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Seznam zkratek

AE chromatografie — anexova chromatografie (anion exchange chromatography)
ATB - antibiotikum

EM — elektronova mikroskopie

GST - glutathion S-transferaza

IPTG — isopropyl-B-D-thiogalaktosid

LB médium — lysogenylové médium (lysogeny broth medium)

MBP — peptid vazajici maltozu (maltose binding peptide)

OD - opticka hustota (optical density)

PDB — proteinova data banka (protein data bank)

PEG - roztok polyethylenglykolu (polyethylene glycol solution)

pH — vodikovy exponent (potential of hydrogen)

Poly-His — polyhistidin

RCL — centralni reaktivni smycka (reactive centre loops)

rpm — otacky za minutu (revolutions per minute)

SBP — peptid vazajici streptavidin (streptavidin binding peptide)

SEC chromatografie — gelova chromatografie (size exclusion chromatography)

SOC médium — super optimalni vyvar s katabolickymi restrikcemi (Super Optimal broth with

Catabolite repression)
TB médium — terrific broth medium
2D — dvourozmérny (two dimensional space)

3D — trojrozmérny (three dimensional space)



1 Uvod

Ixodes ricinus patii k nejrozsifenéj$imu zastupci Celedi klistatovitych (Ixodidae)
ve stiedni Evropé. Jeho vyskyt je spojen s pfenaSenim mnoha nemoci, mezi n€ patii predevsim
lymska borelioza. K pienosu patogenil na hostitele se podili hlavné slinné zlazy klistéte.
Znalost slozeni slin klistéte mize pomoci k vytvofeni napi. vakcin ¢i protilatek k zamezeni

Sifeni patogenti a napadani imunitniho systému hostitele.

Serpiny jsou skupinou proteini vyskytujici se i ve slinnych zlazach klistéte. K jejich
funkcim se hlavné tfadi inhibice serinovych proteaz, ¢imz ovliviiuji imunitni systém v téle
hostitele. Iripin-5 patii mezi serpiny vyskytujici se u I. ricinus s funkci inhibice pfedevs§im
neutrofilni elastazy a proteinazy 3. VyfeSeni struktury Iripin-5 by pomohlo k hlubsimu
pochopeni biologie klist’at.

Teoreticka Cast této bakalafské prace se zabyvéa charakterizaci proteinové skupiny
serpint, jejich strukturou, inhibi¢ni funkci a tvorbou komplext. Je zminén i vyskyt serpinti
u klistat a jejich role pfenosu patogenti a dopad na hostitele. Dalsi kapitolou jsou metody
strukturni analyzy serpini. Zde je popsana purifikace jakozto dilezity krok pfed zahajenim
samotné krystalizace. V posledni ¢asti jsou zminény moznosti strukturni analyzy z jiz
vypéstovanych krystali. Tu je moZzné provést na zakladé¢ X-ray krystalografie, neutronové

krystalografie nebo pomoci kryo — elektronové mikroskopie.

Experimentalni ¢ast prace popisuje piipravu studovaného proteinu ke strukturni
analyze. Popsany jsou jednotlivé ¢asti postupu od transformace, pilotni exprese, exprese
ve velkém méfitku az k samotné purifikaci. K purifikaci byly vyuzity dva typy chromatografii
- iontové vyménna a gelova. Krystalizace pro Iripin-5 byla zahajena krystalizatnim
screeningem. Na zakladé mnou provedeného krystalizaéniho screeningu doslo k optimalizaci

podminek pro rist krystali Iripin-5 a byly ziskany krystaly v difrakéni kvalité.



2 Cile prace
Cile pro tuto bakalaiskou praci byly nastaveny takto:

1. Zvladnout zakladni a pokrocilé krystalizaéni metody na modelovém proteinu

2. Vypurifikovat protein Iripin-5 za pomoci standardnich chromatografickych metod

3. Charakterizovat studovany protein a nalézt krystalizaéni podminky pro pfipravu
proteinovych krystalti Iripin-5

4. Optimalizovat krystalizaéni podminky a pfipravit krystaly proteinu Iripin-5
Vv difrakéni kvalité

5. Otestovat pripravené krystaly a pokusit se ziskat difrakcni data



3 Literarni prehled
3.1 Serpiny

Serpiny (serinové proteazové inhibitory) patii do velké rodiny proteind, které se
vyskytuji u zivocichli, virt,, rostlin, bakterii a archaea. Bylo identifikovano pies 1500
serpinovych zastupct, kdy typicka délka jednoho aminokyselinového fetézce serpinu je
v rozmezi 350400 aminokyselin a jejich velikost se pohybuje okolo 40-60 kDa (Huntington
etal., 2011; Gettins et al., 2009). Vzhledem k velikosti skupiny se objevuje velka skala funkci
jak intracelularnich, tak i extracelularnich a mezi nejznamé;jsi patti inhibice serinovych proteaz
(Irvin et al., 2000, Law et al., 2006). U n¢kterych serpind se vyskytly i dal$i inhibi¢ni funkce
jako napt. inhibice cysteinovych proteaz inhibujicich kaspazy nebo katepsiny (Huntington et
al., 20011). N¢které serpiny v prubéhu evoluce ztratily svou inhibi¢ni funkci a nahradily ji
jinymi funkcemi jako transporty hormoni (Pemberton et al., 1988), molekulové chaperony,

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

3.1.1 Struktura serpini

Prvni struktura serpinu, Stipnutého antitrypsinu, byla uréena v roce 1984. Nejvétsi
mnozstvi ur¢enych struktur serpint je téch bez navazané proteazy (Gettins, 2002). Postupem
Casu bylo zjisténo, ze serpiny mohou zaujimat riizné konformace a mezi zakladni konformace

se fadi: nativni, ¢aste¢né nativni, & — forma, latentni a rozstipnuta (Dunstone et al., 2011).

Identifikace serpini byla zaloZena na pozorovani primarni struktury mezi tiemi
proteiny: lidskym antitrombinem, inhibitorem lidské protedzy R1 a vajeCnym albuminem.
Vztah mezi nimi byl potvrzen, i kdyz byla zjisténa pouze 30% shoda sekvenci (Gettins, 2002).
Serpiny se vyznacuji velmi konzervativni zdkladni sekundarni strukturou, jez sdileji napti¢
skupinou. Z této skute¢nosti vyplyva vyhoda, kdy objev nové informace o jednom serpinu, Ize
nasledné aplikovat i na dalsi zastupce této super rodiny. Konzervativni struktura ma vyznam
pro jejich funkci jako serinové proteazové inhibitory (Huntington et al., 20011). Sklada se
ze tii hlavnich B-listt, sedmi nebo vice a-Sroubovic (Gettins et al., 2009) a také RCL, ktera
interaguje s proteazami (Huntington et al., 2011). Velikost této smycky se pohybuje v rozmezi
20-25 aminokyselin (Whissstock et al., 2006). RCL serpint slouzi jako navnada pro proteazu,

nebot’ jsou dlouhé, flexibilni a volné pfistupné (Huntington et al., 2011).

Proces inhibice je charakterizovan jako ireverzibilni, vedouci k inaktivaci serpinu

i cilené protedazy (Huntington et al., 2011). Pocatek procesu inhibice za¢ina vytvofenim



Michaelis-Mentenova komplexu s proteazou. Nasleduje vznik kovalentniho komplexu
S navazanou proteazou, a to pfidinim nového fetézce u P —listu A, coz je zplsobeno
translokaci RCL s navazanou protedzou. Protedza je transponovana 0 70 A z jedné strany
,t€la“ serpinu na stranu druhou a zaroven je aktivni misto proteazy naruseno (Silverman et al.,
2011).

Fungovani serpinti je dano ¢tyfmi dulezitymi faktory. Pohyblivost a délka RCL patii
mezi strukturni faktory a mezi faktory zalozené na sekvenci se fadi sekvence rozeznavana

protedzami a exosity.

e Pohyblivost RCL, serpiny vyuzivaji pro stabilizaci a inhibici enzymu, coz je
umoznéno tim, ze pfi §té€peni serpinu dochazi k vlozeni smycky do B — listu A.
Tomu ptfedchazi N — terminalni sekvence, kterd usnadnuje mobilitu RCL a
inzerci smycky.

e Délka RCL ma dopad na kinetickou stabilitu serpin — protedzového komplexu.
Pti zkracovani délky RCL ubiranim aminokyselinovych zbytkl se snizuje
ucinnost inhibice, naopak pifidavani téchto aminokyselinovych zbytkli dojde
Kk naruSeni stability komplexu serpin — proteaza.

e Sekvence rozeznavand proteazou se vyznacuje vysokou variabilitou mezi
jednotlivymi serpiny.

e Exosity napomahaji serpinim k jejich specifité, a to tfemi zpiisoby. Pomahaji
tim, Ze umoznuji doCasné navazani protedzy se strukturou serpinu nejen
prostiednictvim RCL. Objevuji se téz na C- a N- koncich, kde napomahaji
vazb¢ k cilové proteaze. Exosity v neposledni fadé umoznuji interakci
s kofaktorem. Interakce s kofaktorem v mnoha piipadech zvysuje schopnost

serpind inhibovat proteazy (Sanrattana et al., 2019).

3.1.2 Serpin —enzym komplex

U serpint, jejichZ hlavni funkce je inhibice protedz, je jejich hlavni Gloha vytvateni uz
zminény kovalentnich komplex s danymi proteazami (Huntungton et al., 2011). Poznani
strukturni informace komplexu serpinu s navazanou proteazou napomaha pochopeni biologie
serpinli (Mahon, 2018). Prvni struktura komplexu serpinu s proteazou byla urcena v roce 2000
(PDB ID: 1EZX). Bylo odhaleno, ze proteaza zustava kovalentné spojena s RCL mezi serinem
v aktivnim mist€ a P1 misté¢ na RCL. Aktivni misto proteazy je naruSeno tim, Ze dochézi

k pritlaceni proteazy k bazi serpinu, a to diky spravné délce RCL (Dunstone et al., 2011).
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3.1.3 Dysfunkce serpini

U serpini mize dochazet k riznym mutacim, ztratdm nebo ziskdnim funkci, 1 pfesto
ze se u nich vyskytuje lep$i mechanismus, nez je ,,zamek a klic*. Mezi nejbéznéjsi divody
dysfunkce serpint se fadi mutace RCL, kdy mize dojit ke zméné specifity nebo zpomaleni
zaClenéni RCL do B -—Ilistu A, coz znemozni inhibi¢ni funkci. K dal$im patii mutace
ovliviyjici schopnost serpinu se slozit do metastabilni nativni struktury a nasledkem toho se
neprodukuje aktivni protein, a tudiz nastava serpinova insuficience — nedostatek serpinu
(Huntington et al., 2011).

Déle miize u serpini dochazet k polymerizaci, ktera vede ke sniZzené produkci
nativniho aktivniho proteinu. Pokud dojde k vét$imu nedostatku, mohou se objevit nemoci
spojené s insuficienci aktivnich serpini. Velmi ziidka vede velké mnoZzstvi polymert serpinil
k toxicité vici bunkam nebo az k poskozeni tkan€. Kriticky nedostatek serpint vede ke ztraté
funkce. Heterozygotni mutace u neuroserpini ¢asto vedou k demenci ¢i smrti. Homozygotni
mutace jsou spiSe spojeny s onemocnénim jater, jako je napft. cirhoza jater. Nemoci spojené
S polymerizaci serpini jsou vzacné, lze k nim piifadit Alzheimerovu, Huntigtonovu a

Parkinsonovu chorobu (Huntington et al., 2011).

3.1.4 Proteazové inhibitory u kliSt’at

Ixodes ricinus (kli§té obecné) patii do ¢eledi Ixodidea. Radi se k nejvice studovanym
klistatim vzhledem k jeho hojnému vyskytu v Evropé. I. ricinus ma nékolikalety vyvojovy
cyklus, nebot’ v ramci jednoho cyklu napadne tfi hostitele. Na své hostitele ¢ekaji na vegetaci

a vykazuji nizkou specifitu pro prisati k hostiteli (Kotsyfakis et al., 2015).

Obzivou I. ricinus je krev, ta je potfebna pro vyvoj a schopnost reprodukce. Krmeni
trva n€kolik dni. Je to pomaly a slozity proces, protoze je tieba vyfadit imunitni reakce
hostitele. Sliny klistat hraji nékolik roli béhem krmeni krvi, aby nedoslo k pferuSeni krmeni,
tzn., ze sliny plsobi proti hemostatickym, zanétlivym a imunitnim reakcim hostitele a jako
cement k prilnuti na kizi hostitele (Kotsyfakis et al., 2015). Sliny obsahuji velké mnozstvi
proteinli, mezi které spadaji i protedzové inhibitory (PI). Jednou z charakteristik PI je
pozorovani vice nez jednoho Ucinku a jejich celkové fungovani je dano dlouhodobou evoluci
klistéte s jeho hostitelem. Ve slinach klistat lze najit tfi velké skupiny protedzovych

inhibitord: Kunitzovy inhibitory, cysteiny a serpiny (Chmelat et al., 2017).

Serpiny se u klistat vyskytuji v hojném mnozstvi. Doposud bylo charakterizovano

kolem 20 serpinit se znamou funkci napfi¢ druhovymi skupinami klistat. K jedné z funkci
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patii regulace imunitniho systému hostitele (Chmelat et al., 2017). Klistata pfenasi mnoho

nemoci, a to predevSim skrze sliny. Mezi nejzavaznéjsi nemoci patii klistova

meningoencefalitida a lymska borelioza (Gray et al., 2021; Volf et al., 2007).

3.2 Metody strukturni analyzy serpini

Diky rGznym metoddm pouzivanym k urCeni struktury, mezi které se fadi X-ray
krystalografie, neutronova krystalografiec a kryo — EM, je mozné porozumét funkénim a
mechanickym vlastnostem serpini. Diky tomu Ize pozorovat dynamickou strukturu serpind,
vodikové vazby u komplexti serpin - enzym nebo rozlusténi velkych struktur agregati serpintl.
Pro strukturni analyzu je dualezité ziskani kvalitnich dat, kterych se dosahne pouze

s vypurifikovanym proteinem s minimalni Cistotou 95 % (Mahon et al., 2018).

3.2.1 Purifikace

Purifikace se vyuziva jak u zdkladnich vyzkumt, které umoziuji produkci a detailni
charakterizaci proteint in Vivo experimentu, tak i u aplikovanych vyzkumi (napft. pro piipravu
proteinti S terapeutickym vyuzitim). Purifikaci 1ze popsat jak fadu experimenti vedouci
k ziskani jednoho proteinu z komplexni smési (Rackova et al., 2014). Pravé homogenita
studovaného proteinu je dilezitd pro funk¢éni i strukturni studie proteint. I minimalni
kontaminace v dobie vypurifikovaném proteinu mize vést k nespravnym vysledkim, nebo
mohou vznikat zavadéjici pozorovani a zavéry. Dosazeni homogenniho proteinu neni
jednoduché, avsak jakykoli ¢lanek o purifikaci proteint lze povazovat za predbézny navod

(Ward et al., 2009).
Metody pro purifikaci proteini Ize rozd¢lit podle typu proteinu:
A) ptirozené vyskytujici se proteiny

B) rekombinantni proteiny (zavadi se pomoci vhodnych genti do mikroorganismil nebo

kultivovanych eukaryotickych bungk)
C) komplexni smési vznikajicich proteini (Ward et al., 2009).

Prvni struktury serpinii byly ziskany z pfirozené vyskytujicich se proteini. Béhem
90. let minulého stoleti se pfeslo na rekombinantni proteiny. Navic nékteré serpiny nemusi
produkovat solubilni/rozpustny protein, ale mohou se uskladiiovat Vv inkluznich téliskach.

K lepsi stabilité serpind pro studovani se k nim pfidavaji afinitni znacky (napt. poly-His-tag,



GST, Strep-tag, SBP-tag, MBP-tag). Na zaklad¢ vybéru znacky se vybere vhodna purifikacni
metoda (Mahon et al., 2018; Ruckova et al., 2014).

Nejcastéji pouzivand purifikacni metoda u proteinu s afinitni znackou je afinitni
chromatografie. Tento typ chromatografie funguje na principu specifického zachyceni
na chromatografické kolon¢ diky afinitni znafce. Proteiny bez specifické znacky jsou
v promyvacim kroku odplaveny pry¢ z kolony. Specificky navazany a Cisty protein se uvolni

ptidanim kompetitivniho ligandu, zménou pH, iontové sily, ¢i polarity (Rickova et al., 2014).

Nékdy je potieba provést vice purifikaCnich metod, aby byl studovany protein
dostatecné Cisty. Dalsi purifikacni kroky rozdé€luji proteiny podle specifickych vlastnosti

(Rickova et al., 2014).

Mezi dalsi typy chromatografii se fadi iontové vyménnd chromatografie.
K elektrostatickym interakcim dochédzi mezi smési proteinli a kolonou. Kolona ma opacny
naboj nez smés proteinti, kterd ma byt separovana. Afinita proteinii ke koloné je dédna
iontovymi vazbami. Navazané proteiny na kolonu se od ni mohou oddé¢lit napt. zménou pH.
Anexova kolona je kladn€ nabitd a zachytdvaji se na ni negativné nabité proteiny. Katexova

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

Gelova chromatografie se téz fadi k metodam slouzicim k purifikaci. Podstata této
metody spociva ve stanoveni molekulovych hmotnosti proteinti a ve snizeni koncentrace soli
Vv roztocich proteinli. Stacionarni fdze se sklad4d z hydrofilnich geld. Smés prochézejici
kolonou obsahuje proteiny rizné velikosti. Velké molekuly se do menSich porti nedostanou, a

tak prochazi kolonou bez zadrzeni, kdezto malé molekuly jsou zachytavany poréznimi otvory

kolony (Coskun et al., 2016).

3.2.2 Proteinova krystalografie
3.2.2.1 Krystalizace

Proces krystalizace se sklada z hledani individualnich podminek a parametrti idealnich
pro vznik krystald a jejich nasledné optimalizace. Nejprve se zacind s navySovanim
koncentrace precipitacniho ¢inidla a nasledné¢ se modifikuji dal§i parametry ovliviiujici
krystalizaci (pH, teplota, koncentrace proteinu a typ rozpoustédla). Snahou je dojit ke zjisténi
precipitacniho bodu roztoku (Cordara et al., 2013; Kuta Smatanova, 2006). I nepatrna zména
miize ovlivnit vznik krystali. Cilem je vznik kvalitnich, stabilnich krystalickych jader,

z kterych vznikaji monokrystaly slouzici pro X-ray strukturni analyzu. Proces krystalizace



nemusi byt vzdy Gspé$ny, mohou vznikat precipitace, nekrystalické gely, amorfni precipitace,
nebo nedojde k zadné zméné a roztok zlstane Ciry. Dalsi obtiznost procesu krystalizace je

dana slozitosti, labilitou a dynamickymi vlastnostmi biomakromolekul (Kutd Smatanova,
2006).

Tvorba krystalii je popsana tfemi fdzemi: nukleace, rGst a ukonceni riustu. Faze
nukleace je charakterizovana oboustrannym kontaktem vhodné orientovanych molekul,
dochazi k ptekro¢eni limitu nasyceni a tato faze kon¢i ve chvili, kdy se vytvoii precipitat, nebo
submikroskopicka jadra. Nasleduje faze rtstu krystalt, pii které dochazi k interakci molekul
nebo iontl s povrchem krystalického jadra a jejich uspotadani na tomto povrchu, a tim dochéazi
k zvétSovani krystald. Kone¢nou fazi je zastaveni rustu krystalt, kdy krystaly uz nezvétsuji
svoji velikost (Kuta Smatanova, 2006). Graficky lze proces krystalizace popsat pomoci

fazového diagramu na Obr. 1.

VAN
Masycend
oblast

Oblast srazen(

Metastabilni
oblast

Nukleace

Koncentrace proteinu

Kfivka sréZeni

Nenasycend oblast

fivka rozpustnost

)

Obr. 1: Fazovy diagram krystalizace (vytvoieno autorkou, inspirovano [Kuta Smatanova,

2006]).

Koncentrace krystalizaéniho &inidla

K naroc¢nosti procesu krystalizace se fadi nalezeni vhodnych krystaliza¢nich podminek
pro tvorbu krystali. Nejvice se ¢erpd z informaci predchozich krystalizacnich experimenti.
V soucasné dobé se hojné vyuzivaji komeréné vyrabéné sady krystaliza¢nich roztokd, které
Ize popsat jako specificky set obsahujici pfedem ptipravené precipitacni roztoky jako
startovaci sadu. Dal$i moZnosti je vyuZiti miizkovanych screenli PEG-pH. Déle Ize také vyuzit
vefejné dostupny krystaliza¢ni predikéni web (napi. the SECRET server, the XtalPred server,
the ParCrys server), které jsou zaloZzeny na krystalizacnich predikénich algoritmech z jiz

provedenych uspésnych krystalizaci (Cordara et al., 2013).



3.2.2.1.1Krystaliza¢ni metody

Existuje nékolik standartnich krystaliza¢nich technik, které se pouzivaji
k experimentim. Mezi nejbéznéjsi patii dialyza a diftze. Principem je regulované prevedeni
proteinového roztoku do stavu nasyceni na zakladé difiize par s pouzitim danych precipitantii

(Kuta Smatanova, 2000).

Presyceni roztoku u metod zalozenych na diftzi par se dosdhne na zékladé vyparovani
par rozpoustédla. Je efektivni pracovat s malymi kapkami. Bylo zji§téno, Zze pro dosazeni
rovnovazného stavu, pti kterém dochdzi k vylouceni krystali za urcitych podminek, je tieba
mit minimalni energii pro dany objem krystalu. Dochazi k pfesunu vody ¢1 jiné t€kavé latky
z roztoku proteinu do kapky rezervoaru na zakladé€ rozdilnych koncentraci. Kapka proteinu
obsahuje puft, precipitant a aditivum, naproti tomu kapka rezervoaru obsahuje stejné slozky
az na roztok proteinu. Optimalizovat podminky nukleace pro krystalizaci 1ze v tomto piipadé
meénit Upravou obsahu srdzeciho Cinidla, dale to lze vyuZzit pro zvySeni stabilizace proteinu ¢i
pravdépodobnost krystalizace. Prostiedi, ve kterém se provadi metody diftize par, je utésnéné
prostiedi. Je n€kolik typt kapek pro metody zalozené na diftizi par: kapka visici, sedici a

sendvicové (Mahon et al., 2018; Kuta Smatanova, 2006).

Metoda difiize par se nejvice vyuziva pro ziskani krystali serpinti. Pro serpiny plati
stejna pravidla pro tvorbu krystali touto metodou jako pro ostatni proteiny (Mahon et al.,
2018). S vyvojem robotickych technologii pro krystalizaci se zmenSil potfebny objem kapek
(z mililitrd na nanolitry). Krystalizace antitrombinu byl specialni piipad ve srovnani
s ostatnimi serpiny. Krystalizoval heterodimer a doslo k tomu, ze v krystalu byla pfitomna
molekula aktivniho a molekula latentniho antitrombin, tzn., podminky pro rust byly rozdilné
a muselo nejdiive dojit k tvorbé latentniho antitrombinu za urcitych podminek a za urcitého

Casu, aby tam bylo dostate¢né mnozstvi latentni formy (Read et al., 2011; Carrell et al., 1994).

Metoda visici kapky (hanging-drop vapor diffusion) patfi mezi jednu
Z nejpouzivanéjSich krystaliza¢nich metod a 1 nejmén€ naro¢nych. Uspotfadani pro tuto
metodu (Obr. 2 A), je takové, Ze rezervoar je Casteéné naplnén mateénym roztokem. Dale je
rezervoar prekryt mikroskopickym krycim sklickem, kde na vnitini strané visi kapka
obsahujici roztok s proteinem. K zajisténi utésnéni systému je vyuzit silikonovy tuk nebo
viskozni olej. Pii vybéru spravnych podminek dojde k nartstu krystalu proteinu (Mahon et al.,
2018).



Metoda sedici kapky (sitting-drop vapor diffusion) se téz fadi mezi popularni metody.
Pouzivaji se desticky o 24 ¢i az 96 jamkach pro vétSi moznost vyhledani nejlepSich
krystaliza¢nich podminek. Kapka roztoku s proteinem je umisténa nad rezervoar naplnénym
mateCnym roztokem (Obr. 2 B), roztok sproteinem ma vétSinou niz$i koncentraci
precipitantu, nez je v rezervoaru. Kapka sedi na vyvyseném misté nad rezervoarem, nékdy tam
mize byt i vice vyvySenych mist pro kapky s rozdilnymi koncentracemi, at’ uz proteinu ¢i
srazeciho ¢inidla. Mezi vyhody se fadi cenova dostupnost, ¢asova nenarocnost, jednoduchost

pouziti, kapky jsou umistény ve stabilni sedici poloze (Hampton Research, 2019).

Metoda sendvicové kapky (sandwich-drop vapor diffusion) se ptedevsim vyuziva
pro vétsi kapky. Tato metoda je zaloZena na principu umisténi kapky proteinu se srazecim
¢inidlem mezi dvé sklicka (Obr. 2 C), kde horni sklicko uzavira cely systém a spodni oddéluje
kapku od rezervoaru se srazecim ¢inidlem. Mezi vyhody patfi moZnost vyjmuti sklicek drzici
kapku pro jeji zkontrolovani bez ruSeni, snadné nasazovani krystali a jejich manipulace a

samoziejmé 1 jejich dlouhodobé uchovani (Hampton Research, 2019).

- TN et i T~ x \
Kryed skiieko Kryel skikko =T Kryei sklidka
d

Obr. 2: Metody zalozené na difuzi par. A Schéma metody visici kapky, B Schéma metody
sedici kapky, C Schéma metody sendvi¢ové kapky, (vytvoieno autorkou, inspirovano

[Hampton Research, 2019]).

Existuje mnoho dal$ich metod, jejichz piehled je zobrazen v Tab. I.
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Tab. I: Pfehled dalSich krystaliza¢nich metod

Nazev Podtyp metody Obrazek Vyhody Nevyhody
metody
Dialyza Mikrodialyza Snadnd zména | Nelze vyuzit
“ewe | Koncentrace PEG
rezervoaru,
modulace
o rychlosti
E dosazeni
rovnovahy
Piimé Davkova Jednoduchost | Rychla
ptesyceni ~ ptipravy ekvilibrace,
roztoku . ktera  muze
ovlivnit
rychlost rustu
T a  kvalitu
krystalu,
roztok muze
vyschnout
Mikrokrystalizace Jednoduchost, | Rychla
pod olejem rychlost, ekvilibrace,
| ... | OChrana ktera  maze
krystalu pied | ovlivnit
T--“D;ﬁ-‘-é ...... vysusenim rychlost rustu
a kvalitu
krystalu
Volné Ziskani Nutnost
difiize kvalitnich velkého
w vétsich objemu
krystalt vzorku
Difuze MozZnost Nutnost
pies otestovani vétsi | velkého
prekazku skalu objemu
| podminek, vzorku
w vSechny kroky
b .. ... |se  mohou
provadét  bez
dotyku krystalt

3.2.2.2 X-ray krystalografie

X-ray krystalografie se vyuzivd k zjisténi struktury aZz k atomovému rozliSeni
u krystalizovanych molekul. V roce 1895 bylo poprvé X-ray zéateni popsano Wilhelmem
Rontgenem. Pti X-ray difrakéni analyze dochéazi k interakci elektromagnetického zéfeni

(v rozmezi 0,01 — 10 nm) s n¢jakou formou zkrystalizované latky (Huxford, 2013).
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Pro stanoveni struktury serpind se vyuzivaji stejné obecné metody jako pro ostatni
makromolekuly. Nejprve je potteba krystal v dobré difrakéni kvalité, zpracovat difrak¢ni data,
urcit faze a mapy elektronové hustoty, a nakonec upfesnit a ovéfit vytvoreny 3D model dané

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

Modelovani a

vyhodnoceni (%8
X- ray o Fazovam }»%modelu &
“

. ¢ Mapa & i
Difrakéni : Finalni model
Krystal ;
v obrazec ﬁlektronoxe struktury
ustoty

Obr. 3: Obecny postup X-ray krystalografie (vytvofeno autorkou; mapa elektronové hustoty
ptevzata z [Mahon et al., 2018], finalni model struktury [PDB ID: 7B2T)).

Na sbér dat je potiebny zdroj produkujici X-ray paprsek, casto se vyuziva
synchrotronové zafeni. Paprsek nasmérovany na krystal vytvari difrakéni obrazec, ktery je
nakonec precten. Krystal je vystaven zaieni urCitou dobu. Ziskana data jsou déle zpracovana
a vytvofi se mapa elektronové hustoty, ktera nese informace o struktufe krystalu.
Pti experimentu se krystal udrzuje pii teploté okolo 100 K pomoci ,kryoproudu (tekuty
dusik). Pro vytvoteni 3D struktury se musi shromazdit difrakéni snimky z raznych uhla
krystalu. Nejcastéji se vyuziva goniometr k rotaci okolo krystalu (Elton et al., 1966; Sliz et
al., 2003; Mahon et al., 2018).

K nevyhoddm X-ray krystalografie se fadi absence informaci o fAzovych thlech, které

jsou potiebné pro vypocet map elektronové hustoty (Mahon et al., 2018).

Proces urCovani a analyzy serpinovych struktur je obtiznéjsi ve srovndni s ostatnimi
proteiny. Slozitost uréeni struktury je dano vnitini konformaéni flexibilitou, pfedev§im RCL.
Uspotadéani krystalu mohou narusit i1 posttranslaéni modifikace serpinli. Pfed dokoncenim
modelu struktury serpinii jako u vSech proteinii je nutné ovéftit strukturni a chemickou
geometrii, jakékoli ligandy, nebo rozpoustédla. To se provadi po dokonCeni vypoctu
nejpiesnéjsi elektronové mapy. Nove urCené serpinové struktury je také nutné podrobit
validaci s tim, co je znamo o proteinovych strukturach a serpinové biologii jako celku (Mahon
& Ambadapadi et al., 2018; Mahon et al., 2018).
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3.2.2.3 Neutronova krystalografie

Experimenty neutronové difrakce jsou podobné X-ray krystalografii, i zde je nutna
krystalizace vzorku. Po krystalizaci je mozné zah4jit ozareni neutronovym paprskem. Poté
dochazi k Braggové difrakci. Data se sbiraji na detektoru. Sbér dat trva tydny az mésice a jsou
potieba krystaly o velikosti mm a to kviili nizkému produkovanému toku neutronového zdroje.
Kwvuli témto pozadavkim neni moc vyfesenych struktur touto metodou (Blakeley et al., 2008;

Mahon et al., 2018).

Tato metoda se pouziva predevsim pro vyreseni postaveni vodiki ve strukture. Vodiky
a jejich vazby jsou nutné pro pochopeni makromolekularnich interakci. Téz je mozno 1 vyftesit
postaveni atomti vodiki méné¢ uspotadanych nebo ptechodnych. Vyhodou je zamezeni
radia¢niho poskozeni a moznost sbéru dat za pokojové teploty. Predevsim se toho vyuziva
ve farmaceutickém pramyslu. V budoucnu diky zlepsujicim se technologiim bude mozny sbér

dat krystali serpint1 a jejich komplexti (Mahon et al., 2018).

3.2.3 Kryo - elektronova mikroskopie

Tato metoda se vyuziva ke studii velkych makromolekul a jejich komplext. Umoziuje
vyfeSeni struktury az na atomové uspotradani. Funguje na principu, kdy rychly
vysokoenergeticky paprsek se zaostii a do vzorku je uveden pomoci elektromagnetickych
Cocek, detektor vybere vysledné elasticky rozptylené elektrony, a nakonec detektor vytvoii 2D
zvétSeny obraz dané molekuly. Tato metoda se mtize piirovnat ke klasické mikroskopii, rozdil
spociva v pouziti typu svétla. U kryo — EM se vyuziva svazek elektroni o vinové délce nizsi,
nez je angstrom, coz zajisStuje informace o atomovém rozlozeni vzorku, a tim se ziskaji
presnéjsi vysledky nez u klasické mikroskopie. Vysledné obrazy v 2D lIze pomoci slozitych
schémat zpracovat a vytvorit 3D model s vysokym rozlisenim. Mezi nevyhody se fadi
poskozeni vzorku, které je zpiisobené pouzitim vysokoenergetického elektronového paprsku.
Na zakladé tohoto poskozeni mize dojit ke ztratam informaci o vysokém rozliseni. Aby se
takovému posSkozeni zabranilo, dochazi k vitrifikaci pii teplot€¢ kolem 70 K. Vitrifikace
uchova vzorek v amorfni vrstvé molekul vody, coz snizi poskozeni (Thompson et al., 2016;

Mahon et al., 2018).

Kryo — EM se zatim nevyuziva u serpinli k urovani jejich struktury. Problém je
ve velikosti serpinil, nachazi se mimo detekéni limit pro kryo — EM. Na druhou stranu je zde

moznost vyuzit tuto metodu u agregatti velkych serpinovych komplexti (Mahon et al., 2018).
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4 Material a metody

Cilem bakalatské prace bylo vypurifikovat studovany protein pomoci standartnich
chromatografickych metod, charakterizovat studovany protein a nalézt vhodné krystaliza¢ni
podminky. Studovany protein Iripin-5 zakomponovany v plazmidu pET 17b byl poskytnut
z Katedry medicinské biologie, P¥F, JCU.

4.1 Pouzité chemikalie a materialy

Kompetentni bunky
Nazev Vyrobce
BL21(DE3) New England Biolabs, Inc. (USA)

BL21(DE3) — CodonPlus | Invitrogen
Rosetta — gami 2 (DE3) | Novagen, Sigma — Aldrich (Némecko)

Chemikalie pro transformaci, pilotni expresi, expresi ve velkém métitku

Nazev roztoku SloZeni

SOC médium 2% bacto-trypton, 0,5% bacto-yeast extract, 0,05% NaCl, 2,5 mM KClI,
10 mM MgCl, 10 mM MgSOs, 20 mM glukdza, pH 7,0; sterilni

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

TB médium 1,2% tryptone, 2,4% yeast extract, 0,5% glycerol, 10X TB salt (170 mM
KH2PO4, 72 mM K>HPO4)

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactoside (zasobni roztok: 1 M)

AMP Ampicilin (zasobni roztok: 50 mg*ml?* H,0)

CHLO Chloramfenikol (zasobni roztok: 50 mg*ml* H,0)

Analyza vzorki

Nazev roztoku Slozeni

Lyza¢ni pufr 50 mM PB (1 M KzHPO4, 1 M KH2PO4), 400 mM NaCl, 100 mM KCI,
10% glycerol, 0,5% triton X — 100, 10 mM imidazol, DNAza
(10u*ml™ ), proteazové inhibitory (Protease Inhibitor Cocktail
Tablets, EDTA-Free, Sigma — Aldrich, Némecko); pH 7,8; filtrovan

SDS-PAGE 250 mM Tris — HCI (pH 6,8), 8% sodium dodecyl sulfate (SDS), 0,2%
vzorkovy pufr bromophenol blue, 40% glycerol, 20% B-merkaptoethanol
40% AA Akrylamid a bisakrylamid (37,5 : 1)
ddH20 Destilovana deionizovana voda
Gelovy pufr Separacni gel (1,5 M Tris, pH 8,8)
Zaosttovaci gel (1 M Tris, pH 6,8)
10% SDS Laurylsulfat sodny
10% APS Amonium persulfat
TEMED N, N, N’, N’- tetramethylethylendiamin

Elektrodovy 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
Fixacni roztok 50% ethanolu, 2% kyseliny fosforecné a destilovana voda
Barvici roztok Coomasie blue
Pufry
Nazev pufru SloZeni
AE ekvilibracni 50 mM Tris, 200 MM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8
AE elucni 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

Lyzaéni pufr pro | 50 mM Hepes, 6 M Guanidin, 5 mM DTT, 1 mM EDTA, pH 8
inkluzni téliska

Pro refolding | 6 M Urea, 50 mM Tris, 200 mM NacCl, pH 8
purifikaci AE

ekvilibracni

Pro refolding | 6 M Urea, 50 mM Tris, 1 M NaCl, pH 8
purifikaci AE elu¢ni

Dialyzacni 20 mM Tris, 20 mM NaCl, pH 8

4.2 Transformace

Studovany protein Iripin-5 byl zakédovany v expresnim vektoru pET 17b.
Koncentrace plazmidové DNA studovaného proteinu byla 133 ng*ul™t. Transformace byla

provedena pomoci transformacnich protokoli pro dany typ kompetentnich bungk.

Vsechny kompetentni butiky byly dany na led na 10 minut. Ke kompetentnim bunikam
BL21(DE3), BL21(DE3) — CodonPlus, Rosetta — gami 2 (DE3) byl piidan 1 ul roztoku
plazmidové DNA o dané koncentraci. Zkumavka se smési byla opatrn¢ 4 — 5X protfepana a
ponechana na ledu 30 minut. Tepelny Sok byl proveden pii teploté 42 °C ve vodni lazni
pro kompetentni buinky BL21(DE3) na 10 sekund, pro BL21(DE3) — CodonPlus 20 sekund,
pro Rosetta-gami 2 (DE3) na 30 sekund. Béhem tepelného Soku doslo k proniknuti plazmidu
do kompetentnich bun¢k. Smés byla znovu ponechéna na ledu na 5 minut. Ke kazd¢ smési
bylo ptidano 200 pl SOC média o pokojové teploté. Nasledné byly smési vloZeny do tiepacky
na 180 rpm/ 37 °C / 60 minut. Pfedem byly nahfaty agarové plotny vhodné pro rozdilné typy
kompetentnich bunék na 37 °C. Pro kompetentni buiky byly pouzity: BL21(DE3)
ampicilinové, BL21(DE3) — CodonPlus ampicilinové s chloramfenikolem, Rosetta-gami 2
(DE3) ampicilinové. Nakonec byly smési rozetieny na prislusné plotny, na jednu plotnu 50 ul
smési a na dalsi plotnu zbyly objem. Inkubace bakterialnich kolonii byla provedena pfes noc
pfti teploté 37 °C.
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4.3 Pilotni exprese

Pro pilotni expresi bylo potieba piipravit zkumavky o velikosti 50 ml s 15 ml LB
média. Dale byla ptidana antibiotika, aby vysledna koncentrace byla u vSech 1 mM, ampicilin
pro BL21(DE3), ampicilin a ampicilin s chloramfenikolem pro BL21(DE3) — CodonPlus,
ampicilin pro Rosetta-gami 2 (DE3). Nasledné¢ pomoci pipetovaci $picky byla vybrana
piislusna kolonie z ptislusné agarové plotny a byla vloZzena do zkumavky. Tyto kroky byly
aplikovany stejn¢ i pro TB médium. VSechny zkumavky byly vlozeny do tfepacky
na 180 rpm / pies noc / 37°C.

Nasledujici den byly piipraveny zkumavky pro 48 riznych podminek. Do kazdé
zkumavky bylo odpipetovano 15 ml LB/TB média, pfislusna ATB s vyslednou koncentraci
1 mM a 1 ml vypéstovanych bunék z piedeslého kroku. Zkumavky byly dany do tfepacky
na 180 rpm/ 37°C. Po dosazeni ODeoo bylo ptidano IPTG jako induktor tak, aby vysledna
koncentrace byla 1 mM. Nékteré zkumavky nebyly indukovany, byly vyuzity jako kontrola
indukce. Po dosazeni hodnoty ODeoo a indukci byly zkumavky jesté dale roziazeny dle
podminek v Tab. Il, ve kterych byl dokonéen jejich rist. Dokonceni ristu bylo provedeno

Vv tiepacce pii 180 rpm.

Tab. 1I: Rozd¢leni zkumavek dle rozdilnych podminek.

Bunky Antibiotikum Médium Indukce | Teplota
BL21 (DE3) AMP LB + 18°C
25°C
37°C
- 18°C
25°C
37°C
B + 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
B + 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

B

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

B

18°C

25°C

37°C

18°C

25°C

37°C

Postupné byly odebirany 1 ml vzorky pro analyzu. Nejprve byly odebrany pfi nulté
hoding, tj. hned po indukovani. U teplot 25 °C a 37 °C byly odebirany jesté po tiech hodinach
a po Sesti hodinach. U teploty 18 °C byly odebrany po Sesti hodinach a po 16 hodinach. VVzorky
byly nasledné¢ po odebrani stoc¢eny na 12 000 rpm / 1 minutu. Bunéény pelet byl ponechan

bez zbylého média a uloZzen do mrazaku pti teploté -21°C.

4.4 Analyza pritomnosti proteinu

4.4.1 Priprava vzorku z pilotni exprese

K buné¢nym peletim vSech vzorka bylo pfidano 200 pl lyza¢niho pufru. Buriky byly
fyzikaln€ rozbity zplisobem: 3krat po sobé¢ zmraZeny v tekutém dusiku a poté rozmrazené
pti 42°C. Vzorky byly stoeny na centrifuze na 14 000 rpm / 2 minuty / 4°C. Supernatant byl
odebran do nové zkumavky. K peletu bylo ptidano 250 pl 1x SDS-PAGE vzorkového pufru.
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K supernatantu bylo pfidano odpovidajici mnozstvi 4x SDS-PAGE vzorkového pufru.

Zkumavky jak pro pelet i supernatant byly povafeny 5 minut na termobloku pfi teploté 95°C.

4.4.2 Priprava 12,5% gelu

Pted ptipravou samotného gelu byla sestavena aparatura pro piipravu geli. Pfiprava
gelu byla zahajena nejprve ptipravou spodniho separacniho gelu, slozeni je uvedeno v Tab. IlI.
Roztok byl nalit do aparatury na ptipravu gelii a prevrstven propanolem slouzici na vyrovnani

hladiny gelu. Polymerace trvala 40 minut.

Nasledné byl propanol slit a gel byl promyt pomoci destilované vody. Poté byl
ptipraven zaostfovaci gel podle Tab. Ill. Po naliti zaostfovaciho gelu byl vlozen plastovy
hieben pro vytvoteni jamek slouzici pro naneseni vzorku. Polymerace trvala 30 minut.
Plastovy hiteben byl vyndan a gel byl hotovy pro okamzité pouziti, nebo byl ulozen do lednice

pro pozdéjsi pouziti.

Tab. I11: SloZeni separa¢niho a zaostfovaciho gelu.

Separacni gel 12,5% | Objem [ml] Zaostrovaci gel Objem [ml]
40% AA 12,5 40% AA 2

H20 16,66 H.O 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 ziskané z pilotni exprese a poté i z nasledujicich metod byly zanalyzovany
pomoci SDS-PAGE. VyuZiti této metody bylo pfedevsim ke kontrole studovaného proteinu —
jeho ¢&istoty a piitomnosti ve vzorku. Na prvni pozici gelu bylo napipetovano 5 pl markeru
(PageRuler Protein Prestained Ladder, Thermo Fisher Scientific, USA). Marker ukazuje
molekulové hmotnosti proteinti od 10 do 250 kDa. Do dalSich jamek byly napipetovany
vzorky o objemu 10 pl.

4.4.4 Hmotnostni spektrometrie
Pro dalsi identifikaci a charakterizaci studovaného proteinu byla vyuzita metoda
hmotnostni spektrometrie. Po provedeni gelové chromatografie byly vzorky zanalyzovany

pomoci SDS-PAGE. Pro analyzu byl vybran prouzek studovaného proteinu z gelu, ktery byl
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vyfiznut skalpelem a pfenesen do nové 1,5 ml zkumavky. Nasledné¢ byl vyfiznuty pruh
zpracovan podle protokolu na $tépeni proteinti v gelu pomoci trypsinu (Schevchenko et al.,
2006). K odsoleni vzorku byl vyuzit disk C1s Empore™ (Rappsilber et al., 2007).

K analyze peptidi byl vyuzit sytém nanoLC systém UltiMate 3000 RLSCnano
(Thermo Fisher Scientific, USA) ptipojeny online k hmotnostnimu spektrometru timsTOF Pro
(Bruker Daltonics, Némecko). Méteni byla provedena v rezimu Parallel Accumulation-Serial
Fragmentation (PASEF) skenovani s pozitivni polaritou, kdy je vyuZito iontové mobility
(trapped ion mobility spektrometry, TIMS). Pouzita metoda separace proteinti pomoci nanoLC
a parametry nastavené pii méfeni na hmotnostnim spektrometru byly popsany v ¢lanku
(Forinova et al., 2021). Ke zpracovani dat byl vyuzit software MaxQuant (verze 1.6.14) se
zabudovanym vyhledavaéem Andromeda (Cox et al., 2008). K identifikaci studovaného
proteinu byly pouzity databaze obsahujici sekvenci proteinu Iripin-5 Escheria coli stazeny
Z Uniport a databaze kontaminantli v softwaru MaQuant. Ziskané tabulky proteinovych dat

ze softwaru MaxQuant byly analyzovany pomoci softwaru Perseus (verze 1.6.14.0).

VAl

4.5 Exprese ve velkém méritku

Na zakladé¢ vysledkt z pilotni exprese ziskanych pomoci SDS-PAGE byla zapocata
exprese ve velkém métitku. Na zacatku byly ptipraveny zkumavky o objemu 50 ml, do kterych
bylo nalito 15 ml LB média, piislusna ATB s vyslednou koncentraci 1 mM a kolonie z plotny
nabrana pomoci pipetovaci  Spicky. Inkubace kultury probihala Vv tfepacce

na 220 rpm / pies noc / 37°C.

Druhy den byly pfipraveny Kultiva¢ni Erlenmayerovy lahve o objemu 2 I. Do nich bylo
nalito 800 ml LB média, piislusna ATB s vyslednou koncentraci 1 mM a obsah ze zkumavek
Z no¢ni kultury. Lahve byly dany do tfepacky na 220 rpm/ 37°C. ODsoo bylo zméfeno pomoci
spektrofotometru. IPTG bylo ptidano do jedné kultivaéni nadoby s vyslednou koncentraci
1 mM, do dalsi bylo déno s vyslednou koncentraci 0,5 mM, dale byla i nddoba bez IPTG jako
kontrola. Inkubace byla provedena v tiepacce na 220 rpm / pies noc / 18°C. Pted zahajenim

indukce v shakerech byl odebran 1 ml pro pozd&jsi analyzu.

Nasledujici den byl pied stoenim kultur znovu odebran 1 ml vzorku z kazdé
Erlenmayerovy lahve. Centrifugace narostlych kultur byla provedena na 4200 rpm / 30 minut
/ 4°C. Supernatantu bylo ponechano pouze cca 20 ml. Resuspendované buiky byly znovu

dany do centrifugy v 50 ml zkumavkach na 4200 rpm / 20 minut / 4°C. Supernatant byl vylit
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a pelet byl ulozen na - 80°C pro dalsi purifikacni kroky. Po dokonceni exprese ve velkém

méfitku byla provedena SDS-PAGE elektroforéza.

4.6 Purifikace

4.6.1 Iontové vyménna chromatografie

Pro prvotni purifikaci byla pouzita iontové vyménna chromatografie, jeji podtyp
anexova chromatografie. Na zakladé sekvence byl zjistén izoelektricky bod studovaného
proteinu, jehoz hodnota byla zjisténa na 5,63. Diky této informaci byly pfipraveny pufry
0 odpovidajicim pH 8,0.

K bunikam, které byly uloZzeny v mrazaku na -80°C, bylo ptidano 50 ml lyza¢niho pufru
S protedzovymi inhibitory a DNAzou. Lepsiho rozpusténi bunék v roztoku bylo dosazeno
zvortexovanim. Po rozpusténi vSech bunék v lyza¢nim pufru byly bunky rozbity na French
pressu. Nasledné bylo provedeno stoceni na ultracentrifuze na 40000 rpm / 1 hod / 4° C.
Supernatant byl slit do nové zkumavky a pelet byl pfendan do dalsi zkumavky. Na zakladé
vysledkti z exprese ve velkém métitku byla prvotni snaha ziskat protein ze solubilni Casti

vzorku.

Pro anexovou chromatografii byla pouzita kolona HiTrap Q HP (od Cytiva Sweden
AB) o0 objemu 5 ml. Kolona pro AE chromatografii byla udrzovana v 20% ethanolu, tzn., Ze
pied samotnou purifikaci bylo provedeno promyti destilovanou vodou, elu¢nim pufrem a
ekvilibraénim pufrem. Po promyti byl na kolonu nanesen supernatant pii teploté 4°C. Prutok
byl nastaven na 1 mI*min. Po zvyseni UV absorbance byl protein sbiran do frakci o objemu
3 ml. Informace potiebné k purifikaci byly zaznamenany do chromatogramu, které byly
vytvoteny pomoci GraphPad Prism verze 9.0.0 pro Windows, GraphPad Software, San Diego,
California USA, www.graphpad.com”. Frakce byly zanalyzovany na gelu. U sesbiranych

frakci byla zmétena koncentrace pomoci Nanodrop One (Thermo Fisher Scientific, USA).

4.6.2 Gelova chromatografie

Pied zapocetim dalsi purifikace bylo provedeno zakoncentrovani vzorku na 500 pl
z3 ml a vyména pufrit pro vzorky, které byly dale piecistovany. Pro zakoncentrovani a
vyménu pufri byl vyuzit Amicon Ultra - 4 10K (Merck Millipore Ltd., Ireland). Pro vyménu
pufrit byl vyuzit ptisluSny pufr. Vzorky pfi zakoncentrovani i vyméné pufrti byly stdceny
na centrifuze na 4100 rpm / 4°C, dale pak byly vzorky zanalyzovany.
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Pro dalsi purifikaci byla vyuzita gelova chromatografie s kolonou Superdex75 10/300
GL (Cytiva, USA). Kolona byla na poc¢atku v 20% ethanolu, proto byla nasledné promyta
destilovanou vodou a ekvilibrovana pufrem pro SEC chromatografii. Vzorky o objemu 500 pl
byly nejdiive stoCeny na centrifuze na 14 000 rpm / 2 minuty / 4 °C, poté byly naneseny
na kolonu. Priitok byl nastaven na 0,4 ml*mint. Sbér frakci byl zahdjen se zvysujici se UV
absorbanci, jednotlivé frakce byly sbirany po objemu 500 pl. Po ukonceni sbéru jednotlivych
frakci byla kolona promyta destilovanou vodou, a nakonec byla ponechana v 20% ethanolu.
Prabéhy chromatografii byly zaznamenany do chromatogramu, které byly vytvoieny pomoci
GraphPad Prism verze 9.0.0 pro Windows, GraphPad Software, San Diego, California USA,
www.graphpad.com”. Nasbirané frakce byly zanalyzovany a byla u nich zméfena
i koncentrace pomoci Nanodrop One (Thermo Fisher Scientific, USA). Cast vzorki o objemu
500 ul byla rozdélena po 100 ul do 0,5 ml zkumavek, zmrazeni bylo provedeno pomoci
tekutého dusiku a byly ulozeny do mrazaku na -80°C. Zbyla ¢ast byla pouzita pro krystalizaci
Iripin-5.

4.6.3 Purifikace z inkluznich télisek

Po pfidani lyzacniho pufru a rozbiti bunék pomoci French pressu byly pomoci
ultracentrifugy rozdéleny buiiky na supernatant a pelet. K peletu byl pfidan pufr na rozbiti
inkluznich télisek a velké kousky peletu byly roziezany skalpelem pro jednodussi
resuspendaci. Tato zkumavka byla ponechana na michac¢ce cca 24 hodin ve 4°C. Smés poté
byla zcentrifugovana na ultracentrifuze na 40000 rpm / 1 hod / 4° C. Supernatant byl dan
donové zkumavky a pelet byl vyhozen. Koncentrace supernatantu byla zméfena

na 8,6 mg*ml™ pomoci Nanodrop One.

Pied zahajenim refoldingu byla u supernatantu inkluznich télisek provedena iontové
vyménna chromatografie. Po zanalyzovani vysledki byl zahajen refolding pouzitim 1 ml
vzorky do dialyza¢niho stieva 0 velikosti pori 14 kDa spolu s pfislusnym pufrem na refolding
0 objemu 85 ml. Vyslednd koncentrace supernatantu inkluznich té&lisek byla 0,1 mg*ml™.
Naplnéné dialyzacni stievo bylo dano do valce (1 1) s magnetickym michadlem. Na pocatku
bylo slozeni pufru ve valci 11 refoldovaciho pufru. Po nasledujici tyden byla provadéna
postupna vyména pufru, kdy byl postupné nahrazovan dialyzacnim pufrem. Po dokonéeni

refoldingu byl supernatant inkluznich télisek vylit ze sttev do zkumavky.

Purifikace solubilni ¢asti proteinu z inkluznich télisek byla provedena jako

pro supernatant solubilni ¢asti. Nejprve byla provedena iontové vyménna chromatografie,
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po zanalyzovani na gelu byla provedena gelova chromatografie. Nakonec bylo i po dokonceni

gelové chromatografie zrealizovano zanalyzovani.

4.7 Krystalizace lysozymu

Zakladni krystaliza¢ni metody byly nejprve vyzkouSeny na modelovém proteinu.
Lysozym byl vybran diky jednoduchosti krystalizace. Byly vyzkouseny dvé metody. Nejprve
byla vyzkouSena metoda sedici kapky (,,sitting drop) a nasledné visici kapka (,,hanging
drop®). Pro metodu sedici kapky byla vybrana piislusna 24 jamkova krystalizaé¢ni desticka.
Do rezervoaru bylo napipetovano pomoci automatické pipety 50 ul precipita¢niho ¢inidla:
50 mM octan sodny a NaCl o koncentracich 4 %, 6 %, 8 %, 10 %, 12 %. Do ptislusného dulku
bylo vzdy napipetovano 1 pl roztoku precipitaéniho ¢inidla (o stejné koncentraci jako
Vv rezervoaru) a 1 ul lysozymu, oba tyto roztoky byly promichany pomoci automatické pipety.
Krystaliza¢ni desticka byla zalepena krystalové Cistou paskou, aby byla vytvofena uzaviena

soustava pro jednotlivé dilky na krystaliza¢ni destiéce.

Druhou provedenou metodou byla krystalizace metodou visici kapky (,,hanging
drop®). Do rezervoaru bylo napipetovano 50 ul precipita¢niho ¢inidla: 50 mM octan sodny a
NaCl o koncentracich 4 %, 6 %, 8 %, 10 %, 12 %. Na kryci skli¢ko bylo napipetovano 1 ul
roztoku cinidla (o stejné koncentraci jako v rezervoaru) a 1 ul lysozymu. Roztok
precipita¢niho ¢inidla a roztok lysozymu byl dohromady promichan. Sklicko bylo poloZeno
nad rezervoar a pfitlaeno do silikonového krouzku na desticce, aby byl zajistén vznik

uzaviene¢ soustavy.

4.8 Krystalizace Iripin-5

4.8.1 Pre-krystaliza¢ni test
Pted samotnou krystalizaci studovaného proteinu byl proveden pre-krystaliza¢ni test
metodou sedici kapky. Timto testem byla zjiSt€éna vhodnd koncentrace pro krystalizaéni

experimenty. Byla vyuzita komeréné vyrabéna sada PCT Pre-Crystallization Test (Hampton
Research, USA).

4.8.2 Krystaliza¢ni screening Iripin-5 pomoci krystaliza¢niho robota

Pro krystaliza¢ni screening byly vyuzity komeréné vyrabéné sady s precipitacnimi
¢inidly: JCSG++ (Jena Bioscience, USA), SG1 a PGA (Molecular Dimention, USA), PEGRx
a PEG/lon (Hampton Research, USA). Seznam podminek u jednotlivych precipita¢nich

¢inidel je uveden v Prilohach ¢. 2, 3, 4, 5, 6.
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Ke krystalizacnimu screeningu byl vyuzit krystalizaéni robot (OryxNano
crystallization robot, Douglas Instruments, Velkd Britanie). Komeréné vyrabéné sady
precipita¢nich ¢inidel byly pouzity za icelem zjisténi vhodnych podminek pro tvorbu krystald.
Krystalizacni robot byl vyuzit za Ucelem rychlejSiho rozkapani do desticek. U vSech
krystalizaCnich screeningli byl postup rozkapani stejny. Pro rozkapani pomoci robota byla
vyuzita 96 jamkova desticka (MRC 2-Drop Plate, Hampton Research, USA). Do rezervoaru
bylo napipetovano 50 pl precipita¢niho ¢inidla podle seznamu od vyrobce. Do jamky Al bylo
napipetovano prvni precipitacni ¢inidlo (Al) ze seznamu a timto zptisobem byla napipetovana
cela desticka. Vzorek proteinu byl v pufru o slozeni: 20 mM Tris pH 8, 150 mM NacCl.
Krystalizace byla provedena metodou difize par, konkrétné podtypem sedici kapky.
Nad rezervoarem byl roztok proteinu o objemu 1ul smichan s ¢inidlem v rezervoaru o objemu
0,5 ul nebo 1 pl. Kazda destiCka byla izolovana krystalové Cistou lepici paskou a dana
do lednice na 4°C. K prukaznosti, ze studovany vzorek obsahoval protein a nebyla
vykrystalizovana pouze stil, byl pouZzit mikroskop pro detekci propustnosti UV zéateni (JANSi
UVEXm Imaging Systems, SWISSCI, Velka Britanie).
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5 Vysledky

V této Casti bakalatské prace byly zaznamendny vysledky experimentli potiebnych
pro produkci a vykrystalizovani proteinu Iripin-5 ze skupiny serpint. Byly provedeny
experimenty od transformace proteinu az kziskani proteinovych  krystald

Vv dostacujici difrakeni kvalit€.

5.1 Pilotni exprese proteinu Iripin-5

Pilotni exprese byla provedena pro zjisténi vhodnych podminek pro namnozeni
studovaného proteinu v expresnich systémech. Studovany protein, ktery byl v plazmidu
pET17b, byl transformovan do kompetentnich bunék E. coli: BL21(DE3), BL21(DE3) —
CodonPlus, Rosetta gami 2 (DE3). Pro rist kolonii pfi 37°C kompetentnich bunék byly

vybrany plotny: ampicilinové a ampicilinové s chloramfenikolem.

Pilotni exprese byla provedena pro vSechny typy narostlych kolonii. Namnozeni
kultiva¢nich smési bylo provedeno pies noc a nasledujici den byl zahajen riist kompetentnich

bunék v podminkach zaznamenanych v Tab. Il. Po ukonceni rustu byly vzorky zanalyzovany.

Na Obr. 4 byl zachycen vysledek SDS — PAGE pro kompetentni bunky
BL21(DE3) — CodonPlus kultivované v LB médiu s AMP, které byly naprodukovany
pii 18°C. Nejlepsi produkce solubilniho proteinu byla s induktorem o koncentraci 1 mM
po inkubaci pies noc. Ale zaroven lze vidét, Ze 1 v neindukovaném vzorku byl protein

produkovan.

Na zaklad¢ vysledku ziskanych z SDS-PAGE (Obr. 4), byly vybrany kompetentni
bunky BL21(DE3) — CodonPlus. Studovany protein se nachazi okolo velikosti 42 kDa a byl
zobrazen v ¢erveném ramecku. Pfi porovnani vysledki z SDS-PAGE je ziejmé, Zze studovany
protein byl v téchto bunikach produkovan dostatené pro nasledujici experimenty. Vysledky

ostatnich bunék viz Pfiloha ¢&. 7.
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Obr. 4: Pilotni exprese BL21(DE3) — CodonPlus, LB médium, 18°C; M — marker, P — pelet,
S — supernatant, Oh — nula hodin, 6h — Sest hodin, ON — overnight (pfes noc), [+] — 1 mM

IPTG, [-] — negativni kontrola (potizeno autorkou).

5.2 Hmotnostni spektrometrie

Analyzou vyfiznutého prouzku proteinu z SDS-PAGE gelu pomoci hmotnostni
spektrometric byla potvrzena pfitomnost proteinu Iripin-5 (Obr. 5). Celkem bylo
identifikovano 55,8 % peptida ptirazenych k proteinu Iripin-5. Podrobngjsi tidaje o analyze

byly zaznamenany v Ptilohach ¢. 8 a 9.

IRS5, 211210_IRS5

MRYENEMRLANNRFAVDLLRGLPSSPEKNIFFSPYSISTAMGMVFAGAKGETLKNLYDGF
GYLRSGLKEDWVLQAYADHAKQLQVGQSQSTFDVANAAATHERLALLSAYENTLDSTFHA
QLLKVDFVNGGPAAIDEINRWVKQKTHDKIDKLFDGPLDPLTRLVLLNAIFFKGVWSTKF
DENATTKKQFLNGGTTPTQVDTMTKSIRIGYKLLPTMRLEIAELPYDGGNYSMVILLPRG
SEGIEAFKHSLTDHRLQDYIGHVELREVAVSLPKFKLETEYSLKDSLKSLGITEIFGTQA
DLSGISSDGELVVSDVVHKAVVEVNEEGTEAAAVSGVAVVTRLIEVPTLELNVNQPFLFF

IRNTHTKDLLFAGQVNHL
Obr. 5: Pokryti sekvence proteinu Iripin-5 analyzovaného pomoci timsTOF Pro.

Identifikované aminokyseliny byly zvyraznény Cerveng.

5.3 Exprese ve velkém méritku

Exprese ve velkém métitku byla provedena pro kompetentni buriky BL21(DE3) —
CodonPlus. Nejprve den pied zahdjenim produkce byla kultura bun€k namnozena ptes noc.
Naésledujici den tedy doslo k produkci bunék v LB médiu s AMP. Po dosazeni ODgoo = 0,562
po 2,5 hodinach bylo ptidano IPTG v koncentraci 1 mM nebo 0,5 mM. Divodem dvou

rozdilnych koncentraci IPTG bylo zjisténi, zda rozdilnd koncentrace IPTG bude mit vliv
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na produkci proteinu. Kontrola byla provedena pomoci bun¢k bez IPTG. Bunky byly dany
do shakeru na 200 rpm / pies noc / 18°C. Nasledujici den byly sto¢eny na ultracentrifuze a
pelety byly dany do mrazédku na - 80°C. Béhem exprese ve velkém métitku byly sbirany
vzorky, které byly zanalyzovany na SDS — PAGE (Obr. 6).

Na Obr. 6 byl zachycen vysledek SDS — PAGE exprese ve velkém méfitku. Bylo
zaznamenano, ze v indukovanych buiikach byl studovany protein produkovan, jak kdyz bylo
dano 1 mM IPTG tak i 0,5 mM IPTG (viz ¢ervené ramecky). Z vysledku bylo vyvozeno, ze
studovany protein je produkovan jak pfi koncentraci 0,5 mM IPTG tak i pii 1 mM IPTG. Dale
Z obrazku bylo zaznamenano, Ze protein byl produkovan v inkluznich téliskach tak 1
v solubilni ¢asti. V neindukované casti bylo zaznamendno vétSi mnozstvi proteinli

Z expresnich bunék.

P S P+ S+ P- S- P0,5mM S0,5mM

2 M Ooh Oh ON ONON ON ON ON
170 e

- -
s . .
40 .- e
5 .-

e

-
10 .

Obr. 6: Exprese ve velkém méfitku BL21(DE3) — CodonPlus, LB médium, 18°C; M —
marker, P — pelet, S — supernatant, Oh — nula hodin, ON — overnight (pfes noc), [+] — 1mM
IPTG, [-] — negativni kontrola, 0,5 mM — koncentrace IPTG (pofizeno autorkou).

5.4 Purifikace solubilni ¢asti

Nejprve byla purifikovana rozpustna ¢ast studovaného proteinu. Vzorek Iripinu-5
produkovany v BL21(DE3) — CodonPlus, LB médium (AMP), 18°C, 0,5 mM IPTG byl
nanesen na kolonu. Pribéh purifikace byl zaznamenan na chromatogram (Obr. 7 vlevo).
Frakce byly sbirany od 7 % koncentrace AE elu¢niho pufru. Po probéhnuti chromatografie
byly vzorky zanalyzovany a zaznam o provedeni byl zachycen na Obr. 7 vpravo. Na zaklad¢
provedeni SDS-PAGE bylo vyhodnoceno, Ze studovany protein byl predevsim ve frakci 12 a

Cast proteinu i ve FT (viz ¢erveny ramecek na Obr. 7 vpravo).
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Obr. 7: Vlevo iontové vyménna chromatografie vzorku Iripinu-5 (BL21(DE3) — CodonPlus,
LB médium, 18°C, 0,5 mM IPTG, AMP), vpravo SDS-PAGE iontové vyménné
chromatografie proteinu Iripinu-5 (M — marker, ON — on column, FT- flow through, 11-17 —

frakce) (pofizeno autorkou).

Vzorek frakce 12 ziontové vyménné chromatografie byl zakoncentrovan z 3 ml
na 500 pl pomoci Amicon Ultra-4 10K a byla u né&j provedena vyména pufrit pomoci
ptipraveného pufru na vyménu pufrid. U zakoncentrovaného vzorku frakce 12 byla provedena
gelova chromatografie, tato chromatografie byla zaznamenana na chromatogram (Obr. 8
vlevo). Vzorek ON (frakce 12 z ptedeslé purifikace) a eluované frakce (A1-B3) byly
zanalyzovany pomoci SDS-PAGE (Obr. 8 vpravo). U vyslednych frakci byla zméfena
koncentrace, viz Tab. IV. Koncentrace a ¢istota proteinu byla dostate¢na pro nasledné pouziti

(zamrazeni a krystalizaci Iripinu-5).

Gelova chromatografie Iripinu-5 2 M ON Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 B2 B3
500
400
% 300
200
100
0 MR MM MR B2 B3
65 70

mil

Obr. 8: Vlevo gelova chromatografie zakoncentrované frakce 12 proteinu Iripin-5
(vytvofeno autorkou), vpravo SDS-PAGE gelové chromatografie zakoncentrované frakce 12
proteinu Iripin-5, (M — marker, ON — on column, FT- flow through, A1-B3 — frakce)

(potizeno autorkou).
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Tab. IV: Naméfené koncentrace frakci (A3-A9).

Frakce | Koncentrace [mg*ml?]
A3 0,438
Ad 0,506
A5 1,013
A6 1,590
A7 0,683
A8 0,424
A9 0,156

5.5 Purifikace proteinu z inkluznich télisek

Po expresi ve velkém métitku byly pfipraveny k purifikaci inkluzni téliska, byl k nim
piidan pufr na rozbiti inkluznich télisek. Pfed zahdjenim refoldingu byla provedena iontove
vymeénna chromatografie. Nasledné¢ byla zméfena koncentrace inkluznich télisek, kterd byla

8,6 mg*ml™,

U inkluznich télisek byl proveden refolding pomoci ptislusnych pufiii. Nasledné na to
byla provedena iontové vyménna chromatografie. Pribéh purifikace byl zaznamendn
na chromatogram (Obr. 9 vlevo). Vzorky ziontové vyménné chromatografie byly

zanalyzovany pomoci SDS-PAGE (Obr. 9 vpravo). Sebrané frakce byly pomérné ¢isté.
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Obr. 9: Vlevo iontové vyménna chromatografie vzorky ziskané z refoldingu proteint
inkluznich télisek (vytvofeno autorkou), vpravo SDS-PAGE iontoveé vymeénné
chromatografie vzorky ziskané z refoldingu proteinti inkluznich télisek, (M — marker, ON —

on column, FT- flow through, 2-8 — frakce) (poiizeno autorkou).

Pro lepsi procisténi proteinu a zjisténi velikosti ¢astic byla provedena gelova
chromatografie frakce 2 zpiedeslé purifikace. Provedeni gelové chromatografie bylo

zaznamenano na chromatogram (Obr. 10 vlevo). Posbirané frakce byly zanalyzovany pomoci
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SDS-PAGE (Obr. 10 vpravo). Z vysledkt bylo zjevné, Ze i z inkluznich télisek bylo mozné

ziskat studovany protein a to v dobré Cistoté.

Gelova chromatografie Iripinu-5 pro IB we M ON Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8
80 170 -
- 55
- H T —— |
2 35 -
E 40—
-
20—
10 -
0 T Ty T
186 188 190 192
ml

Obr. 10: Vlevo gelova chromatografie vzorky ziskané z iontové vyménné chromatografie
inkluznich télisek (vytvofeno autorkou), vpravo SDS-PAGE vzorky ziskané z iontové
vyménné chromatografie inkluznich télisek, (M — marker, ON — on column, FT- flow

through, A1-A8 — frakce) (pofizeno autorkou).

5.6 Krystalizace lysozymu

Krystalizacni metodou sedici kapky byly zachyceny 3D krystaly lysozymu
v kombinaci lysozym o koncentraci 40 mg*ml™* a roztokem 50 mM octanu sodného s 8%
NaCl (Obr. 11 vlevo). Byly vypéstovany jehlicky, mofsti jeZci (Cerné Smouhy) a monokrystaly
(Obr. 11 vlevo). Dalsi pofizené 3D krystaly byly vypéstovany v kombinaci lysozym

o0 koncentraci 60 mg*ml* a roztokem 50 mM octanem sodnym s 4% NaCl (Obr. 11 vpravo).
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Obr. 11: Vysledky krystalizaéni metody sedici kapky: vlevo 40 mg*ml? lysozym, 50 mM
octan sodny a 8% roztok NacCl, vpravo 60 mg*ml* lysozym, 50 mM octan sodny a 4%

roztok NaCl (poftizeno autorkou).

Pomoci krystalizatni metody visici kapky byly ziskany 3D krystaly lysozymu
0 koncentraci 40 mg*ml™? a 50 mM octanem sodnym s 6% NaCl (Obr. 12 vlevo). Velké
mnozstvi malych 3D krystalii bylo zachyceno na Obr. 12 vpravo v kombinaci 60 mg*ml™
lysozymu a 50 mM octanu sodného s 4% NaCl.

Obr. 12: Vysledky krystaliza¢ni metody visici kapky: vlevo 40 mg*ml? lysozym, 50 mM
octan sodny a 6% roztok NacCl, vpravo 60 mg*ml* lysozym, 50 mM octan sodny a 4%

roztok NaCl (pofizeno autorkou).
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5.7 Krystalizace Iripin-5
Pomoci pre-krystalizacniho testu byla zjisténa vhodnd koncentrace Iripinu-5

pro krystalizaéni experimenty a to 1,14 mg*ml=.

Narostlé krystaly byly zaznamenany pomoci UVEXu pro svételné pole na Obr. 13
vlevo, tyto krystaly byly vypéstovany pii kombinaci Iripin-5 (1,14 mg*ml™) s precipitaénim
¢inidlem JCSG++ v jamce D7 o slozeni 40% (w/v) polyethylen glykol 400, 100 mM Tris o pH
8,5, 200 mM sulfat lithny v poméru proteinu a precipitaéniho ¢inidla 1:1 (1ul proteinu + 1pl
precipitaéniho ¢inidlo) nad 50 pl precipita¢niho ¢inidla v rezervoaru. Vpravo na Obr. 13 byla

zachycena pritomnost proteinovych krystali v kapce pomoci UVEXu.

v

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

Dalsi krystaly Iripinu-5 byly zaznamenany na Obr. 14 vlevo, tyto krystaly byly
vypéstovany pii kombinaci Iripin-5 (1,14 mg*ml?) s precipitaénim ¢&inidlem JCSG++
v jamce G3 o slozeni: 20% (w/v) polyvinylpyrolidin K15, 100mM Tris o pH 8,5, 100mM
chlorid kobaltnaty v poméru proteinu a precipitacniho ¢inidla 1:1 o objemu 1pul roztoku
proteinu + 1ul precipitaéniho ¢inidla nad 50 ul precipitaéniho ¢inidla v rezervoaru. Vpravo
na Obr. 14 bylo prokazano, Ze byly opravdu vypéstovany krystaly proteinu, a to ve tvaru
jehlicek.
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Obr. 14: Vlevo krystaly Iripinu-5 pod UVEXem pro svételné pole, vpravo krystaly Iripinu-5
pod UVEXem (pofizeno autorkou).

Krystaly Iripinu-5 (1,14 mg*ml?), které narostly v kombinaci s precipitaénim ¢inidlem
JCSG++ vjamce D3 byly zaznamenany na Obr. 15 vlevo. V této jamce bylo sloZeni
precipitacni ¢inidla: 40% (w/v) polypropylen glykol 400, 100mM Tris o pH 8,5, 200mM sulfat
lithny. Pomé&r proteinu a precipita¢niho ¢inidla byl 1:1 o objemu 1ul roztoku proteinu + 1pl
precipita¢niho ¢inidla nad 50 ul precipita¢niho ¢inidla v rezervoaru. Vpravo na Obr. 15 byly
vypéstovany proteinové krystaly, a to konkrétné¢ mikrokrystaly. Mikrokrystaly nebyly
shledany jako vhodné pro difrak¢ni analyzu, ale byla zde mozZnost provedeni dalsi

optimalizace pomoci mikroockovaci metody.

Obr. 15: Vlevo krystaly Iripin-5 pod UVEXem pro svételné pole, vpravo krystaly Iripinu-5
pod UVEXem (pofizeno autorkou).

Dalsi krystaly byly zaznamenany na Obr. 16, vlevo byly zachyceny krystaly
pod UVEXem pro svételné pole. Krystaly byly vypéstovany pii kombinaci Iripin-5

32



(1,14 mg*ml %) s precipitaénim ¢inidlem SG1 vjamce Al o slozeni: 200 mM chlorid
hotec¢naty, 100 mM hexahydrat Tris o pH 8,5, 30% (w/v) PEG 4000. Pomér proteinu a
precipita¢niho ¢inidla byl 1:0,5 o objemu 1ul roztoku proteinu + 0,5 ul precipitacniho Cinidla
nad 50 ul precipita¢niho ¢inidla v rezervoaru. Vpravo na Obr. 16 jsou zaznamenany ziskané

jednotlivé krystaly kubického tvaru studovaného proteinu.

Obr. 16: Vlevo krystaly Iripin-5 pod UVEXem pro svételné pole, vpravo krystaly Iripinu-5
pod UVEXem (poftizeno autorkou).

Jako nejlepsi krystaly Iripin-5 byly vyhodnoceny monokrystaly, které byly zachyceny
na Obr. 13 a 16, a zaroven to byly i krystaly v difrak¢ni kvalité.
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6 Diskuze

I. ricinus je jednim z hlavnich ptfenasect lymské borelidzy a klistové encefalitidy
ve sttedni Evropé. Lze ho tedy vyuzit jako modelovy organismus pro studium serpind
(Kotsyfakis et al., 2015; Kascakova et al., 2021). Davodem vyuziti I. ricinus je vyskyt serpinti
ve slinach klistéte prisatého k hostiteli. A pravé pritomnost serpind ovliviiuje hostitele a jeho
imunitni systém (Chmelaf et al., 2017). Pro pochopeni vlastnosti a funkci serpint je dulezita
znalost jejich struktury (Mahon et al., 2018).

Proteazy jsou enzymy, které $té€pi peptidy na aminokyseliny a mensi peptidy, jsou
soucasti mnoha fyziologickych procest. Role proteazovych inhibitort je pfedevsim v inhibici
celych skupin latek. A pravé pfitomnost protedzovych inhibitord ve slinnych Z14zach je
vyhodna pro kli§té a neptizniva pro hostitele. Z tohoto pohledu jsou inhibitory proteaz u klist'at

pfedmétem mnoha vyzkumu pro vyvoj vakcin (Chmelaf et al., 2017).

Pro Iripin-5 na zaklad¢ vykonani testu antiproteazové selektivity byla zjisténa inhibice
proti nasledujicim proteazdm: trombin, faktor Xa, kalikrein, chymadaza, trypsin, a-
chymotrypsin, B-tryptaza, neutrofilni elastaza, katepsin B, u-PA, plazmin, matriptaza, faktor
Xla, faktor Xlla, t-PA, proteinaza 3. Iripin-5 nejvice inhibuje neutrofilni elastazu a
proteinazu 3. Dale také bylo zjisténo, Zze v P1 reziduu je aminokyselina arginin, ktery

interaguje s krevnimi koagula¢nimi proteazami (Kasc¢akova et al., 2021).

Purifikace je nedilnou soucasti ptipravy cistého proteinu. Pro Iripinu-5 byla
Kk purifikaci vyuzita iontové vyménna a gelova chromatografie. Studovany protein se podafilo
vypurifikovat jak ze solubilni ¢asti, tak z inkluznich télisek. Béhem purifikace solubilni ¢asti
vzorku studovany protein protekl kolonou bc€hem iontové vyménné chromatografie,
pravdépodobné k tomu doslo pfitomnosti vyssi soli v lyza¢nim pufru. Nicméné nakonec se
podafilo studovany protein vypurifikovat. Kanalyze vzorki a zjiSténi pfitomnosti
studovaného proteinu ve vzorku byla vyuzita SDS-PAGE. Piitomnost Iripinu-5 ve vzorku byla

dale potvrzena i pomoci hmotnostni spektrometrie.

Samotna krystalizace byla zahajena krystalizaénim screeningem za pouziti péti
komer¢né vyrabénych sad precipita¢nich ¢inidel. Nejlepsi vysledky byly zaznamenany u dvou
sad JCSG++ a SG1. Krystalizace Iripinu-5 byla provedena pomoci metody difuze par, a to
konkrétné¢ metodou sedici kapky. Krystaly studovaného proteinu byly pozorovany pomoci
svételného mikroskopu pro detekci propustnosti UV zafeni. Na zdklad¢ vysledki

krystaliza¢niho screeningu bylo moZzné optimalizovat podminky pro krystalizaci Iripinu-5.
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Nasledné se podatilo ziskat krystaly v difrakéni kvalité, diky ¢emu mohla byt urc¢ena struktura

stipnutého Iripinu-5 (PDB 1D: 7B2T).

Vzajemné porovnani Krystalizace serpind je jeden z nastroju, jak lze dojit k nalezeni
vhodnych krystaliza¢nich podminek pro dalsi serpiny. Dale lze vyuzit i skutecnosti, ze serpiny
se vyznacCuji konzervativni sekundéarni strukturou, tudiz poznatky o jednom serpinu lze

aplikovat i na dalsi.

Jednim ze serpinl nachdzejici se ve slinach klistéte je IRS-2. Na zaklad¢ experimentii
bylo zjisténo, ze inhibi¢ni aktivita IRS-2 je pfedevSim proti chymotrypsinovym proteazam,
takze ma protizanétlivy ucinek. K produkci studovaného proteinu bylo pouzito 0,5mM IPTG.
IRS-2 byl ziskan z inkluznich télisek a k jeho purifikaci byla vyuzita iontové-vyménna
chromatografie. Pro krystalizaci IRS-2 byla pouzita krystalizaéni metoda difize par,
konkrétné jeji podtyp visici kapky. Pro krystaliza¢ni screening byly pouzity komercné
vyrabéné sady precipitacnich ¢inidel (Sigma Aldrich, USA). Pomér roztoku proteinu
S precipitaénim ¢inidlem byl 2:1, 0 objemu 2ul precipita¢niho ¢inidla a 1 pl roztoku proteinu.
Koncentrace IRS-2 pro jeho krystalizaci byla 3,5 mg*ml?. Krystaly byly ziskany ve tvaru
jehel, v kombinaci IRS-2 o koncentraci 3,5mg*ml™ a precipitaénim roztoku: 75 mM Hepes
0 pH 6,5, 9% (w/v) PEG 20000. Finalni struktura IRS-2, ktera byla naméfena na 1,8 A, je
strukturou ve Stipnuté konformaci. DoSlo k tomu kvili pfitomnosti protedz v expresnim

bakterialnim systému (Kovarova et al., 2010).

IRS-3 se téz fadi k serpinim vyskytujicim se ve slinach klistat. Studovany protein
inhibuje serinové proteazy podobné trypsinu, t€mi jsou kalikrein a matriptaza. U IRS-3 byly
provedeny in vitro testy jeho funkci: inhibice vnéjsi koagula¢ni drahy krve, zeslabeni produkce
interleukinu-6, snizeni pteziti a proliferace CD4+T bunék a potlaéeni imunitni odpovédi Thl.
Protein byl produkovan po piidani 0,5 mM IPTG. IRS-3 byl ziskan z inkluznich télisek.
K purifikaci studovaného proteinu byla vyuzita gelova chromatografie. Krystalizace byla
provedena pomoci komeréné vyrdbénych sad precipitacnich cinidel. Pre-krystalizacnim
testem byla stanovena minimélni koncentrace studovaného proteinu na 1,88 mg*ml™.
Metodou krystalizace byla metoda difiize par, konkrétné jeji podtyp sedici kapky. Krystaly
v difrakéni kvalité byly ziskany v kombinaci IRS-3 o koncentraci 1,88 mg*ml?! a
precipitatniho c¢inidla o sloZeni: 200 mM thiokyanatu draselného, 100 mM kakodylatu
sodného a 8% (w/v) y-polyglutamové kyseliny o pH 6,5, v poméru 2:1 (2 pl precipitacniho
¢inidla:1 pl roztoku proteinu nad 50 ul rezervoarem). Struktura IRS-3 (PDB ID: 7AHP) byla
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vyfesena pomoci metody molekularni ndhrady s vyuzitim struktury IRS-2 (PDB ID: 7AHP).
3D struktura byla ziskdna X-ray krystalografii a data byla naméfena na 1,95A (Chlastakova et
al., 2021).

Dalsi ze serpint vyskytujici se ve slinach klistat, u kterého byla vyfeSena struktura, je
IRS-8 (PDB ID: 7PMU). Na zakladé in vivo experimentu bylo zjisténo, ze studovany protein
inhibuje tyto protedzy: trombin, faktor VIla, faktor IXa, faktor XIa, faktor XlIIa, plazmin, APC,
kalikrein a trypsin. Nejrychleji byl inhibovan plazmin. Mezi funkce IRS-8 se fadi modulace
hostitelského komplementu a regulace koagulacni kaskady, které klisté vyuziva k usnadnéni
krmeni. Protein IRS-8 mél pro lepsi purifikaci znacky SUMO a HisTag. Nejprve byla
provedena afinitni chromatografie. Nasledovalo §tépeni znatek pomoci SUMO protedzy.
K odstranéni znac¢ek od nativniho proteinu byla provedena afinitni chromatografie. Protein byl
jesté procistén pomoci iontové-vyménné a nasledné i gelové chromatografie. Ke krystalizaci
IRS-8 byla vyuzita komeréné prodavana sada precipitacnich ¢inidel PGA screen (Molecular
Dimensions, USA). Krystaly byly vypéstoviny o koncentraci IRS-8 6,5 mg*ml™
S precipita¢nim 0 slozeni: 100 mM Tris o pH 7,5, 5% PGA-LM, 30% (w/v) PEG 550 MME.
Struktura IRS-8 byla vyfeSena pomoci molekularni nahrady, k tomu byl vyuzit model
conserpinu (PDB ID: 5CDX). Nativni, nestipnuta struktura IRS-8 byla vyfesena na 1,93 A
(Kotal et al., 2021).

Pii porovnani jednotlivych serpinti z klistat 1. ricinus, u kterych byla provedena
strukturni analyza, je zfejmé, Ze kazdy ze serpinii napomaha klistéti prekonat imunitni
odpovéd’ hostitele, a tim se mohou klistata déle krmit, ¢imz mohou snadnéji pfendset rtizné

patogeny.

36



[ Zavér

Teoreticka Cast prace popsala obecny tvod k serpinim. Byly zminény jejich funkce,
pfedevsim inhibice serinovych proteaz. Byl popsan i proces inhibice proteazy serpinem a
kovalentni vazba mezi serpinem a proteazou. Vzhledem k tomu, ze studovany protein byl
ziskan z klistat, ¢ast teoretické prace byla zaméfena i na vyskyt serpinii u klistat. Serpiny se

vyskytuji ve slinnych zlazach klist'at a napomahaji pfenosu patogend.

Dalsi kapitolou v teoretické ¢asti této bakalaiské prace byl popis metod slouzicich
k nasledné strukturni analyze serpind. Pied zahajenim strukturni analyzy je dobré ziskat
dostatecné €isty vzorek studovaného proteinu, k dosazeni tohoto bodu slouZi purifikace. Byly
popsany predevsim tfi typy chromatografii (afinitni, iontové vyménna a gelova
chromatografie) jako metody purifikace. Nasledujicim krokem ke zjisténi struktury je
krystalizace. Byly zminény nej€astéji pouZivané metody pro krystalizaci serpinti, t€mi jsou
metody diflize par, jeji podtypy: metoda sedici kapky, metoda visici kapky a metoda
sendvicové kapky. K samotnému zjisténi struktury u serpint se vyuziva X-ray krystalografie,
kterou bylo popsano nejvice struktur serpint. Dale je mozna strukturni analyza pomoci

neutronové difrakce nebo kryo — EM, kterd se vyuziva ke zjisténi struktury komplexi.

V experimentalni ¢asti byl popsan postup piipravy proteinu Iripin-5 ke krystalizaci a
nasledna krystalizace studovaného proteinu. Iripin-5 byl dodan v plazmidu pET 17b z Katedry
medicinské biologie, P¥F, JCU. Byla provedena transformace do kompetentnich bunék.
Pomoci pilotni exprese byly zjistény vhodné podminky pro namnozeni studovaného proteinu.
Po provedeni exprese ve velkém métitku byla zahajena purifikace. Nejprve byl studovany
protein procistén pomoci iontové vyménné chromatografie a nasledné pomoci gelové
chromatografie. Podafilo se ziskat studovany protein jak ze supernatantu, tak z inkluznich

télisek. Pfitomnost Iripinu-5 ve vzorku byla potvrzena i pomoci hmotnostni spektrometrie.

Samotna krystalizace Iripinu-5 byla zahdjena krystalizacnim screeningem, pro ten byly
vyuzity komeréné vyrabéné sady precipitacnich ¢inidel. Celkem bylo vyuZzito pét sad. Dveé
sady byly vyhodnoceny jako nejlepsi JCSG++ (Jena Bioscience, USA) a SG1 (Molecular
Dimention, USA). Narostlé krystaly studovaného proteinu byly zaznamenany pomoci UVEXu
pro svételné pole. Potvrzeni o pfitomnosti proteinovych krystali bylo provedeno pomoci
mikroskopu pro detekci propustnosti UV zifeni. Na zakladé mnou provedeného

krystaliza¢niho screeningu bylo moZzné optimalizovat podminky pro rast krystald Iripin-5.
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Optimalizaci podminek byly ziskany krystaly v difrakéni kvalité a diky nim mohla byt

vyfesena struktura Stipnutého Iripinu-5.
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Obr. 4: Pilotni exprese BL21(DE3) — CodonPlus, LB médium, 18°C

Obr. 5: Pokryti sekvence proteinu Iripin-5 analyzovaného pomoci timsTOF Pro

Obr. 6: Exprese ve velkém méfitku BL21(DE3) — CodonPlus, LB médium, 18°C

Obr. 7: Vlevo iontové vyménna chromatografie vzorku Iripin-5 (BL21(DE3) — CodonPlus,
LB médium, 18°C, 0,5mM IPTG, AMP), vpravo SDS-PAGE iontové vyménné
chromatografie proteinu Iripin-5

Obr. 8: Vlevo gelova chromatografie zakoncentrované frakce 12 proteinu Iripin-5, vpravo

SDS-PAGE gelové chromatografie zakoncentrované frakce 12 proteinu Iripin-5

Obr. 9: Vlevo iontové vyménna chromatografie vzorky ziskané zrefoldingu proteind
inkluznich télisek, vpravo SDS-PAGE iontové vyménné chromatografie vzorky ziskané

z refoldingu proteint inkluznich télisek

Obr. 10: Vlevo gelova chromatografie vzorky ziskané z iontové vyménné chromatografie
inkluznich télisek, vpravo SDS-PAGE vzorky ziskané z iontové vyménné chromatografie

inkluznich télisek

Obr. 11: Vysledky krystalizaéni metody sedici kapky: vlevo 40 mg*ml? lysozym, 50 mM
octan sodny a 8% roztok NaCl, vpravo 60 mg*ml? lysozym, 50 mM octan sodny a 4% roztok
NaCl

Obr. 12: Vysledky krystalizaéni metody visici kapky: vlevo 40 mg*ml? lysozym, 50 mM
octan sodny a 6% roztok NaCl, vpravo 60 mg*ml? lysozym, 50 mM octan sodny a 4% roztok
NaCl

Obr. 13: Vlevo krystaly Iripinu-5 pod UVEXem pro svételné pole, vpravo krystaly Iripinu-5
pod UVEXem
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Obr. 14: Vlevo krystaly Iripinu-5 pod UVEXem pro svételné pole, vpravo krystaly Iripinu-5
pod UVEXem

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

Obr. 16: Vlevo krystaly Iripinu-5 pod UVEXem pro svételné pole, vpravo krystaly Iripinu-5
pod UVEXem
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11 Seznam priloh

Ptiloha €. 1: SloZeni ¢inidel sady PCT (Hampton research, USA)

PCT Formulation
* Reagent A1 - 0.1 M TRIS hydrochloride pH 8.5, 2.0 M Ammonium sulfate

* Reagent Bl - 0.1 M TRIS hydrochloride pH 85, 1.0 M Ammonium sulfate
* Reagent A2 - 0.1 M TRIS hydrochloride pH 8.5,

0.2 M Magnesium chloride hevahydrate,

308 wyv Polvethylene glyeol 4,000
* Reagent B2 - 0.1 M TRIS hydrochloride pH 8.5,

0.2 M Magnesium chloride hexahydrate,
15% wv Polvethylene glveol 4,000
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Ptiloha €. 2: SloZeni precipita¢nich ¢inidel sady JCSG++ (Jena Bioscience, USA)

SCREEN FORMULATION

e

R 8 Prdg thy b gl e 4 00
3o Pk il il 104
20w s Pkt e sl R E
e Rand Byt -l pria ol
B ua s PokEiy e g LRE
B % wlw Pl thy e gl ool V00
0 Pk bl R
N Pty e sl LRE
% s Pk thy s gl LB
0w s Pty e gl 1R
Rt n] -yt 14 g r il
R w Pk U v el LA
oaw

0 Pk Uy v il LA
26w Pkt e g gl R
W P g e g cod 040
4D mn by A el
= uaaitard
Bl Pl gl gl 4
) P gl g cod B
30w Frok thy e ol 040
0 Pk Ly b g e 1
o

e Pk by et il LA

s
"
u
"
"
L]
L3
"
-
Ll
L
Wi
-
L]
L]
L]
=
"
L3
L
-
L
L]
]
m

i b ralics ind e o of e LD M bafler

fa[m)iesorean JC5G+ HTS

Fradpdtan 1 L b

rera W o oo o i pHe Wi L EHum milin

ramn Sl 1 iyl H L e

e rora o - L Ty O ATl pH D
rore & chicd de:

P redd EOTE B e U R pH A
rora 0 ok P oy phaspba i e pie 1 B LH U mifnin

rawn Wl CHE H o

P reid EOTE Al U R pHE
rora rora Wb i umy chicd deg pH 1
[y rora S P v s P 3
rora ol W 5 i drweiun d by dogr ghoaphadn
rawn e ol Pk vl Rl HE
e i - s pHa B TR

rawe A T Lial e ok el (HE Y
e T e L ora

# R wlihglana gl W L 7 rora

8 W Pl ol v il il B W el B pH Y Rl

T i e i rore

et T Pl e N M pH A i

ey Al WA pH S bl sl chicd o
rora W o b S cikrate; pH & & ora

. WS Y A B Wt e (o i

e e L - i

rawa o Dl |- Palld e i W g pH LD

T - 0 B D

.
®-® Jena Bioscience
.

SCREEN FORMULATION

i b rcicaind are thow of e LD M baler

e el Fradpian 3 L o

0 3% wlsPolmityiras gl W60 rora W ol Pk oy phasphai ciraa; p 4. Bl Soed u chicd e

B 3% afu Py b ol KO0 v W ol L~ il pH Vb i

8 xwalsPolstiyie gl LR0 (= o e A U iV pHED
Wl P il e ool 00 rora W L L

a Sk d-h N P " - —

O 40% wh Folmthyler gl B4 rore Wl ol Pt oy phasphaie cirie; pH 4 rons

0 R kP il e ol 1 000 v W ol i (B ol Hira drn

o musitend = B pH RS e

O B % sl Propnecl e Wl ol oo Pt i phooph s pH 61 rons

CE BN ale P gl e g ool 1 G000 FE T TR A o A e

o remw rore e T 1.

FU W Pl el el 1000 TR Pk Ly i ]l 16 v o

3% sPoketel e giwol 180 10 %l Glard fors o

T 0wl Py b g el 4 6 raws W el HE PRy H 28 Tt W g o 1 e
W s oty e g ol 105 (= o s phosphum pH 1 Sl u chicd o
04 30%wluPokmtiyira gl MO0 rora Wl e o 4 B LEH u mllin
Rl e A v W HE T (H 28 v

D8 3w s Polmy e g ol RO = B pH S i g o chica o
W AP ke i 8 vaw W H R LU i

D A6 wh ey rm el = il Wy e

08 B5% mh Poluthy b gl 4000 B % s Gy rora e e ]
TE 40 wh kv e B v Wl Y, HE il vk din
Of W%k Il 1% ks Gl Horh Soddum w4 el ol i e o i
OO W e Pl ke v il 0 ELL L v A ki o - g b

.
®:® Jena Bioscience
[

47



n
Lo
@
[}
]
L3
L)
]
L]
[+
m

m
n

i
"
("]
=
i
o
w
i
[
(5]

Fi@I@3FLE e

[E)iescrean K56+ HTS

{
|

s drwrwri milis

183
i
i%g
i
§ i

B o gl e ok
WA% iy ol syl g e RO
R Pl gl il BT
Euata | e B o0

B e TR pH R
Vil Fobm byl il rerormibyl dher L6
T A X

i%iiiiiiiii

10 % s G

FigiRigigigg

S o i e d e thoas of e Lk B bafler

L

! w | Vi -3 0, b i

ER DL TE D P R T

X s Pols nelpaoltona BT

B % s Pokmiby s gl Frrorsib dher L
T i ol gl ra gl 1

%!y Pomity e e LB

e Pl gl v o L1

Wl Pty e sl LR

%t Primity e gl rerorsibg dher L0
3B il Pty e flpcol Perorsthal dhie L 6
Foaw

L. ]

[

VR P by v el LG

B ) P gl s gl 1 T

§9% utu ] byl L4 g ru el

A ]l L L

TRk Py b ol Tooo

! Pl ol el 1

B et Pl gl e e

B % el P gl gl 1,000

Bl Pl el il 1

B SwlsPd it ee glpod 1060
LLETATTE P T P )

i b ralics ind e o of e LD B bafler

HHHEHHEHHEHEHHI

.
SCREEN FORMULATION ‘®:® Jena Bioscience
[

e it &
W ol WS 5 T il Sl diria
W e B H 8 Al i e ki i
Al G 0 ‘S S s chicd e
W W Wi LEH uy milin
S C pH rore
W bl o i Tz acia i
W P R H B X Y ainla e

M il .
s ol WS L B g bl
W P B pH D fore
0 S pH 85 W Gk
WSl i i o B e

WD S pH

e

s Wy pH
Wl LA 7
W Ty H RN
D |
e

roea
W HE T H A5
Wi ol L i
W Pl HE PR (H 20

A s e e (o vl
e

G - i H 2
5 o Bt b i
14 W d - Soairy rw lors i pH 3
TIRR - i i H 2
Vo - md b g 100
o

..
SCREEN FORMULATION ®:® |ena Bioscience
]
L o
Wi el LY i A rera
W HE TR H 28 X e g e
Tk T EE e Lt it i chiorice:
o B S B Vi by i W s
s e L B i b B chdoriche, § el sl umy oo i, § ol P e B e, § i it s i chicorcie:
rora BT o Soedur raorate; pH A
i s L LY L
rora il il - L e pH L
e W0 P e L e
Todd T i s B
W el TR S 55 1H i ury e
W T H A 1
L THE ETTE B s U R
W . BT H A T el
Al TR, e
o BETH S 58 Bl o i
W BT H 3 E e
Al TR, P A AT D L
W ERTH Y H Y Erl drwmrie wilily
s e TR P o 4ol umy o ce-
W el B-TH & 55 Bl L H um milin
W ERCTH N H A Tl i anlde
W el TR S 55 B, W gromd ey chicd ce
W HETR Y gH 2N Herllh it i e

48



Ptiloha ¢. 3: Slozeni precipitacnich ¢inidel sady SG1 (Molecular Dimention, USA)

Moleonlar
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Ptiloha €. 4: SloZeni precipita¢nich ¢inidel sady PGA (Molecular Dimention, USA)
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Meolecular
Dimensions

The PGA Screan™ HT-96 / FX-96 Conditions E1-H12 MD1-51 / MD1-51-FX
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Abbreviations:

-PGA |Na+ foams, LM, poby-p-glutamic acid kow molecular weight polymes, PEG, polyetiylens glycol; MIMIE,
moresmethyl ethier; MIPD, 2-methyl-2,4-pentanediol, Hexylene ghyool; Tris; 2-A&ming-2-

| Fepd romy il jpropane- 1 3-dial.
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Ptiloha €. 5: SloZeni precipita¢nich ¢inidel sady PEGRx (Hampton Research, USA)

PEGRx HT™ HR2-086 Reagent Formulation
Well Biaftr © el Palymer
] ]
LA} 0 M i acid pH 15 LiAd} 345 wiv Pryeiylns gipo 300
2.AZ)  01M Bodium o ribasie diydrals pH 5.5 2R 3% wiv Poyeiyles gipo 300
A5 01MHEFEEHTS A5 s wiv Poyeiykns gipo 300
L8 01 M Bodium aaiaia irhydsi H 45 L 9w Poyeiykns giol 300
5.0A5) 01 MBE-TRISpHES S5 25% wi Poyeiykens gio 300
G.0AE) 0.1 M BICIME pHES GAEl 20 wi Poieiykns giol 300
T.AT) 01 M Bodium aceiaie sy sH 40 TAT) 15 v Poyeilns gipo 830
BGAE) 0.1 M WES monohyoimis pH B2 BAE} 2% wiv Pryeiykns gipo 830
QS 01 MTEEpHED OB 9% wi Poyeiykns gipol 830
10 GAI0) (.1 M Sodium ol ilase: ditydrals pH 5.0 0 GAIDY  30% wiv Poiveylans gipol menonsiyl 4 e 550
LAY 0.1 M imidazol pH 7.0 LAY 25% wiv Poyeiylns gipol menonsiy & e 550
12,6812 0.1 M BE-TRIS propana ph 3.0 12 (A1E)  20% wiv Poeliylns gipol menonsiy 4 e 550
3[BT 0.1 M Sodium aceiai irydis sH 40 12 /BT 0% wiv Jallaming® M-EDOP pH 7.0
W[RE 01 M WES monohydls pH 68 RN 20% v Jallaming WEDD" pH T
15BN 01MEssHAD 15 [BY 3% vl Jallaning® WED® pH 70
A6 [B] 0.1 M Gl acid pH 25 96 [BM] 1% wefv Potyaifyions giyoa 1,000
17.[BS5 0.1 M Godium ol isasie ditydrale pH 5.5 1785 2% av Polyaiions giyeal 1 000
16 [BE| 0.1 MHEPES pHTS 16 [B] 30 aefv Polyaifions giyeal 1 000
1L [E7] 0.1 M Godium acotai irycais sH 45 16.[H7] 30 afv Polyaifyions giyeal 1 500
3ML[BE 01 MBETRIEpHES 30[BE 30wy Polyaifyions giyeel 1 500
(B 01 MBICME pHES H.EH 15w Polyaiyions giyssl 1 500
2 EAD 01 M Saliun arelaks iyt 8 40 20 (EADD 1% aefv Polyaifyions giyssl monamaisy cikar 2,000
B 01 M WES menotyeals pH B3 21 (B 20wy Polyaifions giyssl monamais cikar 2,000
24 EAD 01 MEsgHAD 24 EAE 5% aefv Pobyaihyions giyool monomaeiy citer 2000
35404} 04 M Sodium clivaia ibasie diydrals pH 5.0 3500} 5 wiv Jallaming EDLHEH pH 70
BECH 04 M imidazole pH 70 3ECH 20 wiv Jallaming EDLHEH pH T4
IACH 01 M BE-TRIS propans pH IICH 1o wiv Jalaming” EDN0 pH 70
B804} 01 M Gl ackd pH 15 MDA} 25% aev Polyaihyions giyos 3550
25,005} 0.1 M Bodium civaa riase: diydrals pH 5.5 25,005} 12wy Plyathyions giyos 3550
M.|0E) 01MHEFEEpHTS MIDE} 1% aefv Polyaihyions giyoe 3550
M.ICT} 04 M Godium acaiaia sy sH 40 MICT} 1% nefv Pobyaiyions giyool 4 000
ICE 04 M WES monohyoieis pH 62 ILICH 4% aev Polyaihyions gyoo 4 000
ICH  01MTEspHED ILCH 28wy Polyaihyions gyoo 4 000
34CA0) (01 M Baium acaiaia ishydeis B 45 ST 30 aefv Polyaihyions giyosl monomaisy citer 5,000
5G] 04 MBIETRIS pHES 5 [CA1) 20 aefv Polyaihyions giyosl monomeis civer 5,000
B CAZ) 04 MBICINE pHES LIS B afy Polyaifyiene giyinl monometyl ciner 5000
DM} 04 M Bodium ciaa riasie diydrals pH 5.0 DM} 10 nefv Pobyaiiyions giysel 6 000
B 01 M imidazok pH 70 B0 2% wv Polyeiyions giyod 6 000
.03 0.1 M BE-TRIS propans p 3.0 H.i03 3% wv Polyaiiyions giyoo 6 000
40,004} 0.1 M Ciltic acid pH 35 43004} 28% wv Polyaifyions giyoo 8000
41,005} 0.1 M Sodium ol i ditydrals pH 5.5 41005} 1E% wv Polyaiiens giyoel 8 000
42.|§} 01 MHEPESHTS 42.|DE| &% wiv Polyeifyiene giyenl & 000
4307 0.1 M Bodium aceiaie irhydsis sH 45 AL07] 1% wefv Polyaifyiens giyol 12,000
#4008 01 MBETRIS pHES D8 V8% aev Polyaliens giyoal 12,000
45004 01 M BICIME pHES A5 (04| 30wy Polyaifyions giyeal 12,000
45 (D10 01 M Baiun v iisase ditydraia pH 5.0 46 (D10 12 aefv Polyaifions giyeal 22,000
AT D] 01 M imidanle pH 711 A7, (D1} 1% nefv Polyaifions giyeel 23,000
48 12 04 M BESTRIS propana pH &0 A6 (D2 B wf Pobyifyisns gyad 0 000

- Blafler o . B of i 1Ml sk o b clien
ith cilfwr Mgt corpenantic pH i HI o el

PEGAr™ [ Doy Wl Book] contans fony-sight mique reagents baginang & positon AT.
T clodermine o formolation of aach reagend, simply read acoss the page:
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PEGRx HT™ HR2-086 Feagent Formulaion
el Ackdive | Salt | wel Buffer el Poiymer
£ Wodatie Orgamic | Polyol ¥ ¥
SET) 08 W Liniem solfala monsiydii ST 01 W Gaium sl Whydaka pHAD HRET] 4% v Poiyatiyana phyool 200
SUES 02 W Litien selfala monsiyviia SUER 011 M Goium corate iisasic Shybmig pHED  SUED 3% wv Puiathyland ghosi 200
§1ES [UF M Caliu chicyic Shydaia SLES 01 M WES menohydsie pHEQ SLES 45% wv Fiyaifylens ghyool 203
TE4) 26w 2 Fropen TE4) [ MBE-TRIEpHES BES T vy Priyatiylans plyol 200
TES 30 v Tacsimala pHT.D TS [ M HEPES pHT S SES 7 viv Foiatiyians pyol 200
SUES 10w 3Fropanc SUES) [Uf M Gafum corate iisasc Shybmia pHED  S4(ES 355 wv Poathyland ghosi 200
EET 02 W AT Ao EET) 011 W Gafum cirate risasic Shybaia pHEE S(ET) 3% wv Poaihyland ghosi 200
HEE 02 M Anmosum sdbis HEE [ MBE-TRIEpHES SEH 1% wFoiiiyiens gl &0
TER SUER [ MHEPES pHTES SED 40 wv Priaihylens gheal &0
Z8ENN B v 3Popencd SEID 011 M GeSium aoatas iivaia pHAS ENN Eaw e amersEn

[115 W DLMabe acsd pH 711

11 W Buccinic asid pH 7.0

11 W Lo selfsla rvanchyciaia

11 W Bodiem makanaic g B

e e 2 Mty 4 perianadiol
0.2 W LProiss

0% v 2 Fropancl

011 W Bodiiem st

DU W Kol chicricka hesayiata,
D12 W Magnasim chiceids hesaiydrala,
DU W Casimiem chiceids hySeais
2% v 3Propancl

TLIFI 02 W Anmosum el isase gH 70
TLIFI1) 4.0 W Polassim kenats

TR(FLE) S0P Tacsimate pH 410

TRIG) D% W

TAGR 2% Tacsmals pHT.0,

I
Ei
T
]
TG
L ()
EL (0
& ey
B} D15 b Linisry sl manaiyiai
3B 10% v 2Fropanl

EEH) 012 W Badfiem chinsiin

BEHE 20 v 3 Progancd

EHE 1% v Polyathyions giyen 200

BEB) 5% w2 Fropanc

BiHE) 014 M Bocfiem malonas gH £

SIHE) 0.2 W Pobsshm stk G lvahydni
SLET) v 2 Mty & penianadiol
WHE 02 M ATmm s

BLHE v 2Progencl

$4HID) 1.0 W Bockiem malonaio g 5.

6 1} 02 W Wagnesiom chiorids hesaiyriaia

6 1) T v DRvan el sockm sal

48 jrasmmey
A Viage, CA SS-11IT IR,

Tl S AR A0 # Fa (00 4250611
E-ari b sechéltemmilcom

b warr hornpron rescarch com

SR(EM) O W BE-TREEpH 65

ERELD o M irniclarrnde g 7.3

BLFT 0O b BCIME 8BS

ELFY O b Godum chrais ribas: Shydmia pH 5.5
EFL 0l MTepHED

BLFE O W Clie acsd pHAS

EF5 01 MHEPEEpHTS

B6F5 [ W BCIME S BS

ELFT 01 W BE-TRIS progsana pH 93

G FE O W Gofium sratls e pH 45

GLFS D M WES monohydeis pHED
FLFID) ot M iicarols H 7.3

TLF] 0t M BE-TRIS propana pHaS

TP D W Godiunm el Wiydela pHAS
TG 01 W Gosium crale iisasc Shydls pH S5
TUGE 01 W imidarks gH 7.0

i
EiH
e
R
HiEn

011 Wit pH BO

011 W Gofium clrald iisasc Shydala pH 35
[11 W WES monohySeis pHE O

011 W Bofium aeatols oo pHA.D

011 W Imickarmde 3H 7.0

BOGE [ W BLCINE gHES

ELIGE [11 W BS-TRIS progana pH 98

2 50 Dt W Cide acid pH 35

E[EA) Dt W Cike acid pH 35

245 0t W Gofium el Wivyciaia pH 4D
EEHT] D1 W Boium acetols iycrala pHAD
BT O W s pH B

ETHE [ W BE-TRES propana pH 9.8

R [ W Goium clraly bisasic Shydala pH 5.0
BLHE] [ W WES monohySls pHEQ

SUHE] [ W BE-TRIEpH BS

FLHT) [t W HEPES pHTS

B2 O W s pH B

S [ W Cliz acd pH3S

S4HI0) 01 W Soium acaais iycrala pHA S
I} 01 M Sofium corata Fisasc Shydrala pH .0
36 HIZ) 0t M BICINE H S

1 Blaffer o b Pl o 110 M ok prec | i
it ot gl cormponant: o with ) o MaOH,

Friyathyland ghos maramaty!
30 [E1Y) P v Fryatfyhang phyes moronatyl s S50
LD 2w aher S50

TAJED % Priatylons gfycol 1350

TEIED 15% a Poiatyions ghycol 1350
TG4 20°% w Priyatyions ghycol 4,000

TLIES 25% w Priatyion ghycol 4,000

TIGE 13% a Polatyions ghool monomel! et 5 000
k1

9 1] 0% i Prolpatyion glyonl 20,000
96 H1Z) 15% v Prolpatyions ool 20,000

PEGAx™ 2 {Doap Wl Siock) contains rfy-nght unique magents begionng af posiion £1.
o cisterming the iomaton of sach meagent. simpoly e’ aomss e mgn

Al (e Ll (i

@ i - S0 e Fumioa b o, ol Bl oo el
Farmed i1k | pid e of Aaavs,

[ e ——— T "

e san e ke
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Ptiloha €. 6: SloZeni precipitacnich ¢inidel sady PEG/Ion (Hampton Research, USA)

PEG/{lon HT™ HR2-138 Reagent Formulation
':l Salt U:l Polymer I"l pHe
TIAN 0 Bacurs Bricka 1] i wv Pyl plyes 3,550 140 73 E- cr |-
BN 02 M Pekcsien futsits 4N e Pomivkeeghes S0 2N T3
L 02 M A R LAY e Pmiyeesghesi3 ) BN B2 Pl Chimil b
A (M) 02 M L e LG 30w Polmiyins gheal 5050 4 M) BB &
EOAS) (LY B Mg b Peimalrythats E4AS) 0 wiv Pelyilyiine ghesi 3,550 Eja5 53 I
EL(Ad) L2 M Sodrs chindda ELjA) 30 wiv Prlwilyiine ghosi 33550 B E9 .
TOAT) (L3 M Cabcis chiesida iyl TAAT i PohebyiesghesiiE0 L) G Nf==0Qr  Hink
E(AH] (L3 M Politot chibi ELjA) 0wl Pebilyiii ghesl 1,550 B To I
A 0 M Aerese Sl Bojhd) B v Pyl ghyesi 3,550 Ba B3 [+]
A 02 M Sk ke 0PN R v Peliyies ghesi 550 10LASY T0
LA (3 M Polision bt 1A 3P v Prbtylns ghesl 350 110490) T E—C==N
TR AL (3 W Awrenum o 1A i wv Polyilyline gheal 3350 124A0) g2 Thiocsanale
T (12 W Sk Piacpanis ELE] 3w Poimiyins et SLJET g9
TS (13 M Polssiem hosyaama IR B v Pyl phves 5,350 WMEY T o] o
TEJEE) (L bl e il AR B v Pabityhie ghes 5,050 HEY 7 || I
TE (B (13 s vl iy TEIBY SR i Pyl ghves 5,80 By £ [ ’}:\
TR 12 M S it TR uwvPdmiykes gt TS e o \ﬁla o W
1ELJEE) (13 M Pokisishorn v B WPy ghes S50 SLIBE B [ "
TLET) 3 W Aeresh sk TLIET) 3t v Pyl ghyost 5,350 HEN e2
1138 1 o Mg KT <yt HE et PomlyEegea il 2B o o a
0 (12 M o it LN 3w Poimiyhes sl 2LEN 72 il il
B2 (H (13 W Polssshon nevan B e E B T3 B o
B 0 W Arereni i B 0 e Peliyine ghesl 3050 2RBIT) ga | |I
S AL 3 L s Sy BBl B wiv Polmilyiinn ghesi 3,550 B Ta
] 0 Mg s bedvaryeiada 25 401) M wiv Pelmiyies ghesi 50 IS0 T8 o m':'u
SN 0 e ek by G M Py ghesl 350 DN 0 B4 e
OTCH (2 W Soxfure aealuk ihydnte ITCH) MR Py ghesl S0 0T 0N B0
A (2 Cabr asnat by HCH HwwvPomiyeeghesiE] MG TS O OH H or
HCS 02 M Peliasion wuiila 20405 2w Prilylios ghesi 180 5 B L I B
PR rep— HI0H 3w Prlyelyhns ghesi 150 W0 E T /U—?'?_G{}
HCT) O L e Forehai 1QETY 20w Pyl ghvesl 3350 3T ED 0 H OH fa]
ICE 0l b Ve iallite hiplahydate D0E e wiv Pyt ghosi 3.550 i B
TN (2 W S il dasabpit A M e Py ghesl 550 B 00 BT Tasteale
BCH (2 M Polisien sullla BT 3w Pty el 350 BLICT0 B8
.00 (13 M Armenhm i (010 Som wiv Poyeiyiens ghesl 3350 35.0011) g o, 40
B0 0¥ M Socrs tartvats il il ML % wv Pohilyine gyl 3350 3BICTR 73 [;&
LD M Pk st vl eyt OTADT) MR wvPowiviesghesliEn  SLON 74 O H | H Py
B0E 3 e e 000 e ah Pohmivide ghel S50 BTN gR ﬁc—(‘:—n—(‘:—n
B0 0 Sk rs phesphats Ponbiee Fosetydas L0 R e Polmiine ghes B30 BTG 47 o 111 kS
4104 0 W Sokrs phesphats ilase Sy 1 e Pomtykeghes B WD g D H CHH ]
2105 (8 W Pobicsen phucefal sy 105D 30 wiv Prlysityiine ghyest 5,350 2.8 48
a2 0E 13 b Pokses phueta s 20D 30 wiv Prlyiiyiine ghyest 5,350 £y g s
DT L W Aereru St Totobe: ST i e PomlyEre el 30 ST 48
S0E (13 W AreTesa Shephas S SUIED i wv Pohmlyiee el 350 S J0ED R0
a5 A 3 e el et Kl 450000 It wv Poliwine el 1050 450 R
44 (D) 03 W Sk elvab b dhi 461000 B0 e Pelmiiied ghesl 1050 4EDMDY BA
.00 08 W Policshen cinle e oyl AL B iy Pty ghyesi 3,550 ALIMT) BA
(D) LD A S i 4B (DY) M wiv Polmiyies ghesi 80 4BDHE 54
FE(Sion HT contains ninefy-sx oraque reagents. Th delsrminy the ionmel for of sac's ssagent, smply nesd acwss e page.
Tdermn: o oy et Lol
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Q1N Sofun aelits byt pH 4 €
Q1M Sodien ctate bbasc GhySute pHS 4
QINBSTRS pHES

GOSN Ciic asid 007 M SISTRIS propann / pH 74
Q02 N Cic acid 008 M SIS-TRIS propaen | pH B4
Nerw

Q1M HEPES sathum pH T 0

e
e

e
QL5 N HEPES selom pH 7.0
QL5 N HEPES sedm pH 7.0

© B ot s Bt of & LOM soch prer ko Sution
i ot mageed componerts pi Wi 10 o MAOH.

PEG/lon HT™
Wil Sat el
L '
AE 05N Sadurs matade pHAD “aeEy
SOEN 02N Sadas macate pHAD wEy
S1LES 03 N Sadurs mataie pHA D aEy
24 02N Satas macade pHS 0 2E
SUES 01 N Sadurs mataue pHED aE
SUEH 02 N Saars macas pHED “Ey
SEEN 01N Sk maeade pH 1.0 SEN
SAER 02N Saturs mucase pHT.0 S
SLEN v Tassimae™ 40 9.6
SEEN B v Tessiue™ pH 40 REN
SE &% v Tassite™ pH3.0 BEN
) B viv Tessimae™ pH 3.0 wWED
P o v Tessimate™ pHA 0 L
QFS B v Tasious™ gHa 0 2F
BFE o Tesous™ sH 7.0 BFy
B o v Tesinae™ sH 7.0 ®FY
B oo seu™Hio EFy
R v Tassimae™ pHA 0 [ o
EFN 01 NSxoscacdph 78 &M
GFY 02NSxoncacdphTo - 121
SFN 09 MAvewous chu Yhuse 70 GAFD
MFN 02 M Avewokes coui Yhase (70 0PI
TLF1Y 09 NDUNEE dpHTS nFEny
TF1Y 02 NDUNEE wdpHTS nFn
TEES 03 MSodes e by T G0
TGN 02N Sodes aonate byt pH 70 NG
TSEY 03 M Sodu e pH 70 3]
TE00 02 N Sodburs e pH 10 B
TILES 03 M Assolss e dbase g 70 TS
TEOH 02 NAssooure te dhae pH 7O RS
TN 25w Tessmae™ gH4 0 gy
BN 25w Tasimie™ sH5 0 L]
BLIGH 2% v Tasimite™ oHA 0 o
RE0 2w Tesmue™ o 1 0 -2
BB 2w Tesmue™ pHa 0 G
BE Noe
EHY e BH)
B e Ll
OHY) e L]
PG e el
04 e Hes
M (02 M Caichom chisece Gy, nHy
0.02 M Cadmiu chioride hysan,
0,02 M Codun(F) Ooide hentydahs
SLET) 007 M Magresion e haunyoaw L))
Q.005 M Kcka(f] chicride Seratyd 6
RHD 002 M Do chicede Qs
T 0.5 M Casirs ovorda nin
KD 02 N Saturs broeside oyl
EH 1% wh Trptons, Bt
0.001 M Sodues sxite
GEHID 1% w Trptone, By
0.001 M Sodues sxite
PEGon HT cortains ninely-sir unigoe naags
H Jrammey
Al Vi, CA WNEGASIT LS A
Teb (apa) 4250021 ¢ Fax: (W9 2251011
E-ruud: scch@hmmal coon
Wehu o waw Asngteonesaunchoonn

o fob of each raxgent, simpy sead acioss $he page.

bt St Lyl o wath

© 708 - 3001 Mawpen Bovewch Cons o Mo scaomn)

Pt iy o |l S of Amamn | iy o0
be

56



Ptiloha ¢. 7: Vysledky pilotni exprese pro ostatni bunky

P S P+ S+ P- S P+ S+ P- S
M Oh Oh 6h 6h 6h 6h ON ON ON ON

BL21(DE3) — CodonPlus, AMP + CHLO, LB médium, 18°C; M — marker, P — pelet, S —
supernatant, Oh — nula hodin, 6h — Sest hodin, ON — overnight (pfes noc), [+] —1 mM IPTG,

[-] — negativni kontrola

P S P+ S+ P- S P+ S+ P- S
M Oh Oh 6h 6h 6h 6h ON ON ON ON

BL21(DE3), LB médium, 18°C; M — marker, P — pelet, S — supernatant, Oh — nula hodin, 6h
— Sest hodin, ON — overnight (ptes noc), [+] — 1 mM IPTG, [-] — negativni kontrola

P S P+ S+ P- S P+ S+ P- S
2 M Oh Oh 6h 6h 6h 6h ON ON ON ON

—

Pilotni exprese Rosseta — gami 2(DE3), LB médium, 18°C; M — marker, P — pelet, S —
supernatant, Oh — nula hodin, 6h — $est hodin, ON — overnight (pfes noc), [+] — 1 mM IPTG,

[-] — negativni kontrola
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Ptiloha ¢. 8: Tab. V: Analyza intaktniho proteinu Iripinu-5 pomoci timsTOF Pro.

Razor peptidy Proteinova molekularni Proteinové skore
hmotnost (kDa)
17 41,973 217,45

Ptiloha ¢. 9: Tab. VI: Zjisténé peptidy z analyzy intaktniho proteinu Iripin-5, pomoci

timsTOF Pro, vyplyvajici ze Stépeni proteazou jsou uvedeny od nejmensi teoretické

hmotnosti. Vysledky intaktniho proteinu jsou uvedeny na Obr. 5.

Peptidova sekvence

Hmota prekurzoru (Da)

Peptidové skére

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
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