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Seznam zkratek  

AE chromatografie – anexová chromatografie (anion exchange chromatography)  

ATB - antibiotikum 

EM – elektronová mikroskopie  

GST – glutathion S-transferáza 

IPTG – isopropyl-β-D-thiogalaktosid 

LB médium – lysogenylové médium (lysogeny broth medium)  

MBP – peptid vázající maltózu (maltose binding peptide)  

OD – optická hustota (optical density)  

PDB – proteinová data banka (protein data bank) 

PEG – roztok polyethylenglykolu (polyethylene glycol solution) 

pH – vodíkový exponent (potential of hydrogen)  

Poly-His – polyhistidin 

RCL – centrální reaktivní smyčka (reactive centre loops) 

rpm – otáčky za minutu (revolutions per minute)  

SBP – peptid vázající streptavidin (streptavidin binding peptide) 

SEC chromatografie – gelová chromatografie (size exclusion chromatography)  

SOC médium – super optimální vývar s katabolickými restrikcemi (Super Optimal broth with 

Catabolite repression) 

TB médium – terrific broth medium  

2D – dvourozměrný (two dimensional space)  

3D – trojrozměrný (three dimensional space) 
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1  Úvod  

Ixodes ricinus patří k nejrozšířenějšímu zástupci čeledi klíšťatovitých (Ixodidae) 

ve střední Evropě. Jeho výskyt je spojen s přenášením mnoha nemocí, mezi ně patří především 

lymská borelióza. K přenosu patogenů na hostitele se podílí hlavně slinné žlázy klíštěte. 

Znalost složení slin klíštěte může pomoci k vytvoření např. vakcín či protilátek k zamezení 

šíření patogenů a napadání imunitního systému hostitele.   

Serpiny jsou skupinou proteinů vyskytující se i ve slinných žlázách klíštěte. K jejich 

funkcím se hlavně řadí inhibice serinových proteáz, čímž ovlivňují imunitní systém v těle 

hostitele. Iripin-5 patří mezi serpiny vyskytující se u I. ricinus s funkcí inhibice především 

neutrofilní elastázy a proteinázy 3. Vyřešení struktury Iripin-5 by pomohlo k hlubšímu 

pochopení biologie klíšťat.  

Teoretická část této bakalářské práce se zabývá charakterizací proteinové skupiny 

serpinů, jejich strukturou, inhibiční funkcí a tvorbou komplexů. Je zmíněn i výskyt serpinů 

u klíšťat a jejich role přenosu patogenů a dopad na hostitele. Další kapitolou jsou metody 

strukturní analýzy serpinů. Zde je popsána purifikace jakožto důležitý krok před zahájením 

samotné krystalizace. V poslední části jsou zmíněny možnosti strukturní analýzy z již 

vypěstovaných krystalů. Tu je možné provést na základě X-ray krystalografie, neutronové 

krystalografie nebo pomocí kryo – elektronové mikroskopie.   

Experimentální část práce popisuje přípravu studovaného proteinu ke strukturní 

analýze. Popsány jsou jednotlivé části postupu od transformace, pilotní exprese, exprese 

ve velkém měřítku až k samotné purifikaci. K purifikaci byly využity dva typy chromatografií 

- iontově výměnná a gelová. Krystalizace pro Iripin-5 byla zahájena krystalizačním 

screeningem. Na základě mnou provedeného krystalizačního screeningu došlo k optimalizaci 

podmínek pro růst krystalů Iripin-5 a byly získány krystaly v difrakční kvalitě.  
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2 Cíle práce  

Cíle pro tuto bakalářskou práci byly nastaveny takto:  

1. Zvládnout základní a pokročilé krystalizační metody na modelovém proteinu  

2. Vypurifikovat protein Iripin-5 za pomoci standardních chromatografických metod  

3. Charakterizovat studovaný protein a nalézt krystalizační podmínky pro přípravu 

proteinových krystalů Iripin-5  

4. Optimalizovat krystalizační podmínky a připravit krystaly proteinu Iripin-5 

v difrakční kvalitě  

5. Otestovat připravené krystaly a pokusit se získat difrakční data    
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3 Literární přehled  

3.1 Serpiny  

Serpiny (serinové proteázové inhibitory) patří do velké rodiny proteinů, které se 

vyskytují u živočichů, virů, rostlin, bakterií a archaea. Bylo identifikováno přes 1500 

serpinových zástupců, kdy typická délka jednoho aminokyselinového řetězce serpinu je 

v rozmezí 350–400 aminokyselin a jejich velikost se pohybuje okolo 40–60 kDa (Huntington 

et al., 2011; Gettins et al., 2009). Vzhledem k velikosti skupiny se objevuje velká škála funkcí 

jak intracelulárních, tak i extracelulárních a mezi nejznámější patří inhibice serinových proteáz 

(Irvin et al., 2000, Law et al., 2006). U některých serpinů se vyskytly i další inhibiční funkce 

jako např. inhibice cysteinových proteáz inhibujících kaspázy nebo katepsiny (Huntington et 

al., 20011). Některé serpiny v průběhu evoluce ztratily svou inhibiční funkci a nahradily ji 

jinými funkcemi jako transporty hormonů (Pemberton et al., 1988), molekulové chaperony, 

nebo tumorové supresory (Zou et al., 1994).  

3.1.1 Struktura serpinů  

První struktura serpinu, štípnutého antitrypsinu, byla určena v roce 1984. Největší 

množství určených struktur serpinů je těch bez navázané proteázy (Gettins, 2002). Postupem 

času bylo zjištěno, že serpiny mohou zaujímat různé konformace a mezi základní konformace 

se řadí: nativní, částečně nativní, δ – forma, latentní a rozštípnutá (Dunstone et al., 2011).  

Identifikace serpinů byla založena na pozorování primární struktury mezi třemi 

proteiny: lidským antitrombinem, inhibitorem lidské proteázy R1 a vaječným albuminem. 

Vztah mezi nimi byl potvrzen, i když byla zjištěna pouze 30% shoda sekvencí (Gettins, 2002). 

Serpiny se vyznačují velmi konzervativní základní sekundární strukturou, jež sdílejí napříč 

skupinou. Z této skutečnosti vyplývá výhoda, kdy objev nové informace o jednom serpinu, lze 

následně aplikovat i na další zástupce této super rodiny. Konzervativní struktura má význam 

pro jejich funkci jako serinové proteázové inhibitory (Huntington et al., 20011). Skládá se 

ze tří hlavních β-listů, sedmi nebo více α-šroubovic (Gettins et al., 2009) a také RCL, která 

interaguje s proteázami (Huntington et al., 2011). Velikost této smyčky se pohybuje v rozmezí 

20-25 aminokyselin (Whissstock et al., 2006). RCL serpinů slouží jako návnada pro proteázu, 

neboť jsou dlouhé, flexibilní a volně přístupné (Huntington et al., 2011).    

Proces inhibice je charakterizován jako ireverzibilní, vedoucí k inaktivaci serpinu 

i cílené proteázy (Huntington et al., 2011). Počátek procesu inhibice začíná vytvořením 
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Michaelis-Mentenova komplexu s proteázou. Následuje vznik kovalentního komplexu 

s navázanou proteázou, a to přidáním nového řetězce u β – listu A, což je způsobeno 

translokací RCL s navázanou proteázou. Proteáza je transponována o 70 Å z jedné strany 

„těla“ serpinu na stranu druhou a zároveň je aktivní místo proteázy narušeno (Silverman et al., 

2011).  

Fungování serpinů je dáno čtyřmi důležitými faktory. Pohyblivost a délka RCL patří 

mezi strukturní faktory a mezi faktory založené na sekvenci se řadí sekvence rozeznávaná 

proteázami a exosity.  

 Pohyblivost RCL, serpiny využívají pro stabilizaci a inhibici enzymů, což je 

umožněno tím, že při štěpení serpinu dochází k vložení smyčky do β – listu A. 

Tomu předchází N – terminální sekvence, která usnadňuje mobilitu RCL a 

inzerci smyčky.  

 Délka RCL má dopad na kinetickou stabilitu serpin – proteázového komplexu. 

Při zkracování délky RCL ubíráním aminokyselinových zbytků se snižuje 

účinnost inhibice, naopak přidávání těchto aminokyselinových zbytků dojde 

k narušení stability komplexu serpin – proteáza.  

 Sekvence rozeznávaná proteázou se vyznačuje vysokou variabilitou mezi 

jednotlivými serpiny.  

 Exosity napomáhají serpinům k jejich specifitě, a to třemi způsoby. Pomáhají 

tím, že umožnují dočasné navázání proteázy se strukturou serpinu nejen 

prostřednictvím RCL. Objevují se též na C- a N- koncích, kde napomáhají 

vazbě k cílové proteáze. Exosity v neposlední řadě umožňují interakci 

s kofaktorem. Interakce s kofaktorem v mnoha případech zvyšuje schopnost 

serpinů inhibovat proteázy (Sanrattana et al., 2019). 

3.1.2 Serpin – enzym komplex  

U serpinů, jejichž hlavní funkce je inhibice proteáz, je jejich hlavní úloha vytváření už 

zmíněný kovalentních komplexů s danými proteázami (Huntungton et al., 2011). Poznání 

strukturní informace komplexu serpinu s navázanou proteázou napomáhá pochopení biologie 

serpinů (Mahon, 2018). První struktura komplexu serpinu s proteázou byla určena v roce 2000 

(PDB ID: 1EZX). Bylo odhaleno, že proteáza zůstává kovalentně spojena s RCL mezi serinem 

v aktivním místě a P1 místě na RCL. Aktivní místo proteázy je narušeno tím, že dochází 

k přitlačení proteázy k bázi serpinu, a to díky správné délce RCL (Dunstone et al., 2011).  
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3.1.3 Dysfunkce serpinů  

U serpinů může docházet k různým mutacím, ztrátám nebo získáním funkcí, i přesto 

že se u nich vyskytuje lepší mechanismus, než je „zámek a klíč“. Mezi nejběžnější důvody 

dysfunkce serpinů se řadí mutace RCL, kdy může dojít ke změně specifity nebo zpomalení 

začlenění RCL do β – listu A, což znemožní inhibiční funkci. K dalším patří mutace 

ovlivňující schopnost serpinu se složit do metastabilní nativní struktury a následkem toho se 

neprodukuje aktivní protein, a tudíž nastává serpinová insuficience – nedostatek serpinu 

(Huntington et al., 2011).  

Dále může u serpinů docházet k polymerizaci, která vede ke snížené produkci 

nativního aktivního proteinu. Pokud dojde k většímu nedostatku, mohou se objevit nemoci 

spojené s insuficiencí aktivních serpinů. Velmi zřídka vede velké množství polymerů serpinů 

k toxicitě vůči buňkám nebo až k poškození tkáně. Kritický nedostatek serpinů vede ke ztrátě 

funkce. Heterozygotní mutace u neuroserpinů často vedou k demenci či smrti. Homozygotní 

mutace jsou spíše spojeny s onemocněním jater, jako je např. cirhóza jater. Nemoci spojené 

s polymerizací serpinů jsou vzácné, lze k nim přiřadit Alzheimerovu, Huntigtonovu a 

Parkinsonovu chorobu (Huntington et al., 2011). 

3.1.4 Proteázové inhibitory u klíšťat  

Ixodes ricinus (klíště obecné) patří do čeledi Ixodidea. Řadí se k nejvíce studovaným 

klíšťatům vzhledem k jeho hojnému výskytu v Evropě. I. ricinus má několikaletý vývojový 

cyklus, neboť v rámci jednoho cyklu napadne tři hostitele. Na své hostitele čekají na vegetaci 

a vykazují nízkou specifitu pro přisátí k hostiteli (Kotsyfakis et al., 2015).  

Obživou I. ricinus je krev, ta je potřebná pro vývoj a schopnost reprodukce. Krmení 

trvá několik dní. Je to pomalý a složitý proces, protože je třeba vyřadit imunitní reakce 

hostitele. Sliny klíšťat hrají několik rolí během krmení krví, aby nedošlo k přerušení krmení, 

tzn., že sliny působí proti hemostatickým, zánětlivým a imunitním reakcím hostitele a jako 

cement k přilnutí na kůži hostitele (Kotsyfakis et al., 2015). Sliny obsahují velké množství 

proteinů, mezi které spadají i proteázové inhibitory (PI). Jednou z charakteristik PI je 

pozorování více než jednoho účinku a jejich celkové fungování je dáno dlouhodobou evolucí 

klíštěte s jeho hostitelem. Ve slinách klíšťat lze najít tři velké skupiny proteázových 

inhibitorů: Kunitzovy inhibitory, cysteiny a serpiny (Chmelař et al., 2017).  

Serpiny se u klíšťat vyskytují v hojném množství. Doposud bylo charakterizováno 

kolem 20 serpinů se známou funkcí napříč druhovými skupinami klíšťat. K jedné z funkcí 
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patří regulace imunitního systému hostitele (Chmelař et al., 2017). Klíšťata přenáší mnoho 

nemocí, a to především skrze sliny. Mezi nejzávažnější nemoci patří klíšťová 

meningoencefalitida a lymská borelióza (Gray et al., 2021; Volf et al., 2007).  

3.2 Metody strukturní analýzy serpinů  

Díky různým metodám používaným k určení struktury, mezi které se řadí X-ray 

krystalografie, neutronová krystalografie a kryo – EM, je možné porozumět funkčním a 

mechanickým vlastnostem serpinů. Díky tomu lze pozorovat dynamickou strukturu serpinů, 

vodíkové vazby u komplexů serpin - enzym nebo rozluštění velkých struktur agregátů serpinů. 

Pro strukturní analýzu je důležité získání kvalitních dat, kterých se dosáhne pouze 

s vypurifikovaným proteinem s minimální čistotou 95 % (Mahon et al., 2018).  

3.2.1 Purifikace  

Purifikace se využívá jak u základních výzkumů, které umožňují produkci a detailní 

charakterizaci proteinů in vivo experimentů, tak i u aplikovaných výzkumů (např. pro přípravu 

proteinů s terapeutickým využitím). Purifikaci lze popsat jak řadu experimentů vedoucí 

k získání jednoho proteinu z komplexní směsi (Růčková et al., 2014). Právě homogenita 

studovaného proteinu je důležitá pro funkční i strukturní studie proteinů. I minimální 

kontaminace v dobře vypurifikovaném proteinu může vést k nesprávným výsledkům, nebo 

mohou vznikat zavádějící pozorování a závěry. Dosažení homogenního proteinu není 

jednoduché, avšak jakýkoli článek o purifikaci proteinů lze považovat za předběžný návod 

(Ward et al., 2009). 

Metody pro purifikaci proteinů lze rozdělit podle typu proteinu:  

A) přirozeně vyskytující se proteiny  

B) rekombinantní proteiny (zavádí se pomocí vhodných genů do mikroorganismů nebo 

kultivovaných eukaryotických buněk)  

C) komplexní směsi vznikajících proteinů (Ward et al., 2009).  

První struktury serpinů byly získány z přirozeně vyskytujících se proteinů. Během 

90. let minulého století se přešlo na rekombinantní proteiny. Navíc některé serpiny nemusí 

produkovat solubilní/rozpustný protein, ale mohou se uskladňovat v inkluzních tělískách. 

K lepší stabilitě serpinů pro studování se k nim přidávají afinitní značky (např. poly-His-tag, 
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GST, Strep-tag, SBP-tag, MBP-tag). Na základě výběru značky se vybere vhodná purifikační 

metoda (Mahon et al., 2018; Růčková et al., 2014).  

Nejčastěji používaná purifikační metoda u proteinu s afinitní značkou je afinitní 

chromatografie. Tento typ chromatografie funguje na principu specifického zachycení 

na chromatografické koloně díky afinitní značce. Proteiny bez specifické značky jsou 

v promývacím kroku odplaveny pryč z kolony. Specificky navázaný a čistý protein se uvolní 

přidáním kompetitivního ligandu, změnou pH, iontové síly, či polarity (Růčková et al., 2014). 

Někdy je potřeba provést více purifikačních metod, aby byl studovaný protein 

dostatečně čistý. Další purifikační kroky rozdělují proteiny podle specifických vlastností 

(Růčková et al., 2014).   

Mezi další typy chromatografií se řadí iontově výměnná chromatografie. 

K elektrostatickým interakcím dochází mezi směsí proteinů a kolonou. Kolona má opačný 

náboj než směs proteinů, která má být separovaná. Afinita proteinů ke koloně je dána 

iontovými vazbami. Navázané proteiny na kolonu se od ní mohou oddělit např. změnou pH. 

Anexová kolona je kladně nabitá a zachytávají se na ní negativně nabité proteiny. Katexová 

kolona funguje opačně (Coskun et al., 2016).  

Gelová chromatografie se též řadí k metodám sloužícím k purifikaci. Podstata této 

metody spočívá ve stanovení molekulových hmotností proteinů a ve snížení koncentrace soli 

v roztocích proteinů. Stacionární fáze se skládá z hydrofilních gelů. Směs procházející 

kolonou obsahuje proteiny různé velikosti. Velké molekuly se do menších pórů nedostanou, a 

tak prochází kolonou bez zadržení, kdežto malé molekuly jsou zachytávány porézními otvory 

kolony (Coskun et al., 2016).  

3.2.2 Proteinová krystalografie  

3.2.2.1 Krystalizace  

Proces krystalizace se skládá z hledání individuálních podmínek a parametrů ideálních 

pro vznik krystalů a jejich následné optimalizace. Nejprve se začíná s navyšováním 

koncentrace precipitačního činidla a následně se modifikují další parametry ovlivňující 

krystalizaci (pH, teplota, koncentrace proteinu a typ rozpouštědla). Snahou je dojít ke zjištění 

precipitačního bodu roztoku (Cordara et al., 2013; Kutá Smatanová, 2006). I nepatrná změna 

může ovlivnit vznik krystalů. Cílem je vznik kvalitních, stabilních krystalických jader, 

z kterých vznikají monokrystaly sloužící pro X-ray strukturní analýzu. Proces krystalizace 
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nemusí být vždy úspěšný, mohou vznikat precipitace, nekrystalické gely, amorfní precipitace, 

nebo nedojde k žádné změně a roztok zůstane čirý. Další obtížnost procesu krystalizace je 

dána složitostí, labilitou a dynamickými vlastnostmi biomakromolekul (Kutá Smatanová, 

2006). 

Tvorba krystalů je popsána třemi fázemi: nukleace, růst a ukončení růstu. Fáze 

nukleace je charakterizována oboustranným kontaktem vhodně orientovaných molekul, 

dochází k překročení limitu nasycení a tato fáze končí ve chvíli, kdy se vytvoří precipitát, nebo 

submikroskopická jádra. Následuje fáze růstu krystalů, při které dochází k interakci molekul 

nebo iontů s povrchem krystalického jádra a jejich uspořádání na tomto povrchu, a tím dochází 

k zvětšování krystalů. Konečnou fází je zastavení růstu krystalů, kdy krystaly už nezvětšují 

svoji velikost (Kutá Smatanová, 2006). Graficky lze proces krystalizace popsat pomocí 

fázového diagramu na Obr. 1.  

Obr. 1: Fázový diagram krystalizace (vytvořeno autorkou, inspirováno [Kutá Smatanová, 

2006]). 

K náročnosti procesu krystalizace se řadí nalezení vhodných krystalizačních podmínek 

pro tvorbu krystalů. Nejvíce se čerpá z informací předchozích krystalizačních experimentů. 

V současné době se hojně využívají komerčně vyráběné sady krystalizačních roztoků, které 

lze popsat jako specifický set obsahující předem připravené precipitační roztoky jako 

startovací sadu. Další možností je využití mřížkovaných screenů PEG-pH. Dále lze také využít 

veřejně dostupný krystalizační predikční web (např. the SECRET server, the XtalPred server, 

the ParCrys server), které jsou založeny na krystalizačních predikčních algoritmech z již 

provedených úspěšných krystalizací (Cordara et al., 2013).  
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3.2.2.1.1 Krystalizační metody  

Existuje několik standartních krystalizačních technik, které se používají 

k experimentům. Mezi nejběžnější patří dialýza a difúze. Principem je regulované převedení 

proteinového roztoku do stavu nasycení na základě difúze par s použitím daných precipitantů 

(Kutá Smatanová, 2006). 

Přesycení roztoku u metod založených na difúzi par se dosáhne na základě vypařování 

par rozpouštědla. Je efektivní pracovat s malými kapkami. Bylo zjištěno, že pro dosažení 

rovnovážného stavu, při kterém dochází k vyloučení krystalů za určitých podmínek, je třeba 

mít minimální energii pro daný objem krystalu. Dochází k přesunu vody či jiné těkavé látky 

z roztoku proteinu do kapky rezervoáru na základě rozdílných koncentrací. Kapka proteinu 

obsahuje pufr, precipitant a aditivum, naproti tomu kapka rezervoáru obsahuje stejné složky 

až na roztok proteinu. Optimalizovat podmínky nukleace pro krystalizaci lze v tomto případě 

měnit úpravou obsahu srážecího činidla, dále to lze využít pro zvýšení stabilizace proteinu či 

pravděpodobnost krystalizace. Prostředí, ve kterém se provádí metody difúze par, je utěsněné 

prostředí. Je několik typů kapek pro metody založené na difúzi par: kapka visící, sedící a 

sendvičové (Mahon et al., 2018; Kutá Smatanová, 2006).  

Metoda difúze par se nejvíce využívá pro získání krystalů serpinů. Pro serpiny platí 

stejná pravidla pro tvorbu krystalů touto metodou jako pro ostatní proteiny (Mahon et al., 

2018). S vývojem robotických technologií pro krystalizaci se zmenšil potřebný objem kapek 

(z mililitrů na nanolitry). Krystalizace antitrombinu byl speciální případ ve srovnání 

s ostatními serpiny. Krystalizoval heterodimer a došlo k tomu, že v krystalu byla přítomna 

molekula aktivního a molekula latentního antitrombin, tzn., podmínky pro růst byly rozdílné 

a muselo nejdříve dojít k tvorbě latentního antitrombinu za určitých podmínek a za určitého 

času, aby tam bylo dostatečné množství latentní formy (Read et al., 2011; Carrell et al., 1994).  

Metoda visící kapky (hanging-drop vapor diffusion) patří mezi jednu 

z nejpoužívanějších krystalizačních metod a i nejméně náročných. Uspořádání pro tuto 

metodu (Obr. 2 A), je takové, že rezervoár je částečně naplněn matečným roztokem. Dále je 

rezervoár překryt mikroskopickým krycím sklíčkem, kde na vnitřní straně visí kapka 

obsahující roztok s proteinem. K zajištění utěsnění systému je využit silikonový tuk nebo 

viskózní olej. Při výběru správných podmínek dojde k nárůstu krystalu proteinu (Mahon et al., 

2018).  
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Metoda sedící kapky (sitting-drop vapor diffusion) se též řadí mezi populární metody. 

Používají se destičky o 24 či až 96 jamkách pro větší možnost vyhledání nejlepších 

krystalizačních podmínek. Kapka roztoku s proteinem je umístěna nad rezervoár naplněným 

matečným roztokem (Obr. 2 B), roztok s proteinem má většinou nižší koncentraci 

precipitantu, než je v rezervoáru. Kapka sedí na vyvýšeném místě nad rezervoárem, někdy tam 

může být i více vyvýšených míst pro kapky s rozdílnými koncentracemi, ať už proteinu či 

srážecího činidla. Mezi výhody se řadí cenová dostupnost, časová nenáročnost, jednoduchost 

použití, kapky jsou umístěny ve stabilní sedící poloze (Hampton Research, 2019).  

Metoda sendvičové kapky (sandwich-drop vapor diffusion) se především využívá 

pro větší kapky. Tato metoda je založena na principu umístění kapky proteinu se srážecím 

činidlem mezi dvě sklíčka (Obr. 2 C), kde horní sklíčko uzavírá celý systém a spodní odděluje 

kapku od rezervoáru se srážecím činidlem. Mezi výhody patří možnost vyjmutí sklíček držící 

kapku pro její zkontrolování bez rušení, snadné nasazování krystalů a jejich manipulace a 

samozřejmě i jejich dlouhodobé uchování (Hampton Research, 2019). 

 

Obr. 2: Metody založené na difuzi pár. A Schéma metody visící kapky, B Schéma metody 

sedící kapky, C Schéma metody sendvičové kapky, (vytvořeno autorkou, inspirováno 

[Hampton Research, 2019]). 

 Existuje mnoho dalších metod, jejichž přehled je zobrazen v Tab. I.  
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Tab. I: Přehled dalších krystalizačních metod   

Název 

metody 

Podtyp metody  Obrázek  Výhody  Nevýhody  

Dialýza  Mikrodialýza  

 

Snadná změna 

koncentrace 

rezervoáru, 

modulace 

rychlosti 

dosažení 

rovnováhy 

Nelze využít 

PEG 

Přímé 

přesycení 

roztoku  

Dávková  

 

Jednoduchost 

přípravy  

Rychlá 

ekvilibrace, 

která může 

ovlivnit 

rychlost růstu 

a kvalitu 

krystalu, 

roztok může 

vyschnout  

 Mikrokrystalizace 

pod olejem  

 

Jednoduchost, 

rychlost, 

ochrana 

krystalu před 

vysušením 

Rychlá 

ekvilibrace, 

která může 

ovlivnit 

rychlost růstu 

a kvalitu 

krystalu 

Volné 

difúze  

 

 

Získání 

kvalitních 

větších 

krystalů  

Nutnost 

velkého 

objemu 

vzorku  

Difúze 

přes 

překážku  

 

 

Možnost 

otestování větší 

škálu 

podmínek, 

všechny kroky 

se mohou 

provádět bez 

dotyku krystalů 

Nutnost 

velkého 

objemu 

vzorku 

 

3.2.2.2 X-ray krystalografie  

X-ray krystalografie se využívá k zjištění struktury až k atomovému rozlišení 

u krystalizovaných molekul. V roce 1895 bylo poprvé X-ray záření popsáno Wilhelmem 

Röntgenem. Při X-ray difrakční analýze dochází k interakci elektromagnetického záření 

(v rozmezí 0,01 – 10 nm) s nějakou formou zkrystalizované látky (Huxford, 2013).  
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Pro stanovení struktury serpinů se využívají stejné obecné metody jako pro ostatní 

makromolekuly. Nejprve je potřeba krystal v dobré difrakční kvalitě, zpracovat difrakční data, 

určit fáze a mapy elektronové hustoty, a nakonec upřesnit a ověřit vytvořený 3D model dané 

makromolekuly, takto zjednodušený postup je vyobrazen na Obr. 3 (Mahon et al., 2018).  

 

Obr. 3: Obecný postup X-ray krystalografie (vytvořeno autorkou; mapa elektronové hustoty 

převzata z [Mahon et al., 2018], finální model struktury [PDB ID: 7B2T]). 

Na sběr dat je potřebný zdroj produkující X-ray paprsek, často se využívá 

synchrotronové záření. Paprsek nasměrovaný na krystal vytváří difrakční obrazec, který je 

nakonec přečten. Krystal je vystaven záření určitou dobu. Získaná data jsou dále zpracována 

a vytvoří se mapa elektronové hustoty, která nese informace o struktuře krystalu. 

Při experimentu se krystal udržuje při teplotě okolo 100 K pomocí „kryoproudu“ (tekutý 

dusík). Pro vytvoření 3D struktury se musí shromáždit difrakční snímky z různých úhlů 

krystalu. Nejčastěji se využívá goniometr k rotaci okolo krystalu (Elton et al., 1966; Sliz et 

al., 2003; Mahon et al., 2018).  

K nevýhodám X-ray krystalografie se řadí absence informací o fázových úhlech, které 

jsou potřebné pro výpočet map elektronové hustoty (Mahon et al., 2018).  

Proces určování a analýzy serpinových struktur je obtížnější ve srovnání s ostatními 

proteiny. Složitost určení struktury je dáno vnitřní konformační flexibilitou, především RCL. 

Uspořádání krystalu mohou narušit i posttranslační modifikace serpinů. Před dokončením 

modelu struktury serpinů jako u všech proteinů je nutné ověřit strukturní a chemickou 

geometrii, jakékoli ligandy, nebo rozpouštědla. To se provádí po dokončení výpočtu 

nejpřesnější elektronové mapy. Nově určené serpinové struktury je také nutné podrobit 

validaci s tím, co je známo o proteinových strukturách a serpinové biologii jako celku (Mahon 

& Ambadapadi et al., 2018; Mahon et al., 2018).  
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3.2.2.3 Neutronová krystalografie  

Experimenty neutronové difrakce jsou podobné X-ray krystalografii, i zde je nutná 

krystalizace vzorku. Po krystalizaci je možné zahájit ozáření neutronovým paprskem. Poté 

dochází k Braggově difrakci. Data se sbírají na detektoru. Sběr dat trvá týdny až měsíce a jsou 

potřeba krystaly o velikosti mm a to kvůli nízkému produkovanému toku neutronového zdroje. 

Kvůli těmto požadavkům není moc vyřešených struktur touto metodou (Blakeley et al., 2008; 

Mahon et al., 2018).  

Tato metoda se používá především pro vyřešení postavení vodíků ve struktuře. Vodíky 

a jejich vazby jsou nutné pro pochopení makromolekulárních interakcí. Též je možno i vyřešit 

postavení atomů vodíků méně uspořádaných nebo přechodných. Výhodou je zamezení 

radiačního poškození a možnost sběru dat za pokojové teploty.  Především se toho využívá 

ve farmaceutickém průmyslu. V budoucnu díky zlepšujícím se technologiím bude možný sběr 

dat krystalů serpinů a jejich komplexů (Mahon et al., 2018).   

3.2.3 Kryo – elektronová mikroskopie  

Tato metoda se využívá ke studii velkých makromolekul a jejich komplexů. Umožňuje 

vyřešení struktury až na atomové uspořádání. Funguje na principu, kdy rychlý 

vysokoenergetický paprsek se zaostří a do vzorku je uveden pomocí elektromagnetických 

čoček, detektor vybere výsledné elasticky rozptýlené elektrony, a nakonec detektor vytvoří 2D 

zvětšený obraz dané molekuly. Tato metoda se může přirovnat ke klasické mikroskopii, rozdíl 

spočívá v použití typu světla. U kryo – EM se využívá svazek elektronů o vlnové délce nižší, 

než je angstrom, což zajišťuje informace o atomovém rozložení vzorku, a tím se získají 

přesnější výsledky než u klasické mikroskopie. Výsledné obrazy v 2D lze pomocí složitých 

schémat zpracovat a vytvořit 3D model s vysokým rozlišením. Mezi nevýhody se řadí 

poškození vzorku, které je způsobené použitím vysokoenergetického elektronového paprsku. 

Na základě tohoto poškození může dojít ke ztrátám informací o vysokém rozlišení. Aby se 

takovému poškození zabránilo, dochází k vitrifikaci při teplotě kolem 70 K. Vitrifikace 

uchová vzorek v amorfní vrstvě molekul vody, což sníží poškození (Thompson et al., 2016; 

Mahon et al., 2018). 

Kryo – EM se zatím nevyužívá u serpinů k určování jejich struktury. Problém je 

ve velikosti serpinů, nachází se mimo detekční limit pro kryo – EM. Na druhou stranu je zde 

možnost využít tuto metodu u agregátů velkých serpinových komplexů (Mahon et al., 2018).   
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4 Materiál a metody  

Cílem bakalářské práce bylo vypurifikovat studovaný protein pomocí standartních 

chromatografických metod, charakterizovat studovaný protein a nalézt vhodné krystalizační 

podmínky. Studovaný protein Iripin-5 zakomponovaný v plazmidu pET 17b byl poskytnut 

z Katedry medicínské biologie, PřF, JČU.  

4.1 Použité chemikálie a materiály  

Kompetentní buňky  

Název  Výrobce  

BL21(DE3) New England Biolabs, Inc. (USA) 

BL21(DE3) – CodonPlus  Invitrogen 

Rosetta – gami 2 (DE3) Novagen, Sigma – Aldrich (Německo) 

 

Chemikálie pro transformaci, pilotní expresi, expresi ve velkém měřítku 

Název roztoku Složení  

SOC médium  2% bacto-trypton, 0,5% bacto-yeast extract, 0,05% NaCl, 2,5 mM KCl, 

10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM glukóza, pH 7,0; sterilní  

LB médium  1% bacto-trypton, 0,5% bacto-yeast extract, 0,5% NaCl, pH 7.0; sterilní 

TB médium  1,2% tryptone, 2,4% yeast extract, 0,5% glycerol, 10X TB salt (170 mM 

KH2PO4, 72 mM K2HPO4) 

IPTG  Isopropyl-β-D-thiogalactoside (zásobní roztok: 1 M) 

AMP Ampicilin (zásobní roztok: 50 mg*ml-1 H2O) 

CHLO Chloramfenikol (zásobní roztok: 50 mg*ml-1 H2O) 

 

Analýza vzorků 

Název roztoku  Složení  

Lyzační pufr  50 mM PB (1 M K2HPO4, 1 M KH2PO4), 400 mM NaCl, 100 mM KCl, 

10% glycerol, 0,5% triton X – 100, 10 mM imidazol, DNAza 

(10μl*ml- 1), proteázové inhibitory (Protease Inhibitor Cocktail 

Tablets, EDTA-Free, Sigma – Aldrich, Německo); pH 7,8; filtrován 

SDS-PAGE 

vzorkový pufr  

250 mM Tris – HCl (pH 6,8), 8% sodium dodecyl sulfate (SDS), 0,2% 

bromophenol blue, 40% glycerol, 20% β-merkaptoethanol 

40% AA Akrylamid a bisakrylamid (37,5 : 1) 

ddH2O Destilovaná deionizovaná voda  

Gelový pufr  Separační gel (1,5 M Tris, pH 8,8) 

 Zaostřovací gel (1 M Tris, pH 6,8) 

10% SDS Laurylsulfát sodný  

10% APS Amonium persulfát 

TEMED N, N, N´, N´- tetramethylethylendiamin 

Elektrodový pufr  15,1 g Tris, 72,0 g glycinu, 5,0 g SDS a 1000 ml destilované vody 
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Marker  PageRuler Prestained Protein Ladder  

Fixační roztok 50% ethanolu, 2% kyseliny fosforečné a destilovaná voda 

Barvíci roztok Coomasie blue 

  

Pufry 

Název pufru  Složení  

AE ekvilibrační  50 mM Tris, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8 

AE eluční 50 mM Tris, 1 M NaCl, 1 mM EDTA, pH 8 

Buffer Exchange  20 mM Tris, 200 mM NaCl, pH 8 

SEC  50 mM Tris, 200 mM NaCl, pH 8 

Lyzační pufr pro 

inkluzní tělíska 

50 mM Hepes, 6 M Guanidin, 5 mM DTT, 1 mM EDTA, pH 8 

Pro refolding 

purifikaci AE 

ekvilibrační 

6 M Urea, 50 mM Tris, 200 mM NaCl, pH 8 

Pro refolding 

purifikaci AE eluční 

6 M Urea, 50 mM Tris, 1 M NaCl, pH 8 

Dialyzační  20 mM Tris, 20 mM NaCl, pH 8 

 

4.2 Transformace  

Studovaný protein Iripin-5 byl zakódovaný v expresním vektoru pET 17b. 

Koncentrace plazmidové DNA studovaného proteinu byla 133 ng*μl-1. Transformace byla 

provedena pomocí transformačních protokolů pro daný typ kompetentních buněk.  

Všechny kompetentní buňky byly dány na led na 10 minut. Ke kompetentním buňkám 

BL21(DE3), BL21(DE3) – CodonPlus, Rosetta – gami 2 (DE3) byl přidán 1 μl roztoku 

plazmidové DNA o dané koncentraci. Zkumavka se směsí byla opatrně 4 – 5x protřepána a 

ponechána na ledu 30 minut. Tepelný šok byl proveden při teplotě 42 °C ve vodní lázni 

pro kompetentní buňky BL21(DE3) na 10 sekund, pro BL21(DE3) – CodonPlus 20 sekund, 

pro Rosetta-gami 2 (DE3) na 30 sekund. Během tepelného šoku došlo k proniknutí plazmidu 

do kompetentních buněk. Směs byla znovu ponechána na ledu na 5 minut. Ke každé směsi 

bylo přidáno 200 μl SOC média o pokojové teplotě. Následně byly směsi vloženy do třepačky 

na 180 rpm / 37 °C / 60 minut. Předem byly nahřáty agarové plotny vhodné pro rozdílné typy 

kompetentních buněk na 37 °C. Pro kompetentní buňky byly použity: BL21(DE3) 

ampicilinové, BL21(DE3) – CodonPlus ampicilinové s chloramfenikolem, Rosetta-gami 2 

(DE3) ampicilinové. Nakonec byly směsi rozetřeny na příslušné plotny, na jednu plotnu 50 μl 

směsi a na další plotnu zbylý objem. Inkubace bakteriálních kolonií byla provedena přes noc 

při teplotě 37 °C.  



 

16 

 

4.3  Pilotní exprese  

Pro pilotní expresi bylo potřeba připravit zkumavky o velikosti 50 ml s 15 ml LB 

média. Dále byla přidána antibiotika, aby výsledná koncentrace byla u všech 1 mM, ampicilin 

pro BL21(DE3), ampicilin a ampicilin s chloramfenikolem pro BL21(DE3) – CodonPlus, 

ampicilin pro Rosetta-gami 2 (DE3). Následně pomocí pipetovací špičky byla vybrána 

příslušná kolonie z příslušné agarové plotny a byla vložena do zkumavky. Tyto kroky byly 

aplikovány stejně i pro TB médium. Všechny zkumavky byly vloženy do třepačky 

na 180 rpm / přes noc / 37°C.  

Následující den byly připraveny zkumavky pro 48 různých podmínek. Do každé 

zkumavky bylo odpipetováno 15 ml LB/TB média, příslušná ATB s výslednou koncentrací 

1 mM a 1 ml vypěstovaných buněk z předešlého kroku. Zkumavky byly dány do třepačky 

na 180 rpm / 37°C. Po dosažení OD600 bylo přidáno IPTG jako induktor tak, aby výsledná 

koncentrace byla 1 mM. Některé zkumavky nebyly indukovány, byly využity jako kontrola 

indukce. Po dosažení hodnoty OD600 a indukci byly zkumavky ještě dále rozřazeny dle 

podmínek v Tab. II, ve kterých byl dokončen jejich růst. Dokončení růstu bylo provedeno 

v třepačce při 180 rpm.  

Tab. II: Rozdělení zkumavek dle rozdílných podmínek.  

Buňky Antibiotikum Médium Indukce Teplota  

BL21 (DE3) AMP LB + 18°C 

25°C 

37°C 

- 18°C 

25°C 

37°C 

TB + 18°C 

25°C 

37°C 

- 18°C 

25°C 

37°C 

BL21(DE3) – CodonPlus AMP LB + 18°C 

25°C 

37°C 

- 18°C 

25°C 

37°C 

TB + 18°C 

25°C 

37°C 
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- 18°C 

25°C 

37°C 

AMP + CHLO LB + 18°C 

25°C 

37°C 

- 18°C 

25°C 

37°C 

TB + 18°C 

25°C 

37°C 

- 18°C 

25°C 

37°C 

Rosetta – gami 2 (DE3) AMP LB + 18°C 

25°C 

37°C 

- 18°C 

25°C 

37°C 

TB + 18°C 

25°C 

37°C 

- 18°C 

25°C 

37°C 

 

Postupně byly odebírány 1 ml vzorky pro analýzu. Nejprve byly odebrány při nulté 

hodině, tj. hned po indukování. U teplot 25 °C a 37 °C byly odebírány ještě po třech hodinách 

a po šesti hodinách. U teploty 18 °C byly odebrány po šesti hodinách a po 16 hodinách. Vzorky 

byly následně po odebrání stočeny na 12 000 rpm / 1 minutu. Buněčný pelet byl ponechán 

bez zbylého média a uložen do mrazáku při teplotě -21°C.  

4.4 Analýza přítomnosti proteinu  

4.4.1 Příprava vzorků z pilotní exprese 

K buněčným peletům všech vzorků bylo přidáno 200 μl lyzačního pufru. Buňky byly 

fyzikálně rozbity způsobem: 3krát po sobě zmraženy v tekutém dusíku a poté rozmražené 

při 42°C. Vzorky byly stočeny na centrifuze na 14 000 rpm / 2 minuty / 4°C. Supernatant byl 

odebrán do nové zkumavky. K peletu bylo přidáno 250 μl 1x SDS-PAGE vzorkového pufru. 
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K supernatantu bylo přidáno odpovídající množství 4x SDS-PAGE vzorkového pufru. 

Zkumavky jak pro pelet i supernatant byly povařeny 5 minut na termobloku při teplotě 95°C.   

4.4.2 Příprava 12,5% gelu  

Před přípravou samotného gelu byla sestavena aparatura pro přípravu gelů. Příprava 

gelu byla zahájena nejprve přípravou spodního separačního gelu, složení je uvedeno v Tab. III. 

Roztok byl nalit do aparatury na přípravu gelů a převrstven propanolem sloužící na vyrovnání 

hladiny gelu. Polymerace trvala 40 minut.  

Následně byl propanol slit a gel byl promyt pomocí destilované vody. Poté byl 

připraven zaostřovací gel podle Tab. III. Po nalití zaostřovacího gelu byl vložen plastový 

hřeben pro vytvoření jamek sloužící pro nanesení vzorku. Polymerace trvala 30 minut. 

Plastový hřeben byl vyndán a gel byl hotový pro okamžité použití, nebo byl uložen do lednice 

pro pozdější použití.  

Tab. III: Složení separačního a zaostřovacího gelu.  

Separační gel 12,5% Objem [ml] Zaostřovací gel Objem [ml] 

40% AA 12,5 40% AA 2 

H2O 16,66 H2O 11,66 

1,5 M Tris, pH 8,8 10 1 M Tris, pH 6,8 2 

10 % SDS 0,400 10 % SDS 0,160 

10 % APS 0,400 10 %APS 0,160 

TEMED 0,040 TEMED 0,016 

 

4.4.3 SDS-PAGE elektroforéza  

Vzorky získané z pilotní exprese a poté i z následujících metod byly zanalyzovány 

pomocí SDS-PAGE. Využití této metody bylo především ke kontrole studovaného proteinu – 

jeho čistoty a přítomnosti ve vzorku. Na první pozici gelu bylo napipetováno 5 μl markeru 

(PageRuler Protein Prestained Ladder, Thermo Fisher Scientific, USA). Marker ukazuje 

molekulové hmotnosti proteinů od 10 do 250 kDa. Do dalších jamek byly napipetovány 

vzorky o objemu 10 μl.  

4.4.4 Hmotnostní spektrometrie  

Pro další identifikaci a charakterizaci studovaného proteinu byla využita metoda 

hmotnostní spektrometrie. Po provedení gelové chromatografie byly vzorky zanalyzovány 

pomocí SDS-PAGE. Pro analýzu byl vybrán proužek studovaného proteinu z gelu, který byl 
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vyříznut skalpelem a přenesen do nové 1,5 ml zkumavky. Následně byl vyříznutý pruh 

zpracován podle protokolu na štěpení proteinů v gelu pomocí trypsinu (Schevchenko et al., 

2006). K odsolení vzorku byl využit disk C18 EmporeTM (Rappsilber et al., 2007). 

K analýze peptidů byl využit sytém nanoLC systém UltiMate 3000 RLSCnano 

(Thermo Fisher Scientific, USA) připojený online k hmotnostnímu spektrometru timsTOF Pro 

(Bruker Daltonics, Německo). Měření byla provedena v režimu Parallel Accumulation-Serial 

Fragmentation (PASEF) skenovaní s pozitivní polaritou, kdy je využito iontové mobility 

(trapped ion mobility spektrometry, TIMS). Použitá metoda separace proteinů pomocí nanoLC 

a parametry nastavené při měření na hmotnostním spektrometru byly popsány v článku 

(Forinová et al., 2021). Ke zpracování dat byl využit software MaxQuant (verze 1.6.14) se 

zabudovaným vyhledávačem Andromeda (Cox et al., 2008). K identifikaci studovaného 

proteinu byly použity databáze obsahující sekvenci proteinu Iripin-5 Escheria coli stažený 

z Uniport a databáze kontaminantů v softwaru MaQuant. Získané tabulky proteinových dat 

ze softwaru MaxQuant byly analyzovány pomocí softwaru Perseus (verze 1.6.14.0).    

4.5 Exprese ve velkém měřítku 

Na základě výsledků z pilotní exprese získaných pomocí SDS-PAGE byla započata 

exprese ve velkém měřítku. Na začátku byly připraveny zkumavky o objemu 50 ml, do kterých 

bylo nalito 15 ml LB média, příslušná ATB s výslednou koncentrací 1 mM a kolonie z plotny 

nabraná pomocí pipetovací špičky. Inkubace kultury probíhala v třepačce 

na 220 rpm / přes noc / 37°C.  

Druhý den byly připraveny kultivační Erlenmayerovy láhve o objemu 2 l. Do nich bylo 

nalito 800 ml LB média, příslušná ATB s výslednou koncentrací 1 mM a obsah ze zkumavek 

z noční kultury. Láhve byly dány do třepačky na 220 rpm / 37°C. OD600 bylo změřeno pomocí 

spektrofotometru. IPTG bylo přidáno do jedné kultivační nádoby s výslednou koncentrací 

1 mM, do další bylo dáno s výslednou koncentrací 0,5 mM, dále byla i nádoba bez IPTG jako 

kontrola. Inkubace byla provedena v třepačce na 220 rpm / přes noc / 18°C. Před zahájením 

indukce v shakerech byl odebrán 1 ml pro pozdější analýzu.  

Následující den byl před stočením kultur znovu odebrán 1 ml vzorku z každé 

Erlenmayerovy láhve. Centrifugace narostlých kultur byla provedena na 4200 rpm / 30 minut 

/ 4°C. Supernatantu bylo ponecháno pouze cca 20 ml. Resuspendované buňky byly znovu 

dány do centrifugy v 50 ml zkumavkách na 4200 rpm / 20 minut / 4°C. Supernatant byl vylit 
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a pelet byl uložen na - 80°C pro další purifikační kroky. Po dokončení exprese ve velkém 

měřítku byla provedena SDS-PAGE elektroforéza.  

4.6 Purifikace  

4.6.1 Iontově výměnná chromatografie  

Pro prvotní purifikaci byla použita iontově výměnná chromatografie, její podtyp 

anexová chromatografie. Na základě sekvence byl zjištěn izoelektrický bod studovaného 

proteinu, jehož hodnota byla zjištěna na 5,63. Díky této informaci byly připraveny pufry 

o odpovídajícím pH 8,0. 

K buňkám, které byly uloženy v mrazáku na -80°C, bylo přidáno 50 ml lyzačního pufru 

s proteázovými inhibitory a DNAzou. Lepšího rozpuštění buněk v roztoku bylo dosaženo 

zvortexováním. Po rozpuštění všech buněk v lyzačním pufru byly buňky rozbity na French 

pressu. Následně bylo provedeno stočení na ultracentrifuze na 40000 rpm / 1 hod / 4° C. 

Supernatant byl slit do nové zkumavky a pelet byl přendán do další zkumavky. Na základě 

výsledků z exprese ve velkém měřítku byla prvotní snaha získat protein ze solubilní části 

vzorku. 

Pro anexovou chromatografii byla použita kolona HiTrap Q HP (od Cytiva Sweden 

AB) o objemu 5 ml. Kolona pro AE chromatografii byla udržována v 20% ethanolu, tzn., že 

před samotnou purifikací bylo provedeno promytí destilovanou vodou, elučním pufrem a 

ekvilibračním pufrem. Po promytí byl na kolonu nanesen supernatant při teplotě 4°C. Průtok 

byl nastaven na 1 ml*min-1. Po zvýšení UV absorbance byl protein sbírán do frakcí o objemu 

3 ml. Informace potřebné k purifikaci byly zaznamenány do chromatogramu, které byly 

vytvořeny pomocí GraphPad Prism verze 9.0.0 pro Windows, GraphPad Software, San Diego, 

California USA, www.graphpad.com”. Frakce byly zanalyzovány na gelu. U sesbíraných 

frakcí byla změřena koncentrace pomocí Nanodrop One (Thermo Fisher Scientific, USA).  

4.6.2 Gelová chromatografie   

Před započetím další purifikace bylo provedeno zakoncentrování vzorku na 500 μl 

z 3 ml a výměna pufrů pro vzorky, které byly dále přečišťovány. Pro zakoncentrování a 

výměnu pufrů byl využit Amicon Ultra - 4 10K (Merck Millipore Ltd., Ireland). Pro výměnu 

pufrů byl využit příslušný pufr. Vzorky při zakoncentrování i výměně pufrů byly stáčeny 

na centrifuze na 4100 rpm / 4°C, dále pak byly vzorky zanalyzovány.   
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Pro další purifikaci byla využita gelová chromatografie s kolonou Superdex75 10/300 

GL (Cytiva, USA). Kolona byla na počátku v 20% ethanolu, proto byla následně promyta 

destilovanou vodou a ekvilibrována pufrem pro SEC chromatografii. Vzorky o objemu 500 μl 

byly nejdříve stočeny na centrifuze na 14 000 rpm / 2 minuty / 4 °C, poté byly naneseny 

na kolonu. Průtok byl nastaven na 0,4 ml*min-1. Sběr frakcí byl zahájen se zvyšující se UV 

absorbancí, jednotlivé frakce byly sbírány po objemu 500 μl. Po ukončení sběru jednotlivých 

frakcí byla kolona promyta destilovanou vodou, a nakonec byla ponechána v 20% ethanolu. 

Průběhy chromatografií byly zaznamenány do chromatogramu, které byly vytvořeny pomocí 

GraphPad Prism verze 9.0.0 pro Windows, GraphPad Software, San Diego, California USA, 

www.graphpad.com”. Nasbírané frakce byly zanalyzovány a byla u nich změřena 

i koncentrace pomocí Nanodrop One (Thermo Fisher Scientific, USA). Část vzorků o objemu 

500 μl byla rozdělena po 100 μl do 0,5 ml zkumavek, zmražení bylo provedeno pomocí 

tekutého dusíku a byly uloženy do mrazáku na -80°C. Zbylá část byla použita pro krystalizaci 

Iripin-5.  

4.6.3 Purifikace z inkluzních tělísek  

Po přidání lyzačního pufru a rozbití buněk pomocí French pressu byly pomocí 

ultracentrifugy rozděleny buňky na supernatant a pelet. K peletu byl přidán pufr na rozbití 

inkluzních tělísek a velké kousky peletu byly rozřezány skalpelem pro jednodušší 

resuspendaci. Tato zkumavka byla ponechána na míchačce cca 24 hodin ve 4°C. Směs poté 

byla zcentrifugována na ultracentrifuze na 40000 rpm / 1 hod / 4° C. Supernatant byl dán 

do nové zkumavky a pelet byl vyhozen. Koncentrace supernatantu byla změřena 

na 8,6 mg*ml-1 pomocí Nanodrop One.  

Před zahájením refoldingu byla u supernatantu inkluzních tělísek provedena iontově 

výměnná chromatografie. Po zanalyzování výsledků byl zahájen refolding použitím 1 ml 

vzorky do dialyzačního střeva o velikosti pórů 14 kDa spolu s příslušným pufrem na refolding 

o objemu 85 ml. Výsledná koncentrace supernatantu inkluzních tělísek byla 0,1 mg*ml-1. 

Naplněné dialyzační střevo bylo dáno do válce (1 l) s magnetickým míchadlem. Na počátku 

bylo složení pufru ve válci 1 l refoldovacího pufru. Po následující týden byla prováděna 

postupná výměna pufru, kdy byl postupně nahrazován dialyzačním pufrem. Po dokončení 

refoldingu byl supernatant inkluzních tělísek vylit ze střev do zkumavky.  

Purifikace solubilní části proteinu z inkluzních tělísek byla provedena jako 

pro supernatant solubilní části. Nejprve byla provedena iontově výměnná chromatografie, 
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po zanalyzování na gelu byla provedena gelová chromatografie. Nakonec bylo i po dokončení 

gelové chromatografie zrealizováno zanalyzování.  

4.7 Krystalizace lysozymu  

Základní krystalizační metody byly nejprve vyzkoušeny na modelovém proteinu. 

Lysozym byl vybrán díky jednoduchosti krystalizace. Byly vyzkoušeny dvě metody. Nejprve 

byla vyzkoušena metoda sedící kapky („sitting drop“) a následně visící kapka („hanging 

drop“). Pro metodu sedící kapky byla vybrána příslušná 24 jamková krystalizační destička. 

Do rezervoáru bylo napipetováno pomocí automatické pipety 50 μl precipitačního činidla: 

50 mM octan sodný a NaCl o koncentracích 4 %, 6 %, 8 %, 10 %, 12 %. Do příslušného důlku 

bylo vždy napipetováno 1 μl roztoku precipitačního činidla (o stejné koncentraci jako 

v rezervoáru) a 1 μl lysozymu, oba tyto roztoky byly promíchány pomocí automatické pipety. 

Krystalizační destička byla zalepena krystalově čistou páskou, aby byla vytvořena uzavřená 

soustava pro jednotlivé důlky na krystalizační destičce.  

Druhou provedenou metodou byla krystalizace metodou visící kapky („hanging 

drop“). Do rezervoáru bylo napipetováno 50 μl precipitačního činidla: 50 mM octan sodný a 

NaCl o koncentracích 4 %, 6 %, 8 %, 10 %, 12 %. Na krycí sklíčko bylo napipetováno 1 μl 

roztoku činidla (o stejné koncentraci jako v rezervoáru) a 1 μl lysozymu. Roztok 

precipitačního činidla a roztok lysozymu byl dohromady promíchán. Sklíčko bylo položeno 

nad rezervoár a přitlačeno do silikonového kroužku na destičce, aby byl zajištěn vznik 

uzavřené soustavy.  

4.8 Krystalizace Iripin-5 

4.8.1 Pre-krystalizační test  

Před samotnou krystalizací studovaného proteinu byl proveden pre-krystalizační test 

metodou sedící kapky. Tímto testem byla zjištěna vhodná koncentrace pro krystalizační 

experimenty. Byla využita komerčně vyráběná sada PCT Pre-Crystallization Test (Hampton 

Research, USA).  

4.8.2 Krystalizační screening Iripin-5 pomocí krystalizačního robota  

Pro krystalizační screening byly využity komerčně vyráběné sady s precipitačními 

činidly: JCSG++ (Jena Bioscience, USA), SG1 a PGA (Molecular Dimention, USA), PEGRx 

a PEG/Ion (Hampton Research, USA). Seznam podmínek u jednotlivých precipitačních 

činidel je uveden v Přílohách č. 2, 3, 4, 5, 6. 
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Ke krystalizačnímu screeningu byl využit krystalizační robot (OryxNano 

crystallization robot, Douglas Instruments, Velká Británie). Komerčně vyráběné sady 

precipitačních činidel byly použity za účelem zjištění vhodných podmínek pro tvorbu krystalů. 

Krystalizační robot byl využit za účelem rychlejšího rozkapaní do destiček. U všech 

krystalizačních screeningů byl postup rozkapání stejný. Pro rozkapání pomocí robota byla 

využita 96 jamková destička (MRC 2-Drop Plate, Hampton Research, USA). Do rezervoáru 

bylo napipetováno 50 μl precipitačního činidla podle seznamu od výrobce. Do jamky A1 bylo 

napipetováno první precipitační činidlo (A1) ze seznamu a tímto způsobem byla napipetována 

celá destička. Vzorek proteinu byl v pufru o složení: 20 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl. 

Krystalizace byla provedena metodou difúze par, konkrétně podtypem sedící kapky. 

Nad rezervoárem byl roztok proteinu o objemu 1μl smíchán s činidlem v rezervoáru o objemu 

0,5 μl nebo 1 μl. Každá destička byla izolována krystalově čistou lepicí páskou a dána 

do lednice na 4°C. K průkaznosti, že studovaný vzorek obsahoval protein a nebyla 

vykrystalizována pouze sůl, byl použit mikroskop pro detekci propustnosti UV záření (JANSi 

UVEXm Imaging Systems, SWISSCI, Velká Británie).  

  



 

24 

 

5 Výsledky  

V této části bakalářské práce byly zaznamenány výsledky experimentů potřebných 

pro produkci a vykrystalizování proteinu Iripin-5 ze skupiny serpinů. Byly provedeny 

experimenty od transformace proteinu až k získání proteinových krystalů 

v dostačující difrakční kvalitě.  

5.1 Pilotní exprese proteinu Iripin-5 

Pilotní exprese byla provedena pro zjištění vhodných podmínek pro namnožení 

studovaného proteinu v expresních systémech. Studovaný protein, který byl v plazmidu 

pET17b, byl transformován do kompetentních buněk E. coli: BL21(DE3), BL21(DE3) – 

CodonPlus, Rosetta gami 2 (DE3). Pro růst kolonií při 37°C kompetentních buněk byly 

vybrány plotny: ampicilinové a ampicilinové s chloramfenikolem.  

Pilotní exprese byla provedena pro všechny typy narostlých kolonií. Namnožení 

kultivačních směsí bylo provedeno přes noc a následující den byl zahájen růst kompetentních 

buněk v podmínkách zaznamenaných v Tab. II. Po ukončení růstu byly vzorky zanalyzovány.  

Na Obr. 4 byl zachycen výsledek SDS – PAGE pro kompetentní buňky 

BL21(DE3) – CodonPlus kultivované v LB médiu s AMP, které byly naprodukovány 

při 18°C. Nejlepší produkce solubilního proteinu byla s induktorem o koncentraci 1 mM 

po inkubaci přes noc. Ale zároveň lze vidět, že i v neindukovaném vzorku byl protein 

produkován. 

Na základě výsledků získaných z SDS-PAGE (Obr. 4), byly vybrány kompetentní 

buňky BL21(DE3) – CodonPlus. Studovaný protein se nachází okolo velikosti 42 kDa a byl 

zobrazen v červeném rámečku. Při porovnání výsledků z SDS-PAGE je zřejmé, že studovaný 

protein byl v těchto buňkách produkován dostatečně pro následující experimenty. Výsledky 

ostatních buněk viz Příloha č. 7.  
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Obr. 4: Pilotní exprese BL21(DE3) – CodonPlus, LB médium, 18°C; M – marker, P – pelet, 

S – supernatant, 0h – nula hodin, 6h – šest hodin, ON – overnight (přes noc), [+] – 1 mM 

IPTG, [-] – negativní kontrola (pořízeno autorkou). 

5.2 Hmotnostní spektrometrie  

Analýzou vyříznutého proužku proteinu z SDS-PAGE gelu pomocí hmotnostní 

spektrometrie byla potvrzena přítomnost proteinu Iripin-5 (Obr. 5). Celkem bylo 

identifikováno 55,8 % peptidů přirazených k proteinu Iripin-5. Podrobnější údaje o analýze 

byly zaznamenány v Přílohách č. 8 a 9.  

 

Obr. 5: Pokrytí sekvence proteinu Iripin-5 analyzovaného pomocí timsTOF Pro. 

Identifikované aminokyseliny byly zvýrazněny červeně.  

5.3 Exprese ve velkém měřítku  

Exprese ve velkém měřítku byla provedena pro kompetentní buňky BL21(DE3) – 

CodonPlus. Nejprve den před zahájením produkce byla kultura buněk namnožena přes noc. 

Následující den tedy došlo k produkci buněk v LB médiu s AMP. Po dosažení OD600 = 0,562 

po 2,5 hodinách bylo přidáno IPTG v koncentraci 1 mM nebo 0,5 mM. Důvodem dvou 

rozdílných koncentrací IPTG bylo zjištění, zda rozdílná koncentrace IPTG bude mít vliv 
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na produkci proteinu. Kontrola byla provedena pomocí buněk bez IPTG. Buňky byly dány 

do shakeru na 200 rpm / přes noc / 18°C. Následující den byly stočeny na ultracentrifuze a 

pelety byly dány do mrazáku na - 80°C. Během exprese ve velkém měřítku byly sbírány 

vzorky, které byly zanalyzovány na SDS – PAGE (Obr. 6).  

Na Obr. 6 byl zachycen výsledek SDS – PAGE exprese ve velkém měřítku. Bylo 

zaznamenáno, že v indukovaných buňkách byl studovaný protein produkován, jak když bylo 

dáno 1 mM IPTG tak i 0,5 mM IPTG (viz červené rámečky). Z výsledku bylo vyvozeno, že 

studovaný protein je produkován jak při koncentraci 0,5 mM IPTG tak i při 1 mM IPTG. Dále 

z obrázku bylo zaznamenáno, že protein byl produkován v inkluzních tělískách tak i 

v solubilní části. V neindukováné části bylo zaznamenáno větší množství proteinů 

z expresních buněk.  

 

Obr. 6: Exprese ve velkém měřítku BL21(DE3) – CodonPlus, LB médium, 18°C; M – 

marker, P – pelet, S – supernatant, 0h – nula hodin, ON – overnight (přes noc), [+] – 1mM 

IPTG, [-] – negativní kontrola, 0,5 mM – koncentrace IPTG (pořízeno autorkou). 

5.4 Purifikace solubilní části  

Nejprve byla purifikována rozpustná část studovaného proteinu. Vzorek Iripinu-5 

produkovaný v BL21(DE3) – CodonPlus, LB médium (AMP), 18°C, 0,5 mM IPTG byl 

nanesen na kolonu. Průběh purifikace byl zaznamenán na chromatogram (Obr. 7 vlevo). 

Frakce byly sbírány od 7 % koncentrace AE elučního pufru. Po proběhnutí chromatografie 

byly vzorky zanalyzovány a záznam o provedení byl zachycen na Obr. 7 vpravo. Na základě 

provedení SDS-PAGE bylo vyhodnoceno, že studovaný protein byl především ve frakci 12 a 

část proteinu i ve FT (viz červený rámeček na Obr. 7 vpravo).  



 

27 

 

  

Obr. 7: Vlevo iontově výměnná chromatografie vzorku Iripinu-5 (BL21(DE3) – CodonPlus, 

LB médium, 18°C, 0,5 mM IPTG, AMP), vpravo SDS-PAGE iontově výměnné 

chromatografie proteinu Iripinu-5 (M – marker, ON – on column, FT- flow through, 11-17 – 

frakce) (pořízeno autorkou). 

Vzorek frakce 12 z iontově výměnné chromatografie byl zakoncentrován z 3 ml 

na 500 μl pomocí Amicon Ultra - 4 10K a byla u něj provedena výměna pufrů pomocí 

připraveného pufru na výměnu pufrů. U zakoncentrovaného vzorku frakce 12 byla provedena 

gelová chromatografie, tato chromatografie byla zaznamenána na chromatogram (Obr. 8 

vlevo). Vzorek ON (frakce 12 z předešlé purifikace) a eluované frakce (A1-B3) byly 

zanalyzovány pomocí SDS-PAGE (Obr. 8 vpravo). U výsledných frakcí byla změřena 

koncentrace, viz Tab. IV. Koncentrace a čistota proteinu byla dostatečná pro následné použití 

(zamrazení a krystalizaci Iripinu-5). 

  

Obr. 8: Vlevo gelová chromatografie zakoncentrované frakce 12 proteinu Iripin-5 

(vytvořeno autorkou), vpravo SDS-PAGE gelové chromatografie zakoncentrované frakce 12 

proteinu Iripin-5, (M – marker, ON – on column, FT- flow through, A1-B3 – frakce) 

(pořízeno autorkou).  



 

28 

 

Tab. IV: Naměřené koncentrace frakcí (A3-A9).  

Frakce Koncentrace [mg*ml-1] 

A3 0,438 

A4 0,506 

A5 1,013 

A6 1,590 

A7 0,683 

A8 0,424 

A9 0,156 

 

5.5 Purifikace proteinu z inkluzních tělísek  

Po expresi ve velkém měřítku byly připraveny k purifikaci inkluzní tělíska, byl k nim 

přidán pufr na rozbití inkluzních tělísek. Před zahájením refoldingu byla provedena iontově 

výměnná chromatografie.  Následně byla změřena koncentrace inkluzních tělísek, která byla 

8,6 mg*ml-1.  

U inkluzních tělísek byl proveden refolding pomocí příslušných pufrů. Následně na to 

byla provedena iontově výměnná chromatografie. Průběh purifikace byl zaznamenán 

na chromatogram (Obr. 9 vlevo). Vzorky z iontově výměnné chromatografie byly 

zanalyzovány pomocí SDS-PAGE (Obr. 9 vpravo). Sebrané frakce byly poměrně čisté.  

  

Obr. 9: Vlevo iontově výměnná chromatografie vzorky získané z refoldingu proteinů 

inkluzních tělísek (vytvořeno autorkou), vpravo SDS-PAGE iontově výměnné 

chromatografie vzorky získané z refoldingu proteinů inkluzních tělísek, (M – marker, ON – 

on column, FT- flow through, 2-8 – frakce) (pořízeno autorkou). 

 Pro lepší pročištění proteinu a zjištění velikosti částic byla provedena gelová 

chromatografie frakce 2 z předešlé purifikace. Provedení gelové chromatografie bylo 

zaznamenáno na chromatogram (Obr. 10 vlevo). Posbírané frakce byly zanalyzovány pomocí 
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SDS-PAGE (Obr. 10 vpravo). Z výsledků bylo zjevné, že i z inkluzních tělísek bylo možné 

získat studovaný protein a to v dobré čistotě.  

   

Obr. 10: Vlevo gelová chromatografie vzorky získané z iontově výměnné chromatografie 

inkluzních tělísek (vytvořeno autorkou), vpravo SDS-PAGE vzorky získané z iontově 

výměnné chromatografie inkluzních tělísek, (M – marker, ON – on column, FT- flow 

through, A1-A8 – frakce) (pořízeno autorkou). 

5.6 Krystalizace lysozymu  

Krystalizační metodou sedící kapky byly zachyceny 3D krystaly lysozymu 

v kombinaci lysozym o koncentraci 40 mg*ml-1 a roztokem 50 mM octanu sodného s 8% 

NaCl (Obr. 11 vlevo). Byly vypěstovány jehličky, mořští ježci (černé šmouhy) a monokrystaly 

(Obr. 11 vlevo). Další pořízené 3D krystaly byly vypěstovány v kombinaci lysozym 

o koncentraci 60 mg*ml-1 a roztokem 50 mM octanem sodným s 4% NaCl (Obr. 11 vpravo). 
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Obr. 11: Výsledky krystalizační metody sedící kapky: vlevo 40 mg*ml-1 lysozym, 50 mM 

octan sodný a 8% roztok NaCl, vpravo 60 mg*ml-1 lysozym, 50 mM octan sodný a 4% 

roztok NaCl (pořízeno autorkou). 

Pomocí krystalizační metody visící kapky byly získány 3D krystaly lysozymu 

o koncentraci 40 mg*ml-1 a 50 mM octanem sodným s 6% NaCl (Obr. 12 vlevo). Velké 

množství malých 3D krystalů bylo zachyceno na Obr. 12 vpravo v kombinaci 60 mg*ml-1 

lysozymu a 50 mM octanu sodného s 4% NaCl.   

 

Obr. 12: Výsledky krystalizační metody visící kapky: vlevo 40 mg*ml-1 lysozym, 50 mM 

octan sodný a 6% roztok NaCl, vpravo 60 mg*ml-1 lysozym, 50 mM octan sodný a 4% 

roztok NaCl (pořízeno autorkou). 
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5.7 Krystalizace Iripin-5 

Pomocí pre-krystalizačního testu byla zjištěna vhodná koncentrace Iripinu-5 

pro krystalizační experimenty a to 1,14 mg*ml-1.  

Narostlé krystaly byly zaznamenány pomocí UVEXu pro světelné pole na Obr. 13 

vlevo, tyto krystaly byly vypěstovány při kombinaci Iripin-5 (1,14 mg*ml-1) s precipitačním 

činidlem JCSG++ v jamce D7 o složení 40% (w/v) polyethylen glykol 400, 100 mM Tris o pH 

8,5, 200 mM sulfát lithný v poměru proteinu a precipitačního činidla 1:1 (1μl proteinu + 1μl 

precipitačního činidlo) nad 50 μl precipitačního činidla v rezervoáru. Vpravo na Obr. 13 byla 

zachycena přítomnost proteinových krystalů v kapce pomocí UVEXu.   

    

Obr. 13: Vlevo krystaly Iripinu-5 pod UVEXem pro světelné pole, vpravo krystaly Iripinu-5 

pod UVEXem. 

Další krystaly Iripinu-5 byly zaznamenány na Obr. 14 vlevo, tyto krystaly byly 

vypěstovány při kombinaci Iripin-5 (1,14 mg*ml-1) s precipitačním činidlem JCSG++ 

v  jamce G3 o složení: 20% (w/v) polyvinylpyrolidin K15, 100mM Tris o pH 8,5, 100mM 

chlorid kobaltnatý v poměru proteinu a precipitačního činidla 1:1 o objemu 1μl roztoku 

proteinu + 1μl precipitačního činidla nad 50 μl precipitačního činidla v rezervoáru. Vpravo 

na Obr. 14 bylo prokázáno, že byly opravdu vypěstovány krystaly proteinu, a to ve tvaru 

jehliček. 
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Obr. 14: Vlevo krystaly Iripinu-5 pod UVEXem pro světelné pole, vpravo krystaly Iripinu-5 

pod UVEXem (pořízeno autorkou). 

Krystaly Iripinu-5 (1,14 mg*ml-1), které narostly v kombinaci s precipitačním činidlem 

JCSG++ v jamce D3 byly zaznamenány na Obr. 15 vlevo. V této jamce bylo složení 

precipitační činidla: 40% (w/v) polypropylen glykol 400, 100mM Tris o pH 8,5, 200mM sulfát 

lithný. Poměr proteinu a precipitačního činidla byl 1:1 o objemu 1μl roztoku proteinu + 1μl 

precipitačního činidla nad 50 μl precipitačního činidla v rezervoáru. Vpravo na Obr. 15 byly 

vypěstovány proteinové krystaly, a to konkrétně mikrokrystaly. Mikrokrystaly nebyly 

shledány jako vhodné pro difrakční analýzu, ale byla zde možnost provedení další 

optimalizace pomocí mikroočkovací metody.  

 

Obr. 15: Vlevo krystaly Iripin-5 pod UVEXem pro světelné pole, vpravo krystaly Iripinu-5 

pod UVEXem (pořízeno autorkou). 

Další krystaly byly zaznamenány na Obr. 16, vlevo byly zachyceny krystaly 

pod UVEXem pro světelné pole. Krystaly byly vypěstovány při kombinaci Iripin-5 
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(1,14 mg*ml- 1) s precipitačním činidlem SG1 v jamce A1 o složení: 200 mM chlorid 

hořečnatý, 100 mM hexahydrát Tris o pH 8,5, 30% (w/v) PEG 4000. Poměr proteinu a 

precipitačního činidla byl 1:0,5 o objemu 1μl roztoku proteinu + 0,5 μl precipitačního činidla 

nad 50 μl precipitačního činidla v rezervoáru. Vpravo na Obr. 16 jsou zaznamenány získané 

jednotlivé krystaly kubického tvaru studovaného proteinu.  

  

Obr. 16: Vlevo krystaly Iripin-5 pod UVEXem pro světelné pole, vpravo krystaly Iripinu-5 

pod UVEXem (pořízeno autorkou). 

Jako nejlepší krystaly Iripin-5 byly vyhodnoceny monokrystaly, které byly zachyceny 

na Obr. 13 a 16, a zároveň to byly i krystaly v difrakční kvalitě.  
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6 Diskuze  

I. ricinus je jedním z hlavních přenašečů lymské boreliózy a klíšťové encefalitidy 

ve střední Evropě. Lze ho tedy využít jako modelový organismus pro studium serpinů 

(Kotsyfakis et al., 2015; Kaščáková et al., 2021). Důvodem využití I. ricinus je výskyt serpinů 

ve slinách klíštěte přisátého k hostiteli. A právě přítomnost serpinů ovlivňuje hostitele a jeho 

imunitní systém (Chmelař et al., 2017). Pro pochopení vlastností a funkcí serpinů je důležitá 

znalost jejich struktury (Mahon et al., 2018).  

Proteázy jsou enzymy, které štěpí peptidy na aminokyseliny a menší peptidy, jsou 

součástí mnoha fyziologických procesů. Role proteázových inhibitorů je především v inhibici 

celých skupin látek. A právě přítomnost proteázových inhibitorů ve slinných žlázách je 

výhodná pro klíště a nepříznivá pro hostitele. Z tohoto pohledu jsou inhibitory proteáz u klíšťat 

předmětem mnoha výzkumů pro vývoj vakcín (Chmelař et al., 2017).  

Pro Iripin-5 na základě vykonání testu antiproteázové selektivity byla zjištěna inhibice 

proti následujícím proteázám: trombin, faktor Xa, kalikrein, chymáza, trypsin, α-

chymotrypsin, β-tryptáza, neutrofilní elastáza, katepsin B, u-PA, plazmin, matriptáza, faktor 

XIa, faktor XIIa, t-PA, proteináza 3. Iripin-5 nejvíce inhibuje neutrofilní elastázu a 

proteinázu 3. Dále také bylo zjištěno, že v P1 reziduu je aminokyselina arginin, který 

interaguje s krevními koagulačními proteázami (Kaščáková et al., 2021).  

Purifikace je nedílnou součástí přípravy čistého proteinu. Pro Iripinu-5 byla 

k purifikaci využita iontově výměnná a gelová chromatografie. Studovaný protein se podařilo 

vypurifikovat jak ze solubilní části, tak z inkluzních tělísek. Během purifikace solubilní části 

vzorku studovaný protein protekl kolonou během iontově výměnné chromatografie, 

pravděpodobně k tomu došlo přítomností vyšší soli v lyzačním pufru. Nicméně nakonec se 

podařilo studovaný protein vypurifikovat. K analýze vzorků a zjištění přítomnosti 

studovaného proteinu ve vzorku byla využita SDS-PAGE. Přítomnost Iripinu-5 ve vzorku byla 

dále potvrzena i pomocí hmotnostní spektrometrie.  

Samotná krystalizace byla zahájena krystalizačním screeningem za použití pěti 

komerčně vyráběných sad precipitačních činidel. Nejlepší výsledky byly zaznamenány u dvou 

sad JCSG++ a SG1. Krystalizace Iripinu-5 byla provedena pomocí metody difúze par, a to 

konkrétně metodou sedící kapky. Krystaly studovaného proteinu byly pozorovány pomocí 

světelného mikroskopu pro detekci propustnosti UV záření. Na základě výsledků 

krystalizačního screeningu bylo možné optimalizovat podmínky pro krystalizaci Iripinu-5. 
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Následně se podařilo získat krystaly v difrakční kvalitě, díky čemu mohla být určena struktura 

štípnutého Iripinu-5 (PDB ID: 7B2T).   

Vzájemné porovnání krystalizace serpinů je jeden z nástrojů, jak lze dojít k nalezení 

vhodných krystalizačních podmínek pro další serpiny. Dále lze využít i skutečnosti, že serpiny 

se vyznačují konzervativní sekundární strukturou, tudíž poznatky o jednom serpinu lze 

aplikovat i na další.  

Jedním ze serpinů nacházející se ve slinách klíštěte je IRS-2. Na základě experimentů 

bylo zjištěno, že inhibiční aktivita IRS-2 je především proti chymotrypsinovým proteázám, 

takže má protizánětlivý účinek. K produkci studovaného proteinu bylo použito 0,5mM IPTG. 

IRS-2 byl získán z inkluzních tělísek a k jeho purifikaci byla využita iontově-výměnná 

chromatografie. Pro krystalizaci IRS-2 byla použita krystalizační metoda difúze par, 

konkrétně její podtyp visící kapky. Pro krystalizační screening byly použity komerčně 

vyráběné sady precipitačních činidel (Sigma Aldrich, USA). Poměr roztoku proteinu 

s precipitačním činidlem byl 2:1, o objemu 2μl precipitačního činidla a 1 μl roztoku proteinu. 

Koncentrace IRS-2 pro jeho krystalizaci byla 3,5 mg*ml-1. Krystaly byly získány ve tvaru 

jehel, v kombinaci IRS-2 o koncentraci 3,5mg*ml-1 a precipitačním roztoku: 75 mM Hepes 

o pH 6,5, 9% (w/v) PEG 20000. Finální struktura IRS-2, která byla naměřená na 1,8 Å, je 

strukturou ve štípnuté konformaci. Došlo k tomu kvůli přítomností proteáz v expresním 

bakteriálním systému (Kovářová et al., 2010).  

IRS-3 se též řadí k serpinům vyskytujícím se ve slinách klíšťat. Studovaný protein 

inhibuje serinové proteázy podobné trypsinu, těmi jsou kalikrein a matriptáza. U IRS-3 byly 

provedeny in vitro testy jeho funkcí: inhibice vnější koagulační dráhy krve, zeslabení produkce 

interleukinu-6, snížení přežití a proliferace CD4+T buněk a potlačení imunitní odpovědi Th1. 

Protein byl produkován po přidání 0,5 mM IPTG. IRS-3 byl získán z inkluzních tělísek. 

K purifikaci studovaného proteinu byla využita gelová chromatografie. Krystalizace byla 

provedena pomocí komerčně vyráběných sad precipitačních činidel. Pre-krystalizačním 

testem byla stanovena minimální koncentrace studovaného proteinu na 1,88 mg*ml-1. 

Metodou krystalizace byla metoda difúze par, konkrétně její podtyp sedící kapky. Krystaly 

v difrakční kvalitě byly získány v kombinaci IRS-3 o koncentraci 1,88 mg*ml-1 a 

precipitačního činidla o složení: 200 mM thiokyanátu draselného, 100 mM kakodylátu 

sodného a 8% (w/v) γ-polyglutamové kyseliny o pH 6,5, v poměru 2:1 (2 μl precipitačního 

činidla:1 μl roztoku proteinu nad 50 μl rezervoárem). Struktura IRS-3 (PDB ID: 7AHP) byla 
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vyřešena pomocí metody molekulární náhrady s využitím struktury IRS-2 (PDB ID: 7AHP). 

3D struktura byla získána X-ray krystalografií a data byla naměřena na 1,95Å (Chlastáková et 

al., 2021).  

Další ze serpinů vyskytující se ve slinách klíšťat, u kterého byla vyřešena struktura, je 

IRS-8 (PDB ID: 7PMU). Na základě in vivo experimentu bylo zjištěno, že studovaný protein 

inhibuje tyto proteázy: trombin, faktor VIIa, faktor IXa, faktor XIa, faktor XIIa, plazmin, APC, 

kalikrein a trypsin. Nejrychleji byl inhibován plazmin. Mezi funkce IRS-8 se řadí modulace 

hostitelského komplementu a regulace koagulační kaskády, které klíště využívá k usnadnění 

krmení. Protein IRS-8 měl pro lepší purifikaci značky SUMO a HisTag. Nejprve byla 

provedena afinitní chromatografie. Následovalo štěpení značek pomocí SUMO proteázy. 

K odstranění značek od nativního proteinu byla provedena afinitní chromatografie. Protein byl 

ještě pročištěn pomocí iontově-výměnné a následně i gelové chromatografie. Ke krystalizaci 

IRS-8 byla využita komerčně prodávaná sada precipitačních činidel PGA screen (Molecular 

Dimensions, USA). Krystaly byly vypěstovány o koncentraci IRS-8 6,5 mg*ml-1 

s precipitačním o složení: 100 mM Tris o pH 7,5, 5% PGA-LM, 30% (w/v) PEG 55O MME. 

Struktura IRS-8 byla vyřešena pomocí molekulární náhrady, k tomu byl využit model 

conserpinu (PDB ID: 5CDX). Nativní, neštípnutá struktura IRS-8 byla vyřešená na 1,93 Å 

(Kotál et al., 2021). 

Při porovnání jednotlivých serpinů z klíšťat I. ricinus, u kterých byla provedena 

strukturní analýza, je zřejmé, že každý ze serpinů napomáhá klíštěti překonat imunitní 

odpověď hostitele, a tím se mohou klíšťata déle krmit, čímž mohou snadněji přenášet různé 

patogeny. 
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7 Závěr  

Teoretická část práce popsala obecný úvod k serpinům. Byly zmíněny jejich funkce, 

především inhibice serinových proteáz. Byl popsán i proces inhibice proteázy serpinem a 

kovalentní vazba mezi serpinem a proteázou. Vzhledem k tomu, že studovaný protein byl 

získán z klíšťat, část teoretické práce byla zaměřena i na výskyt serpinů u klíšťat. Serpiny se 

vyskytují ve slinných žlázách klíšťat a napomáhají přenosu patogenů.  

Další kapitolou v teoretické částí této bakalářské práce byl popis metod sloužících 

k následné strukturní analýze serpinů. Před zahájením strukturní analýzy je dobré získat 

dostatečně čistý vzorek studovaného proteinu, k dosažení tohoto bodu slouží purifikace. Byly 

popsány především tři typy chromatografií (afinitní, iontově výměnná a gelová 

chromatografie) jako metody purifikace. Následujícím krokem ke zjištění struktury je 

krystalizace. Byly zmíněny nejčastěji používané metody pro krystalizaci serpinů, těmi jsou 

metody difúze par, její podtypy: metoda sedící kapky, metoda visící kapky a metoda 

sendvičové kapky. K samotnému zjištění struktury u serpinů se využívá X-ray krystalografie, 

kterou bylo popsáno nejvíce struktur serpinů. Dále je možná strukturní analýza pomocí 

neutronové difrakce nebo kryo – EM, která se využívá ke zjištění struktury komplexů.  

V experimentální části byl popsán postup přípravy proteinu Iripin-5 ke krystalizaci a 

následná krystalizace studovaného proteinu. Iripin-5 byl dodán v plazmidu pET 17b z Katedry 

medicínské biologie, PřF, JČU. Byla provedena transformace do kompetentních buněk. 

Pomocí pilotní exprese byly zjištěny vhodné podmínky pro namnožení studovaného proteinu. 

Po provedení exprese ve velkém měřítku byla zahájena purifikace. Nejprve byl studovaný 

protein pročištěn pomocí iontově výměnné chromatografie a následné pomocí gelové 

chromatografie. Podařilo se získat studovaný protein jak ze supernatantu, tak z inkluzních 

tělísek. Přítomnost Iripinu-5 ve vzorku byla potvrzena i pomocí hmotnostní spektrometrie.  

Samotná krystalizace Iripinu-5 byla zahájena krystalizačním screeningem, pro ten byly 

využity komerčně vyráběné sady precipitačních činidel. Celkem bylo využito pět sad. Dvě 

sady byly vyhodnoceny jako nejlepší JCSG++ (Jena Bioscience, USA) a SG1 (Molecular 

Dimention, USA). Narostlé krystaly studovaného proteinu byly zaznamenány pomocí UVEXu 

pro světelné pole. Potvrzení o přítomnosti proteinových krystalů bylo provedeno pomocí 

mikroskopu pro detekci propustnosti UV záření. Na základě mnou provedeného 

krystalizačního screeningu bylo možné optimalizovat podmínky pro růst krystalů Iripin-5. 
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Optimalizací podmínek byly získány krystaly v difrakční kvalitě a díky nim mohla být 

vyřešena struktura štípnutého Iripinu-5.   
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Příloha č. 2: Složení precipitačních činidel sady JCSG++ (Jena Bioscience, USA) 
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Příloha č. 3: Složení precipitačních činidel sady SG1 (Molecular Dimention, USA) 
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Příloha č. 4: Složení precipitačních činidel sady PGA (Molecular Dimention, USA) 
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Příloha č. 5: Složení precipitačních činidel sady PEGRx (Hampton Research, USA) 
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Příloha č. 6: Složení precipitačních činidel sady PEG/Ion (Hampton Research, USA) 
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Příloha č. 7: Výsledky pilotní exprese pro ostatní buňky 

 

BL21(DE3) – CodonPlus, AMP + CHLO, LB médium, 18°C; M – marker, P – pelet, S – 

supernatant, 0h – nula hodin, 6h – šest hodin, ON – overnight (přes noc), [+] – 1 mM IPTG, 

[-] – negativní kontrola 

 

BL21(DE3), LB médium, 18°C; M – marker, P – pelet, S – supernatant, 0h – nula hodin, 6h 

– šest hodin, ON – overnight (přes noc), [+] – 1 mM IPTG, [-] – negativní kontrola 

 

Pilotní exprese Rosseta – gami 2(DE3), LB médium, 18°C; M – marker, P – pelet, S – 

supernatant, 0h – nula hodin, 6h – šest hodin, ON – overnight (přes noc), [+] – 1 mM IPTG, 

[-] – negativní kontrola 
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Příloha č. 8: Tab. V: Analýza intaktního proteinu Iripinu-5 pomocí timsTOF Pro. 

Razor peptidy  Proteinová molekulární 

hmotnost (kDa) 

Proteinové skóre  

17 41,973 217,45 

 

Příloha č. 9: Tab. VI: Zjištěné peptidy z analýzy intaktního proteinu Iripin-5, pomocí 

timsTOF Pro, vyplývající ze štěpení proteázou jsou uvedeny od nejmenší teoretické 

hmotnosti. Výsledky intaktního proteinu jsou uvedeny na Obr. 5. 

Peptidová sekvence Hmota prekurzoru (Da) Peptidové skóre 

GLPSSPEK 813,42323 51,43 

FAVDLLR 832,48069 119,06 

GSEGIEAFK 936,45526 67,464 

LVLLNAIFFK 1176,7271 97,033 

NLYDGFGYLR 1216,5877 106,93 

DLLFAGQVNHL 1225,6455 137,88 

LFDGPLDPLTR 1242,6608 143,39 

FKLETEYSLK 1256,6653 69,915 

LQDYIGHVELR 1341,7041 117,45 

EDWVLQAYADHAK 1544,726 81,799 

VDFVNGGPAAIDEINR 1685,8373 108,91 

FKLETEYSLKDSLK 1699,9033 62,454 

SGLKEDWVLQAYADHAK 1929,9585 126,32 

NIFFSPYSISTAMGMVFAGAK 2238,0853 110,9 

AVVEVNEEGTEAAAVSGVAVVTR 2256,1598 129,03 

LEIAELPYDGGNYSMVILLPR 2362,2243 54,912 

QLQVGQSQSTFDVANAAAIHER 2369,1724 250,08 

 

 


