie Iripin-5
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Obr. 19: Gelova chromatografie Iripinu-5. Sbirané frakce s proteinem jsou oznaceny F4-F11.
Modra linie pfedstavuje absorbanci pii 280 nm.

Pro frakci 4 byly provedeny Ctyfi shodné purifikace (z dvodu nutnosti nanaset malé
objemy), na Obr. 19 je zaznam priabéhu prvni z nich. Sesbirané frakce z prvni purifikace byly

zanalyzovany pomoci SDS-PAGE (Obr. 20).
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Obr. 20: Gelovad chromatografie Iripinu-5 (M — marker, 2-7 znaci frakce z predchozi
purifikace, F4-F11 — sbirané frakce s proteinem z 1. behu gelové chromatografie).

Na gelu z SDS-PAGE byly zanalyzovany i frakce z iontové vyménné chromatografie
pro porovnani. Pomoci chromatografii se podafilo ziskat ¢isty protein, mensiho prouzku pod
hlavnim se nepodatfilo zbavit. U frakce F10 byla provedena hmotnostni spektrometrie jak pro
horni, tak 1 pro spodni prouzek. Ta potvrdila v obou piipadech pfitomnost Iripinu-5, viz

Obr. 21.

GADI01002653.1, 231006_irs_al_bx

MKTLIVLMCSLVVVWARYENEMRLANNRFAVDLLRGLPSSPEKNIFFSPYSISTAMGMVF
AGAKGETLKNLYDGFGYLRSGLKEDWVLQAYADHAKQLQVGQSQSTFDVANAAATHERLA
LLSAYENTLDSTFHAQLLKVDFVNGGPAAIDEINRWVKQKTHDKIDKLFDGPLDPLTRLV
LLNAIFFKGVWSTKFDENATTKKQFLNGGTTPTQVDTMTKSIRIGYKLLPTMRLETAELP
YDGGNYSMVILLPRGSEGIEAFKHSLTDHRLQDYIGHVELREVAVSLPKFKLETEYSLKD
SLKSLGITEIFGTQADLSGISSDGELVVSDVVHKAVVEVNEEGTEAAAVSGVAVVTRLIE
VPTLELNVNQPFLFFIRNTHTKDLLFAGQVNHL*
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Obr. 21: Pokryti sekvence proteinu Iripin-5 po purifikaci pomoci ptistroje timsTOF Pro, vlevo

pro horni pruh z SDS-PAGE, vpravo pro dolni pruh z SDS-PAGE. Identifikované peptidy byly
zvyraznény cervene.
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U horni prouzku byl identifikovano 70,5 % peptidl piifazenych k proteinu Iripin-5, u
dolniho prouzku bylo identifikovano 48,3 % peptida prifazenych k proteinu Iripin-5.

Nejkoncentrovanéjsi frakce byly spojeny do jedné a u ni byla zméfena koncentrace,
ktera ¢inila 3 mg/ml.

Vypurifikovany Iripin-5 byl netspésné precistén od LPS pomoci kitu ToxinEraser
Endotoxin Removal Kit. Z Casovych divodu byly experimenty provedeny s Iripinem-5

obsahujici LPS.

4.8 Ovéreni biochemické aktivity Iripinu-5

Biochemicka aktivita Iripinu-5 byla ovéfena inhibici serinové proteazy. Na zaklade
ptitomnosti argininu v misté P1 byl vybranou serinovou proteazou trypsin.

Nejprve byla ovéfena samotna enzymatickd aktivita trypsinu pii inkubaci se
substratem. Inhibice trypsinu (findlni koncentraci 50 nM) byla vyzkouSen s Iripinem-5
v ruznych koncentracich (300 nM, 100 nM, 50 nM a 25 nM).

Na Obr. 22 je zaznamenano snizeni proteolytické aktivity trypsinu po inkubaci
s Iripinem-5, ¢imz byla potvrzena biochemicka aktivita Iripinu-5. K inhibici nebylo tfeba
velkého prebytku Iripinu-5 vaci cilovému enzymu, naopak jest€ v ekvimolarni smési byla

inhibice 100%, coz naznacuje, ze mechanismus serpinové inhibice v reakci fungoval.

Inhibice trypsinu
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Obr. 22: Inhibice trypsinu Iripinem-5 je vyjadiena jako zavislost absorbance na Casu. (1:6 —
trypsin (50 nM) : Iripin-5 (300 nM); 1:2 — trypsin (50 nM) : Iripin-5 (100 nM); 1:1 — trypsin
(50 nM) : Iripin-5 (50 nM); 1:0,5 — trypsin (50 nM) : Iripin 5 (25 nM).
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4.9 Stanoveni produkce oxidu dusnatého makrofagy

Makrofagy hraji kli¢ovou roli v zanétlivych reakcich prostfednictvim vysoké produkce
cytokind a NO.

In vitro aktivované makrofagy IC-21 byly inkubovany s Iripiny-5. Inkubace makrofagu
s Iripinem-5 (finalni koncentrace 6 uM) vedla ke zvySeni produkci NO v porovnani s pozitivni
kontrolou 1 Iripinem-5 II. Inkubace makrofagi s Iripinem-5 II (finalni koncentrace 6 uM)
vedla ke snizeni produkci NO (viz Obr. 23).

V pokusech byla pouzita pozitivni kontrola skupina makrofagi, které byly aktivované
pfidanymi aktivatory: LPS (finalni koncentrace 500 ng/ml) a IFN-y (finalni koncentrace

50 ng/ml). Negativni kontrola byla skupina makrofagt, které nebyly stimulovany.

Produkce NO makrofagy
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Obr. 23: Produkce NO aktivovanych makrofagti IC-21 po inkubaci s Iripiny-5. Iripin-5
inkubovany s aktivovanymi makrofagy IC-21 zvySoval produkci NO. Iripin-5 II inkubovany
s aktivovanymi makrofagy snizoval produkci NO. Je zde uveden pramér zjednoho
nezavislého pokus (£ SEM). ****Pp <0,0001.

4.10 Detekce prezivani bunék pomoci alamarBlue™

Pro analyzu ptezivani bunék byla vybrana bunécna linie HeLa CCL-2. Buiiky byly
inkubovany s Iripinem-5 (finalni koncentrace 6 uM) nebo s proteinovym standardem BSA
(finalni koncentrace 6 uM) ve dvou &asovych intervalech 24 a 48 hodin. Zivotaschopnost
bunék byla detekovana barvicim roztokem alamarBlue™, ktery vyuziva metabolické aktivity
zivych bunék.

V ¢asovém intervalu 24 hodin nemél Iripin-5 zadny signifikantni vliv na pteziti bunek.

U skupiny BSA doslo k mirnému nartstu v prezivani bun€k (viz Obr. 24 vlevo).
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Detekce zivotaschopnosti bunék HelLa CCL-2 po 48 hodinové inkubaci s Iripinem-5

nebo s BSA neukazala zadnou pozorovatelnou zménu (viz Obr. 24 vpravo).
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3 T
= 150+ * = -
5 | | g7 ne .
o ns _a I 1
o ———— * ns
= z ——
6 100+ —— < 100- .
£ E
c
£ g
§ 50 § 50
= -
> -
N N
o 0 T T ,§ 0 T T
o kontrola Iripin-5 BSA [ kontrola Iripin-5 BSA

Obr. 24: Vlevo: Prezivani bun€k v zavislosti na inkubaci s Iripinem-5 nebo s BSA po
24 hodinach; jako 100 % byla zvolena primeérna hodnota kontrolni skupiny. Je zde uveden
prumér tfi nezavislych experimentd (+ SEM). *P <0,0332; ns — nesignifikantni. Vpravo:
Prezivani bunék v zavislosti na inkubaci s Iripinem-5 nebo s BSA po 48 hodinach; jako 100 %
byla zvolena primérna hodnota kontrolni skupiny. Je zde uveden pramér tfi nezavislych
experimentt (+ SEM). ns — nesignifikantni.

4.11 Migrace neutrofilu

Iripin-5 primarné inhibuje lidskou neutrofilni elastazu (Kasc¢akova et al., 2021),
v souladu s timto zjisténim byl studovan jeho vliv na funkci neutrofila.

Migrace neutrofila byla testovana in vitro. Neutrofily, které byly vyizolovany z kostni
dfené mysi, byly pfedem inkubovany s Iripinem-5 ve dvou riznych koncentracich (3 uM a
6 uM), a nasledné byly testovany na migraci smérem k chemoatraktantu fMLP (finalni
koncentrace 1 uM) v migrani desticce. Pozitivni kontrolni skupina byly neutrofily
aktivované fMLP. Negativni kontrola byly pouze neutrofily bez chemoatraktantu fMLP. Pocet
premigrovanych buné¢k byl spocitan pomoci Biirkerovy komurky.

Inkubace neutrofili v pfitomnosti Iripinu-5 vedla k poklesu migrace neutrofilt
v zavislosti na davce (viz Obr. 25). Oproti 52,8 % premigrovanych bunék v pozitivni kontrole,
Iripin-5 v koncentraci 3 uM signifikantné snizil migraci neutrofili na 20,8 %. Pfi vyssi
koncentraci Iripinu-5 (6 uM) byla migrace inhibovana jesté vyraznéji, pocet pfemigrovanych
bunék byl pouze 12 % v porovnani s pozitivni kontrolou. Poet pfemigrovanych bunék u

negativni kontroly byl 4,8 %.
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Obr. 25: Migrace neutrofili. Neutrofily zkostni diené mysi byly pfedem inkubovany
s Iripinem-5 (3 uM a 6 uM) a nasledné byl zméfen pocet premigrovanych neutrofilt
aktivovanych fMLP v migracni destiCce. Je zde uveden pramér tii nezavislych experimentt
(= SEM). ****P <0,0001.

4.12 Proliferace T-lymfocytu

Vzhledem k tomu, Ze bylo zjisténo, ze nékteré molekuly ze slin z riznych druht klist'at
mohou inhibovat proliferaci T-lymfocyti (Kotal ef al., 2019), byla tato moznost otestovana i
u Iripinu-5.

Proliferace T-lymfocyta byla provedena in vitro. Vyizolované splenocyty z mysi byly
pfedem inkubovany 1 hodinu s Iripinem-5 ve dvou koncentracich (3 uM a 6 uM), nebo s BSA
(6 uM). Pozitivni kontrolu tvofily splenocyty bez Iripinu-5 ¢i BSA. Nasledné byly pifidany
protilatky anti-CD3 a anti-CD28. Procenta proliferujicich T-lymfocyti byla vyhodnocena
po 72 hodinach.

Inkubace splenocytu s Iripinem-5 vedla ke snizZeni proliferace CD4+ bunék v zavislosti
na davce (viz Obr. 26 vlevo). V pfitomnosti 3 uM Iripinu-5 bylo procento proliferujicich
CD4+ bunék snizeno z 80 % v kontrolni skupin€ na 60 %, po pfidani 6 uM Iripinu-5 bylo
proliferace schopno pouze 46 % CD4+ bunék. U BSA nebyl zaznamenan zadny signifikantni

vliv na proliferaci CD4+ bunék.
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Inkubace splenocytt s Iripinem-5 vedla ke snizeni proliferace CD8+ bunék (viz
Obr. 26 vpravo). V piitomnosti 3 uM Iripinu-5 bylo procento proliferujicich CD8+ buné¢k
snizeno oproti kontrolni skupin€ z 82 % na 31 %, po pfidani 6 uM Iripinu-5 bylo proliferace
schopno pouze 40 % CD8+ bunék. BSA (6 uM) signifikantné neinhiboval proliferaci CD8+

buneék.
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Obr. 26: Vlevo: Proliferace CD4+ bunék po inkubaci s Iripinem-5 v koncentraci 3 uM a
6 UM, nebo s BSA (6 uM). Udaje jsou prezentovany jako pramér = SEM z jednoho ze tii
nezavislych experimentl. *P <0,0332; **P <0,0021; ns — nesignifikantni. Vpravo: Proliferace
CD8+ bun&k po inkubaci s Iripinem-5 v koncentraci 3 M nebo 6 M, & BSA (6 uM). Udaje
jsou prezentovany jako prumér + SEM zjednoho ze tfi nezavislych experimentu.
xx85P <0 0001
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5. Diskuze

Klistéci sliny obsahuji nebilkovinné 1 bilkovinné slozky, které umoziiuji sani krve na
hostiteli po nékolik dni, udrzuji tekutost krve a potlacuji imunitni reakce hostitele, ¢i hojent
ran. Klicovou roli hraji inhibitory protedz. Z transkriptomu slinnych zlaz 1. ricinus bylo
zjisténo, ze ve svych slinnych zlazach obsahuje Ctyfi hlavni typy: cystatiny, Kunitz inhibitory,
inhibitory s TIL doménou a serpiny. U serpinti bylo prokazano, ze jsou modulatory obrannych
reakci hostitele (Chmelaf ez al., 2017). Cilem této prace bylo pfipravit rekombinantni protein
Iripin-5 a pomoci in vitro pokusu popsat jeho funkci.

Pocatecni cil prace byl splnén. Restrikce byla provedena bez problémua. Za pomoci
restrikénich enzymi byl Iripin-5 byl vystipnut z vektoru pET-17b a cilovy vektor pET-19b byl
roz§tipnut stejnymi restrikénimi enzymy. Pro lepsi spojeni konca inzertu a vektoru byla
pouzita alkalicka fosfataza, kterd odstraiiuje 5°-fosfaty a tim zabratiuje op€tovnému spojeni
konci vektoru. Nicméné€ po transformaci do kompetentnich bunék vyrostlé kolonie na
agarovych plotnach obsahovaly prazdny inzert, coz bylo ukazano vysledkem z colony PCR,
kdy z 16 testovanych kolonii pouze 3 kolonie obsahovaly vektor pET-19b se zaklonovanym
Iripinem-5. Na vysledném gelu colony PCR (viz Obr. 8) byl zaznamenan vétsi band pozitivni
kolonie 20, pravdépodobné doslo k nespecifické amplifikaci DNA (PCR Troubleshooting
Guide).

Rekombinantni Iripin-5 se podafilo naprodukovat v cytoplazmatické frakci i v peletu
proteinu (viz Obr. 9 a 10). Rozhodnuti pro cytoplazmatickou frakci bylo z divodu, Ze protein
v solubilni frakci je spravné slozen a je biologicky aktivni, kdezto z inkluznich télisek je
agregovan a musel by byt refoldovan. Navic béhem refoldingu dochazi ke ztratam proteinu
(Singh et al., 2005). Pro budouci experimenty by bylo vhodné vyzkouSet expresi pii nizsi
teploté, aby byl protein pomaleji produkovan, mohl se spravné skladat a diky tomu by se
neukladal do inkluznich télisek (Rosano et al., 2014).

Béhem afinitni chromatografie doslo k precisténi Iripinu-5 od dalSich proteint. Vypada
to, Ze polyhistidinova znacka byla spravné pfistupna a doslo ke spravnému navazani na kolonu
afinitni chromatografie. Nicméné na SDS-PAGE gelu (viz Obr. 16) byl zachycen Iripin-5 i
v SW, coz bylo zptiisobeno chybné nastavenym vy$§im pratokem. Nastésti nebylo ztraceno
velké mnozstvi proteinu a sbirané frakce po afinitni chromatografii obsahovaly vysokou
koncentraci Iripinu-5. Znepokojujici byl zaznamenany mensi pruh pod hlavnim pruhem
studovaného proteinu (Obr. 16 a 18), proto bylo rozhodnuto pro precisténi pomoci iontoveé

vyménné chromatografie.
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Ani iontové vymeénnou chromatografii se nepodafilo odstranit mensi pruh pod hlavnim
pruhem, viz Obr. 18. Zajimavé je, ze ve vzorku ON na Obr. 18 jsou viditelné dalsi proteiny,
které nebyly zaznamenany v zadné z analyzovanych frakci na Obr. 16. Je tedy mozné, ze
protein nebyl dokonale precistén pomoci afinitni chromatografie.

Nakonec byl protein precistén pomoci gelové chromatografie a ani pomoci ni se
nepodarfilo odstranit mensi pruh (viz Obr. 20). Po gelové chromatografii byla provedena
hmotnostni spektrometrie, ktera potvrdila pfitomnost Iripinu-5 v obou pruzich z SDS-PAGE
gelti. Mensi pruh je tedy rovnéz Iripin-5, ovSem v jiné strukturni konformaci. Nékteré serpiny
mohou vykazovat dva pruhy na SDS-PAGE gelech po purifika¢nich procesech (Kozaki et al.,
1998).

Pritomnost LPS ve vypurifikovaném rekombinantnim proteinu Iripinu-5 mohla mit
vliv na nasledujici imunologické pokusy. LPS mize mit vliv na imunitni burky tim, Ze je
aktivuje a dojde k zahajeni imunitni odpoveédi vedouci k zanétu ¢i jinym imunitnim reakcim.
LPS konkrétné pusobi na toll like receptory (TLR), coz vede k produkci prozanétlivych
cytokinu a interferonu (Mamat ef al., 2015).

Cilové proteazy, které bude serpin inhibovat, jsou dany predevSim aminokyselinou
v P1 misté¢ RCL (Marijanovic ef al., 2019). U Iripinu-5 je aminokyselinou v misté P1 arginin
(Arg342), coz by naznacovalo, ze bude predevsim cilit na proteazy podobné trypsinu jako je
tomu u Iripinu-3, ktery méa v P1 misté arginin a inhibuje pfedevs§im kalikrein a matriptazu
(Chlastakovaeral.,2021) ¢iu Iripinu-1 s argininem na P1 mist€ a inhibici plasminu, kalikreinu
a trypsinu (Chlastakova ef al., 2023). Iripin-8 ma téz v P1 misté arginin a cili na trypsin, a
predevsim na proteazy koagulacni kaskady (kalikrein, trombin, plasmin) (Kotal ez a/., 2021).

Nicmén¢ Iripin-5 cili na protedzy podobné elastaze, protoze inhibuje predevsim
neutrofilni elastazu a proteinazu 3 (Kascakova et al., 2021). OvSem toto chovani bylo jiz dfive
popsano i u jinych serpinti, kdy doslo k inhibici jinych serinovych proteaz, nez naznacuje
aminokyselina v P1 misté (Gettins ez al., 2002). V této praci byla testovana biochemicka
aktivita Iripinu-5 na inhibici trypsinu. Tento experiment ukazal, ze Iripin-5 mél 100 %
inhibi¢ni aktivitu v ekvimolarni smési. V porovnani s vysledky Kascakova ef al., 2021, kde
bylo dosazeno inhibi¢niho uc€inku na trypsin pii vys$si koncentraci Iripinu-5, se nové
pfipraveny Iripin-5 jevi jako siln&$i inhibitor. Nicméné v experimentu byl pouzit jiny typ
trypsinu nez diive, proto by bylo tfeba aktivitu obou serpinti porovnat v ramci jednoho pokusu.

Bylo zjisténo, ze nékteré molekuly ze slin 1. ricinus potlacuji schopnost makrofagt
produkovat NO. Makrofagy hraji roli v obrané hostitele pfed sanim klistéte a prenosy

patogent, protoze produkuji cytokiny nebo pravé NO, kterym aktivuji dal§i imunitni buiiky
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v miste zanétu. Na zaklade vysledkt publikace Kascakova et al., 2021 dokaze Iripin-5 potlacit
schopnosti makrofagi produkovat NO v zavislosti na davce. Iripin-5 byl inkubovan ve dvou
koncentracich (1 uM a 5 uM) a ve dvou c¢asovych intervalech (24 a 48 hodin). Pii nizsi
koncentraci (1 uM) Iripin-5 statisticky nevyznamné inhiboval produkci NO po 24 hodinach a
po 48 hodinach vibec neinhiboval. Naproti tomu v koncentraci 5 uM Iripin-5 inhiboval
produkci NO po 24 i 48 hodinach. Pouzity protein v tomto clanku byl precistén od LPS
(Kascakova et al., 2021). V této praci byla produkce NO makrofagy méfena pro Iripin-5
(vytvoreny v této praci, neptecistény od LPS) tak pro Iripin-5 II (zdsoby Katedry medicinské
biologie, precistény od LPS). Oba Iripiny-5 byly v koncentraci 6 uM a produkce NO
makrofagy byla méfena po 24 hodinach. U Iripinu-5 II byla pozorovana inhibice produkce
NO, c¢imz se potvrdily vysledky z Kascakova et al., 2021. Naproti tomu u Iripinu-5
v porovnani s kontrolou jesté zvysil produkci NO makrofagy. Pravdépodobné je to tim, ze
nebyl fadné precistén od LPS. Z klistécich proteinii produkci NO makrofagy neinhibuji jen
serpiny, ale 1 n€které cystatiny, jako je Iristatin (Kotal ef al., 2019).

Prezivani bunék po inkubaci (24 a 48 hodin) s Iripinem-5 (6 uM) bylo vyzkouSeno na
bunécné linii HeLa CCL-2. Na zakladé¢ vysledkt se serpin Iripin-5 nejevi jako cytotoxicky,
ovSem bylo by tifeba podrobnéjsiho experimentu, vyzkouset vy§si koncentraci ¢i del§i dobu
inkubace serpinu s buiikami. Pro porovnani byl k burikam HeLLa CCL-2 pfidan BSA (6 uM),
ktery po 24 hodinové inkubaci sice statisticky vyznamné zvySoval prezivani bun¢k, kdezto po
48 hodinové inkubaci nejevil zadné ucinky na prezivani bunék. BSA je proteinovy standard,
ktery byl pouzit pouze pro ziskani informace, zda pridani nahodného proteinu k bunécné linii
HeLa CCL-2 bude mit n¢jaky viditelny/detekovatelny efekt. ZvySeni po 24 hodinach je vSak
tak nevyrazné, ze zfejmé nema zadny fyziologicky vyznam.

Neutrofily jsou butiky vrozené imunity, které mohou byt aktivovany cytokiny a
chemokiny, a do mista poranéni migruji jako prvni. Inhibice migrace neutrofil naznacuje
protizanétlivou aktivitu na pocatku imunitni reakce. Iripin-5 primarn€ inhibuje neutrofilni
elastazu, a proto byl studovan jeho Gcinek na migraci neutrofili (Kascakova et al., 2021).
Studie Kascakova et al., 2021 potvrdila, ze Iripin-5 inhibuje migraci neutrofild. Provedeny
pokus v ramci této prace téz potvrdil inhibici migraci neutrofild a zaroven ukazal, ze inhibice
migrace neutrofild je zavisla na koncentraci Iripinu-5. Nové pfipraveny Iripin-5 ma tedy tuto
aktivitu shodnou s pivodnim Iripinem-5, coz znamena, ze LPS nema vliv na tento typ aktivity
neutrofild. Iripin-5 tedy cili na vrozenou imunitu, ma vyznamny anti-neutrofilni ucinek.

Dalsim ze serpind z /. ricinus, ktery inhibuje migraci neutrofill je Iripin-1 (Chlastakova et al.,

51



2023). Krome serpintl i cystatin Iristatin inhiboval migraci neutrofilt in vivo (Kotal ez al.,
2019).

Sliny a extrakty ze slin /. ricinus inhibuji proliferaci T-lymfocytt (Chlastakova et al.,
2021). Serpiny mohou ovliviiovat proliferaci T-lymfocyti nepfimo modulaci aktivity proteaz
¢i regulaci riznych imunitnich procest napf. aktivace cytokina ¢i chemokint ¢i ovlivnénim
prezentace antigenu na antigen prezentujicich burikach. Dale mohou zasahovat do
nitrobunéénych signalnich drah napt. signalizace prostfednictvim T bunécného receptoru
(TCR), ¢i regulovat jiné imunitni bunky, které ovliviiuji proliferaci T-lymfocyta jako jsou
regulacni T buriky (Tregs) nebo myeloidni supresorové buiky (MDSC). Zaroveni nékteré
serpiny maji protizanétlivou funkci, a dochazi k utltumeni imunitni odpovédi, a tim mtze dojit
ke snizeni proliferaci T-lymfocyti (Abbas et al., 2022; Chlastakova et al., 2021; Kotal et al.,
2015). Iripin-5 inhibici neutrofilni elastazy ovliviiuje pfimo buiiky imunitniho systému a tim
imunitni reakci (Kascakova et al., 2021). Trypsin ovliviiuje produkci cytokind, a tim neptimo
muize ovlivnit proliferaci T-lymfocyt (Chlastakova ef al., 2021). Zaroven mize byt i inhibice
produkce NO makrofagy spojena se snizenim proliferace T-lymfocyta (Kotal ef al., 2019).
Iripin-5 inhiboval proliferaci CD4+ v zévislosti na davce. Proliferaci CD8+ Iripin-5 téz
inhiboval, ale ne v zavislosti na davce. BSA proliferaci T-lymfocytd nijak neovlivnil.
Ovlivnéni adaptivni imunity serpiny z /. ricinus bylo pozorovano u Iripinu-3, ktery snizuje
proliferaci CD4+ T-lymfocytt, a dale potlacuje Th lymfocyty, indukci Tregs a tvorbu IL-6
(Chlastakova ef al., 2021). K dal§im se tadi Iris, ktery také inhiboval proliferaci T-lymfocytt
a produkci nekolika zanétlivych cytokini (IFN-y, IL-6, IL-8 a TFN-a) (Leboulle ez al., 2002).
Serpin RHS2 z Rhipicephalus haemaphysaloides inhibuje proliferaci jak CD4+ tak CD8+
bunék (Xu et al., 2019).

Koncentrace Iripinu-5 v in vitro pokusech byla pravdépodobné vyssi, nez je mnozstvi
Iripinu-5 ve slinach klistéte pfi krmeni krvi, 1 kdyz na zékladeé Kas¢akova et al., 2021 je nejvice
zastoupenym serpinem ve slinach klistéte pfi sani krve. Nicméné pouzitd vyssi koncentrace
v pokusech nevyvraci pozorované vlastnosti Iripinu-5. Je to dano faktem, ze klistéci sliny jsou
komplexni smési proteind, které mohou vykazovat stejné vlastnosti, a proto pokud ptsobi
kliStéci proteiny ve shod€, tak mohou dosahnout pozadovaného ucinku (Chlastakova et al.,
2021; Chmelaft et al., 2016).

Bohuzel vysledky prezentované v této praci nejsou jednoznacné, protoze Iripin-5 nebyl
dekontaminovan od LPS, coz mohlo ovlivnit néktera ziskana data. Presto, na zakladé

prislusnych kontrol 1ze tvrdit, ze nové ptipraveny Iripin-5 vykazuje podobné ucinky jako diive
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vyrobeny protein. Pro pfesné srovnani by bylo tfeba udé€lat podrobnéj§i experimenty

s Iripinem-5 precisténym od LPS.
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6. Zavér

Tématem této prace byla priprava a ovéfeni aktivity inhibitoru serinovych protedz —
serpinu Iripin-5 ze slin klistéte . ricinus. Serpin se podafilo uspésné zaklonovat do vektoru
pET-19b a namnozit v kompetentnich bunikach. Pomoci chromatografickych metod byl ziskan
Cisty rekombinantni protein Iripin-5. Biochemicka aktivita studovaného proteinu byla ovéfena
enzymatickou inhibicni eseji s vybranou proteazou — trypsinem.

Pro ovéfeni biologické aktivity byly provedeny pokusy in vitro. Bylo otestovan vliv
Iripinu-5 na prezivani bunék HeLa CCL-2, z kterého vyplynulo, ze Iripin-5 pro né€ neni
cytotoxicky. Vliv Iripinu-5 na vrozenou imunitu hostitele byl zkouman dvéma pokusy. Prvnim
bylo stanoveni produkce NO makrofagy, ktery ukazal, ze vyprodukovany Iripin-5 v ramci této
prace spise podporuje produkci NO makrofagy. Naopak Iripin-5 inhiboval migraci neutrofila
a potvrdil se tim jeho vyznamny anti-neutrofilni u¢inek. Nakonec byla zkoumana role Iripinu-
5 na ziskanou imunitu. Iripin-5 inhiboval proliferaci CD4+ a CD8+ bungk, coz naznacuje 1
jeho vliv na adaptivni imunitu hostitele.

Na zakladé téchto poznatk lze charakterizovat jako serpin Iripin-5, ktery ma

protizanétlivé a imunomodulacni vlastnosti.

54



7. Seznam pouzitych zkratek

AMP ampicilin

ATB antibiotikum

bp pocet part bazi (base pair)

BOFES fetalni hovézi sérum

BSA hovézi sérovy albumin

CD diferenciacni skupina, cluster of differentiation
DMEM Dulbecco Modified Eagle Medium

DNA deoxyribonukleova kyselina

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid

FACS Fluorescence-Activated Cell Sorting

FITC fluorescein isothiocyanate

fMLP N-formyl-methionyl-leucyl-fenylalanin

FWD forward (kodujici)

FT flow through

IFN interferon

IgG imunoglobulin G

IL interleukin

IPTG isopropyl-B-D-thiogalaktosid

LB médium lysogenylové médium (lysogeny broth medium)
L-GL L-glutamin

LPS lipopolysacharid

ME merkaptoetanol

MHC-II MHC glykoproteiny II. tfidy

NO oxid dusnaty

OD opticka hustota

PBS fosfatovy pufr

PCR polymerazova fetézova reakce

PE phycoerythrin

PE - Cy7 phycoerythtin — Cyanin 7

pH vodikovy exponent (potential of hydrogen)
PVDF membrana | polyvinyidene difluorid membrana

rcf relativni odstrediva sila (relative centrifugal force)
RCL reactive centre looop (centralni reaktivni smycka)
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REV reverse (antikodujict)

rpm otacky za minutu (revolutions per minute)

RPMI médium Roswell Park Memorial Institute médium

SDS dodecylsiran sodny

S.0.C médium super optimalni vyvar s katabolickymi restrikcemi
(Super Optimal broth with Catabolite repression)

SW soft wash

TAE tris base-acetic acid EDTA

TEMED tetramethylethylendiamin

TNF-a Tumor necrosis factor, faktor nadorové nekrozy

Tris trisaminometan
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