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1. Uvod

Klistata patii k parazitickym Clenovcim, ktefi se zivi sanim krve savci, ptaka ¢i plazd. Pri
tomto zpusobu obzivy Celi obrannym mechanismtum hostitelského organismu, mezi néz patfi
hemostaza, reakce imunitniho systému a zanétliva odpoveéd’. Jelikoz proces sani hostitelovy
krve trva po dobu nékolika dni, klistata musi byt schopna potlacovat vySe zminéné piekazky.
To je zajisténo komplexnim slozenim jejich slin, ve kterych se nachazi smés protisrazlivych a
vazodilataCnich komponent, které zajistuji kontinudlni tok krve v misté sani, a
imunomodulacnich latek (Anderson a Magnarelli, 2008; Martins a kol., 2020).

Dulezitou slozkou klistécich slin jsou proteazové inhibitory, z nichz jsou zde zastoupeny
tfi hlavni skupiny: pfevazné antikoagulacni Kunitzovy inhibitory, serpiny a cystatiny
(posledni dvé zmifiované skupiny kromé& antihemostatického efektu ovliviiyji 1 hostitelskou
imunitni odpovéd’) (Chmelar a kol., 2017). Prave serpiny neboli inhibitory serinovych proteaz

jsou predmétem z4jmu této prace.

1.1. Proteazy

Proteazy jsou enzymy katalyzujici hydrolyzu peptidové vazby za vzniku peptidi, mensich
bilkovin ¢i jednotlivych aminokyselin (da Silva, 2017). Jsou esencialni pro vSechny zivé
organismy, v nichz hraji dalezitou roli v ramci biologickych regulaci (Johnson a Pellecchia,
2006). V prvni fadé€ jsou zodpoveédné za rozklad proteint piijimanych v potravé na jednotlivé
aminokyseliny, které jsou poté vyuzivany jako stavebni bloky pro proteosyntetické procesy v
organismu. Zarovern jsou ale také vyuzivany pii prestavbé bunek a v procesech rastu za
souCasného zachovani rovnovahy mezi rozkladem starych a syntézou novych proteint
(Barrett, 2000).

Proteolyza katalyzovana proteazami hraje dalezitou ulohu i v procesech jako je aktivace
proteinovych molekul do jejich biologicky funkéniho stavu (to lze sledovat u riznych
funkénich slozek v ramci lidského téla jako napt. kaskadovité aktivace komplementového
systému (Beinrohr a kol., 2011) nebo jednotlivych faktort koagulacni kaskady (Green, 2006)).
Zaroven ale i samotné proteazy mohou byt produkovany ve formé proenzymu za potieby
proteolytického Stépeni pro jejich aktivaci. Veskeré takové proteolytické premény musi byt
navic dokonale synchronizovany v ramci celého organizmu (Sambrano a kol., 2000).

Vr. 2004 Rawlings a kol. (Rawlings, Tolle a Barrett, 2004) klasifikovali proteazy a
proteazové inhibitory na zékladé struktury do jednotlivych rodin a dalsich subjednotek. Tuto

hierarchickou klasifikaci proteaz a jejich inhibitort 1ze nalézt v databazi MEROPS (MEROPS
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the Peptidase Database, 2017), kde jsou proteazy c¢i inhibitory proteaz s vyznamnou
podobnosti aminokyselinové sekvence proteazové ¢i inhibi¢ni jednotky, tedy té Casti
molekuly, kterd je zodpovédna za proteolytickou ¢i inhibi¢ni aktivitu, seskupeny do
jednotlivych rodin. VétSina proteaz ma jen jednu proteazovou jednotku, nicméné inhibitory
proteaz mohou obsahovat né€kolik inhibi¢nich jednotek (Rawlings, 2010). Skupiny proteaz ¢i
jejich inhibitord, které maji podobnou terciarni strukturu, jsou poté seskupeny do tzv. klant
(Rawlings, Tolle a Barrett, 2004; Rawlings, 2010, 2020; Rawlings a kol., 2014).

Hlavni proteazové rodiny zahrnuji (Johnson a Pellecchia, 2006; da Silva, 2017; Elsésser a
Goettig, 2021):

1) aspartatové proteazy (znaCené pismenem A, zastoupeny napi. pepsinem ¢i reninem) —

endoproteazy, jejichz katalyticky aparat zahrnuje 2 kyseliny asparagové

2) cysteinové proteazy (znacené pismenem C, zastoupeny napi. katepsiny €i papainem) —

endoproteazy a exoproteazy, které maji v aktivnim misté pfitomen cystein

3) metaloprotedzy (znacené pismenem M, zastupcem je napi. kolagenaza) — endoprotedzy a

exoproteazy, jejichz aktivita je zavisla na kovovych iontech, obvykle zavisi na pfitomnosti Zn,
ale muze se jednat i o Co, Mn, Ni, Cu ¢i Fe

4) serinové proteazy (znacené pismenem S, patii k nim napft. trombin, trypsin ¢i chymotrypsin)

— endoprotedzy a exoproteazy, v jejichz aktivnim misté je pfitomen jeden serin

5) threoninové proteazy (znacené pismenem T) - endoproteazy, u nichz proteolyticka aktivita

zavisi na pfitomnosti N-terminalniho threoninového zbytku v aktivnim misté enzymu

6) glutamatové proteazy (znaCené pismenem G) — endoprotedzy, které obsahuji glutamat

v aktivnim misté

7) asparaginova peptidova lyaza (znacena pismenem N) — endoproteaza, ktera jako jedina ze

skupiny proteaz neni hydrolazou a ktera v aktivnim misté obsahuje asparagin

1.2. Inhibitory proteaz

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.1., proteazy jsou zasadni pro spravny chod organismu.
Vse ale musi byt udrZzovano v rovnovaze, proto existuji rizné mechanismy, kterymi je
proteolyza regulovana. Jednim z téchto mechanismi je pravé piitomnost inhibitorti proteaz
(Johnson a Pellecchia, 2006).

Existuji 2 zakladni mechanismy, jakymi inhibitory proteaz inhibuji cilové enzymy

(Rawlings, Tolle a Barrett, 2004; Rawlings, 2010; Shamsi, Parveen a Fatima, 2016):



1) ireverzibilni reakce (,,sebevrazedny* typ) — tento zpusob inhibice spociva v rozstépeni

peptidové vazby inhibitoru, vzniku kovalentniho komplexu inhibitoru a proteazy a vysledné
konformacéni zméné vedouci k rozruseni aktivniho mista cilové proteazy. Inhibitor tady tedy
vyuziva katalytickou aktivitu protedzy, aby ji uvéznil a inaktivoval (Farady a Craik, 2010).
Touto cestou mohou byt inhibovany jen endoproteazy. Mezi rodiny inhibitora proteaz, které
oplyvaji timto mechanismem inhibice, patifi mimo jiné i serpiny, kterymi se tento text bude
zabyvat vice do detailu v kapitole 1.3. (Yamasaki a kol., 2010).

2) reverzibilni kompetitivni reakce — klasicky zpusob inhibice, ktery vyuziva vétSina

proteazovych inhibitort, kdy se inhibi¢ni jednotka inhibitoru vaze do aktivniho mista
inhibované proteazy jako klic do zamku. Peptidova vazba inhibitoru je protedzou §té€pena
velmi pomalu, pfi¢emz nedochazi k uvolnéni produkti a vazba muize byt obnovena. Na rozdil
od 1. typu inhibice nedochazi k ,,sebevrazednému* obétovani inhibitoru, dochéazi jednoduse
k fyzickému zablokovani pfistupu k aktivnimu mistu cilové protedzy. Mezi inhibitory s timto
mechanismem inhibice se fadi inhibitory cysteinovych protedz ¢i inhibitory metaloproteaz
(Farady a Craik, 2010).

Neékteré protedazy mohou vazat své substraty nejen v ramci aktivniho mista, ale zaroven i
pomoci sekundarnich vazebnych mist mimo aktivni misto (tzv. exosites), coz prostiednictvim
navySeni plochy interakce inhibitor-protedza zvySuje afinitu interakce (Whisstock a kol.,
2010). Urcité typy inhibitortt mohou pak fungovat skrze blokaci téchto ptidatnych mist spise

nez interakci s aktivnim mistem proteazy.

1.3. Serpiny (inhibitory serinovych proteaz)
1.3.1 Obecny uvod do funkce serpini

Serpiny jsou nejvétsi nadrodinou inhibitort proteaz vyuzivajicich ,,sebevrazedny* zptisob
inhibice (Shamsi, Parveen a Fatima, 2016). Velikostné se tyto proteiny pohybuji kolem 40 -
50 kDa, nicméné néktefi zastupci jako antitrombin ¢i heparinovy kofaktor II a dalsi dosahuji
vétSich velikosti diky prodlouzenému N-terminalnimu konci. Kromé ¢loveka (v lidské plazmé
predstavuji zhruba 2 - 10 % vsech proteina (van Gent a kol., 2003; Lucas a kol., 2018)) a zvifat
se vyskytuji i u rostlin, bakterii, virti nebo archei (Gettins a Olson, 2016).

Z valné vétSiny se jednd o inhibitory serinovych proteaz, nicméné ¢ast z nich inhibuje
cysteinové proteazy (Farady a Craik, 2010), mohou cilit i na metaloprotedzy ¢i kaspazy (Ray

a kol., 1992; Gettins a Olson, 2016) a Cast zcela postrada inhibicni aktivitu (vzacné mohou



plnit funkce hormonalnich transportéra, chaperont ¢i nadorovych supresort (Blisnick, Foulon
a Bonnet, 2017)).

Serpiny se podili na regulaci celé fady procest probihajicich v organizmu jako je
koagulace, zanét ¢i imunitni odpovéd’ (Shamsi, Parveen a Fatima, 2016; Lucas a kol., 2018).
Kromé samotného krevniho srdzeni jsou zapojeny i v regulaci fibrinolyzy a aktivace
komplementu (Gettins a Olson, 2016). Naruseni jejich funkce, jejich nedostatek nebo naopak
zvySend produkce tak mohou vyustit v krvacivé €1 trombofilni stavy (Rau a kol., 2007).

U hematofagnich zivocichu serpiny hraji roli pfi potlaceni hemostatické odpovédi hostitele
a udrzovani plynulého pifisunu krve béhem sani. Klistata se tomuto zpusobu vyZivy
a Francischetti, 2003; Francischetti, Ivo, 2009) do hostitele. Na rozdil od endogennich serpint,
které maji za ukol udrzovat hemostazu v rovnovaze, exogenni serpiny tuto rovnovahu
posouvaji smérem k inhibici koagulace vzhledem k potfebam hematofagnich zivocichti béhem
sani krve. Serpiny svou roli sehravaji napf. i v ochrané virQ proti imunitni odezvé hostitele,

ktera blokuje jejich mnozeni (Lucas a kol., 2018).

1.3.2. Struktura serpinu

Primarni struktura serpint je tvofena 350 — 400 aminokyselinovymi zbytky (Blisnick,
Foulon a Bonnet, 2017). Jejich sekundarni struktura, zachycena na Obr. 1, pak zahrnuje

(Silverman a kol., 2001):

a) tf1 B-skladané listy — nejvétsi je B-list A, mensi potom B-list B a B-list C

b) 8 — 9 a-helixt (znacené A-I)

¢) centralni reaktivni smycku (RCL, Reactive Centre Loop) — ta je umisténa mezi [3-
listem A a C, vyCniva do prostoru mimo hlavni strukturni jadro serpinu a slouzi jako
,,navnada“ pro cilovou proteazu (Lucas a kol., 2018; Yaron a kol., 2021). Je to pravé ta ¢ast
serpinu, ktera interaguje s aktivnim mistem cilové proteazy. Jeji délka u inhibi¢nich serpint
vykazuje jen nizkou variabilitu, obvykle se sklada ze 16 — 17 aminokyselinovych zbytku
(Gettins, 2002).



Obr. 1: Struktura serpinu (Maas a de Maat, 2021). RCL vyznaCena Cervenou barvou
vycniva do prostoru rozprostiend mezi B-listy A a C a je pripravena interagovat s cilovou

proteazou. Jednotlivé B-listy jsou znazornény zelen€, a-helixy pak bile.

Jako rozpoznavaci oblast cilové proteazy slouzi vazba mezi P1 aP1’ mistem v ramci RCL.
Dle Schechtera a Bergera (Schechter a Berger, 1967) jsou aminokyseliny proteazového
substratu (v naSem piipadé aminokyseliny tvofici RCL) znaleny jako Pn — P2 na N-
terminalnim konci, P1 a P1" — Pn" na C-termindlnim konci (viz Obr. 2). Tato mista poté
interaguji s korespondujicimi oblastmi proteazy znacenymi Sn — S2, S1 a S1” — Sn” (Irving a
kol., 2002; Antalis a Lawrence, 2004).

Serpiny jsou zvlastni tim, ze v nativnim stavu nezaujimaji nejstabilnéj§i konformaci, ale
tzv. metastabilni konformaci (Tsutsui, Dela Cruz a Wintrode, 2012). V takovémto usporadani
jsou schopny za fyziologickych podminek vydrzet stabilni po ne€kolik dni.

Obecné se tyto inhibitory mohou vyskytovat ve 3 riznych konformacich (Whisstock a kol.,
2000; Marszal a Shrake, 2006; Gettins a Olson, 2016):



1) nativni konformace — metastabilni konformace, u které RCL vyc¢niva do prostoru a je
pfipravena na interakci s cilovou protedzou

2) latentni konformace — stabilné&jsi usporadani, kdy dochazi k vlozeni RCL do stfedu B-listu

A za souCasné extrakce 1 vlakna z B-listu C

3) serpin po probéhlém proteolytickém Sté€peni — nejstabiln€jsiho uspofadani je dosazeno

roz§tépenim peptidové vazby P1-P1’, jelikoz vlozeni RCL do B-listu A muze probéhnout bez

potteby extrakce vlakna z B-listu C

Specifita serpint je primarné urcena slozenim RCL, konkrétné aminokyselinami v misté
P1 a v jeho blizkém okoli (Marijanovic a kol., 2019), nicméné je také navysSena interakci
proteazy se sekundarnimi vazebnymi misty (tzv. exosites). Ty napomahaji k upevnéni
komplexu serpin-protedza a podporuji inhibi¢ni funkci serpinu, protoze disociace takového

komplexu je zpomalena (Gettins a Olson, 2009).

1.3.3. Princip inhibice

Pro inhibi¢ni funkci serpina je stézejni RCL, ktera je proteazou specificky rozpoznavana
jako vhodny substrat. Protedza zprvu tvofi nekovalentni komplex se serpinem na zakladé
interakci s misty kolem vazby, ktera ma byt zhydrolyzovana (P1-P1") (Silverman a kol., 2001).

Vazba P1-P1’ je nejprve enzymaticky Stépena protedzou, nacez dojde ke kovalentnimu
spojeni proteazy a RCL smycky (Lucas a kol., 2018). Podstatou sebevrazedného inhibi¢niho
mechanismu serpinil je nasledné vlozeni N-terminalniho konce RCL stale spojeného
s proteazou do B-listu A. Pokud je vkladani RCL dostate¢né rychlé, dojde k inhibici protedzy,
pokud ne, serpin se stava substratem a dojde k rozstépeni P1-P1° vazby bez inhibice
(Marijanovic a kol., 2019). Vlozeni RCL do B-listu poté zapficini piesun proteazy kovalentné
vazané se serpinem na opacnou stranu molekuly serpinu (Rawlings, Tolle aBarrett, 2004;
Farady a Craik, 2010). Stericky je toto preusporadani usnadnéno pomoci pohyblivého , pantu‘
—tzv. ,hinge region” serpinu sloZzeného z kratkého fetézce aminokyselin (Marijanovic a kol.,
2019). Pfesun navazané proteazy zapiiCini deformaci jejiho aktivniho mista, neschopnost
efektiviné dokoncit hydrolyzu serpinu a uvolnit se z komplexu, ¢imz dojde k jeji ireverzibilni
inhibici (Law a kol., 2006). Proces konformacni zmény je zaznamenan na Obr. 2.

Vzniklé komplexy serpin-proteaza jsou nasledné internalizovany do bunek k degradaci

(Kounnas a kol., 1996).



Obr. 2: Konformac¢ni zména serpinu vedouci k ireverzibilni inhibici naviazané proteazy

(Polderdijk a Huntington, 2018). V ¢asti A je vidét serpin v nativnim stavu se Zzluté
naznacenou RCL vy¢nivajici do prostoru (vetné detailu na P1 a pfiléhajici oblasti) a modie
naznaCenym [-listem A. V Casti B je zobrazeno navazani cilové proteazy na RCL serpinu.
Proteaza tuto smycku rozpoznava jako substrat pro proteolytické stépeni. V Casti C jiz doslo
ke konformacni zméné€, kdy byla rozst€épena RCL zafazena do B-listu A (viz zluta Sipka
vlozend mezi modrymi) se soucasnou translokaci protedzy na opacny pol serpinu a deformaci

jejiho katalytického mista.

Sebevrazedny zptsob inhibice je velmi efektivni, nicméné jelikoz dochazi k uvéznéni jak
cilové proteazy, tak i inhibi¢niho serpinu, je potfeba, aby se v organizmu vyskytovalo velké
mnozstvi serpinovych inhibitort (aby mohly plnit své regulacni funkce napf. v ramci celého

ob&hového systému) (Lucas a kol., 2018). Velkou vyhodou serpinové inhibice je regulace



jejich funkce pomoci specifickych kofaktorti (napf. serpin antitrombin inaktivuje trombin a

fXa jen v malé mife, dokud neni pfitomen jeho kofaktor heparin (Rezaie, 1998)).

1.3.4. Mutageneze

Mutageneze serpind je velmi uziteCnym nastrojem v ramci studia jejich struktury a funkce.
Muze byt vyuzita i pro ur€eni vyznamu urcité oblasti v ramci struktury serpinu (Antalis a
Lawrence, 2004). Vzhledem k vyznamu RCL pro specifitu serpind bylo publikovano nékolik
pokust zavadé€jicich mutace v ramci RCL sekvence (nejcast€ji bodové mutace) ¢i
zaménujicich sekvence RCL mezi riznymi serpiny (Marijanovic a kol., 2019). Mutageneze
aminokyselin v oblasti P1 je pfijatelna, jelikoz tato mista jsou vystavena kontaktu s proteazou
a nemeéla by nijak vyrazné ovlivnit sbaleni proteinu nebo vkladani RCL do B-listu A. Mutace
mohou byt zavadény ale i do hinge regionu, kde mohou zablokovat inhibi¢ni aktivitu serpinu,
aniz by narusily jiné interakce, usti tedy ve vystupovani serpinu jakozto pouhého substratu
dané proteazy spise nezjejiho inhibitoru (Antalis a Lawrence, 2004; Marijanovic a kol., 2019).

Obecné je v tomto odvétvi vyzkumu kladen velky diraz na serpiny majici vyznamnou
ulohu v regulaci hemokoagula¢niho systému a na dopad zavadénych mutaci na jejich funkci
a vznik pfipadnych onemocnéni s tim spojenymi. To lze vidét napt. v praci Elderinga a kol.
(1992) popisyjici zamé&nu methioninu za arginin v P1 misté vedouci ke zméné specifity alfa-
l-antitrypsinu z neutrofilni elastdzy na trombin a jiné arginin-specifické proteazy, coz ve
vysledku usti v krvacivé stavy u jedinci s danou variantou (Eldering a kol., 1992). U
antitrombinu se zaménou argininu za tyrosin zase vyrazné klesa jeho inhibi¢ni vliv na ur¢ité
faktory koagulacni kaskady (pfedevsim trombin, ale i fXa). Z pozorovanych vysledkt tedy
vyplyva, ze jednotlivé protedzy se lisi schopnosti akceptovat zaménu aminokyseliny, ktera
vstupuje do interakce v jejich aktivnim misté (Yang a kol., 2010).

V minulosti bylo provedeno i nékolik experimenti s chimerickymi serpiny pfipravenymi
zaménou sekvenci mezi serpiny, aby se oveéfil dopad takové zamény na funkci proteind.
Vétsina studii se op€t zameérovala na serpiny, které hraji dilezitou roli v koagula¢nim systému
(Ehrlich a kol., 1990; Lawrence a kol., 1990; Hopkins a kol., 1995). Pomoci mutagenniho
pfistupu byl timto zpisobem zkouman i charakter inhibi¢nich ucinkl urcitych serpint
(Sherman a kol., 1995; Chuang a kol., 2001; Yang a kol., 2010) ¢i vyznam exosites na jejich
inhibi¢ni funkci (Izaguirre a kol., 2013).

Mutageneze RCL a pfilehlych mist ma také velky terapeuticky potencial. Mohla by byt
vyuzita pro 1é¢bu chorob postihujicich koagula¢ni systém jako je napt. hemofilie. Ve studii
Polderdijk a kol. (2017) se zaméfili na inhibici aktivovaného proteinu C (APC), ktery je
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normalné zodpoveédny za proteolytickou inaktivaci fV a fVIIL. Mezi jeho endogenni inhibitory
patii o-antitrypsin, ten ovSem vykazuje nizkou reaktivitu a selektivitu pro APC. Zavedeni
mutace v jeho RCL smycce vedla k rychlé a specifické inhibici APC s dal§imi vyhodami,
pomoci nichz by se mohlo jednat o vhodného kandidata pro 1écbu hemofilie (Polderdijk a kol.,
2017). Jina studie pfisla s napadem vyuzit schopnost serpinti inhibovat cysteinové proteazy,
mezi né€z patii 1 proteaza MP™ dilezita pro replikaci viru SARS-CoV-2. VloZeni
rozpoznavaciho mista této proteazy do RCL smycky serpinu by mohla byt vyuzita v rdmci
terapie tohoto respiracniho onemocnéni (Jairajpuri a Ansari, 2020).

V mutagenezi hraje ovSem zasadni roli jedineCnost konformace serpind. V ramci
terapeutického vyuziti je priprava serpini s pozadovanou specifitou zavedenou pomoci
zameny urcité casti RCL znemoznéna komplexnosti inhibi¢niho mechanismu serpinti. Napf.
ve studii vyuzivajici synteticky termostabilni serpin, conserpin, nevedlo vlozeni sekvence
aminokyselin typické pro ai-antitrypsin do RCL k vyraznému inhibi¢nimu u¢inku na trypsin.
Dtvodem by mohly byt elektrostatické interakce mezi RCL smyckou serpinu a aktivnim
mistem protedzy, které definuji rychlost inhibi¢niho procesu a rozhoduji, zda bude proteaza
zainhibovana ¢i bude serpin zpracovan jako jeji substrat (Marijanovic a kol.., 2019).

Na zavér je nutné zdUraznit, ze velka Cast studii vyuzivajicich mutagenezi serpind se
soustfedi na RCL, predev§im potom na P1 misto, kvuli vyraznému vlivu mutaci v téchto
oblastech na specifitu serpini (Antalis and Lawrence, 2004). Pravé kvili zasadnimu vlivu
mutaci zavedenych v P1 misté byla v ptipadé Iripin-1 zavedena do této oblasti bodova zaména
argininu za tryptofan (k tomuto rozhodnuti jsme dospéli na zéklad¢ studie Chuanga a kol.
(Chuang a kol., 2001)). Efekt takové mutace byl poté sledovan na schopnosti daného serpinu

tvorit komplexy s cilovou proteazou.



2. Cile prace

1. Ptipravit mutantni konstrukt serpinu Iripin-1 (Iripin-1 R357W) se zdménou kodonu pro
arginin za kodon pro tryptofan v P1 misté¢ RCL smycky
2. Pipravit Iripin-1 R357W v bakterialnim expresnim systému a nasledné ho precistit

3. Ovefit vliv zavedené mutace na schopnost Iripin-1 R357W tvofit komplex s trypsinem
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3. Material a metody
Nasledujici text bude k oznaceni plivodniho serpinu bez mutace vyuzivat vyraz Iripin-1 a

serpinu se zaménou argininu za tryptofan v P1 misté poté Iripin-1 R357W.

3.1. Seznam chemikalii a kita pouzitych v jednotlivych metodach, slozeni

pufri a gelu

Veskery material pouzivany v jednotlivych metodach a konkrétni sloZeni uzivanych gela

jsou uvedeny v Tab. I, Tab. II a Tab. III.

Tab. I: Seznam chemikalii uzitych v jednotlivych metodach.

Nizev chemikalie Specifikace
Gradientova PCR
Voda bez nukleaz ThermoFisher, RO581
Generi Biotech
FWD primer (forward primer)
10uM, vice viz sekce 3.2.1
) ) Generi Biotech
REV primer (reverse primer) )
10uM, vice viz sekce 3.2.1
Iripin-1 zaklonovany do plazmidu pET-
Templat
17b
PCR master mix ThermoFisher, KO171
High-fidelity PCR
Q5 reakeni pufr NE BiolLabs, B9027S
dNTP NE Biol.abs, N0447S
FWD + REV primery viz Gradientova PCR
Iripin-1 zaklonovany do plazmidu pET-
Templat 17b
v koncentraci 100 ng/ul
Voda bez nukleiz ThermoFisher, R0O581
Q5 high-fidelity DNA polymeraza NE BioLabs, M0491S
Gelova elektroforéza
Agarozovy gel (1%) slozeni viz Tab. I1I
1x TAE pufr 40mM TRIS, 20mM kyselina octova a
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ImM EDTA

Loading Dye (6x) (vzorkovy pufr)

ThermoFisher, R0611

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder

ThermoFisher, SM0323

Transformace plazmidu/plazmidu s

inzertem do kompetentnich bunék

NEB 5-alpha Competent E. coli (High
Efficiency) pro namnozeni plazmidu s inzertem
nebo

One Shot BL21 (DE3) pro expresi proteinu

NE BiolLabs, C2987H

Invitrogen, C600003

Zasobni plazmid/plazmid s inzertem

Cisty pET-19b/pET-19b s Iripin-1 R357W

SOC médium NE BioLabs, B9020S
15,5 g Luria Broth Base, Miller
LB médium (Duchefa Biochemie, LL1717.1000)
v 1 1dH>0
Ampicilin v koncentraci 50 mg/pl

Voda bez nukleaz

ThermoFisher, R0O581

Restrikcni Stépeni
rCutSmart pufr NE BiolLabs, B6004S
DNA (vektor a inzert)
Ndel NE BiolLabs, RO111S
Xhol NE BioLabs, R0146S

Voda bez nukleaz

ThermoFisher, R0O581

Alkalicka fosfataza NE BioLabs, MO371S
Ligace
T4 DNA liga¢ni pufr (10x) NE BioLabs, B0202A
Nastépeny vektor a inzert
T4 DNA ligaza NE BiolLabs, M0202S
Voda bez nukleaz ThermoFisher, R0O581
Colony PCR

PCR master mix

ThermoFisher, KO171

Voda bez nukleaz

ThermoFisher, R0O581

12




T7 FWD primer Generi Biotech
T7 REV primer Generi Biotech
15,5 g Luria Broth Base, Miller
LB médium (Duchefa Biochemie, LL1717.1000)
v 1 1dH>0
Ampicilin v koncentraci 50 mg/ul
Pilotni exprese
OmniPur IPTG Calbiochem, 367-93-1
LB médium viz Colony PCR
Ampicilin v koncentraci 50 mg/ul
SDS PAGE

Polyakrylamidovy gel (12%)

slozeni viz Tab. III

5x ELFO pufr

15,1 g TRIS, 72 g glycinu, 5 g SDS,
doplnéno do 11 dH>O

1x ELFO pufr

5x ELFO pufr 5x zifedény v dH2O

Laemmli pufr (4x) (vzorkovy pufr)

Bio-Rad, 1610747

Merkaptoethanol

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder

ThermoFisher, 26619

Barveni polyakrylamidovych gela

Coomassie Brilliant Blue R-250 barvici

roztok

Bio-Rad, 161-0436

Odbarvovaci roztok

100 ml kyseliny octové, 200 ml
methanolu, 700 ml dH,O

dH>O

Western blot

Material potfebny pro SDS PAGE

viz SDS PAGE

PVDF membrana

ThermoFisher, 88518

10x transferovy pufr

30,2 g TRIS, 144 g glycinu, doplnéno do
1 1dH20

Ix transferovy pufr

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

10x TBS

242 ¢ TRIS, 87,6 g 1,5M NaCl, pH 7,5,
doplnéno do 11 dH>O

Ix TBS

10x TBS 10x ziedény v dH>O

Promyvaci pufr (TBS-T)

1x TBS, 0,1% Tween

Blokovaci pufr

5% suSené mléko v TBS-T

Monoklonalni anti-polyhistidinova protilatka

(priméarni Ig, mys$i)

Sigma-Aldrich, H1029-100UL
fedéna v 1% suSeném mléce v TBS-T

(fedéni 1:2000)

Anti-mouse IgG znacend peroxidazou

(sekundarni Ig, koriska)

Vector Labs, PI-2000
fedéna v 1% suSeném mléce v TBS-T

(fedéni 1:2000)

Pufr na fedéni protilatek

1% suSené mléko v TBS-T

Vyvijeci roztok

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

Solution (ThermoFisher, 1859698)

Large-scale exprese

LB médium viz Colony PCR
Ampicilin v koncentraci 50 mg/ul
OmniPur IPTG Calbiochem, 367-93-1

Zakladni solubilizacni pufr

20mM TRIS-HCI, pH 8

Solubiliza¢ni pufr 1

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

Solubiliza¢ni pufr 2

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

Solubiliza¢ni pufr 3

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

Solubiliza¢ni pufr 4

20mM TRIS-HCI, 240mM Na(Cl,
10mM KCI, 2mM MgCl,, pH 8

Solubiliza¢ni pufr 5

PBS
(8 g NaCl, 2,9 g Na,HPO4-12 H20, 0,2
g KH>POy4, 0,2 g KCI, doplnéné do 11
dH-0)
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Afinitni chro

matografie

SIGMAFAST tablety se smési inhibitort
proteaz

Sigma-Aldrich, S8830

DNaza I

NE BioLabs, M0303S

HisTrap HP (5 ml)

(kolona pro afinitni chromatografii)

GE Healthcare, 71-5027-68 AF

Ekvilibracni pufr

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

prefiltrovany, degasovany

Elu¢ni pufr

20mM TRIS, 300 mM NaCl, pH 8,5,
1M imidazol

prefiltrovany, degasovany

Milli-Q H>O

Rozmeéroveé-vylucovaci chromatografie

Superdex 75 Increase 10/300 GL
(kolona)

Cytiva, 29148721

Solubiliza¢ni pufr 1

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

prefiltrovany, degasovany

Testovani tvor

by komplexu

Redici pufr

20mM TRIS, 150 mM Na(Cl, 0,01%
Tween, pH 7,4

Iripin-1

rekombinantné pfipraveny na Katedie
medicinské biologie
nafedén do 2uM koncentrace v fedicim

pufru

Iripin-1 R357W

v koncentraci 2uM

ThermoFisher, 90305

Trypsin nafedén do 2uM koncentrace v fedicim
pufru
Tab. II: Seznam kita pouzitych v jednotlivych metodach.
Nazev kitu Specifikace

NucleoBond Xtra Midi kit

Macherey-Nagel, 740410.50

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit

Macherey-Nagel, 740609.250
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NucleoSpin Plasmid kit

Macherey-Nagel, 740588.250

BCA Protein Assay Kit

Millipore, 71285-3

(Ultracel — 10K)

Amicon Ultra — 15 Centrifugal Filters Millipore, UFC901024

(Ultracel — 10K)

Amicon Ultra — 2mL Centrifugal Filters Millipore, UFC201024

Tab. III: Slozeni agarézového a polyakrylamidového gelu.

SloZeni agarézového gelu (1%)

I1x TAE pufr
70 ml
(40mM TRIS, 20mM kyselina octova a ImM EDTA)
Agaroza (Life Technologies, 15510-027) 0,7¢
SYBR Safe DNA (ThermoFisher, S33102) 7 ul
SloZeni polyakrylamidového gelu (12%)
Chemikalie Objem
Running gel Stacking gel
dH0 3,375 ml 1,6 ml
TRIS-HCI/SDS (pH 8,8)
1,375 ml -
(1,5M TRIS, 0,4% SDS)
TRIS-HCI/SDS (pH 6,8)
- 0,625 ml
(0,5M TRIS, 0,4% SDS)
Acryl/Bis 29:1 (40%)
2,25 ml 0,245 ml
(VWR, 0311-500ml)
Ammonium persulfate (10%)
30 ul 15 ul
(Sigma-Aldrich, 7727-54-0)
TEMED
6 ul 3ul
(VWR, 110-18-9)
zaliti 500 pul
[zopropanol izopropanolu pro -
vyrovnani
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3.2. Klonovani

3.2.1. Navrh primerua

Forward (FWD) a reverse (REV) primer byly navrzeny na zakladé sekvence Iripin-1 tak,
aby ve FWD primeru bylo pfitomno $tépné misto pro restrikéni enzym Ndel a v REV primeru
S§tépné misto pro Xhol (sekvence obou primert jsou uvedeny na Obr. 3). Reverse primer byl
navic navrzen tak, aby béhem PCR vnasel do templatu Iripin-1 zdménu Arg za Trp v misté

P1.

FWD
5"AAACATATGCAAGGCAACGATAAACTTACCTTCGCCAACS’

REV
5"AAACTCGAGTCAGAGACTGTTCACTTGTCCCGCAAACAGGATGTCATTGGTGACCGTG
TTGCGTATGAAGAAGAGGAAAGGATGGTCGACGTTGAACTCGAATGCCTGCGTGCCAA
TCCATGT3’

Obr. 3: Sekvence forward a reverse primeru. Zluté jsou vyznagena §tépna mista pro Ndel

a Xhol.

Primery byly natfedény vodou bez nukleaz dle navodu tak, aby byly ziskany 10uM pracovni

roztoky.

3.2.2. Gradientova PCR

Pro urCeni idealni teploty nasedani primert byly na ledu pfipraveny tii 20ul reakéni smesi,
jejichz slozeni je uvedeno nize. Jednotlivé reagencie byly napipetovany do tifi 200ul

zkumavek, které byly nasledné pii PCR podrobeny rozdilnym teplotam.

Slozeni reakéni smési:  2x PCR master miX ..........cccceeeevviveeenneneeenn. 10 pl
FWD primer (10uM) ...ccovevieniiiiieiiiieee, 1 ul
REV primer (10uM) .....ooeveviiiiiiiniiieeeee, 1 ul
templat (v koncentraci 100 ng/ pul) .............. 1 ul
voda bez nuKI€az .........ccccvveeeviiiiiieiiiiieee, doplnit do 20 pl
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Béhem gradientové PCR byly testovany teploty 45 °C, 50 °C a 55 °C. Nastaveni programu
PCR cycleru bylo nasledujici:

95°C...ccnis 1 - 3 min

95 °Cuvervenenns 30s

45 - 55 °C......30 s (gradient) 30x
72 °C .cueeuenne 1 min/kb (Iripin-1 ma 1200 bp — 75 s)

72 °C oo, 5-15 min

4°C . ©

Vzorky byly nasledné smichany s vizualizacni barvickou Loading Dye (6x) a podrobeny
gelové elektroforéze na 1% agar6zovém gelu (nastaveni programu: 100 mA, 100 — 150 V, 30

— 45 min). Pouzity velikostni standard je vyobrazen na Obr. 4.

bpng/05pg % bp
2000 280 58 se
7 2000 280 56 — 3000
1500 280 56 — 2000
1200 28.0 g.s — 1§:JJ
/ 1000 800 160 B
/o0 270 54 — 3580
= 7800 270 54 — 800
= — 700 27.0 54 700
£ — 800 27.0 54 600
P 500 800 16.0
g _ 400 300 6.0 500
§ — 300 300 60 400
g — 20 300 6.0
t -
3 _ 10 300 60 300
5
f‘§ 200
0.5 pglane, 8 cm length gel,
1XTBE 5V/em, 1h ]
Z
5
£ — 100
Q
'
w

0.5 padane, 20 cm length gel,
1XTAE, 8 V/iem,3 h

Obr. 4: GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (BIOGEN PRAHA, 2022).

Gely byly po skonceni gelové elektroforézy vyfoceny pod UV filtrem.
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3.2.3. High-fidelity PCR

Po stanoveni teploty nasedani navrzenych primert s nejvyssim vytézkem byla provedena
high-fidelity PCR za vyuziti vysoce specifické Q5 DNA polymerazy schopné opravy chybné
zatazenych nukleotidd.

Pro PCR reakci byla na ledu pfipravena 50pul reakéni smés, jejiz slozeni je uvedeno nize.

Reakéni smés:  5x Q5 reakeni puft ...oeeeeeeeeieiiiiiiiiiiiieceeee, 10 ul
ANTP (10MM) ettt 1 ul
FWD a REV primer (10uM) ......ccooviiiiiiiniiieeeeieen. 2,5 ul
templat (v koncentraci 100 ng/pl) ...cccvvveevviiieeninnennn. 1 ul
Q5 high-fidelity DNA polymeraza (2000 U/ml).......... 0,5 ul
voda bez nuKI€AZ ........coooviviiiiiiiiie doplnit do 50 pl

Nastaveni programu PCR cycleru bylo nasledujici:

98 °C...... 30s

98 °C......10 s

50 °C......10-30 s 35x
72 °C...... 20 — 30 s/kb (Iripin-1 ma 1200 bp — 40 s)

72 °C...... 2 min

4°C...... 0

Produkty high-fidelity PCR byly nasledné smichany s vizualiza¢ni barvickou Loading Dye
(6x) a separovany na 1% agar6zovém gelu (nastaveni programu gelové elektroforézy je stejné
jako v ptipadé gradientové PCR v kapitole 3.2.2.). Jako hmotnostni standard byl pouzit
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (viz Obr. 4).

Gel byl po skonceni gelové elektroforézy vyfocen a piislusné prouzky byly vyfiznuty
skalpelem pod UV svétlem. Naamplifikovana DNA byla poté vyizolovana z gelu pomoci
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kitu dle ndvodu. Koncentrace takto vyizolované DNA byla

zmeétena pomoci spektrofotometru NanoDrop.
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3.2.4. Priprava vektoru pET-19b pro klonovani

Pro zaklonovani mutované sekvence byl pouzivan jako vektor plazmid pET-19b nesouci
rezistenci na antibiotikum ampicilin a obsahujici §t€pna mista pro restrikéni enzymy Ndel a
Xhol. PET-19b zaroveii obsahuje polyhistidinovou sekvenci s 10 histidiny, ktera byla vyuzita

pro precisténi Iripin-1 R357W pomoci afinitni chromatografie (viz kapitola 3.6.). Schematické
znazornéni pET-19b je na Obr. 5.
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Obr. 5: Schematické vyobrazeni plazmidu pET-19b (SnapGene, 2021).

Zasobni pET-19b byl nejdiive namnozen v kompetentnich burikach E. coli, aby mohl byt
nasledné pouzit pro ptipravu konstruktu s Iripin-1 R357W.

Nejprve se 25 ul NEB 5-alpha bun¢k (uchovavanych pti -80 °C) nechalo roztat 20 min na
ledu. Poté se k nim piidal 1 pl zasobniho Cistého pET-19b a suspenze se jemné promichala

$pickou. Nasledovala inkubace na ledu po dobu 30 min, poté heat shock ve vodni lazni pii 42
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°C na 30 s a dalsi inkubace na ledu na 2 min. K buiikkam bylo poté pfidano 250 ul SOC média
o pokojové teploté a zkumavka se nasledné nechala tfepat 1 h na 220 rpm pii 37 °C ve
vodorovné poloze. Po dokonceni inkubace byl roztok rozdélen na 2 ampicilinové Petriho
misky s LB agarem a rozettfen plastovou hokejkou. Misky se nechaly inkubovat pti 37 °C pres
noc a druhy den byla z kazdé z nich pomoci Spicky prenesena jedna bakterialni kolonie do
50ml zkumavky (falkonky) se 100 ml LB média a 100 ul ampicilinu. Falkonka se poté nechala
tfepat pies noc na 220 rpm pii 37 °C. Dalsi den byl plazmid pfecistén pomoci NucleoBond
Xtra Midi kit a vyeluovan do 100 pl vody bez nukleaz. Koncentrace ziskaného pET-19b byla
zméfena pomoci spektrofotometru NanoDrop, plazmidova DNA se nasledné nechala
osekvenovat ve firmé SEQme. Po ovéfeni spravnosti mohl byt takto pfipraveny plazmid pouzit

pro dalsi klonovaci kroky.

3.2.5. Restrikéni Stépeni a ligace

3.2.5.1. Restrikéni Stépeni

Restrik¢ni Sté€peni inzertu a vektoru a jejich nasledna ligace byly provadény ve stejny den.
Inzert (Iripin-1 R357W) a vektor (pET-19b plazmid) musely byt nejprve nastépeny pomoci
restrikénich endonukledz Ndel a Xhol, aby mohly byt nasledné spojeny v procesu ligace.
V ptipadé pET-19b jsou §t€pna mista pro tyto enzymy piitomna v jeho genomu (viz Obr. 5),
do inzertu bylo restrikéni misto pro Ndel vneseno pomoci FWD primeru a pro Xhol pomoci

REV primeru (viz kapitola 3.2.1.).

Slozeni restrikéni reakéni smési (pro vektor i inzert):

10x rCutSmart pufr ............. 5ul

DNA* e, takovy objem, aby do reakce vstupoval celkem 1 pg
Ndel (20 000 U/ml) ............. 1l

Xhol (20 000 U/ml).............. 1l

voda bez nukleaz ................. doplnit do 50 ul

*pro restrikéni reakci byla pouzita DNA Iripin-1 R357W o koncentraci 230 ng/ul a pET-19b
o koncentraci 232 ng/ul

Stépna reakce byla namichana ve 200ul zkumavkach zvlast pro vektor a inzert. Zkumavky

byly nasledné inkubovany 15 min pfi 37 °C v PCR cycleru, restrikéni enzymy byly poté
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deaktivovany inkubaci 20 min pit 65 °C. Po skonceni deaktivace bylo k celému objemu
restrikéni reakce vektoru ptfidano 2,5 ul alkalické fosfatazy, aby bylo zabranéno opétovnému
spojeni konct plazmidu. Plazmid byl s fosfatazou inkubovan pii 37 °C po dobu 30 min,
fosfataza byla nasledné deaktivovana inkubaci pii 65 °C na 5 min.

Vektor i inzert byly po restrikci preciStény prostiednictvim PCR clean-up pomoci
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kitu dle navodu a vyeluovany do 100 ul vody bez nukleaz,

koncentrace byla zméfena na spektrofotometru NanoDrop.

3.2.5.2. Ligace

Nastépeny Iripin-1 R357W a pET-19b byly ihned po restrikénim §té€peni zligovany. Dle
protokolu vyrobce maji do ligacni reakce vstupovat inzert a vektor v poméru 3:1 (I:'V = 3:1),
tedy 60 fmol:20 fmol. Mnozstvi inzertu a vektoru potiebné pro ligaci vyjadiené ve fmol bylo
na zakladé koncentrace a velikosti vypocteno za pomoci online kalkuldtoru NEBioCalculator

(New England Biolabs, 2021):

Inzert (Iripin-1W) Vektor (pET-19b)
Velikost: 1200 bp Velikost: 5700 bp
35,74 tmol 6,246 fmol
Koncentrace: 26,5 ng/ul Koncentrace: 22 ng/ul

Aby byl tedy dodrzen protokol vyrobce (I:V = 60 fmol:20 fmol), do ligaéni reakce bylo
pfidano 1,68 pl inzertu a 3,2 pl vektoru.

Reagencie potirebné pro lisaéni reakci o celkovém objemu 20 ul:

T4 DNA ligacni puft ............... 2 ul

nastépeny inzert ...........cceeeneee. 1,68 ul
nastépeny vektor ...........cco....... 3,2 ul

T4 DNA ligaza .....cccovveeenneeen. 1 ul

voda bez nukleaz .................... doplnit do 20 pl

Zkumavky s ligacni smési byly inkubovany v PCR cycleru pii 16 °C ptes noc a druhy den
byla ligaza inaktivovana inkubaci pfi 65 °C na 10 min. Po inaktivaci byly zkumavky preneseny

na led a nasledné& byla provedena transformace do NEB 5-alpha bunék (viz kapitola 3.2.6.).
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3.2.6. Transformace do kompetentnich bunék

Nejdiive se nechalo 25 ul NEB 5-alpha bunék roztat 15 min na ledu. Poté se k nim ptidaly
2 ul ligacni reakce a vSe bylo jemné promichano $pickou. Nasledovala inkubace na ledu na 30
min, poté heat shock ve vodni lazni pii 42 °C po dobu 30 s a dalsi inkubace na ledu na 2 min.
K burikam bylo nasledné pridano 250 ul SOC média o pokojové teploté a poté se zkumavka
nechala tfepat 1 h na 220 rpm pii 37 °C ve vodorovné poloze. Po dokonceni inkubace byl
roztok rozetfen plastovou hokejkou na 2 ampicilinové Petriho misky s LB agarem piedehtaté
na 37 °C, pficemz na jednu misku bylo naneseno 50 pl bunééné suspenze a na druhou 200 pl.
Bylo tak u¢inéno pro kontrolu antibiotika, na misce s mensim mnozstvim pfidanych bunék by
meélo vyrist mnohem méneé kolonii. Misky se poté nechaly inkubovat pii 37 °C pfes noc a

druhy den byla provedena colony PCR.

3.2.7. Colony PCR

Nejprve bylo do 24 PCR zkumavek (o objemu 200 ul) napipetovano 20 pl vody bez
nukleaz. Stfidavé z obou misek (s 50 pl 1 200 pl pridané bunécné suspenze) s koloniemi
narostlymi z pfedchoziho dne byla pomoci $picky vzdy vypichnuta jedna samostatna kolonie
o vhodné velikosti a tvaru, ta byla nasledné dukladné vymachana v ocislované zkumavce s 20
ul vody bez nukleaz a tou samou $pickou byl poté udélan kiizek na nové misce v ¢asti s Cislem
odpovidajicim ¢islu zkumavky (schématické znazornéni piekiizkovani kolonii je vyobrazeno
na Obr. 6). Takto bylo stfidavé z obou misek piektizkovano 23 kolonii, 24. vzorek slouzil jako

negativni kontrola, kdy bylo §pi¢kou pichnuto na misto bez kolonie na jedné ze dvou misek.

23



14 | 15 | 16 /
19 | 20 Zy
7= 2 | 24

K | zkumavka \ 22 |23 /

50 ul

Obr. 6: Schéma pripravy smési bakterii s vodou pro colony PCR a jejiho prekrizkovani
na novou ampicilinovou misku.

Nasledné byl namichan master mix pro colony PCR.

Slozeni master mixu pro colony PCR (objem na 24 vzorki):

2x PCR master mix ............. 120 pl
voda bez nukleaz ................. 81,6 ul
T7 FWD primer (10uM) ..... 7,2 ul
T7 REV primer (10uM) ...... 7,2 ul

Do kazdé zkumavky s takto namichanou reak¢ni smeési byl poté pfidan 1 pl ziskané bunééné
suspenze jako zdroj DNA pro amplifikaci pfi colony PCR. Zkumavky byly nasledné

podrobeny colony PCR s nésledujicim programem:

94 °C.....cc... 6 min

94 °C..cuvveennee 15s

54 °C...ueveeueeee 15 s (teplota nasedani T7 FWD a T7 REV primert) 35x
72 °C auuuereesenns 1 min (Cas se odviji od délky inzertu, 1 min/1 kb)

72 °C e 7 min

16 °C............. oc
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Po skonceni PCR byly vzorky smichany s Loading Dye (6x) a rozseparovany na 1%
agarozovém gelu (slozeni gelu a nastaveni programu gelové elektroforézy je stejné jako
v piipadé gradientové a high-fidelity PCR v kapitolach 3.2.2. a 3.2.3.). Jako hmotnostni
standard byl pouzit GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (viz Obr. 4). Gel byl po gelové
elektroforéze vyfocen pod UV filtrem a na zakladé pritomnosti produktu o velikosti 1200 bp
bylo ur€eno, které kolonie NEB 5-alpha bunék obsahuji nami zatransformovany pET-19b s
Iripin-1 R357W inzertem.

Kolonie, u kterych byl prokazan produkt o pozadované velikosti, byly pomoci Spicky
preneseny do falkonky s 10 ml LB média a 10 pl ampicilinu. Falkonka se nechala tfepat na
220 rpm pii 37 °C pfes noc a druhy den byl plazmid pET-19b s Iripin-1 R357W inzertem
vyizolovan z bun€k pomoci NucleoSpin Plasmid kitu. Koncentrace DNA byla zmétfena na
spektrofotometru NanoDrop a plazmid s inzertem byl poté poslan k sekvenaci do firmy
SEQme, aby bylo ovéfeno, ze byla do P1 mista mutace zavedena uspé$né a doslo k nahradé
argininu za tryptofan.

Po ovéfeni zavedeni mutace do P1 mista v Iripin-1 u danych kolonii byl pET-19b s
mutovanym inzertem pfipraven ve vétSim mnozstvi kultivaci bakterii ve 100 ml LB média se
100 pl ampicilinu pfes noc pii 37 °C za tfepani na 220 rpm. Druhy den byl plazmid s inzertem
vyizolovan pomoci NucleoBond Xtra Midi kitu, koncentrace byla nésledné¢ zméfena na

spektrofotometru NanoDrop.

3.2.8. Transformace do BL21 bunék

Plazmid pET-19b s vlozenou sekvenci Iripin-1 R357W byl zatransformovan do BL21
kompetentnich bun€k pro vysoce ucinnou expresi Iripin-1 R357W.

Zkumavka s 50 ul BL21 buné¢k se nejprve nechala roztat na ledu cca 10 min. Nasledné k
nim byl pfidan 1 ul pET-19b s Iripin-1 R357W (koncentrace DNA by se méla pohybovat
kolem 150 ng/ul — jelikoz koncentrace naseho vzorku byla vice jak dvojnasobna, k buitkam
bylo piidano poloviéni mnozstvi), suspenze byla jemné promichana Spi¢kou a zkumavka byla
ponechana na ledu po dobu 30 min. Nasledné byl proveden heat shock ve vodni lazni pii 42
°C na 30 s a poté byla zkumavka opét umisténa na led na 2 min. K burikam bylo nésledné
ptidano 500 pl SOC média o pokojové teploté a zkumavka se nechala tfepat ve vodorovné
poloze pti 220 rpm, na 37 °C po dobu 1 h. Suspenze bun¢k byla poté prenesena do falkonky s
10 ml LB média a 10 pl ampicilinu, ktera se nechala tiepat pres noc (14-16 h) pti 37 °C na

25



180 — 220 rpm. Druhy den byl z narostlé kultury pfipraven glycerol stock (250 ul suspenze
bunék a 750 ul 87% glycerolu) a pokracovalo se pilotni expresi.

3.3. Pilotni exprese

Nejprve bylo smichdno 60 ml LB média se 60 pl ampicilinu, k nimz byly nasledné
preneseny 4 ml kultury bunék narostlé z predchoziho dne (viz kapitola 3.2.8.). Takto byla
ziskana tzv. startovaci kultura (SK), u které byla na spektrofotometru NanoDrop zmeéfena
ODeoo (opticka denzita pii 600 nm) oproti samotnému LB médiu. U startovaci kultury se ODgoo
obvykle pohybuje kolem hodnoty 0,2 a pro moznost dalsiho postupu je potfebné, aby narostla
na 0,6 — 0,8, proto se SK nechala tifepat na 170 rpm pti 37 °C tak dlouho, dokud nebylo
dosazeno pozadované hodnoty ODeoo (cca 70 — 90 min).

Jakmile bylo dosazeno idealni ODsoo, ze SK byl odebran 1 ml kultury jako vzorek To
(vzorek odebrany v Case 0), ktery byl stocen pii 10 000 rpm po dobu 1 min. Supernatant byl
odstranén a pelet byl uskladnén na — 20 °C. Ze SK bylo nasledné¢ odebrano 14 ml do
Erlenmeyerovy bariky, ktera byla dale inkubovana pfi teploté 30 °C, a dalSich 14 ml bylo
preneseno do Erlenmeyerovy baiky dale inkubované pii 37 °C. Do obou banék bylo nasledné
ptidano 14 pl IM IPTG pro indukci exprese proteind. Baiiky se poté nechaly tfepat pii 150
rpm pii piislusnych teplotach (30 °C a 37 °C) a v danych ¢asovych intervalech po pfidani
IPTG (1, 2, 4, 6, 8 a 24 h) byl z obou ban¢k odebran 1 ml kultury. Byly tak ziskany vzorky
z jednotlivych Cast (T, T2, Ta, Ts, Ts a T24) od piidani IPTG pro teploty 30 °C 137 °C. Vzorky
byly po odbéru vzdy stoceny na 10 000 rpm na 1 min, pfiCemz ziskany supernatant byl
odstranén a pelet byl zamrazen na — 20 °C. Po ziskani vSech Casti odbéru z pilotni exprese byly
vSechny pelety rozpustény v 500 ul PBS a poté byly vSechny zkumavky rychle zmrazeny
v tekutém dusiku pro rozbiti bunék. Zkumavky byly poté pfesunuty do termobloku na 56 °C
do rozmrznuti a nasledné kratce zvortexovany. Tento proces (dusik - termoblok = vortex)
byl zopakovan jesté trikrat (celkem tedy cCtyfikrat). Zkumavky byly nasledné stoCeny na
14 000 rpm na 10 min, aby doslo k oddé€leni supernatantu (S) a peletu (P). Nasledné se

pracovalo zvlast se S a P:

1) Supernatant (obsahujici cytoplazmatické proteiny) byl odebran do samostatnych
zkumavek, ze kterych bylo odebrano 20 pl, zbytek byl zamrazen na — 20 °C pro budouci
vyuziti. K odebranym 20 pl bylo pfidano 7 ul smési Laemmliho pufru a merkaptoethanolu v

poméru 9:1 (tedy aby pomér vzorku:L/M byl 3:1), zkumavky byly nasledné povafeny
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v termobloku pfi 90 °C na 10 min. Poté byly kratce stoceny a 25 ul takto pfipravenych vzorka
bylo rozseparovano pii SDS PAGE na 12% gelu.

2) Pelety zbylé po odsati supernatantu (obsahujici prevazné inkluzni téliska s proteiny) byly
rozsuspendovany ve 250 ul PBS, povareny pii 90 °C na 10 min a kratce stoCeny. Nasledné
bylo ze zkumavek odebrano 20 ul (zbytek byl opét zamrazen na — 20 °C), ke kterym bylo
ptidano 7 ul smési Laemmliho pufru a merkaptoethanolu v poméru 9:1. Vzorky byly poté opét
povareny pii 90 °C na 10 min, kratce stoCeny a 25 pl bylo rozseparovano na 12% gelu pii SDS

PAGE (nastaveni programu: 250 V, 80 mA, 60 W, 40 min).

Jako velikostni standard byl pfi SDS PAGE pouzit PageRuler Plus Prestained Protein
Ladder, ktery je vyobrazen na Obr. 7.

kDa

~250

~130
~100

~55

~35

~15 e

Gel Blot

Obr. 7: Velikostni standard PageRuler Plus Prestained Protein Ladder.

Gely s rozseparovanymi proteiny ze supernatantu a peleti pro 30 °C i 37 °C byly barveny
pomoci Coomassie Brilliant Blue barviciho roztoku po dobu 30 min. Nasledné byly
odbarvovany za stdlého michani 15 min v odbarvovacim roztoku, 2x omyty destilovanou

vodou a poté pres noc ponechany v destilované vodé.
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3.4. Western Blot

Vzorky supernatantu (pro jednotlivé Casy odbéru pro teplotu 30 °C i 37 °C) ziskané pomoci
pilotni exprese (viz kapitola 3.3.) byly nejprve rozseparovany na 12% polyakrylamidovém
gelu stejné jako v kapitole 3.3. Po skoncCeni SDS PAGE probéhlo pfeblotovani z gelu na

blotovaci PVDF membranu dle schématu na Obr. 8.

3x filtracni papir

’ polyakrylamidovy gel
/ membrana

3x filtracni papir

Obr. 8: Sestaveni jednotlivych ¢asti pro preblotovani.

Tti filtracni papiry byly nejprve namoceny v 1x transferovém pufru a umistény na blotovaci
desku. Membrana byla aktivovana po dobu 1 min v methanolu, poté omyta v 1x transferovém
pufru a umisténa na filtracni papiry. Na membranu byl polozen polyakrylamidovy gel
s rozseparovanymi vzorky a na n¢j byly opét umistény 3 filtracni papiry namocené v 1x
transferovém pufru. Proteiny z gelu se poté nechaly prenaset na membranu (nastaveni
programu (pro 2 gely): 126 mA, 300 V, 60 W, 60 min).

Po dokonceni pfenosu byla membrana 2x promyta v TBS-T pufru na 5 min. Po promyti
doslo k zablokovani nespecifickych vazebnych mist pomoci blokovaciho pufru na 1 h.
Membrana byla nasledné opét 2x promyta v TBS-T pufru po 5 min a ptes noc inkubovana
v chladu s 5 ml nafedéné primarni protilatky. Druhy den byla membrana 3x promyta v TBS-
T pufru po 5 min a nasledné inkubovana pfi pokojové teploté na 1 h s 5 ml natfedéné sekundarni
protilatky. Po skonceni inkubace byla membrana opét 3x promyta v TBS-T pufru po 5 min.

Nasledné byl ptipraven vyvijeci roztok, ktery byl nanesen na membranu.
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3.5. Large-scale exprese

Z glycerol stocku pfipraveného v kapitole 3.2.8. byly BL21 buriky s pET-19b s vlozenym
Iripin-1 R357W preneseny do 150 ml LB média se 150 pl ampicilinu. Kultura se nechala riist
14-16 h na 180-220 rpm pfti 37 °C (dale O/N (overnight) kultura). Druhy den byly pfipraveny
21 Erlenmeyerovy baiky s 1 900 ml LB média a 1,9 ml ampicilinu, ke kterym bylo pfidano
100 ml O/N kultury. Byla zméteno ODeoo a bariky se nasledné€ nechaly tfepat pti 37 °C na 150
rpm (aby byly zachovany stejné podminky jako pfi pilotni expresi), dokud ODgoo nenarostla
na 0,6-0,8. Exprese proteinu byla indukovana pomoci 1mM IPTG a banky se nechaly tfepat
pii 37 °C po dobu 6 h (jelikoz tento Casovy usek byl pfi pilotni expresi stanoven jako
nejvytéznéjsi). Po uplynuti daného Casového useku byl odebran 1 ml kultury, ktery byl
zpracovan stejnym zpusobem jako u pilotni exprese (centrifugace na 10 000 rpm po dobu 1
min, odstranéni supernatantu a zamrazeni peletu na — 20 °C).

Kultura byla nasledné sto¢ena v 500ml centrifugacnich lahvich pii 4 °C na 4200 rpm po
dobu 30 min, supernatant byl odstranén a pelet byl rozsuspendovan ve 20 ml 20mM TRIS o
pH 8. Rozsuspendovany pelet byl pfenesen do 50ml falkonek a stocen pii 4 °C na 4200 rpm
na 20 min. Supernatant byl odstranén a pelet zamrazen na — 80 °C.

Pred afinitni chromatografii bylo jesté potifeba stanovit, v jakém roztoku bude
nejvyhodnéjsi uskladnény pelet rozpustit. K tomu bylo pouzito 5 rtuznych solubilizanich
roztokll (uvedenych v Tab. I), ve kterych byl otestovan supernatant i pelet z Casu odbéru Te
(37 °C). Pelet Te byl nejprve rozsuspendovan v 1 ml 20mM TRIS (pH 8). Roztok byl rozdélen
po 200 ul do 5 zkumavek, které byly stoCeny. Ziskany supernatant byl pipetou odebran a ke
zbylému peletu bylo do kazdé z 5 zkumavek ptidano 100 ul jednoho z testovanych pufrt.
Nasledné byly zkumavky zmrazeny v tekutém dusiku, ponechany v termobloku na 56 °C a
kratce zvortexovany, cely tento proces byl poté zopakovan jesté 3x stejné jako tomu bylo u
pilotni exprese. Nasledovala centrifugace pii pokojové teploté na 14000 rpm na 10 min. Ze
vzorkd bylo odebrano 25 pul supernatantu na zméteni koncentrace pomoci BCA Protein Assay
kitu, zbytek supernatantu a pelet (rozsuspendovany v 50 pl daného roztoku a povareny na 90
°C po dobu 10 min) byly rozseparovany pomoci SDS PAGE na 12% polyakrylamidovém gelu.
Gely byly poté obarveny pomoci Coomassie Brilliant Blue R-250 barviciho roztoku (stejnym
zpusobem jako v kapitole 3.3.). Solubilizacni roztok, ktery byl stanoven jako nejvhodnéjsi pro
rozsuspendovani peletu ziskaného béhem large-scale exprese, byl nasledné vyuzit v procesu

afinitni chromatografie.
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3.6. Afinitni chromatografie

Velké mnozstvi peletu, ktery byl ziskan pomoci large-scale exprese v kapitole 3.5., bylo
rozsuspendovano v solubilizaénim pufru 1, ktery byl urcen jako nejvhodné;si pro Iripin-1
R357W a ktery bude v této sekci oznacovan jako elucni pufr (EP). Do elu¢niho pufru se bézné
pridavaji inhibitory proteaz, nicméné soucasti pouzité tablety s inhibitory protedz je 1
aprotinin, ktery by mohl inhibovat ucinky trypsinu. Jelikoz bylo zamysleno dale testovat vliv
Iripin-1 R357W na trypsin, poloviéni mnozstvi peletu bylo rozsuspendovano v 5 ml EP s
inhibitory proteaz (dodany ve formé tablety, ktera byla rozpusténa ve 100 ml EP) a druha
polovina v 5 ml EP bez inhibitort proteaz.

Do obou typu vzorku byla nasledné piidana DNaza I v takovém objemu, aby bylo dosazeno
fedéni 1:1000 (DNaza:roztok), vzorky byly zvortexovany a inkubovany 20 min na ledu.
Nasledovalo rozbiti bunék pomoci tlakového zatizeni French press a centrifugace na 40 000 g
pii 4 °C po dobu 1 h.

Poté jiz nasledovala piiprava na samotnou afinitni chromatografii, kdy bude Iripin-1
R357W se zavedenou polyhistidinovou znackou vychytavan na afinitni kolon€. Kolona byla
nejprve pievedena z ethanolu, ve kterém je skladovana, do degasované Milli-Q vody.
Nasledovalo promyvani chromatogratu pomoci ekvilibra¢niho a elu¢niho pufru. Pfistroj byl
timto pfipraven pro naneseni vzorku na kolonu.

Ze zcentrifugovanych vzorki byl supernatant slit do 50ml falkony, ze které byl nasledné
nanesen na kolonu chromatografu. Zbyly pelet (u obou vzorki — bez inhibitorti proteaz i s
inhibitory proteaz) byl rozsuspendovan v solubilizatnim roztoku bez inhibitori proteaz,
stocen na 4000 g pti 4 °C na 10 min a uskladnén na — 80 °C pro ptipadné budouci vyuziti.

Po skonceni nanaseni vzorka (Iripin-1 R357W s ptidanymi inhibitory proteaz i bez inhibitort
proteaz) byl nejprve piistroj promyt 5% EP (tzv. soft wash), aby se odmyly proteiny, které se
na koloné mohly zachytit diky obsahu histidinu. Histag znacka zavedena k proteinu pomoci
pET-19b obsahuje 10 histidint jdoucich po sob€, tudiz vazba znafeného Iripin-1 R357W na
kolonu je silnéjsi nez u proteint, které mohou obsahovat sekvenci n€kolika histidint, a Iripin-
1 R357W se na kolon¢ udrzi 1 po promyti 5% EP.

Nasledovala samotna frakcionace, kdy byly sbirany za pratoku elu¢niho pufru
chromatografem jednotlivé proteinové frakce (kazda frakce méla cca 2 ml).

Frakce ziskané pii afinitni chromatografii byly nasledné separovany na 12%
akrylamidovém gelu pii SDS PAGE, aby bylo zjisténo, v jakych frakcich se Iripin-1 R357W

nachazi. Pfitomnost hledaného proteinu byla detekovana jednak na zakladé porovnani
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umisténi prouzkl na gelu s vysledky pilotni exprese, navic byl ale poté proveden pro ovéreni
i Western blot s anti-polyhistidinovou protilatkou.
Dané frakce byly vzapéti spojeny dohromady, zakoncentrovany do 1 ml pomoci amikont

dle navodu a dale precistény pomoci rozmérové-vylucovaci chromatografie (viz kapitola 3.7.).

3.7. Rozmérové-vylucovaci chromatografie

Frakce ziskané z afinitni chromatografie byly precistény od proteina jinych velikosti
pomoci rozmérové-vylucovaci chromatografie. Opét byly ziskany jednotlivé elu¢ni frakce,
které byly eluované do stejného pufru jako v ptipadé afinitni chromatografie. Tyto frakce byly
nasledné otestovany pomoci SDS PAGE na piitomnost Iripin-1 R357W. Ty, které vysly
pozitivni na hledany protein, byly nasledné spojeny dohromady. Vzorky byly nasledné

rozalikvétovany, zamrazeny v tekutém dusiku a nasledné presunuty do — 80 °C.

3.8. Tvorba komplexii Iripin-1 R357W s trypsinem

Pro otestovani tvorby komplext bylo na ledu pfipraveno celkem 5 vzorkt o objemu 20 pl:
1) 1uM Iripin-1: pfipraven smichanim 10 pl 2uM Iripin-1 s 10 pl esej pufru
2) 1uM Iripin-1 R357W: z divodu malé koncentrace ziskaného Iripin-1 R357W (2uM)

nemohl byt na§ protein fedén s dostateCnym mnozstvim esej pufru jako tomu bylo u Iripin-1
¢i trypsinu, proto byl Iripin-1 R357W z pavodniho roztoku (20mM TRIS, 300mM NaCl, pH
8,5) preveden pomoci amikonu do esej pufru a nasledné bylo 10 ul takto pfipraveného 2uM
Iripin-1 R357W smichano s 10 ul esej pufru

3) 1uM trypsin: piipraven smichanim 10 pl 2uM trypsinu s 10 pl esej pufru

4) 1uM Iripin-1 + 1uM trypsin: pfipraven smichanim 10 pl 2uM Iripin-1s 10 pl 2uM trypsinu
5) 1uM Iripin-1 R357W + 1uM trypsin: pripraven smichanim 10 ul 2uM Iripin-1 R357W s 10

ul 2uM trypsinu

Vzorky byly nasledné inkubovany za tiepani pti 150 rpm pti 37 °C po dobu 1 h. Po skoncenti
inkubace k nim bylo pfidano 7 pl Laemmliho pufru s merkaptoethanolem, byly povateny na
90 °C na 10 min a nasledné byly separovany pomoci SDS PAGE na 12% polyakrylamidovém
gelu. Gely byly po dokonceni SDS PAGE obarveny stejnym zpisobem jako tomu bylo
v kapitole 3.3.
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4. Vysledky

4.1. Porovnani Iripin-1 a Iripin-1 R357W

Sekvence serpinu Iripin-1 je zobrazena na Obr. 9.
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Obr. 9: Nukleotidova a aminokyselinova sekvence Iripin-1. Zluté je vyznadena signalni

sekvence proteinu, zelené P1 misto centralni reaktivni smycky, kde doslo k zaméné kodonu

AGG pro arginin za TGG pro tryptofan.

Plvodni Iripin-1 je protein o 376 aminokyselinach, velikosti 42,150 kDa a plI 5,88. Oproti

tomu Iripin-1 R357W se zaménou v P1 misté RCL a s polyhistidinovou znackou zavedenou

pomoci pET-19b je protein o 397 aminokyselinach, velikosti 44,729 kDa a pl 6,17.
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4.2. Priprava konstruktu pET-19b-Iripin-1 R357W

Vysledek gradientové PCR je uveden na Obr. 10.

L. A43°%€ S0°C 55°C
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.

Obr. 10: Gel s produkty gradientové PCR. Zleva doprava lze vidét velikostni standard (L)
a 3 produkty o velikosti 1200 bp, které byly amplifikovany pfi teplotach 45 °C, 50 °C a 55 °C.

Viditelné nejsilné§i band byl u amplifikace pii 50 °C, proto byla tato teplota nasledné
pouzita pro PCR se specifitéjsi a presnéjsi high-fidelity Q5 polymerazou. Amplikony po
high-fidelity PCR jsou vyobrazeny na Obr. 11.

Iripin-1 s mutaci

A

Obr. 11: Gel s produkty high-fidelity PCR. Zleva doprava lze vidét velikostni standard (L)
a naamplifikovany Iripin-1 R357W o velikosti 1200 bp rozdélenou do dvou jamek.

Koncentrace DNA Iripin-1 R357W vyizolované z agar6zového gelu €inila 230 ng/pl.
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Koncentrace plazmidové DNA pfipravené pro klonovani po ptecisténi pomoci midiprep
kitu byla 232 ng/ul. Naslednym restrikénim St€penim inzertu a plazmidu byl ziskan pET-19b
o koncentraci 22 ng/ul a Iripin-1 R357W o koncentraci 26,5 ng/pl.

Plazmid byl poté transformovan do kompetentnich bunék, které byly vysety na Petriho
misku se selekénim antibiotikem (ampicilinem). Bylo vybrano 23 kolonii, které byly
preneseny na novou misku (viz Obr. 6) a otestovany na pfitomnost inzertu. Vysledek colony

PCR je zobrazen na Obr. 12.

L'12 3456 78 9101112

13 14 1516 1718 19 2021 2223 ()

Obr. 12: Colony PCR. Na levé strané gelu lze vidét velikostni standard (L), jednotliva Cisla
poté odpovidaji Cislim kolonii NEB 5-alpha bunék testovanych na pfitomnost Iripin-1
R357W. Negativni kontrola je oznacena jako (-). Jelikoz byl oekavan produkt o velikosti
pfiblizn€ 1200 bp, jedina kolonie, ktera by mohla byt na zéklade vysledku gelové elektroforézy
pozitivni na Iripin-1 R357W, byla kolonie ¢. 21. Negativni kontrola vyloucila pfipadnou

kontaminaci.

Kolonie ¢. 21, ktera vysla jako jedina pozitivni, byla nasledné¢ namnozena v LB médiu a
pET-19b s Iripin-1 R357W inzertem byl poté z bun€k vyizolovan pomoci midiprep kitu.
Koncentrace takto ziskané DNA cinila 328 ng/ul.

Kontrola, ze inzert predstavuje Iripin-1 R357W se zavedenou mutaci v P1 misté byla
provedena sekvenaci. Sekvenace potvrdila pfitomnost tryptofanu v P1 misté serpinu, proto

bylo mozno pokracovat k pilotni expresi.
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4.3. Pilotni exprese

Gely se vzorky peletu inkubované pfi teploté 30 °C a 37 °C béhem pilotni exprese jsou

vyobrazeny na Obr. 13 a Obr. 14.

_1 T, T, Ty Tg T,

L T,

Obr. 13: Vzorky peletu po inkubaci na 30 °C. Zleva doprava lze vidét velikostni marker (L)
a nasledné jednotlivé casy odbéru (TO = pred pfidanim IPTG; T1, T2, T4, T6, T8 aT24 =1 h,
2h,4h,6h, 8ha?24hpo aktivaci exprese proteinii pomoci IPTG). V linii prouzkt oznacenych
Sipkou je vidét postupny narust proteinové exprese s postupujicim Casem kultivace BL21

bunék v LB médiu.

35



Obr. 14: Vzorky peletu po inkubaci na 37 °C. Zleva doprava lze vidét velikostni marker (L)
a nasledné jednotlivé ¢asy odbéru (T1, T2, T4, T6, T8 aT24=1h,2h,4h, 6 h,8ha 24 h po
aktivaci exprese proteini pomoci IPTG). Opét se na gelu nachazi linie prouzkd, u kterych je

vidét kontinualni nardst mnozstvi proteinu s rostouci dobou kultivace BL21 bunék.

Vysledky inkubace vzorka peletu pii 37 °C odpovidaji vysledkim inkubace pii 30 °C.
Linie prouzkl, u kterych doslo k vyraznému naristu exprimovaného proteinu, velikostné
odpovida té, ktera byla pozorovana na gelu pro 30 °C.

Velikost Iripin-1 by se méla pohybovat kolem 42 kDa, tudiz proteinovy produkt pilotni
exprese byl ocekavan v rozmezi mezi 35 a 55 kDa velikostniho markeru. Je pravdou, ze
produkt, u kterého doslo s rostoucim ¢asem kultivace k vyraznému narastu exprese, lezi vyse
nez byla ocCekavana velikost, nicméné je nutné brat v potaz, ze se Iripin-1 R357W se
zavedenou mutaci bude na gelu pohybovat ve trochu vétsich velikostech kvuli pfitomnosti
polyhistidinové znacky vnesené pomoci pET-19b.

Gely se vzorky supernatantu inkubované pti teploté 30 °C a 37 °C béhem pilotni exprese

jsou vyobrazeny na Obr. 15 a Obr. 16.
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Obr. 15: Vzorky supernatantu po inkubaci na 30 °C. Zleva doprava lze vidét velikostni
marker (L) a nasledn¢ jednotlivé casy odbéru (TO = pred pridanim IPTG; T1, T2, T4, T6, T8
aT24=1h,2h,4h, 6h, 8ha 24 h po aktivaci exprese proteini pomoci IPTG). Velikost

predpokladaného proteinu je vyznacena Sipkou.
Ve srovnani s Obr. 13 a Obr. 14 je patrné, Ze sila prouzka, které velikostné odpovidaji linii

s kontinualnim narGistem proteinové exprese v piipadé vzorkl peletu, je mnohonasobné mensi.

Proteinovy produkt stejné velikosti je sice pfitomen, nicméné v mizivé koncentraci.
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Obr. 16: Vzorky supernatantu po inkubaci na 37 °C. Zleva doprava lze vidét velikostni
marker (L) a nasledné jednotlivé asy odbéru (T1, T2, T4, T6, T8 aT24=1h,2h,4h,6h, 8
h a 24 h po aktivaci exprese proteinti pomoci IPTG). Velikost predpokladaného proteinu je

vyznacena Sipkou.

Stejné jako tomu bylo v pfipadé pokusu na Obr. 15, exprese proteinu, ktery by velikostné
odpovidal vysledkim pilotni exprese vzorka peletu, je i v tomto pfipad€ miziva. Z vysledka
vyplyva, ze dany protein je ve velké mife shromazd'ovan ve forme inkluznich télisek uvnitt
kompetentnich bunek E. coli, pfiCemz tato exprese kontinualné nartista s rostouci dobou
kultivace bunék v LB médiu. Na druhou stranu, exprese cytoplazmatické frakce proteinu je
mnohonasobné mensi.

V ramci dalSiho postupu bylo vyhodnéjs§i pracovat s cytoplazmatickou frakci proteinu,
jelikoz ta nevyzaduje refoldovani (sbalovani proteinu do jeho aktivni konformace) jako je
tomu v piipadé proteinu vysoce agregovaného do podoby inkluznich télisek.

Zaroven bylo potieba ovéfit, zda protein, jehoz mnozstvi kontinualné rostlo s nartstajici
dobou inkubace v ptipadé vzorkd peletu (viz Obr. 13 a Obr. 14) a jehoz mnozstvi bylo
minimalni v pfipadé supernatantu (viz Obr. 15 a Obr. 16), opravdu piedstavuje Iripin-1

R357W s navazanou polyhistidinovou znackou. Proto byl nésledné proveden Western blot
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s anti-polyhistidinovou protilatkou. Ten byl proveden jen u vzorkt supernatantu (pro 30 °C i
37 °C), jelikoz u vzorkd peletu byl velmi dobie pozorovatelny trend zvysovani proteinové
exprese. Naopak v pripadé supernatantu bylo velmi obtizné urcit, jak teplota ¢i doba inkubace
ovliviluje proteinovou expresi jen na zakladé vysledku SDS PAGE, jelikoz sila prouzka
v oCekéavané velikosti byla miziva.

Ovéfeni pritomnosti Iripin-1 R357W v supernatantu pro teplotu 30 °C a 37 °C pomoci

Western blotu s anti-polyhistidinovou protilatkou je zobrazeno na Obr. 17 a Obr. 18.
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Obr. 17: Western blot vzorku supernatantu po inkubaci na 30 °C. Zleva doprava lze vidét
cas odbéru TO (pred pridanim IPTG), velikostni standard (L) a nasledné jednotlivé Casy odbéru
po pridani IPTG (T1, T2, T4, T6, T8 aT24 =1h,2 h, 4 h, 6 h, 8 h a 24 h po aktivaci exprese
proteinti pomoci IPTG).

Anti-polyhistidinova protilatka se navazala v misté o¢ekavané molekularni velikosti. Tim
bylo prokazano, ze protein, jehoz mnozstvi naristalo v pfipadé vzorkl peletu (viz Obr. 13 a
Obr. 14) a ktery se v supernatantu nachazel jen v minimalnim mnozstvi, je skutecné nami

pfipraveny Iripin-1 R357W.
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Nicméng, jak je vyobrazeno na Obr. 17, mira vazby anti-polyhistidinové protilatky se mezi
jednotlivymi Casy odbéru nijak vyrazné nelisi. K velmi slabému navazani protilatky doslo i
v pfipadé TO, tedy k minimalni expresi proteinu doslo jiz pfed pfidanim IPTG. U vsSech
ostatnich Cast odbéru se pak protilatka vazala v piiblizné stejné mife, tudiz vysledky vzorkd,

které byly inkubovany pfi 30 °C, nepoukézaly na vétsi vytéznost konkrétni doby inkubace.
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Obr. 18: Western blot vzorku supernatantu po inkubaci na 37 °C. Zleva doprava lze vidét
cas odbéru TO (pred pridanim IPTG), velikostni standard (L) a nasledné jednotlivé Casy odbéru
po pridani IPTG (T1, T2, T4, T6, T8 aT24=1h,2 h, 4 h, 6 h, 8 h a 24 h po aktivaci exprese
proteinti pomoci IPTG).

Obr. 18 ukazuje, ze se protilatka opét vazala na mist€ oCekavaném dle predchozich
vysledkid. Nicméné oproti vzorkiim supernatantu inkubovanych pfi teploté 30 °C (viz Obr. 17)
se exprese vyrazné lisi. V pripadé Casu odbéru TO byla exprese nulova. Poté v ¢asech T1 a T2
dochazelo k velmi omezené expresi proteinu. V piipadé T4 a T6 se mira produkce proteinu

vyrazné navySila, ale nasledné u T8 a T24 byla opét nizsi.
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4.4. Large-scale exprese

Pomoci anti-polyhistidinové protilatky bylo tedy ovéreno, ze se Iripin-1 R357W nachazi i
v supernatantu (viz Obr. 15, Obr. 16, Obr. 17 a Obr. 18), byt v mnohem mensim mnozstvi nez
tomu je u inkluznich télisek (viz Obr. 13 a Obr. 14). Aby bylo mozné dale pracovat s malo
koncentrovanou cytoplazmatickou frakci Iripin-1 R357W, bylo potfeba BL21 buiiky
obsahujici pET-19b s Iripin-1 R357W inzertem pomnozit ve velkém mnozstvi pomoci large-
scale exprese, pricemz jako nejvhodnéjsi ¢as odbéru po spusténi proteinové exprese pomoci
IPTG byl ur€en T6 pii kultivaci bunek pti 37 °C.

Pelet ziskany pomoci large-scale exprese byl nasledné€ rozpustén v raznych solubiliza¢nich
pufrech a podroben SDS PAGE elektroforéze pro urceni nejvhodnéjsiho pufru pro dalsi
postup. Vysledek je zobrazen na Obr. 19.

1 2 3 4 5 L 1 2 3 4

Obr. 19: Vysledek SDS PAGE elektroforézy vzorku supernatantu (T6, 37 °C)
rozpusténych v 5 ruznych solubiliza¢nich pufrech. Zleva doprava se v prvnich péti jamkach
nachazi vzorky supernatantu rozpusténé v ruznych roztocich: solubiliza¢ni pufr 1 (20mM
TRIS-HCI, 300mM NaCl, pH 8,5), solubiliza¢ni pufr 2 (20mM TRIS-HCI, 300mM NaCl, pH
8), solubilizacni pufr 3 (20mM TRIS-HCI, 150mM NacCl, pH 8), solubiliza¢ni pufr 4 (20mM
TRIS-HCI, 240mM NaCl, 10mM KCl, 2mM MgClz, pH 8) a solubiliza¢ni pufr 5 (PBS).

Vzapéti nasleduje velikostni standard (L) a vzorky peletu rozpusténé ve stejnych roztocich
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jako tomu bylo u supernatantu (vyjma PBS). Linie prouzkt s predpokladanym proteinem je

naznacena Sipkami.

Na Obr. 19 je opét viditelny rozdil mezi mnozstvim cytoplazmatické frakce proteinu a
proteinu pfitomném v inkluznich téliskach. Na samotnych vzorcich peletu neni vidét prakticky
zadny vliv 4 testovanych solubilizac¢nich pufra, mnozstvi Iripin-1 R357W je ve vSech vzorcich
stejné. Nicméné v pripade supernatantu uz jisty rozdil vidét je. Solubilizacni pufr 1 vypada
jako nejvhodnéjsi kandidat, jelikoz prouzek je vtomto ptfipadé nejsiln€jsi. Nasleduji
solubilizacni pufr 2 a 3, u nichz jsou prouzky jen o trochu slabsi. V piipade solubiliza¢nich
roztokt 4 a 5 je prouzek velmi malo viditelny.

Na zakladé téchto vysledkt bylo stanoveno, ze se pro solubilizaci peletu ziskaného béhem
large-scale exprese vyuzije solubilizacni roztok 1, tedy 20mM TRIS-HCI s 300mM NaCl o
pH 8.5.

4.5. Afinitni chromatografie

Graficky vystup eluce jednotlivych frakci béhem afinitni chromatografie je zobrazen na

Obr. 20.
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Obr. 20: Zaznam eluce frakci Iripin-1 R357W béhem afinitni chromatografie. Nejprve
byl afinitni chromatografii zpracovan vzorek bez piidanych inhibitora proteaz (1. purifikace),
nasledné po promyti byl zpracovan vzorek s pfidanymi inhibitory protedz (2. purifikace).
V grafu jsou nejvyznamnéjsi modré peaky oznacujici narast UV, ke kterému dochazi béhem
eluce proteinu. Vysoké peaky predstavuji promyti 5% EP pred samotnou frakcionaci, eluce
Iripin-1 R357W vychytavaného na kolon€¢ pomoci polyhistidinové znacky je zvyraznéna

cervenymi kruhy.

Jiz na zakladeé velikosti elucnich peakt bylo viditelné, ze se koncentrace eluovaného Iripin-
1 R357W nepohybuje ve vysokych hodnotach. Z prvni purifikace byly na pfitomnost Iripin-1
R357W pomoci SDS PAGE otestovany frakce 2-7, které odpovidaji vét§imu peaku na zacatku
frakcionace a za nim nasledujicimu malému peaku. Z druhé purifikace byly poté na pfitomnost
Iripin-1 R357W testovany frakce 14-19, které odpovidaji vétSimu a menSimu peaku

vyznac¢enému na Obr. 20.
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Vysledky SDS PAGE pro jednotlivé frakce ziskané pfi afinitni chromatografii a jejich

nasledné otestovani pomoci Western blotu jsou vyobrazeny na Obr. 21 a Obr. 22.
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Obr. 21: A: Vysledek SDS PAGE pro frakce z prvni purifikace (vzorky bez pfidanych
inhibitord). Zleva doprava lze vidét velikostni standard (L), flow-through (FT), promyti 5%
EP (SW) a nasledné jednotlivé frakce znacené prislusnymi Cisly. B: Vysledek Western blotu
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frakci z 1. purifikace. Zleva l1ze vidét velikostni standard (L), flow-through (FT) a nasledné

jednotlivé frakce oznacené ptislusnymi cisly.

V casti A na Obr. 21 Ize vidét, Ze v jamce se vzorkem z flow-through se vyskytuje prouzek
velikostné odpovidajici Iripin-1 R357W, ktery je pomérné slaby, to znamen4, ze béhem flow-
through neuniklo nijak velké mnozstvi naSeho proteinu. V jamce SW jiz bylo mnozstvi
proteklého Iripin-1 R357W vyraznéji vyssi, zfejme se Cast proteinu odmyla kvuli nedostatecné
pevnému zachyceni na afinitni kolon€. Ve frakci 2 neni v ofekdvané velikosti viditelny
prouzek, ten se slabé zacina objevovat ve frakcich 3 a 4. Nasledné se mnozstvi Iripin-1 R357W
vyrazné navysuje ve frakci 5, pfetrvava ve vcelku piijatelném mnozstvi ve frakci 6 a ve frakci
7 se jiz nevyskytuje.

Frakce 3 — 7, u nichz byla na gelu pozorovana piitomnost Iripin-1 R357W (nehledé na
mnozstvi daného proteinu), byly otestovany na pifitomnost Iripin-1 R357W pomoci anti-
polyhistidinové protilatky (viz ¢ast B, obr. 21).

V ¢asti B na Obr. 21 je znazornéno, ze ve vzorku z flow-through nedoslo k zadnému
navazani anti-polyhistidinové protilatky, pfestoze v cCasti A se vyskytoval prouzek, ktery by
velikostné mohl odpovidat Iripin-1 R357W. Ve vSech ostatnich frakcich jiz doslo k navazani
protilatky v ocekavané velikosti, nicméné k vazbé doslo 1 na proteiny o mensi velikosti. Ve
frakcich 3 a4 se Iripin-1 R357W vyskytoval v men§im mnozstvi, coz koreluje s vysledky SDS
PAGE. Ve frakcich 5 — 7 se protilatka vazala ve velkém mnozstvi (vysledek u frakce 7
nekoreluje se silou prouzku na SDS PAGE, tam nebyla pozorovana ptitomnost témét zadného
Iripin-1 R357W). Zaroven cCistota téchto frakci byla znateln€ vétsi nez v pripadé frakci
predchozich.

Na zékladé pritomnosti Iripin-1 R357W prokéazané pomoci anti-polyhistidinové protilatky
a Cistoty frakci 5 — 7, byly tyto frakce spojeny dohromady, zakoncentrovany do 1 ml a

podrobeny precisténi pomoci rozméroveé-vyluCovaci chromatografie (jeji vystup viz Obr. 23).

45



A L FTSW 1415 16 17 18 19

250 kDa
130 kDa

100 kDa
70 kDa

55 kDa

35 kDa

25 kDa

15 kDa

B L FT14 15 16 17 18

100 kDa

70 kDa
55 kDa

35 kDa

25 kDa

15 kDa

Obr. 22: A: Vysledek SDS PAGE pro frakce z druhé purifikace (vzorky s pfidanymi
inhibitory). Zleva doprava lze vidét velikostni standard (L), flow-through (FT), promyti 5%
EP (SW) a nasledné jednotlivé frakce znacené prislusnymi Cisly. B: Vysledek Western blotu
frakci z 2. purifikace. Zleva l1ze vidét velikostni standard (L), flow-through (FT) a nasledné

jednotlivé frakce oznacené ptislusnymi Cisly.
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Cast A na Obr. 22 ukazuje, 7e ve flow-through neuniklo velké mnozstvi Iripin-1 R357W
serpinu. Stejné jako v pripadé prvni purifikace, nemalé mnozstvi proteinu proteklo pres kolonu
béhem promyti 5% EP. Ve frakci 14 se nevyskytoval témet zadny protein, Iripin-1 R357W se
zacal objevovat u frakci 15 a 16, ovSem jen slabé. Vyrazné navySeni jeho mnozstvi se objevilo
u frakce 18, u frakci 17 a 19 se pohybovalo v pfijatelném mnozstvi. Frakce 14 — 18 byly
nasledné otestovany na ptitomnost Iripin-1 R357W pomoci Western blotu za vyuziti anti-
polyhistidinové protilatky (viz ¢ast B, Obr. 22).

Jak ukazuje cast B na Obr. 22, vzorek z flow-through, stejné jako tomu bylo u prvni
purifikace, Iripin-1 R357W neobsahoval. Ve frakci 14 se anti-polyhistidinova protilatka téméf
vubec nevazala, coz koreluje s vysledky SDS PAGE. Pfitomnost Iripin-1 R357W byla
potvrzena u frakci 15 — 18, obzvlast’ u frakci 17 a 18 se anti-polyhistidinova protilatka vazala
velmi siln€. Ve frakcich 15 a 16 se protilatka vazala 1 na jiné proteiny o mensi velikosti,
posledni dvé frakce byly ve srovnani s nimi ¢istéjsi. Frakce 19 nebyla na pfitomnost Iripin-1
R357W otestovana, nicméné vzhledem k vysledku zobrazeného v ¢asti A, se dalo ocekavat,
ze bude jeji Cistota vypadat podobné jako v piipadé frakce 17 a 18.

Na zaklad¢ vysledka SDS PAGE a Western blotu byly vybrany frakce 17 — 19, které byly
spojeny, zakoncentrovany do 1 ml a pfecistény pomoci rozméroveé-vyluovaci
chromatografie. Frakce 17 byla vybrana i pfesto, ze obsahovala vice proteinovych
kontaminaci nez zbylé dvé frakce, jelikoz u ni bylo pomoci anti-polyhistidinové protilatky
prokdzano pomérné velké mnozstvi Iripin-1 R357W a pfitomné kontaminace mohly byt
nasledné odfiltrovany pomoci rozmérové-vylucovaci chromatografie.

Vystup z precisténi frakei 5 — 7 z 1. purifikace a frakci 17 — 19 ze 2. purifikace pomoci

rozméroveé-vylucovaci chromatografie je vyobrazeno na Obr. 23 (viz kapitola 4.6.).
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4.6. Rozmérové-vylucovaci chromatografie

Graficky vystup rozmérové-vylucovaci chromatografie je uveden na Obr. 23.
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Obr. 23: Zaznam eluce frakci Iripin-1 R357W béhem rozmérové-vylucovaci
chromatografie. Jako prvni byl zpracovan vzorek bez pridanych inhibitora proteaz (1.
purifikace, vyznaceno Cervenym obdélnikem), nasledné, po promyti, byl zpracovan vzorek
s pfidanymi inhibitory proteaz (2. purifikace, vyznaceno zlutym obdélnikem). V grafu jsou
opét nejvyznamnéjsi modré peaky oznacujici narist UV, ke kterému dochazi béhem eluce

proteinu.

Z prvni purifikace byly na pfitomnost Iripin-1 R357W pomoci SDS PAGE otestovany
frakce E7-E9, které na zakladé grafického vystupu na Obr. 23 vypadaly jako elucni peaky
Iripin-1 R357W, dale se ovSem otestovaly i E10 — F2 peaky, u kterych peak nevypadal Gplné
typicky a bylo nejasné, zda zde dochazi k eluci proteinu ¢i ne. Z druhé purifikace byly poté na
ptitomnost Iripin-1 R357W testovany frakce F4 — F10, u kterych bylo pozorovatelné vyrazné
navysSeni UV, byly ale také otestovany i frakce G5, G6 a G7, u kterych také doslo k malému
navyseni.

Vysledky SDS PAGE jednotlivych frakci 1.1 2. purifikace ziskanych pomoci rozmeérove-

vylu€ovaci chromatografie jsou uvedeny na Obr. 24 a Obr. 25.
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Obr. 24: Vysledek SDS PAGE pro frakce z 1. purifikace (bez pfidanych inhibitoru)
ziskané pomoci rozmérové-vylucovaci chromatografie. Zleva lze vidét velikostni standard
(L), vzorek nanaSeny na kolonu (C) a dale jednotlivé frakce oznacené prisluSnym pismenem

a Cislem.

Jak Ize vidét na Obr. 24, pfitomnost Iripin-1 R357W byla prokazéana u frakci E7 — E9. Pii
porovnani vzorku davaného na kolonu (C) a vySe zminénymi frakcemi 1ze podotknout, Ze se
pomoci rozmeéroveé-vylucovaci chromatografie podafilo vzorky ocistit od proteint, které se
zde nachazely ve vét§im mnozstvi (pfedevsim proteiny pohybujici se velikostné mezi 55 kDa
a 70 kDa a 70 kDa a 100 kDa, poté také protein u 25 kDa hranice velikostniho standardu). U
ostatnich proteini o mensich velikostech vyskytujicich se ve vzorku v mens$im mnozstvi
nebylo preCisténi tolik znatelné, je vidét, Ze se v riznych kombinacich v pfecisténych frakcich
stale vyskytuji.

Frakce E10 — F2, u nichz bylo nejasné, zda dochazelo k eluci proteinu ¢i ne, jiz zadné
proteiny neobsahovaly.

Pomoci rozmérové-vyluCovaci chromatografie se tedy podafilo u vybranych frakci
odfiltrovat urcité proteinové kontaminace. Dané frakce (E7 — E9) byly nasledné spojeny a

vyuzity pro testovani tvorby komplexi.
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Obr. 25: Vysledek SDS PAGE pro frakce ze 2. purifikace (s pfidanymi inhibitory)
ziskané pomoci rozmérové-vylucovaci chromatografie. Zleva lze vidét velikostni standard
(L), vzorek nanaSeny na kolonu (C) a dale jednotlivé frakce oznacené prisluSnym pismenem

a Cislem.

Druha purifikace byla, co se ty¢e mnozstvi ziskaného Iripin-1 R357W, vytéznéjsi nez
purifikace prvni. Vzorek nanaseny na kolonu (C) obsahoval pfiblizné stejné proteiny jako
tomu bylo v pfipadé prvni purifikace (viz Obr. 24). Pfitomnost Iripin-1 R357W byla potvrzena
ve frakcich F4 — F9, nicméné v ptipade F9 frakce bylo mnozstvi proteinu velmi malé.

Pfi porovnani vzorku nanaSeného na kolonu a vySe zminénymi frakcemi je vidét, Ze se
pomoci rozmeéroveé-vylucovaci chromatografie podafilo vzorky ocistit od proteint, které se
zde nachézely ve vétsim mnozstvi (hlavné protein pohybujici se velikostn€ mezi 55 kDa a 70
kDa a 70 kDa a 100 kDa, poté také protein u 25 kDa hranice velikostniho standardu). U
ostatnich protein o mensSich velikostech vyskytujicich se ve vzorku v mensim mnozstvi
nebylo precisténi tolik patrné, v riznych kombinacich se vyskytuji i v precisténych frakcich.
Frakce F10 a G5 — G7 jiz zadné proteiny neobsahovaly.

Pfi porovnani Obr. 24 a Obr. 25 je vidét, ze jednotlivé frakce z 2. purifikace jsou Cistsi nez
tomu bylo v pfipad€ purifikace prvni. Pro dalsi vyuziti byly z 2. purifikace vybrany frakce F4
- Fo.
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4.7. Tvorba komplexu Iripin-1 R357W s trypsinem

Polyakrylamidovy gel se vzorky pro testovani tvorby komplext je uveden na Obr. 26.
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Obr. 26: Vysledek SDS PAGE pro testovani tvorby komplexi Iripin-1 a Iripin-1 R357W
s trypsinem. Zleva lze vidét velikostni standard (L), dale 1uM Iripin-1 (R), 1uM Iripin-1
R357W (W), 1uM trypsin (T), 1uM Iripin-1 + 1uM trypsin (R+T) a 1uM Iripin-1 R357W +
1uM trypsin (W+T).

Obr. 26 ukazuje, ze pouzity Iripin-1 je naprosto Cisty protein ve srovnani s Iripin-1 R357W,
ktery se za vyuziti afinitni chromatografie a rozméroveé-vylu¢ovaci chromatografie nepodafilo
dokonale precistit. Je zde viditelny 1 velikostni rozdil mezi témito dvéma proteiny, ktery je
zpusoben pritomnosti polyhistidinové znacky u Iripin-1 R357W, ktera se u Iripin-1
nevyskytuje, jelikoz Iripin-1 byl pfipravovan jinym zpisobem. V pfipadé trypsinu se také
jedna o kompletné Cisty protein o velikosti 23,3 kDa.

U vzorku Iripin-1 s trypsinem jednoznacné doslo ke vzniku komplexu téchto dvou proteint,
jelikoz je zde pozorovatelny prouzek velikostné odpovidajici 55 kDa — 70 kDa, nasledné
prouzek o mensi velikosti nez ptivodni Iripin-1 a nadbyteCny trypsin.

U vzorku Iripin-1 R357W s trypsinem k tvorbé komplexu nedoslo, nachazi se zde pouze

proteiny mensSich velikosti nez ptivodni Iripin-1 R357W.
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S. Diskuse

Serpiny plni mnoho vyznamnych funkci v ramci lidského organismu, pfi¢emz inhibicni
vlastnosti téchto proteini podléhaji jejich specifické struktuie. To je divodem, proc jsou
v soucasné dob€ vyznamnym piredmétem zajmu védeckého badani, které se mize zameétovat
na ruzné aspekty jejich fungovani. Pravé mutageneze je uziteCnym nastrojem pro pochopeni
funkce serpind, proto jsem v ramci mé diplomové prace pfipravovala mutantni serpin Iripin-1
R357W pro dalsi funkéni testy.

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.3.4., mutace byvaji nejcasté&ji zavadény do sekvence RCL
(predevsim pak do P1 mista), ale mohou byt zavedeny i do hinge regionu serpint (Antalis a
Lawrence, 2004; Marijanovic a kol., 2019). V pfipadé bodovych mutaci mize mit zaména
jedné aminokyseliny v P1 misté RCL velky dopad na specifitu studovaného serpinu, muze
kompletné zménit jeho specifitu (Owen a kol., 1983; Marijanovic a kol., 2019, Yang a Rezaie,
2017). Mutageneze serpint piinasi také velky terapeuticky potencial (viz dfive zmifiované
studie (Polderdijk a kol., 2017; Jairajpuri a Ansari, 2020)), zacileni a mozné vyuziti tohoto
pfistupu je tedy Siroké.

My jsme se v této praci vydali cestou mutageneze P1 mista u serpinu Iripin-1. Zavedeni
bodové mutace argininu za tryptofan je vyhodné z nékolika hledisek. Jednak dochazi k mutaci
oblasti, ktera je povazovana za hlavni determinantu specifity serpinl, zaroven by ale zaména
jedné aminokyseliny nemeéla mit vliv na formovani 3D struktury serpinu ¢i vkladani RCL do
B-listu A (Antalis a Lawrence, 2004). Tryptofan byl zvolen jako aminokyselina, za niz byl
zaménén puvodni arginin, na zakladé vysledkd prace Chuanga a kol. (2001), kde byl
srovnavan vliv riznych bodovych mutaci P1 mista serpint.

Na zakladé mych vysledk 1ze konstatovat, ze cile stanovené pied zahajenim projektu byly
splnény, nicméné pravdou je, ze vytéznost pouzitych postupti ma prostor k navyseni. Prvni
prekazkou bylo zavedeni optimalniho protokolu klonovani. Nejvétsim problémem, ktery se
nepodafilo zcela vyftesit, bylo zpétné spojovani koncti plazmidu po restrikci, prestoze byly
pouzity dvé razné restriktazy a vzorky byly podrobeny ptisobeni alkalické fosfatazy, ktera by
tomuto dé&i meéla pomoci odstranéni 5’'-fosfatu zabranit. Pfesto po transformaci do
kompetentnich bun€k E. coli na agarovych plotnach dochazelo k ristu bakterialnich kolonii
nesoucich prazdny plazmid bez inzertu. Lze to vidét 1 na vysledku colony PCR, kde vysla ze
23 testovanych kolonii pouze jedna jako pozitivni pro Iripin-1 R357W. Prestoze proces
klonovani nebyl tedy uplné idealné zoptimalizovan, k postupu do dalSich fazi pokusu byl

dostacuyjici.
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Dalsim aspektem, ktery rovnéz prispél k mensi koncentraci ziskaného proteinu, byla prace
se supernatantem, tedy s cytoplazmatickou frakci proteinu, misto peletu s inkluznimi télisky,
kde byla koncentrace na zakladé vysledki SDS PAGE mnohonasobné vyssi. Hlavnim
divodem pro toto rozhodnuti bylo, Ze oproti proteinim, které jsou v ramci inkluznich télisek
vysoce agregovany, jsou cytoplazmatické proteiny uz spravné sbalené a neni potreba je
refoldovat do biologicky aktivniho stavu. Navic proces refoldingu vede obvykle ke znaénym
ztratam proteinu (Singh a Panda, 2005). V takovém piipadé by totiz nebylo nejvétsi prekazkou
precisténi rekombinantné piipraveného proteinu, ale jeho solubilizace a sbaleni do aktivni
konformace (Palmer a Wingfield, 2004). Pro ziskani vétSiho mnozstvi proteinu by tedy bylo
potteba kultivovat bakterie ve vét§im objemu kultury.

Celkové problém nizké koncentrace Iripin-1 R357W vyizolovaného pomoci afinitni
chromatografie nemusi byt jen zalezitosti malého mnozstvi vstupniho materialu, ale zaroven
by mohlo jit 1 o §patnou pristupnost polyhistidinové znacky tohoto proteinu a jeji neefektivni
vazani na kolonu afinitniho chromatografu (McCoy, 2020). Urceni struktury Iripin-1 R357W
nebylo soucasti této prace, nicméné kdyby byla polyhistidinova znacka schovana v ramci 3D
struktury ziskaného proteinu, problém by se mohl vyfesit pfidanim kratké spojovaci sekvence
mezi polyhistidinovou znacku a protein, coz by mohlo odkryt tuto znacku a vylepsit vytézek
afinitni chromatografie (Chen, Zaro a Shen, 2013).

Nepfistupnost polyhistidinové znacky by mohla také vysvétlit odmyti nezanedbatelného
mnozstvi proteinu béhem promyti s 5% EP. Spolu s Iripin-1 R357W byl pomoci afinitni
chromatografie purifikovan i serpin Iripin-4 znaeny toutéz polyhistidinovou znackou, u
n¢hoz byla koncentrace ziskaného proteinu znatelné vétsi. To napovida strukturalnimu vlivu
Iripin-1 R357W na efektivitu afinitni chromatografie.

Serpin ziskany pomoci afinitni chromatogratie byl ke vSemu pomérné znecistény dalsimi
proteiny, jelikoz HisTrap afinitni kolona sice vychytava proteiny znacené polyhistidinovou
znackou s dlouhym fetézcem histidind, ale s urCitou silou se na ni mohou vazat i proteiny
obsahujici vice histidind blizko u sebe. Tyto proteiny by se mély z kolony odmyt béhem
promyvani, ale jak bylo vidét na SDS PAGE, takovychto kontaminaci bylo v jednotlivych
frakcich ptfitomno nékolik. ZvySeni Cistoty by mohlo byt dosazeno dal§imi purifikaénimi
kroky, napt. pomoci iontové vymeény, coz by ovSem vedlo k dal§im ztratam.

Koncentrace Iripin-1 R357W byla pomérné nizka jiz po afinitni chromatografii, nicméné
po precisténi pomoci rozméeroveé-vylucovaci chromatografie, kdy byly odfiltrovany velikostné
odlisné proteiny, dale klesla. Zakoncentrovani do mensiho objemu pomoci Amicon Ultra —

2mL centrifugacnich filtrG vedlo k ziskani proteinu s dostateCnou koncentraci (2uM) pro
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otestovani tvorby komplexti. Bohuzel, pro dalsi funkéni testy by bylo potfeba koncentraci a
mnozstvi proteinu jesté zvysit. Je zajimavé, ze i Iripin-1, ktery byl rekombinantné pfipraven
na Katedie medicinské biologie JU v ramci predchoziho vyzkumu, patii mezi serpiny s
pomérné€ nizkymi vytézky.

Jelikoz bylo v ramci ptedchoziho vyzkumu potvrzeno, ze Iripin-1 tvori inhibi¢ni komplexy
s trypsinem, byl Iripin-1 R357W testovan na schopnost tvofit komplexy pravé s touto
proteazou. U Iripin-1 bylo viditelné, ze kromé vzniklého komplexu o vySsi velikosti,
pohybujici se mezi 55-70 kDa, se zde nachazi i produkt o velikosti mensi nez ptivodni Iripin-
1 a zbytkovy trypsin. To napovida moznosti, ze se veSkery Iripin-1 vlozeny do reakce
spotieboval na inhibici pfitomného trypsinu, coz se projevilo vytvorenim komplexu. Zbyly
neinhibovany trypsin nasledné€ mohl takto vytvorené komplexy $tépit, to naznacuje pritomnost
prouzku v mensi velikosti nez v pfipadé Iripin-1. V pfipadé Iripin-1 R357W k tvorbé
komplexu ocekavané velikosti nedoslo, tedy bodova mutace zavedena v P1 misté serpinu
patrné zamezila jeho schopnosti se vézat s trypsinem. Trypsin poté mohl pfitomny serpin
Stépit, ne ovSem klasicky v P1 misté, protoze tato proteaza Stépi proteiny na karboxylovém
konci argininu a lysinu, ne tryptofanu. V praci Chuanga a kol. (2001), kde byla také provedena
zaména argininu za tryptofan v P1 misté antitrombinu, doslo k 5000-nasobnému snizeni
reaktivity serpinu s cilovou proteazou, coz naznacuje, ze tato mutace muze velmi G¢inné
snizovat inhibi¢ni schopnost serpinu. Jelikoz v ramci pfedchoziho vyzkumu nebyl u Iripin-1
pozorovan prokazatelny vliv na koagulaéni kaskadu (vliv nebyl prokazan ani u jednoho ze tii
provadénych koagulacnich testi — protrombinového Ccasu, aktivovaného parcialniho
tromboplastinového Casu ¢i trombinového Casu), timto smérem jsme se pii testovani ubirat
nemohli.

Pritomnost aprotininu, ktery je soucasti inhibitora proteaz piidavanych do elu¢niho pufru a
ktery by mohl inhibovat ucinky trypsinu, byla pomoci SDS PAGE na 15%
polyakrylamidovém gelu vylouCena, proto bylo mozné pro testovani tvorby komplext
pouzivat vzorky s pfidanymi inhibitory proteaz.

Velikostni rozdil mezi Iripin-1 a Iripin-1 R357W muze byt vysledkem jejich rozdilné
ptipravy. Iripin-1 R357W zahrnuje navézanou polyhistidinovou znacku s deseti histidiny o
velikosti zhruba 1,6 kDa a sekvenci nékolika dalSich aminokyselin, v€etné mista pro Stépeni
enterokinazou. Dohromady tato pfidavna sekvence navysSuje velikost Iripin-1 R357W oproti
puvodnimu Iripin-1 o cca 2,6 kDa. Vzhledem k malé velikosti pfidavné sekvence by
pfitomnost polyhistidinové zna¢ky neméla mit vliv na funkci a strukturu daného proteinu,

proto byla ponechéna soucasti Iripin-1 R357W.
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Nemuzeme sice urcit a dedukovat, jakou konformaci ziskany Iripin-1 R357W zaujima, zda
se sbaluje do metastabilni ¢i latentni konformace, nicméné, jak bylo zminéno vyse, obecné by
zavedeni bodové mutace do Pl mista neméla mit vliv na sbalovani serpinu (Antalis a
Lawrence, 2004).

Ziskany mutantni klon Iripin-1 R357W by mohl byt vyuzit jako neinhibi¢ni kontrola v in
vitro pokusech, které byly provedeny v ramci predchoziho vyzkumu a u nichz nebyl objasnén
mechanismus inhibice. V tomto pfipadé€ by srovnani s Iripin-1 mohlo zodpovédét otazku, zda
pozorovany efekt muze byt zprostiedkovan vazbou RCL smyc¢ky serpinu nebo se jedna o jiny
mechanismus. V soucasné dobé ovSem nebylo mozné in vitro pokusy provést.

Zaroven bylo pivodné zamysleno pracovat i s dalSim serpinem, u né&jz byly pozorovany
vramci koagulaCnich testi inhibi¢ni GCinky, nicméné z Casovych divodd toto zlstava

pfedmétem budouciho vyzkumu.
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6. Zavér

Zavedeni bodové mutace za ucelem zamény argininu za tryptofan do P1 mista serpinu
Iripin-1 pomoci rekombinantnich technik bylo uspésné, podafilo se ziskat protein o
predpokladané velikosti 44,729 kDa. Piestoze koncentrace a Cistota ziskaného proteinu nebyla
optimalni, byly dostacujici pro planované otestovani vlivu mutace na funkci serpinu.

U pfipraveného proteinu doslo ke ztraté schopnosti vytvaret kovalentni komplex
s trypsinem, tedy proteazou, ktera je normalné cilem jeho inhibice. Z tohoto diivodu mohl
trypsin Iripin-1 R357W $té€pit na jinych mistech nez v P1 oblasti.

V dal§im vyzkumu by tento protein mohl byt vyuzit k objasnéni mechanismu ucinku
pozorovanych v in vitro pokusech v ramci predchoziho vyzkumu. Zarover by mohl byt postup
uzity pro vytvoreni a ziskani Iripin-1 R357W pouzit pro tvorbu mutantl dalSich serpint
studovanych v laboratofi Katedry medicinské biologie se zaméfenim na jejich antikoagulacni

pusobeni.
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