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1. Uvod

Po celé Evropé jsou rozsifeni zastupci Celedi Ixodidae, konkrétnéji klisté obecné Ixodes
ricinus. Jednim z jeho moznych hostiteli muze byt také ¢lovek, na kterém samicky saji krev.
Délaji to pfitom tak, aby obesly hostitelské obranné mechanismy — jako je imunitni systém
a srazeni krve. Krom toho do hostitele skrze své sliny vpravuji mnozstvi patogenu, které
zpusobuji nemoci jako lymskou borelidézu, tulamérii nebo klistovou encefalitidu. Presny

proces inhibice obrany hostitele a podpory rozvoje patogent vSak neni rozlustény.

Z toho davodu jsou zkoumany latky pritomné v klistécich slinach, které hraji pfi
krmeni vyznamnou roli a maji vySe zminéné vlastnosti. Témito farmakoaktivnimi molekulami
jsou nejraznéjsi proteiny, napi. proteazové inhibitory. Ve slinach Ixodes ricinus se vyskytuji
celkem ¢tyfi druhy proteazovych inhibitort, v diplomové praci jsou vSak zkoumany pouze

serpiny. Ty inhibuji serinové proteazy, odkud také ziskaly svij nazev.
pmy. 1y ]

Serpiny maji specialni mechanismus inhibice, kdy ¢astjejich struktury, zvana , reactive
center loop“ (RCL) vytvoti s aktivnim mistem proteazy nekovalentni komplex. Nasledné se
zacne RCL, spolu s navazanou proteazou, zasouvat do centralniho S-skladaného listu, ¢imz
vznika dal$i antiparalelni [-strand. Proteaza je timto procesem presunuta na druhou stranu
serpinu a jeji ¢innost je tim inhibovana. Serpin se z této konformace jiz nemuze vratit do

vychoziho stavu, a proto je tento mechanismus prezdivany jako ,,sebevrazedny.“

Pro dokonalé pochopeni roli téchto latek v klistécim organismu a objasnéni piesného
mechanismu inhibice proteaz je nutné urcit strukturu serpint. K dne$nimu dni jiz bylo takto
strukturné validovano nékolik serpinti ze slin Ixodes ricinus, piikladem mohou byt Iris,

Iripin-2, Iripin-3, Iripin-5 nebo Iripin-8.

KurCeni struktury proteini je dnes stale nejpouzivan€j§i metoda rentgenové
krystalografie, 1 kdyz je znatelny pokrok v jinych metodach, jako je cryo-EM, ktera se stava
vice oblibenou. Pfi rentgenové krystalografii je nutné nejdiive vypéstovat krystal, coz byva ta
nejobtiznéjsi Cast. Je totiz nutné vyladit velké mnozstvi podminek (pH, teplota, ...), aby bylo

mozné ziskat krystal v difrak¢ni kvalitg.

Jelikoz je krystal pravidelné struktury, je mozné na ném provést rentgenovou difrakcni

analyzu, ktera je v praci popsana. Jejim vysledkem je difrak¢ni obrazec a pomoci nejraznéjsich



softwarti a programu je dnes mozné informace z n€j postupné pievést az na model struktury

proteinu. Ten je dale rafinovan a validovan, aby mohl reprezentovat realnou strukturu.

Data z rentgenové difrakéni analyzy serpinu Iripin-1 (star$i nazev IRS-1) a Iripin-4
(star$i nazev IRS-4) byla poskytnuta Skolitelkou. Diplomova prace se poté zabyva jejich
zpracovanim, véetné vyteSeni fazového problému. Ten spociva ve fazich, které neni mozné
ziskat z difrakce a je nutné je ziskat pomoci jinych experimentalnich metod nebo pomoci

molekularniho nahrazeni.

Nasledné jsou v praci struktury upfesnény do takové miry, aby bylo mozné je
deponovat do proteinové data banky (Protein Data Bank, PDB). Diky vysoké strukturni
homologii serpint je mozné piedpokladat, ze oba modely struktur budou velmi podobné. Proto

jsou nasledné struktury obou serpinti porovnany mezi sebou.



2. Cile prace

1. Zvladnuti zakladnich a pokrocilych krystalografickych metod.

2. Zpracovani difrak¢nich dat ziskanych z krystalt proteint IRS-1 a IRS-4.
3. VyfteSeni fazového problému pro proteiny IRS-1 a IRS-4.

4. Upfesnéni struktur studovanych proteind.

5. Ptiprava struktur proteint pro deponovani do PDB.

6. Porovnani struktur IRS-1 a IRS-4 s podobnymi proteinovymi strukturami.

7. Ptiprava obrazkd 3D struktur serpintl.



3. Teoreticka c¢ast
3.1. Ixodes Ricinus

Ixodes ricinus, Ceskym nazvem klis§té obecné, se fadi do cCeledi klistatovitych
(Ixodidae). Jejich velikost a vzhled se 1isi v zavislosti na pohlavi. Samecci jsou zbarveni do
hnéda s délkou 2,5 mm a Sitkou 1,5 mm. U samicek nastavaji rozdily i podle toho, zda nasaly
krev. Tedy normalni rozméry samicky jsou: délka 4 mm a §itka 3 mm (po nasati az 11 mm
a7 mm) ajeji zbarveni je také hn&dé (po nasati olovéné) (Kavina, 1940). Zivotni cyklus klistat
trva 2-3 roky, ale mize trvat az 6 let v zavislosti na podminkach prostiedi (Parola a Raoult,
2001). Klistata dokazou pomoci senzorickych organt detekovat svétlo, teplotu, vlhkost

a dokonce vibrace, ¢imz mohou rozpoznat pfitomnost hostitele (Medlock et al., 2013).

Klistata vyuzivaji techniku pfepadeni, pii které se na hostitele dostanou z okolni
vegetace (Medlock et al., 2013). Kdyz se larvy takto dostanou na hostitele, pfichyti se na néj
a saji jeho krev. Po nékolika tydnech se méni na nymfy, které také saji krev, ale tentokrat na
jiném hostiteli. Po osmi tydnech se z nymfy stava dospélé klisté, které si hleda nového
hostitele. Po odtrzeni od hostitele samicka klade 500-1000 wvajicek, ze kterych
se po 3 az 5 dnech vylihnou larvy (Kavina 1940). Dospéli jedinci a nymfy maji Ctyfi pary
nohou, zatimco larvy maji pary pouze tfi (Obr. 1) (Parola & Raoult, 2001).

Obrézek 1: Ctyii vyvojova stadia nenakrmenych klistat. Zleva: samicka, samec, nymfa a larva

(referencni ¢ara 1 cm) (Parola & Raoult, 2001).



Zastupct druhu Ixodes ricinus se vyskytuji na vlhkych mistech a dokazou prezit
i teploty pod 0°C. Vyskytuji se v Evropé (az po pohoti Ural) (Estrada-Pefia, 2001), nej¢astéji
v opadavych a jehli¢natych lesech, na pastvinach, v parcich a na viesovistich a raSelinistich

(Medlock et al., 2013).

Dospéli jedinci Ixodes ricinus se zivy sanim krve ze stfednich, ale i vétSich savca, jako
jsou hospodaiska zvirata (Medlock et al., 2013), pficemz larvy a nymfy se zivi 1 na malych
savcich, ptacich a plazech (Parola & Raoult, 2001). V kazdém vyvojovém stadiu se jedinci
krmi pouze jednou (Sonenshine, 1991). Pfitom mohou prenaset slinami nékolik patogent, jako
napt. Borrelia burgdorferi s.l. (zpusobuje lymskou borelidzu), Rickettsia monacensis
(zptsobuje skvrnitou horeckou — rickettsiozu), Francisella tularensis (zpusobuje tulamérii)
(Medlock et al., 2013) a virus klistové encefalitidy (,, Tick-borne encephalitis virus,“ TBEV),
ktery zpusobuje klistovou encefalitidu (Sudhindra, 2018). Bakterie se pfenasi nejen mezi
jednotlivymi vyvojovymi stadii, ale také mezi klistécimi generacemi (Parola & Raoult, 2001).
V letech 2000-2010 se v nekolika statech Evropy zvysil vyskyt lymské boreliozy (Hubalek,
2009), predevsim diky CastéjSimu kontaktu klist'at s lidmi (Medlock et al., 2013).

Pi krmeni klistata vylucuji ve slinach do hostitele stovky riznych farmakoaktivnich
molekul (Chmelar et al., 2017). Ty maji za ucel pfekonat obranné mechanismy hostitele véetné
antithemostatické a imunomodulacni vlastnosti (Brossard & Wikel, 2004). Navic se sliny
chovaji jako ,lepidlo,” diky kterému se klist¢ udrzi na hostiteli (Francischetti et al., 2009)
a jednotlivé slozky slin také usnadinuji a podporuji proniknuti patogent do téla hostitele
(Pal et al., 2004). Vyznamnou skupinou latek takto ovliviiyjici hostitelsky obranny

mechanismus jsou proteazové inhibitory.

V klistatech byly pozorovany ctyfi druhy proteazovych inhibitord — Kunitz, Kazal
Serpiny a inhibitory s doménami bohatymi na cystein podobné inhibitoru trypsinu (,,trypsin

inhibitor-like cysteine rich domain inhibitors“, TIL) (Chmelar et al., 2017).

3.2. Serpiny
Nazev serpin vznikl ze zacatka slovniho spojeni anglickych slov , serine protease
inhibitors.“ Z hlediska organické chemie jsou serpiny proteiny (Silvermann et al., 2001). Jedna

se o skupinu proteazovych inhibitort objevenou v roce 1994 (Potempa et al., 1994). Jedna



molekula serpinu obsahuje 350-500 aminokyselin (Silvermann et al., 2001) a jeji molekularni
hmotnost je 3545 kDa (Huntington et al., 2000). Prvni struktura serpinu o vysokém rozliSeni
(konkrétné 3,1 A) byla uréena v roce 1984 Lobermannem (Lobermann et al., 1984). K dubnu
2023 bylo v Proteinové Data Bance (PDB) ulozeno 215 rentgenovych krystalickych struktur

serpind.

Maji specialni mechanismus inhibice, kdy diky zméné své konformace dokézou
proteazu inhibovat, a to nejCastéji proteazy ze skupiny chymotrypsini (Silvermann et al.,
2001). Dulezitym nastrojem k porozumeéni jejich funkce a mechanismu inhibice je urceni

jejich struktury pomoci rentgenové difrak¢ni analyzy (Mahon a McKenna, 2018).

Serpiny jsou jako jedina skupina inhibitora zastoupeny ve vSech zivociSnych fisich
(Rawlings et al., 2004). Také maji nékolik odlisnych funkci, kdy zastavaji role jako napft.
transport hormont a regulace krevniho tlaku (Potempa et al., 1994). Diky svému mechanismu
inhibice mohou okolnim molekulam signalizovat pfitomnost proteaz (Whisstock a Bottomley,
2006). Jejich Spatné fungovani muze mit za nasledek razné nemoci — cirhozu, hypertenzi
anebo demenci (Kim et al., 1995; Davis et al., 1999; Ekeowa et al., 2009; Huntington a Li,
2009; Lomas et al., 2016).

3.2.1. Konformace serpini

Sekundarni struktura serpinu je vzdy sloZena ze tii -skladanych listd (A, B a C) a ze
sedmi az deviti a-helixd (Silvermann et al., 2001). Mezi B-skladanym listem-A
a f-skladanym listem-C se nachazi tzv. RCL (,reactive centre loop“) — jedna se o 20-25
aminokyselin dlouhou smycku (,,loop*), ke které se vaze proteaza (Whisstock a Bottomley,
2006). Prave tato cast struktury ma nejveétsi vliv na zménu konformace serpinu a tim padem
1 na inhibici protedzy (Silvermann et al., 2001). Konformaci s volnym RCL se fika nativni

(Obr. 2).



Obrazek 2: Nativni konformace serpinu Iripin-8 (PDB ID: 7PMU). Modie jsou vyznaceny
a-helixy a dalsimi barvami jednotlivé f-skladané listy (f-skladany list-A oranzoveé,
B-skladany list-B zelen¢ a f-skladany list-C zluté). Flexibilni ¢ast struktury RCL je obarvena
razove. Tyrkysovy je a-helix-F, ktery stericky brani RCL a jeho vsunuti do S-skladaného
listu-A. Vytvoreno v programu PyMOL (Version 2.0 Schrodinger, LLC).

Dalsi konformaci, kterou mize serpin zaujmout, je konformace latentni. RCL je
vsunuty do -skladaného listu-A a vznika tak antiparalelni 5-skladany list. Pfi tomto pohybu
se s RCL premisti také ¢ast B-skladaného listu-C a vznika tak nechranény ohyb na spodni
strané serpinu (Obr. 3) (Silvermann et al., 2001). V této konformaci se serpin stava inaktivnim
a jiz nemuze inhibovat proteazy (Whisstock a Bottomley, 2006). Je ale mozny navrat zpét do
aktivni nativni konformace procesem denaturace a zpétného slozeni (,,refolding™) (Silvermann

et al., 2001).



Obrazek 3: Latentni konformace Tengpinu — termofilniho serpinu (PDB ID: 2PEF). V modelu
jsou a-helixy vyobrazeny modfe a odlisné [-skladané listy pak nasledovné: -skladany list-
A oranzové, f3-skladany list-B zelené a f-skladany list-C zluté. f-skladany list-A je
antiparalelni a obsahuje Sest f-strandii. Je tomu proto, ze Ctvrty B-stran zprava (Cervena barva)
je puvodni RCL, ktery podstoupil prechod do latentni konformace. Pfi tomto pohybu se
premistil také jeden B-strand z 5-skladaného listu-C. Vytvoreno v programu PyMOL (Version
2.0 Schrodinger, LLC).

Nékteré serpiny samovolné piechazeji z nativni do latentni konformace, jelikoz je to
pro né energeticky vyhodnéjsi (Whisstock a Bottomley, 2006). To miize mit za nasledek
pfirodni mutace (Silvermann et al., 2001), které zpusobuji celou fadu nemoci — tzv.
serpinopatie (Lomas a Rarrell, 2002). Alespoti 90 pfirodnich serpinovych mutaci je spojeno
s lidskymi nemocemi (Stein a Carrell, 1995). I ptes energetickou nevyhodnost vSak vétSina

serpinii zustava prekvapiveé v nativni konformaci, kdy jest€ mohou inhibovat proteazy



(Whisstock a Bottomley, 2006). Odpovédi na to mohou byt meziprodukty, které kineticky
brani zméné konformace. Konkrétné stav, kdy je ¢ast a-helixu-F vlozena do [-skladaného

listu-A a blokuje tak RCL, ktery se nemiZze pfesunout (viz nativni konformace na Obr. 2)

(Gooptu et al., 2000).

Predpoklada se, ze serpiny dokazou, kromé vsunuti vlastniho RCL, do své struktury
vlozit také RCL ciziho serpinu (Whisstock a Bottomley, 2006). Pii vys§ich teplotach mohou
takto vytvaret inaktivni polymery (Obr. 4), ale najdou se 1 vyjimky, které inhibuji 1 za vy§Sich
teplot (napt. Thermophin) (Fulton et al., 2004). Vzniklé dimery az oligomery (Silvermann et
al., 2001) mohou svym nahromadénim v endoplazmatickém retikulu usmrtit buriku, a taky az
poskodit organy (Fulton et al., 2004). Pfi zméné konformace tedy serpiny ,,zavodi,” aby stihly
dokon¢it pfechod k latentni konformaci a aby nevznikaly polymery — 1 ty jsou totiz

termodynamicky stabiln€jsi (Whisstock a Bottomley, 2006).

Obrazek 4: Krystalicka struktura dimeru serpinu Antithrombin-III (PDB ID: 2ZNH). Barevné
schéma modelu je: [f-skladany list-A oranzové, [-skladany list-B zelené, f-skladany list-C
zluté a a-helixy modfe. V tomto dimeru jsou vinové vyznaleny f-strandy, které byly do
B-skladaného listu-A vsunuty z jiného serpinu. Konkrétné ¢tvrty zleva je pavodni RCL a paty
byl B-strand. Stejnym zptisobem byly do druhé struktury vlozeny tyrkysové f-strandy, z nichz



puvodnim RCL byl ¢tvrty zprava. Vytvoreno v programu PyMOL (Version 2.0 Schrodinger,
LLO).

3.2.2. Mechanismus inhibice proteaz

Nejprve se vytvori, interakci RCL serpinu, pfesnéji karbonylu P1 rezidua, a aktivniho
mista proteazy (které obsahuje serin nebo cystein), nekovalentni Michaelisiiv komplex (Obr.
5 B). Tento vznikly komplex je stabiln€jsi nez nativni stav. V dal§im kroku se vytvofi mezi
karbonylem a aktivnim mistem proteazy kovalentni esterova vazba (Obr. 6) a zaroven dochazi
k preruseni peptidové vazby v RCL. Nasledné je zahajen presun RCL i s navazanou proteazou
do B-skladaného listu-A. Jelikoz je tento proces na rozdil od latentni konformace nevratny,
fika se mu sebevrazedny mechanismus a jeho vysledkem je kovalentni komplex serpin-
proteaza (Silvermann et al., 2001) (Obr. 5 C). Cely tento proces uspésné inhibice je zndzornén
na Obr. 5. Dle Silvermana (2001) jsou pro uspésnou inhibici dialezité tyto parametry: vhodna

délka a také slozeni RCL a pfitomnost serinu v aktivnim misté protedzy (nebo také cysteinu).

Michaelistiv Kovalentni komplex
komplex serpin-proteaza

Obrazek 5: Usp&$ny mechanismus inhibice proteazy serpinem. A Serpin (konkrétng
a-1-antitrypsin, PDB ID: 1QLP) v nativnim stavu a volna proteaza Trypsin (PDB ID: 2BTC).
B Vytvoteny nekovalentni Michaelisiv komplex mezi karbonylem P1 rezidua RCL
a-1-antitrypsinu a aktivnim mistem trypsinu (Ser195) (PDB ID: 10PH). C Po tisp€sné inhibici
je RCL sjiz kovalentné navazanou proteazou vsunuto do [-skladaného listu-A (Cerveny
B-strand). Proteaza je tak deaktivovana a vzniké kovalentni komplex mezi a-1-antitrypsinem

a trypsinem (PDB ID: 1EZX). Sekundarni struktura serpinu je obarvena tak, ze a-helixy maji

10



modrou barvu, B-skladany list-A je oranzovy, [-skladany list-B je zeleny a -skladany list-C
Zluty. Volny RCL je rizovy a vsunuty RCL do f-skladaného listu-A je cerveny. Proteaza ma
cernou barvu. Vytvoreno v programu PyMOL (Version 2.0 Schrodinger, LLC).

Obrazek 6: Vznik kovalentni vazby mezi a-lantitrypsinem a aktivhim mistem Serl195
trypsinu. Methionin je P1 reziduem, které reakci se serinem a vytvari kovalentni esterovou

vazbu. Vytvoreno v programu PyMOL (Version 2.0 Schrodinger, LLC).

Po dokonéeni inhibice je proteaza premisténa o 75 A, jeji aktivni misto je deaktivovano
(Fulton et al., 2004) a jeji struktura az z 40 % nevykazuje zaddnou elektronovou hustotu ve
vyteSenych strukturach pomoci rentgenové krystalografie — dochazi tedy ke zkresleni proteazy
(Silvermann et al., 2001). Tato deaktivace vychazi z komprese proteazy vuci serpinu, ktera je
zapticinéna délkou RCL (Silvermann et al., 2001). Celé to musi pravdépodobné probéhnout
rychle, aby se cely komplex vyhnul hydrolyze a naslednému uvolnéni proteazy (Whisstock
a Bottomley, 2006). Protedza je totiz vazbou v komplexu v  kinetické pasti, jelikoz deacylace
je zpomalena o 6-8 tadu. Presny okamzik vzniku této , kinetické pasti“ vSak neni znam

(Silvermann et al., 2001).

Pokud serpin nedokaze proteazu vCas premistit, mize probehnout deacylace a proteaza
se uvolni (Silvermann et al., 2001). Mohlo by se tak stat napt. pokud by RCL bylo branéno
v pohybu, diky ¢emuz by protedza méla dostatek Casu na uvolnéni se z Michaelisova
komplexu (Whisstock a Bottomley, 2006). Vysledkem je poté volna aktivni protedza
a inaktivni serpin, ktery se ale uz nemuize vratit do piivodni konformace. Po dokonceni tohoto

déje se serpin nachazi v tzv. rozstépené formé (,,cleaved form*) (Obr. 7), ktera je ze vSech
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konformaci nejvice stabilni (Silvermann et al., 2001). Celému procesu se také fika prechod

od S (stressed) k R (relaxed) konformaci (Fulton et al., 2004).

Obrazek 7: Rozstépena (,,cleaved*) konformace serpinu Antichymotrypsinu A347R (PDB ID:
3CAA). Ve struktuie jsou a-helixy modré a f-skladany list-A oranzovy, [-skladany list-B
zeleny a [f-skladany list-C zluty. -strand Cervené barvy v [S-skladaném listu-A je odstipnuty
a vlozeny puvodni RCL. Vytvoreno v programu PyMOL (Version 2.0 Schréodinger, LLC).

V nékterych piipadech mize byt vyzadovana pfitomnost kofaktorid pro spravnou
inhibici protedzy (Fulton et al., 2004). Diky nim je pro serpiny mozné bud’ Iépe navazat
proteazu, nebo i zrychlit celou jejich vzajemnou interakci (Whisstock a Bottomley, 2006).
Kofaktory mohou také zamezit samovolnému vzniku neaktivni latentni konformace

(Dunstone a Whisstock, 2011).
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3.2.3. Funkce serpini

Serpiny jsou zastoupeny ve slinach klistéte — nalezeno jich bylo k roku 2017 36,
funkéné€ validovano skoro 20 (Chmelat et al., 2017). Pfikladem jsou napt.: Iris, Iripin-2
(Blisnick et al., 2017), Iripin-3, Iripin-5 a Iripin-8. Jejich ukolem je modulovat imunitni systém
hostitele (Chmelar et al., 2017) a homeostatickou rovnovahu (Nash et al., 1998). V savcich
pak serinové proteazy a serpiny ovliviiuji dialezité funkce, jako napf. proces srazeni krve,
fibrinolyzu, traveni, oplodnéni, zanétlivé procesy a imunitni odpoveéd’ (Mulenga et al., 2001).

Latky v klistécich slinach tedy tyto procesy dokazi ovliviiovat.

Iris, jehoz nazev vznikl ze slov ,,Ixodes ricinus immunosuppressor® byl identifikovan
v roce 2002 (Leboulle et al., 2002a). Jedna se o prvni identifikovany kli§téci serpin, ktery
pusobi na obranny mechanismus hostitele (Leboulle et al., 2002a,b). Ve struktuie svého RCL
obsahuje methionin a cystein a postrada signalni peptid, coz naznacuje spise vnitrobunécnou
funkci (Chmelart et al., 2017). Jeho exprese je vyvolana pii krmeni samicek klistat ve slinnych
zlazach. Iris brani ve fibrinolyze inhibici aktivatoru tkanového plasminogenu a elastazy, ktera
je produkovana leukocyty (Blisnick et al., 2017). Jedna se také o silné¢ imunosupresivni
molekulu (Leboulle et al., 2002a), kdy na misté kousnuti klistétem diky inhibici elastazovych
proteaz potlacuje vznik zanétu (Prevot, 20006). I kdyz inhibuje nékolik serinovych proteaz

zodpovédnych za srazeni krve, neni povazovan za silny antikoangulant (Prevot, 2006).

Druhym objevenym serpinem v klistéti obecném byl Iripin-2 (Ixodes ricinus serpin-2)
(Chmelart et al., 2017), v jehoz P1 reziduu je tryptofan (Kovarova et al., 2010; Chmelar et al.,
2011). Ve slinnych zlazach klistéte obecného je nejvice produkovan dva dny po pfichyceni
k hostiteli, coz poukazuje na jeho roli v brzkych stadii sani krve (Blisnick et al., 2017).
Vykazuje inhibi¢ni aktivitu vii¢i chymaze a cathepsinu G z mastocyti — jedna se o dveé
proteazy zodpovédné za zanétlivé procesy. V hostiteli zamezuje otékani tkané a presunu

neutrofili do zanicené oblasti (Chmelaf et al., 2011).

Iripin-3 byl strukturné a funkéné charakterizovan roku 2021 (Chlastakova et al., 2021).
Jedna se o protein produkovany ve slinnych zlazach Ixodes ricinus pii sani krve u nymf
i dospélych jedinct, s ucelem v misté prichyceni ovliviiovat hostitelovu obrannou reakci.
V RCL se nachazi P1 reziduum arginin, z ¢ehoz je mozné vyvodit inhibici trypsinovych
(,,trypsin-like®) serinovych proteaz (Olsen et al., 2004). Iripin-3 konkrétné€ siln€¢ inhibuje

kallikrein a matriptazu, ¢cimz potlacuje zanétlivou odpoveéd’ organismu spojenou se svédénim
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a bolesti. Tento serpin také inhibuje srazeni krve a snizuje produkci prozanétlivého cytokin

interleukinu-6 (Chlastakova et al., 2021).

Dalsi serpin ze slinnych zlaz Ixodes ricinus je Iripin-5, ktery byl charakterizovan roku
2021. Diky jeho mRNA expresi je povazovan za velmi dulezity serpin vyuzivany klistétem
k ovliviiovani obrannych mechanismt hostitele. Ve svém RCL obsahuje arginin, ktery je
potencialnim P1 mistem dulezitym pro inhibici (Kas¢akova et al., 2021). Iripin-5 tak cili na
trypsinové (,,trypsin-like™) protedzy, hlavné pak na fetézce s argininem a lysinem jako P1
reziduum (Barrett et al., 2004). Inhibuje zanétlivou aktivitu organismu tim, ze zhorsuje pohyb

neutrofild a u makrofagt potlacuje produkci oxidu dusnatého (NO) (Kascakova et al., 2021).

Iripin-8 ovliviiuje hostitelsky komplement a kaskadu srazeni krve, ¢imz usnadiuje
klistéci krmeni (Ricklin et al., 2010). Tento serpin obsahuje nezvykle dlouhy RCL s P1
argininem. Diky této délce muze Iripin-8 inhibovat mnoho proteaz, jelikoz RCL muze
interagovat s proteazou i na vétsi vzdalenost (Kotal et al., 2021). Iripin-8 inhibuje kallikrein
a trypsin, ktery ovliviiyje traveni krve a vznik zanéti (Awuoche, 2012; Caljon et al., 2006),
a také siln€ inhibuje plasmin (Kotél et al., 2021). Plasmin je proteaza, kterd ma vliv na
degradaci fibrinu a odstranovani srazenin (Caljon et al., 2010). V téle klistéte funguje Iripin-8

jako antikoagulant, ktery zabranuje srazeni travené krve ve stfednim stfeveé (Kotal et al., 2021).

3.3. Rentgenova krystalografie proteinu

3.3.1. Rentgenova difrakce a zpracovani dat

Cely proces urCovani struktury proteinti se sklada z ne€kolika kroku, které jsou stejné
pro vSechny biomolekuly: 1. vypéstovat kvalitni krystaly, 2. ziskat a zprocesovat data
z rentgenové difrakce, 3. urCit faze a mapy elektronové hustoty a 4. zrafinovat a validovat
vytvoreny 3D model (Mahon a McKenna, 2018). Prvni krystalizace byla publikovana roku
1898 — jednalo se o ovalbumin z vajecnych bilkti (Hopkins a Pinkus, 1898). Prvni struktura

serpinu byla vSak ur¢ena az 100 let poté (Engh et al., 1989).

Po vykrystalizovani proteinu je nejprve tieba krystaly z krystalizaCniho roztoku
izolovat. Nejcastéji je krystal fyzicky vyjmuty pomoci nylonovych smycek anebo je krystal
pomoci pipety premistény do kiemennych kapilar. Pro pfepravu jsou nasledné zamrazeny

tekutym dusikem (na 100 K) (Mahon a McKenna, 2018). Krom¢ piepravy je vyhodné za této

14



teploty 1 méfit difrakéni data, jelikoz se minimalizuje poSkozeni krystalu rentgenovymi

paprsky (Sliz et al., 2003).

Krystaly na vzduchu dehydruji — poSkozuji se a degraduji. Proto je potfeba s nimi
manipulovat velmi rychle. Je také mozné pod mikroskopem ptidat 1-2 pl ochranného roztoku
(,,cryoprotection®) ke krystalu (Mahon a McKenna, 2018). Poté muze byt krystal zméfen na

zdroji rentgenové difrakce.

Zdroj rentgenové difrakce produkuje monochromatické rentgenové zareni (0,8 — 1,6
A), které je mozné namifit na krystal a ziskat tak difrakéni obrazec (Obr. 8) skrze detektor.
Také je pouzivan goniometr, aby krystal rotoval kolem ortogonalni osy ve sméru k paprsku
(rotacni metoda). Tim je zajisténo nekolik riznych orientaci krystalu a ziskan dostatek dat
k ureni struktury. Data jsou z jednoho krystalu ziskavana tak dlouho, dokud neni zajistén
dostatek difrakcnich obrazct, nebo dokud neni krystal pfili§ poskozeny na ziskani dalSich dat

(Mahon a McKenna, 2018).

D¢j difrakce probiha pfi interakci rentgenovych paprski s elektrony v pravidelné
usporadanych atomech krystalu. Podle Braggova zakona bud nastane konstruktivni
interference (zesileni intenzity) nebo destruktivni interference (zeslabeni intenzity) (Mahon
a McKenna, 2018). Druh interference zavisi na tom, zda jsou vlny ve fazi (konstruktivni) nebo
v protifazi (destruktivni), kde se vyrusi. VyruSeni ma za nasledek vznik Cernych difrakci na
difrakénim obrazci. Po ziskani difrakénich obrazci je mozné je analyzovat a také urcit
parametry krystalové ,unit cell“ (elementarni buriky) a prostorovou grupu (,,space group‘)

(Mahon a McKenna, 2018).
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Obrazek 8: Difrak¢éni obrazec: jeden z 3600 obrazci zaznamenanych detektorem jako
vysledek rentgenové difrakéni analyzy krystalu Iripinu-2 (&isla reprezentuji rozliseni v A)

(Kovarova et al., 2010).

Po ziskani téchto dat je za pomoci Fourrierovych transformaci vytvorfena mapa
elektronové hustoty (1), ktera reprezentuje strukturni slozeni krystalu. Jeji kvalita maze byt
ovlivnéna napf. pomérem signal-Sum a limitovanym rozliSenim dat. Mapa je takovy

ohraniceni prostor, do kterého se musi vejit struktura 3D modelu (Mahon a McKenna, 2018).

Ke zpracovani difrak¢nich dat se vyuzivaji rizné programy, které se lisi metodami
indexovani (rychla Fourrierova transformace nebo shlukovani diferencnich vektor
— ,,difference vector clustering®), integrace (dvou- a trojrozmérna uprava profilu — , profile
fitting™) a také urovni automatizace (Krug et al., 2012). Priklady jsou MOSFLM (Leslie, 2006),
HKL-200 (Otwinowski & Minor, 1997) a XDS (Kabsch, 1993).

Program XDS (Kabsch, 1993) funguje v prostfedi Linux, a kromé automatizovaného
zpracovani dat také generuje grafické tabulky riznych statistik. Ve statistikach je zahrnut napf.
R faktor kazdého snimku — ten muze slouzit k identifikaci téch snimku z data setu, které maji

velmi nizkou kvalitu (Krug et al., 2012).
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Program XDS (Kabsch, 1993) byl vyvinut pro zpracovani dat jednoho krystalu
z monochromatické difrakce pfi rotatni metodé (Kabsch, 1993). Dokaze pfiradit a urcit
nejpravdépodobnéjsi prostorovou grupu (Obr. 9), vygenerovat statistiky a také provést testy
pro mozné problémy jako je napiiklad pseudosymetrie (Krug et al., 2012). Struktura

s prostorovou grupou H je pseudosymetricka vzhledem k supergrupé G, pokud lze pozice 7;

o = . _ 0 . , , . , , . o 0 .
atomul j popsat jako 77 = 1;° + u;, kde u; jsou mala posunuti a virtualni pozice atom@ 7;” maji
vetsi symetrii popsanou supergrupou G. Cim je rozdil vzdalenosti pavodnich a virtualnich

atomud mensi, tim vétsi je pseudosymetrie (Friese & Grzechnik, 2014).
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Obrazek 9: Typy prostorovych grup: zobrazeni vSech 14 jedineCnych tvart unit cell znamé
jako Bravaisovy mfizky (,,Bravais lattices®). Parametry a, b a ¢ oznacuji délky hran a pismena
a, [ ay thly mezi nimi. Nejjednodussi primitivni (P) ptipad obsahuje uzly (,,nodes) pouze
ve vrcholech unit cell. I-typ obsahuje uzel navic uprostied, C-typ zase dva uzly na stfedech
protéjsich stén. F-typ obsahuje uzel uprostied kazdé stény a ve vrcholech (Dauter & Jaskolski,

2010).

V knihovné programtt CCP4 (Winn et al., 2011) lze najit programy, které se vyuzivaji
pro zlepSeni zprocesovanych dat pred jejich dalSim zpracovanim (pfed molekularnim
nahrazenim a rafinaci). Program POINTLESS (Evans, 2006) napfiklad identifikuje Laueovu

grupu krystalu z neslouc¢eného souboru dat (Evans, 2006). Program to déla na zaklade analyzy
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systematickych absenci. Druhotné také testuje volbu indexovani a soubor preindexuje, pokud
je to tfeba. Po zvoleni prostorové grupy program SCALA (Evans, 2006) rafinuje parametry
Skalovaci funkce (,,scaling function®) pro neslouceny soubor dat (Evans, 2006). Aplikuje
stupné kazdého pozorovani reflexe, slouci vSechna tato pozorovani a tim vznika primérna

intenzita. Také poskytuje vylepseny odhad nejistoty z kazdé intenzity (Winn et al., 2011).

3.3.2. Fazovani

Nevyhodou rentgenové difrakce je to, ze poskytuje malo informaci o fazovych uhlech
(a v (1)) (informace o vlnové délce a amplitudach, diky rozdilnému zaznamenani pozic
jednotlivych difrakénich rovin). Tomuto nedostatku se fika fazovy problém (Taylor, 2003).
Tyto faze jsou dulezité k vypocitani mapy elektronové hustoty, ale je nutné je ziskat

experimentalné pomoci riznych metod (Mahon a McKenna, 2018).

p(xyz) = TL z Z Z F(hikhyexp[ -2 mi(hx + ky + Iz) + io(hikl )] (1)

h k1

V rovnici (1) mapy elektronové hustoty p (xyz) jsou soufadnice charakterizovany
parametry X, y, z a indexy odrazu h, k, 1. V je objem unit cell, F je amplituda reflexe a a je

faze reflexe.

Takovymi experimentalnimi metodami pro urCeni fazi je napf. nekolikanidsobné
isomorfni tezko-atomové nahrazeni (multiple isomorphous heavy-atom replacement, MIR)
(Kendrew et al., 1960). Dale to také muze byt fazovani skrz jedno/mnoho délkové anomalni
disperze (SAD a MAD) (Cowtan, 2003). Nejcasté&ji je vSak vyuzivano molekularni nahrazeni
(,,molecular replacement,” neboli MR), které je mozné provést bez dalSich potiebnych méfeni

(Rossmann, 1990).

3.3.3. Molekularni nahrazeni (,,Molecular replacement,* MR)
MR vyuziva faze znamych homolognich (n€kdy identickych) struktur k extrapolaci
fazi nezndmé molekuly (Rossmann, 1990). Pro proteiny tato metoda funguje, pokud uz byly

urCeny souradnice struktur, které jsou homologni (kopiruji strukturu neznamého proteinu,
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napf. serpinu) anebo pokud byly krystalizovany ve stejné prostorové grupé (,,space group®)

(Mahon a McKenna, 2018).

I kdyz serpiny sdileji jen 30 % sekvencni homologie (zalezi na isomorfismu a na
organismu, ze kterého jsou ziskany) (Mahon a McKenna, 2018), sdileji vysoce
zakonzervovanou sekundami strukturu, ktera je dalezita pro jejich fungovani jako serinové
proteazové inhibitory. Diky této vysoké strukturni homologii 1ze na zakladé€ objevu vlastnosti
jednoho zastupce zobecnit tuto vlastnost na celou skupinu serpini (Huntington, 2011).
Existuje software, ktery umoziiuje alignment (,,zarovnani*) sekvenci — pomoci toho je mozné
najit homologni proteiny se znamou strukturou. Takovym softwarem je napt. BLAST (Altschul

et al., 1990).

Pti vyuziti MR je tfeba najit orientaci a pozici modelu proteinu v unit cell neznamé
struktury — k tomu jsou vyuzita rotacni (hledani orientace) a translacni (hledani umisténi
v modelu) funkce, které je mozné opakovat (Mahon a McKenna, 2018). Skalovani
strukturnich faktorti je zaloZzeno na Skalovani odpovidajicich Pattersonovych ptavodnich
vrcholll (,,origin peaks®) (Rogers, 1965). Velmi vyuzivany je program MOLREP (Vagin
a Teplyakov, 1997), ktery je soucasti sady z nabidky programi CCP4 (Winn et al., 2011).

MOLREP (Vagin a Teplyakov, 1997) je automaticky program, ktery sam vybira
parametry a feSeni, pficemz nasledné€ vytvori model, ktery je zasazen do unit cell. Vypocet
rotacni a translacni funkce muze byt proveden samostatné i v jinych programech. Pro kazdou
orientaci a pozici modelu jsou rychlou Fourrierovou transformaci elektronové hustoty
vypocitany strukturni faktory. Dnes jeden cyklus MR pro stiedné€ velky protein (20 kDA) pii
rozliseni 3 A zabere méné nez 10 minut. Vyhodou této metody je jeji vyuziti i pfi nizkém

rozliSeni (Vagin a Teplykov, 1997).

Pro molekularni nahrazeni vyuziva CCP4 (Winn et al., 2011) také: MrBUMP (Keegan
a Winn, 2007) a BALBES (Long et al., 2008) — ten je zalozeny na programu MOLREP (Vagin
a Teplyakov, 1997). Oba programy pracuji se zpracovanymi daty a cilovou sekvenci proteinu
— vysledkem je feSeni slozené z umisténych a ¢asteCné rafinovanych modelt. BALBES (Long
et al. 2008) k tomu vyuziva vlastni databazi a také proteinové struktury z Proteinové data
banky (PDB), piicemz MrBUMP (Keegan a Winn, 2007) vyuziva vefejné databaze (Winn
et al., 2011), jako napt. SCOP databazi (Murniz et al., 1995; Lo Conte et al., 2002).
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3.3.4. Konstrukce modelu

Do vysledné mapy elektronové hustoty mohou byt namodelovany atomy, a tak
1 zkonstruovan cely 3D model struktury proteinu. Poté je tieba podivat se individualné na
kazdou aminokyselinu a umistit je i s postrannimi fetézci spravné do mapy. Je také mozné
pridavat ligandy a molekuly vody, které se mohou ve struktufe vyskytovat (Mahon
a McKenna, 2018). Pti této praci musi byt v pofadku geometrie mezi atomy (délka a thel
vazby, chiralita, ¢ /i uhly) a Ramachandranova statistika (Rhodes, 2006). Pro cely tento
proces byva vyuzivany program Coot (Emsley et al., 2010), ktery je také soucasti knihovny
CCP4 (Winn et al. 2011).

Coot (Emsley et al., 2010) je graficka aplikace pro tvorbu modelu a wvalidaci
biologickych makromolekul. Zobrazuje mapy elektronové hustoty a atomové modely, se
kterymi je mozné manipulovat pomoci riznych nastroji: refinement (,,rafinace™), rotace
a translace, rigid-body fitting (vestaveni tuhého télesa), hledani ligandd, mutace, rotamery
a Ramanchandranova idealizace. Program si klade za cil byt co nejjednodussi pro védce, ktefi
zaCinaji pracovat s daty z difrak¢ni rentgenové analyzy (Emsley et al., 2010).

Program sestava z velkého mnozstvi softwarovych knihoven a také své vlastni, coz mu
umoziuje obsahovat mnoho nastroji pro modelovani i zobrazovani struktur. Tyto knihovny
poskytuji grafické uzivatelské rozhrani (OpenGL, X Window Systém a GTK+), matematické
nastroje (GNU Scientific Library) a krystalografické nastroje spolu s typy dat (Clipper
(Cowtan, 2003)) a Molecular Modeling Database MMDB (Krissinel et al, 2004) (Emsley
et al., 2010).

Coot (Emsley et al., 2010) poskytuje tfi rizné typy nastroji pro zobrazovani
trojrozmérnych dat. Atomové modely (zobrazované jako vektory spojujici atomy ve vazbé),
mapy elektronové hustoty a obecné grafické objekty (nekrystalografické rotacni osy). Uzivatel
muize pomoci riznych nastrojt toto grafické rozhrani ovliviiovat — otacet a pfemistovat pohled

a urCovat, ktera data se zobrazi a v jakém modu (Emsley et al., 2010).

Hlavni ptestavbové a rafinacni nastroje jsou vSechny na jednom misté pod setem
,2Model/Fit/Refine*. Zakladem je piistup pro zdokonaleni v redlném prostoru (,real-space
refinement engine®), ktery zafizuje rafinaci modelu viici mapé elektronové hustoty a reguluje

ho vzhledem ke geometrickym podminkam (Emsley et al., 2010).
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3.3.5. Rafinace modelu (,,refinement*)

Mapa elektronové hustoty musi byt rafinovana, aby mohla reprezentovat konecny
model (Messerschmidt, 2007). Musi projit procesem modifikace elektronové hustoty, kdy je
puvodni mapa na zakladé upravené mapy prepocitana tak, aby nevznikly zadné chyby

(Podjarny et al., 1996).

Rafinace je provadéna pro optimalizovani hodnot parametri modelu a je pro ni
vyuzivan program REFMACS (Murshudov et al., 1997), ktery je soucasti softwarového
nastroje CCP4 (Winn et al. 2011). REFMAC5 (Murshudov et al., 1997) upfesiiuje soufadnice
atomU, parametry atomarniho izotropniho a anizotropniho posunu (Murshudov et al., 1997),
aj. Nejvétsi zajem byva o Casti krystalu, které neobsahuji protein — navazané ligandy,
kofaktory a kovy. Ty REFMACS (Murshudov et al., 1997) uréuje pomoci seznamu moznych
liganda (Vagin et al., 2004).

3.3.6. Validace (,,validation‘‘) a zobrazeni modelu

Nakonec je nutné validovat strukturu a geometrii proteinu a piipadnych liganda
nachazejicich se v krystalu. Pfi validaci je tfeba kontrolovat a opravit nevhodné interakce
atomu (vodikové mustky) a zajistit spravnost namodelovanych ligandi v molekule (Mahon

a McKenna, 2018). K tomu je mozné pouzit webovy program MolProbity (Chen).

MolProbity (Chen et al., 2010) je vyuzivany k validaci struktury proteinu a nukleovych
kyselin (dostupny na adrese http://molprobity.biochem.duke.edu). Pomoci optimalizovaného
umisténi vodiki a analyzy kontaktl mezi vSemi atomy dokaze objevit nékteré chyby vzniklé
pii upravé struktury proteinu. Témi mohou byt napf. Ramachandranovy odlehlé hodnoty
(Ramachandran outliers) a otoené postranni fetézce. Vysledky validace jsou prezentovany
v tabulkach, grafech a jsou piistupné taky ve formé upravenych soubort ke stazeni (Chen

et al., 2010).

Nejprve je do webového rozhrani nahran soubor se souradnicemi ve formatu PDB
(Chen et al., 2010). Program nasledné ptida a optimalizuje pomoci softwaru REDUCE (Word
et al., 1999) vodikové atomy do modelu, pokud nejsou pfitomné (Chen et al., 2010). Navic
provede automaticky opravu 180° otoeni aminokyselin asparaginu, glutaminu a histidinu

(Word et al., 1999). K tomuto otocCeni dochazi, protoze elektronova hustota nestaci na urceni
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spravné orientace téchto aminokyselin. Stejny software REDUCE (Word et al., 1999) tato

otoCeni dokaze opravit tim, ze analyzuje piekryti atomt a vodikové vazby (Chen et al., 2010).

MolProbity dale nabizi analyzu kontakti vSech atoml navzajem a také analyzu
geometrie (Chen et al., 2010). K tomu vyuziva program PROBE (Word et al., 1999), ktery
kolem atomt roluje kouli o priméru 0,5 A., ¢imz méfi, zda se atomy nepiekryvaji. Pokud je
zjisténé prekryti vétsi nez 0,4 A, program oznadi toto misto jako vaznou srazku atomtl
a zaznamena ho. Pokud by byl model struktury sestaven spravng, takové srazky by se v ném

nemely objevit (Chen et al., 2010).

V tabulce vysledki validace je uvedeno ,.clashscore” (skore srazek), které udava
pomér poctu vaznych srazek na 1000 atomu. Tento ukazatel je poté prepocCitan na percentil
v daném rozliSeni. Také jsou analyzovany Ramachandranovy ¢ a ¥ uhly, rotamery a tzv.
CP deviace (Chen et al., 2010). Pokud se na a uhliku aminokyseliny vyskytne problém
s fetézcem nebo s postrannim fetézcem, tak tato skutecnost ovlivni vazebné nebo dihedralni
Ghly na B uhliku (Lovell et al., 2003). Program toto zkresleni od idealniho stavu C# vyhodnoti
a pokud je vétsi nez 0,25 A, tak ho i zaznamena (Chen et al., 2010).

Validace je dilezitym nastrojem k diagnoze chyb, které vznikly pfi utvareni (i pii rucni
rafinaci) modelu struktury proteinu. Pokud je struktura proteinu rafinovana a validovana, je
mozné ji povazovat za vyfeSenou. Struktury proteint (a ostatnich biomolekul) je mozné
zobrazit napf. pomoci programu PyMOL (Version 2.0 Schrodinger, LLC). Jedna se
o molekularni graficky systém, ktery je volné dostupny ke stazeni (DeLano, 2002).

PyMOL (Version 2.0 Schrodinger, LLC) umoziiuyje mnoho béznych zobrazeni
struktury makromolekul, jako napt. ,wire bonds*“ (dratové vazby), ,cylinders (valce),

,,Spheres® (koule), , ball-and-stick™ (koule a tyCinka), ,,dot surface (bodovy povrch), , solid

surface™ (pevny povrch), ,ribbons® (stuhy), ,,cartoon ribbons™ (kreslené stuhy) aj. Molekuly
mohou byt nahrany jako PDB soubory soufadnic, ale i1 jako jiné formaty (DeLano, 2002).
Program dokéaze precCist i soubory map elektronové hustoty z CCP4 (Winn et al. 2011)
a dokaze je aplikovat na urcity usek struktury a zobrazit (DeLano, 2002). Pomoci metody ,,ray-
tracing™ (sledovani paprskll) je mozné 3D struktury exportovat do obrazki v publikovatelné

kvalité a formatu PNG (DeLano, 2002).
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4. Material a metody

4.1. Molekularni nahrazeni

Rentgenova difrakce krystala serpint Iripin-1 (starsi nazev IRS-1) a Iripin-4 (starsi
nazev IRS-4) byla provedena v Némecku na zdroji BL14.2, BESSY II. Detektorem byl
PILATUS 6M a vinova délka zafeni byla 0,9184 A. Nasbirana data byla zpracovana
v programu XDSAPP (Sparta et al., 2016). Vystup z tohoto programu byl dale pouzity jako
vstup do programu POINTLESS (Evans, 2006). Poté byly spustény programy SCALA (Evans,
2006) a BALBES (Long et al. 2008), ktery vygeneroval vhodny homologni model pro dalsi
vyuziti jako model v programu MOLREP (Vagin a Teplyakov, 1997) v zakladnim nastaveni

parametru.

4.2. Rafinace pomoci programu REFMACS
Nasledovala rafinace za pomoci programu REFMACS5 (Murshudov et al., 1997), ve

kterém byl zapnut parametr ignorovani pouziti vodikovych atomu, i kdyz byly v souboru
(,,Use hydrogen atoms: ignore even if present in file*). U serpinu Iripin-1 byl navic vypnuty
parametr ,,Exclude data with freeR label.“ U serpinu Iripin-4 bylo nutné vybrat soubor mapy
elektronové hustoty, jelikoz program XDSAPP (Sparta et al., 2016) poskytl jeden HKL soubor
a dvé mapy elektronové hustoty, protoze urcil rizné prostorové grupy pii vypoctu. Podle
hodnot parametrti z programtt MOLREP (Vagin a Teplyakov, 1997) a REFMAC5 (Murshudov
et al., 1997) byl vybran soubor, ktery byl pouzit jako vstup do dalsi rafinace a validace.

4.3. Manualni rafinace v programu Coot

V programu Coot (Emsley et al., 2010) probihala manualni rafinace a validace modelu.
Jako vstupni soubory soufadnic i mapy elektronové hustoty byly pouzité vysledky z programu
REFMACS5 (Murshudov et al., 1997). Byly nastaveny parametry kontroly
a rafinace a regularizace (,,Refine/Regularize Control,“ R/RC), a to: pouziti ,torzniho
omezeni“ (torsion restraints), ,, Ramachandranovo omezeni“ (Ramachandran restraints)
,omezeni planarnich peptidi“ (planar peptide restraints) a ureni hodnoty , hmotnostni
matice” (weight matrix) — , hmotnost rafinace” (refinement weight). Nejprve byla ru¢né

zkontrolovana kazda aminokyselina, jestli jeji namodelovana reprezentace odpovida také
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sekvenci serpinu. Pokud tomu tak nebylo, tak byla aminokyselina pomoci nastroje , Mutate
& Autofit” zmutovana na spravnou. Zde byla ndpomocna také validacni analyza Rotamer

analysis, ktera zobrazuje krome rotamerovych outlier také chybéjici atomy aminokyselin.

Poté byla celd struktura upravovana pomoci analyz v tomto potadi: Ramachandran
plot, Geometry analysis a Rotamer analysis. Nejprve byly nalezeny Ramachandranovy
outliery a opraveny. Poté byla zkontrolovana a napravena geometrie serpinu, a nakonec byly
namodelovany spravné rotamery. V§e bylo rafinované pomoci rafina¢niho nastroje Real Space
Refine Zone, a to bud’ samostatna aminokyselina, jejich trojice anebo usek struktury ve sfére
(diky tomu se rafinovaly i okolni fetézce a predeslo se srazkam). Pomoci nastroje Rotamers...
byly vybrany spravné rotamery, a nastrojem Regularize zone byla vylepSovana geometrie mezi
trojici atomt. Pomoci analyzy Density fit analysis bylo prubézné zjistovano, jak moc se model

nachazi v mapé elektronové hustoty.

4.4. Validace

Takto upraveny soubor se soufadnicemi byl také nahravan po rafinaci v programu
REFMACS5 (Murshudov et al., 1997) do internetového programu MolProbity (Chen et al.,
2010) k validaci. Nejprve byly vypsany prevracené aminokyseliny: asparagin (Asn), glutamin
(Gln) a histidin (His), které bylo tfeba prevratit do spravné polohy v programu Coot (Emsley
etal., 2010) pomoci nastroje Sidechain 180° flip. Nasledné byla vygenerovana tabulka analyzy
kontakti a geometrie v§ech atomd. Pomoci této analyzy byly opraveny vSechny problémy,

které validace odhalila. Cely krok validace byl provadén soub&zné s rafinaci a také po ni.

Po validaci byl opét spustén program REFMACS (Murshudov et al., 1997) a cely
proces s rucni rafinaci a validaci se opakoval, dokud nebyly vysledné parametry dostatecné.
U serpinu Iripin-4 bylo nutné uréit ruéné omezit rozliseni na 2,30 A kviili vyskytu ice ringti
ve struktufe. Kdyz mél model vhodné hodnoty parametra, byl spustén REFMACS (Murshudov
etal., 1997), ale s tim rozdilem, ze byly vygenerovany do modelu molekuly vody pomoci Run

Coot:findwaters to automatically add/remove waters to refined structure.

Pro takovou strukturu byly pfi rafinaci v programu Coot (Emsley et al., 2010)
kontrolovany i nove pfidané molekuly vody pomoci nastroje Check/delete waters s parametry:
B faktor vétsi nez 60.00 A% (B factor greater than 60 A%), ignorace ,,éasteénych obsazeni

blizkych kontakti“ (partial occupancy close contacts) a ignorace ,,molekul vody s nulovou
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obsazenosti“ (waters with zero occupancy). Ostatni parametry zlstaly vychozi). Vyhledané

molekuly vody byly ru¢né zkontrolovany a popiipade zrafinované nebo vymazané.

4.5. Modelovani ligandu (iontii)

Pomoci nastroje Unmodelled blobs byla vyhledana mista v map¢ elektronové hustoty,
ktera byla prtilis velka, nez aby to byly molekuly vody — jednalo se o ligandy. Pomoci
internetového programu Check my metal bylo odhadnuto, o jaké kovové ionty se jednalo a ty
byly do modelu pfidany. Nasledovala posledni automaticka rafinace programem REFMACS5
(Murshudov et al., 1997) a validace v programu MolProbity (Chen et al., 2010)

4.6. Zobrazovani a uprava struktur — program PyMOL

Pfi vytvareni struktury Iripinu-1 nebyl celou dobu vypocitany Reee faktor, proto bylo
nutné pii rafinacich v programu REFMACS (Murshudov et al., 1997) ponechat vypnuté
nastaveni ,, Exclude data with freeR label.“ Nakonec byl tento faktor do souboru vygenerovan

pomoci programu F2mtz (import) z nabidky knihovny programti CCP4 (Winn et al. 2011).

V knihovné CCP4 (Winn et al. 2011) byly nésledné¢ pomoci programu FFT ve
vychozim nastaveni vytvoreny mapy elektronové hustoty, které je mozné zobrazit v programu
PyMOL (Version 2.0 Schrodinger, LLC). Néasledné byly v tomto programu pofizeny snimky
struktur, RCL anebo ligandi. Oba modely struktur Iripinu-1 a Iripinu-4 byly nakonec

zarovnany a porovnany mezi sebou.
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5. Vysledky
5.1. Iripin-1

Informace o sbéru dat jsou uvedeny v tabulce 1. Jako prostorova grupa byla urena
P12:1 (Obr. 10) a v asymetrické jednotce se nachazely dvé molekuly. Program POINTLESS
(Evans, 2006) potvrdil prostorovou grupu s konfidenci 0,848. Bylo také potvrzeno, ze
nedochazi ke twinningu. Unit cell rozméry potom byly a = 48,82 A,b = 91,0 A,c = 95,83 A
suhly ¢ =90° B = 97,53°y = 90°.

Obrazek 10: Bravaisova monoklinicka jednoduch4 mfizka, ktera odpovida prostorové grupé
P12:1 Iripinu-1. V této mfizce jsou uzly umistény ve vrcholech (P), a pro rozméry unit cell
plati a # b # ¢ a jeden zuhli «,f,y neni pravy. (Stazeno z https://www.physics-in-a-
nutshell.com/article/6/symmetry-crystal-systems-and-bravais-lattices, dne 12.4.2023.)

Nasleduji vysledky z programu SCALA (Evans, 2006). Celkovy pocet reflexi v souboru
byl 331 018, pficemz pocet téch jedineCnych znich byl 48 350. Celkova uplnost byla
stanovena na 92,2 % a na vnéjsi vrstvé (,,outershell) pfi rozliseni 2,10 A byla dokonce 97,7

%. Rozsah rozlieni byl od 48,40 A az po maximalni rozliseni 2,10 A. Pearsoniiv korela¢ni
koeficient CC% mél celkovou hodnotu 99,8 a na vné&jsi vrtsvé pii maximalnim rozliSeni pak

hodnotu 66,3. Primérna mozaikovitost byla 0,19.

Pro potfeby MR byl pomoci BALBESu (Long et al. 2008) vygenerovan vhodny

homologni model — konkrétné krystalickd struktura antigenu lidského spinocelularniho

26


https://www.physics-in-a-
http://nutshell.eom/article/6/symmetry-crystal-systems-and-bravais-lattices

karcinomu 1 (Crystal structure of human squamous cell carcinoma antigen 1) SCCA1 (PDB
ID: 2ZV6). Po MR byla ur¢ena hodnota kontrastu 10,81. Po nékolika cyklech programu
REFMACS5 (Murshudov et al., 1997) a rué¢ni rafinaci v programu Coot (Emsley et al., 2010)
byly vysledné parametry rafinace: R faktor 0,200, Ree faktor 0,249, r.m.s. délky vazeb 0,007
a r.m.s. vazebnych uhli 1,525°. Pfi rafinaci byl podle mapy elektronové hustoty doplnén
kationt Mg?*, jelikoz ostatni mozné ionty se do modelu nehodily a Mg?** byl piitomny
v krystalizacnich podminkach. Dals§i udaje o ziskanych datech a rafinaci jsou uvedeny

v tabulce 1. V tabulce II jsou uvedeny vysledné hodnoty validace.

Tabulka I: Data z rentgenové difrakce a statistiky rafinace nativniho serpinu Iripin-1.

Zdroj rentgenové difrakce BL14.2, BESSY II, Némecko

Vinova délka (A) 0,9184

Detektor PILATUS 6M
Vzdalenost krystal-detektor (mm) 346,829

Rozsah oticeni na snimek (°) 0,10

Celkovy rozsah otaceni (°) 360,00

Doba expozice na snimek (s) 0,10

Rozsah rozliSeni (A) 50,00-2,10 (2,33-2,10)
Prostorova grupa P12,1 (4)

Molekuly v asymetrické jednotce 2
Unit-cell rozméry: a, b, ¢ (A) 48,82 91,00 95,83
Unit-cell rozméry: a, B,y (°) 90,00 97,53 90,00

Mozaikovitost (°) 0,193
Celkovy pocet reflexi 331018 (52480)
Pocet jedinecnych reflexi 48350 (7680)
Prumérné I/o (I) 11,12 (1,62)
Uplnost (%) 99,2 (97,7)
cC; 99,8 (68,9)
Riyeas (%)? 116,8 (14,3)
Celkovy B faktor z Wilsonovy mapy (A2 31,0

Rozsah rozliseni (A) 48,40-2,10
Pocet reflexi v pracovni sadé 48 355
Koneéna hodnota R” (%) / 0,200/0,249
Konecna hodnota Reree® (%)

Primérna B hodnota (A) 44,683
Protein 5946

Ligand — kationt Mg?* 1

Voda 596
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Celkem 6543

Vazeb (A) 0,007

Uhla () 1,525
Priimérné B faktory (A2) celkem 33,148
Nejpriznivéjsi (%) 96,27 %
Povolené (%) 3,73 %
Molprobity skore 97. percentil *

Data v zavorkach odkazuji na nejvyssi rozliSeni plasteé (,,shell®)

o) s -t

aR Tlh—l
meas —
Shlilnl ’

kde je praméra intenzita (I,) brana pies vSechny
meétené ekvivalenty symetrie, a I je méfena intenzita pro danou reflexi.

_ ZHFobsl_chalc”

"Roaiue = S Fon kde F,ps a F.qc jsou po fadé pozorované a vypocitané
obs

faktory.

‘Rfree j€ ekvivalentni R hodnoté, ale je vypocitana pro 1,87 % z nahodné vybranych
reflexi a je vynechan proces rafinace

*100. percentil je nejlepsi ze vSech porovnavanych struktur podobného rozliseni; 0.
percentil je nejhorsi.

Tabulka II: Vysledky validace programu MolProbity (Chen et al., 2010) pro strukturu
serpinu Iripin-1.

All-Atom Clashscore, all atoms: ||5-69 97t percentile” (N=576, 2.10A = 0.254)
Contacts Clashscore is the number of serious steric overlaps (= 0.4 A) per 1000 atoms.
Poor rotamers 0 0.00% Goal: <0.3%
Favored rotamers 0.00% ||Goal: =98%
Ramachandran outliers 0 0.00% ||Goal: <0.05%
Ramachandran favored 722 96.27% ||Goal: =98%
Protein Rama distribution Z-score -0.47 £ 0.28 Goal: abs(Z score) < 2
Geometry - .
MolProbity score 1.56 o7th percentile’ (N=11758, 2.10A + 0.254)
Cp deviations =0.25A 4 0.57% ||Goal: 0
Bad bonds: 0/6063 [0.00% |Goal: 0%
Bad angles: 5/8200 ||0.06% ||Goal: <0.1%
Peptide Omegas Cis Prolines: 0/22 0.00%  |[Expected: <1 per chain, or 5%
. Lo Chiral volume outliers 0/914
Additional validations - - -
Waters with clashes 22/596 ”3.69% See UnDowser table for details

Pti validaci bylo vysledné Clashcore v 97. percentilu a MolProbity skore také v 97.
percentilu. Aminokyselin favorizovanych podle Ramachandrana bylo 722 z celkového poctu
754 (96,27 %) a nevyskytovaly se zadné outliery. Cf deviace vétsi nez 0,25 A byly 4 (0,57
%), Spatnych uhli bylo 5 (0,06 %) a Spatné vazby se v modelu nenachazely.
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Obrazek 11: Zkonstruovana struktura serpinu Iripin-1. Cerven& jsou vyznateny a-helixy,
B-skladany list-A je zeleny, B-skladany list-B je zZluty, f-skladany list-C je oranzovy). Modfe
je oznacen RCL. Vytvoreno v programu PyMOL (Version 2.0 Schrodinger, LLC).
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Obrazek 12: Pohled na RCL rezidua serpinu Iripin-1 s mapou elektronové hustoty. RCL
(obarveny cervené) je velmi mobilni Cast struktury, proto zde mapa elektronové hustoty
(modra barva) neni pfili§ v nékterych Castech vidét. Kvuli tomu byla ze struktury odstranéna
nasledujici rezidua: Ser329 — Ala332 (Ser329, Glu330, Ala331, Ala332) a Thr345 — GIn346.
Vytvoreno v programu PyMOL (Version 2.0 Schrodinger, LLC).

2N
™ ..-":;"4-;
—
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Obrazek 13: Zobrazeni kationtu Mg?* mezi dvéma fetézci serpinu Iripin-1, konkrétné B a D,
s mapou elektronové hustoty. Kationt se nachazi mezi kyselinami asparagovymi 119
(Aspl19), kdy jedna pochazi ztetézce B a druha zfetézce D. Jsou také pojmenovany

aminokyseliny blizko kationtu, konkrétné lysiny (Lys84), opét z fetézci B a D. Byly zméteny
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vzdalenosti atomu Mg?* od aminokyselin B Asp119 a D Asp119 v jednotkach A — atom je od
obou vzdaleny 2,3 A. Vytvoteno v programu PyMOL (Version 2.0 Schrodinger, LLC).

5.2. Iripin-4

Souhrnné informace o sbéru dat z rentgenové difrakce jsou uvedeny v tabulce IIL
Prostorova grupa krystalu Iripinu-4 byla P3;21 (Obr. 14), coz bylo potvrzeno programem
POINTLESS (Evans, 2006) s konfidenci 0,943. Rozmeéry unit cell byly nasleduyjici:
a=7893Ab=7893A c=11778A, suhly a = 90°, 8 = 90°,y = 120°.

o Q

Q

Obrazek 14: Bravaisova (trigonalni) hexagonalni mfizka (Cerven¢), kterd odpovida prostorové
grupé P3121 Iripinu-4. V této miizce jsou uzly umistény ve vrcholech (P), a pro rozméry unit
cell plati @ = b # c a jeden z Ghla «, §,y ma velikost 120°, pfiC¢emz ostatni dva jsou pravé.
(Stazeno z https://www.physics-in-a-nutshell.com/article/6/symmetry-crystal-systems-and-

bravais-lattices, dne 12.4.2023.)

Dalsi byly vysledky z programu SCALA (Evans, 2006), ktery ur€il celkovy pocet
reflexi na 289 930, z ¢ehoz bylo 19 373 jedinecnych. Celkova uplnost méla hodnotu 97,7 %,
stejn€ jako uplnost na ,,outershell,” kde byla také 97,7 %. RozliSeni se pohybovalo v rozsahu
44,61-230 A. Celkova hodnota Pearsonova korelaéniho koeficientu byla 99,90, pii
maximalnim rozliSeni na ,,outershell potom 79,70. Primérna mozaikovitost byla stanovena

na 0,25.
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Pomoci programu BALBES (Long et al. 2008) byl vybran jako homologni model serpin
Iripin-2 (PDB ID: 3NDA). Nasledné byl jako vhodna mapa elektronové hustoty vybran soubor
152-F, ktery byl jednim z vystupti z programu XDSAPP (Sparta et al., 2016). Hodnoty

jednotlivych parametr dulezitych pro vybér jsou zaznamenany v tabulce III.

Tabulka III: Hodnoty parametrt pro vybér idealniho souboru pro nasledné MR.

.HKL P3,21 8,74 0.538 -
152-F.mtz P3121 20,26 0,468 0,509
154-F.mtz P3,21 4,54 0,581 0,587

Pfi konstruovani modelu struktury serpinu Iripin-4 bylo nutné vybrat, ktery soubor
bude vybran jako vychozi mapa elektronové hustoty. Mezi kandidaty byly vystupy z programu
XDSAPP (Sparta et al., 2016): jeden HKL soubor a dvé mapy elektronové hustoty s koncovkou
.mtz. Pro soubory byla urena Laue prostorova grupa a také porovnan parametr kontrast
z molekularniho nahrazeni. Ten pro hodnoty vét§i nez 3 znamen4, ze jsou nalezena spravna
feSeni. Proto byla vybirana nejvétsi hodnota tohoto parametru, coz bylo 20,26 pro mapu 152-
F.mtz. Dale byly sledovany R a Rgee faktory, které vyjadiuji chyby a nepresnosti v data setu.
Zde byly naopak vybirany co nejnizsi hodnoty, které opét patfily souboru 152-F.mtz. Tato
mapa méla R faktor rovny 0,468 a Ryree faktor 0,509. Proto bylo déle pracovano s touto mapou

elektronové hustoty (vyznaceno tucné).

Pred rentgenovou difrakci jsou vzorky zmrazeny, aby byly co nejlépe uchovany.
Neékdy vSak pfi samotném ziskavani dat nejsou podminky pro ablaci ledu, ¢imz vznikaji
ledové prstence — tzv. ice ringy. Je proto nezbytné pii zpracovani vyloucit ty reflexe, které
byly ice ringy nejvice ovlivnéné (Chapman & Somasundaram, 2010). Pomoci programu
AUSPEX (Thorn et al., 2017) byla data zanalyzovana a uréeno rozliseni 2,25 A, ve kterém se
nachazel ice ring (Obr. 15). Z toho divodu bylo pifi rafinaci v programu REFMACS5

(Murshudov et al., 1997) omezeno rozliSeni na 2,3 A, diky ¢emuz byly ice ringy eliminovany.
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Obrazek 15: Graf zavislosti pozorovanych amplitud strukturniho faktoru Fops na rozliseni
(v A). Vytvoteno v programu AUPEX (Thorn et al., 2017). Jako body jsou vyobrazeny
pozorované amplitudy strukturniho faktoru Fobs v zavislosti na rozliseni. Tyto amplitudy jsou
vypoctené z integraci vrchold rentgenovych obrazct. V pfitomnosti ice ring tyto hodnoty
velmi silng diverguji (Thorn et al., 2017). Cernou §ipkou je ukazan ice ring, ktery se nachazel

ve vzorku pfi rozliseni 2,25 A.

Vyslednymi parametry z rafinace v programu REFMACS (Murshudov et al., 1997)
byly R faktor 0,222, Rfee faktor 0,332, r.m.s. délky vazeb 0,009 a r.m.s. vazebnych thlu
1,621°. Také byl do modelu piidan ligand — konkrétné kationt Ni?*. Ten byl jedinou moznou
volbou a do struktury se nejspiSe dostal v prabéhu afinitni purifikace. Dalsi udaje spojené
s rentgenovou difrak¢ni analyzou a rafinaci jsou uvedeny v tabulce IV. Nasleduje také tabulka

V, ve které jsou zaznamenany vysledky validace Iripinu-4.

Tabulka IV: Data z rentgenové difrakce a statistiky rafinace nativniho serpinu Iripin-4.

Zdroj rentgenové difrakce BL14.2, BESSY II, Némecko
Vinova délka (A) 0,9184

Detektor PILATUS 6M

Vzdalenost krystal-detektor 175,66

Rozsah otaceni na snimek (°) 0,10

Celkovy rozsah otaceni (°) 270,00

Doba expozice na snimek (s) 0,10
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Rozsah rozliSeni (&) 44,61-2,30 (2,44-2,30)

Prostorova grupa P3:21 (152)
Molekuly v asymetrické jednotce 1

Unit-cell rozméry: a, b, ¢ (A) 78,93 78,93 117,78
Unit-cell rozméry: a, 8,y (°) 90,00 90,00 120,00
Mozaikovitost (°) 0,105

Celkovy pocet reflexi 289930 (43011)
Pocet jedine¢nych reflexi 19373 (3085)
Multiplicita 14,97
Prumérné I/a(I) 22,47 (4,30)
Uplnost (%) 99,70 (99,70)
CC % 99,90 (79,70)
Reas (%) 9,60 (62,40)
Celkovy B faktor z Wilsonovy mapy (A%) 39,20

Rozsah rozliseni (A) 44,57-2,30
Pocet reflexi v pracovni sadé 18992
Konecna hodnota R? (%) / 0,222/0,332
Konecna hodnota Rree® (%)

Primérna B hodnota (A) 31,705

Protein 2954

Ligand — kationt Ni** 1

Voda 312

Celkem 3267

Vazeb (A) 0,009

Uhli (°) 1,621
Pramérné B faktory (A2) celkem 34,225
Nejpriznivéjsi (%) 98,91 %
Povolené (%) 1,08 %
Molprobity skére 100. percentil*

Data v zavorkach odkazuji na nejvyssi rozliSeni plasté (,,shell®)

e \1/2
Sh(als) " ZHR) =Tl
apR — h

meas Zh Zilhll >

méfené ekvivalenty symetrie, a Iy, je méfena intenzita pro danou reflexi.

kde je primérna intenzita (I,) brana pres vSechny

|Fobs|—|Fcaicl
_Z| obs calc |’ kde

R atue = 203 Fon.| Fops @ Feqc jsou po fadé pozorované a vypocitané
oDs

faktory.

‘Rrree je ekvivalentni R hodnotg, ale je vypocitana pro 1,87 % z nahodné vybranych
reflexi a je vynechan proces rafinace

* 100. percentil je nejlepsi ze vSech porovnavanych struktur podobného rozliseni; O.
percentil je nejhorsi.
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Tabulka V: Vysledky validace programu MolProbity (Chen et al., 2010) pro serpin Iripin-4.

All-Atom Clashscore, all atoms: H6.32 ||98th percentile” (N=355, 2.30A = 0.254)
Contacts Clashscore is the number of serious steric overlaps (> 0.4 A) per 1000 atoms.
Poor rotamers 0 0.00% |Goal: <0.3%
Favored rotamers 310 98.41% ||Goal: =98%
Ramachandran outliers 0 0.00%  ||Goal: <0.05%
] Ramachandran favored 364 98.91% |(Goal: =98%
Protein Rama distribution Z-score -1.45 £ 0.38 Goal: abs(Z score) < 2
Geometry - " -
MolProbity score 1.35 100t percentile” (N=8909, 2.30A £ 0.25A)
CP deviations =0.25A 1 0.29% [Goal: 0
Bad bonds: 0/2975 |0.00% |Goal: 0%
Bad angles: 0/4030 |0.00% |Goal: <0.1%
Peptide Omegas Cis Prolines: 0/11 0.00%  |Expected: <1 per chain, or 5%
. o Chiral volume outliers 0/467
Additional validations - - -
‘Waters with clashes 8/298 HZ.GS% See UnDowser table for details

Vysledky validace v programu MolProbity ukazaly Clashscore v 98. percentilu
a MolProbity skore ve 100. percentilu. VSechny ostatni statistiky byly v porfadku
— nevyskytovaly se zadné Spatné rotamery, Ramachandranovy outliery ani §patné vazby.
Ramachandranovych favorizovanych aminokyselin bylo 364 (98,91 %), povolené tedy byly 4
(1,08 %). Ve struktuie se nachazela jedna Cf deviace vétsi nez 0,25 A.
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Obrazek 16: Zkonstruovana struktura serpinu Iripin-4. Cervené jsou vyznageny a-helixy a 8-
skladany list-A je zeleny, [-skladany list-B je zluty, f-skladany list-C je oranzovy. Modfe je
oznacen RCL. Vytvoreno v programu PyMOL (Version 2.0 Schrodinger, LLC).

Ve strukture Iripinu-4 se RCL nenachazi volné v prostoru, nybrz je vidét pocatek jeho
vsunuti do B-skladaného listu-A. [-strandy tohoto [-skladaného listu jsou také lehce
odklonéné, aby RCL mohl vytvofit antiparalelni §-skladany list. Této konformaci se také fika
6-forma, ktera je mezistupném pii prechodu do latentni konformace (Gooptu et al., 2000).
RCL je v této konformaci ¢asteéné vsunuty do horni Casti -skladaného listu-A, ale kvili
vazbé RCL k B-sheetu C a a-helixu, ktery blokuje spodni stranu [-skladaného listu-A,
nemuze dojit k plnému vsunuti RCL do tohoto mista. Neni jisté, pro¢ k této konformaci
dochazi. Teoriemi jsou, ze se jedna o meziprodukt v piechodu do rozstépené (,,cleaved®)

konformace anebo k ni dochazi pfi vzniku polymera (Dunstone a Whisstock, 2011).
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Obrazek 17: Pohled na RCL rezidua serpinu Iripin-4 s mapou elektronové hustoty. Z davodu
mobility RCL (obarveno Cervené) mapa elektronové hustoty (modra barva) v jednom misté
chybi. Z toho divodu bylo ze struktury odstranéno reziduum: Ser342 — Glu345 (Ser342,
Leu343, Val344, Glu345). Vytvoreno v programu PyMOL (Version 2.0 Schrodinger, LLC).

Obrazek 18: Zobrazeni kationtu Ni** mezi dvéma molekulami Iripinu-4 v krystalu. Jsou
oznaCeny aminokyseliny histidin (His253) a kyselina asparagova (Asp257), které s timto
kationtem Ni>* reaguji. Jsou také zobrazeny vzdalenosti, konkrétng 1,9 A mezi His253 a Ni%*

a 2,4 A mezi Asp257 a Ni**. Vytvoteno v programu PyMOL (Version 2.0 Schrodinger, LLC).
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5.3. Porovnani struktur Iripinu-1 A Iripinu-4

Obe¢ struktury se samoziejmé nejvice 1isi v téch nejflexibilngjsich ¢astech — v ohybech
(,,Joopech”) a konkrétné nejvice v RCL. Obé RCL maji stejnou délku 24 rezidui, ale
B-strandy v jiz zminéném [-skladaném listu, které jsou lehce rozestoupené a vytvareji tak
prostor pro RCL. Ve struktufe Iripinu-1 je pak RCL zcela volny v prostoru a nema zadny vliv
na f-skladany list-A.

Obrazek 19: Porovnani struktur serpint Iripinu-1 a Iripinu-4. Fialov€ je zbarvena struktura
Iripinu-1 a zelené je vyobrazena struktura Iripinu-4. Skére MatchAlign bylo 1005,5 a bylo
srovnano celkem 2537 atomii. Hodnota r.m.s.d. byla 0,939 A (2011 ku 2011 atoméim) pii péti
cyklech zarovnani. Vytvoreno v programu PyMOL (Version 2.0 Schrodinger, LLC).

Je mozné pozorovat dalsi rozdily ve strukturach. Porovnani reziudi 214 — 217 obou
sturktur je pfiblizeno na Obr. 20. U Iripinu-1 je zde vymodelovan a-helix, kdezto u Iripinu-4

je zde pouze ohyb. Podobny rozdil se nachazi také v reziduich 181 — 183 s tim rozdilem, ze
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tentokrat se nachazi a-helix v modelu Iripinu-4, kdezto u Iripinu-1 je pouze ohyb (Obr. 21).
Poslednim rozdilem jsou jiné délky namodelovanych S-strandt v -skladaném listu-C (Obr.
22). U struktury Iripinu-1 je dokonce [-strand rozdélen na dva s ohybem v reziduu Met203 —
Gly205.

/Gly217 §

Obrazek 20: Priblizené porovnani rezidui 214 — 217 obou struktur. Irinpin-1 je obarven fialové
a v tomto useku obsahuje po fadé aminokyseliny Phe214, Arg215, Asp216 a Leu217. Iripin-
4 ma zelenou barvu a jeho rezidua v tomto tuseku jsou Pro214, Pro215, Leu216, Gly217.

Vytvotfeno v programu PyMOL (Version 2.0 Schrodinger, LLC).

Obrazek 21: Priblizené porovnani rezidui 181 — 183 struktur serpind Iripin-1 (obarven fialove)
a Iripin-4 (obarven zelen€). V tomto useku Iripin-1 tvofi aminokyseliny Asnl81, Lys182,
Ser183 a Iripin-4zde ma GIn181, Argl82, Leul83. Vytvoifeno v programu PyMOL (Version
2.0 Schrodinger, LLC).
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)

Ala/Val34

Obrazek 22: Ptiblizené rozdily v -skladaném listu-C struktur serpint Iripin-1 (fialova barva)
a Iripin-4 (zelena barva). Porovnéavana rezidua jsou: Pro Iripin-1: Met203 — Ser206 (Met203,
Met204, Gly205, Ser206) a pro Iripin-4 Arg203 — Glu206 (Arg203, Gly204, Val205, Glu206).
DalSimi rezidui, kde 1ze nalézt rozdily jsou: pro Iripin-1 Ala347 — Phe350 (Ala347, Phe348,
Ala349, Phe350) a pro Iripin-4 Val347 — Thr350 (Val347, Glu348, Phe349, Thr350).
Vytvotfeno v programu PyMOL (Version 2.0 Schrodinger, LLC).
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6. Diskuse

Klistata pfenasenim patogenu predstavuji zdravotni riziko, jelikoZ zptsobuji nemoci,
které neni mozné 1éCit. Lidé prichéazeji Castéji do kontaktu s klistétem a tim se zvySuje i riziko
jeho napadenim a pienosu patogenu (Parola & Raoult, 2001) — v Ceské republice pravé
druhem Ixodes ricinus. Proto je dilezité vyvijet nové zpusoby kontroly, predevsim vakciny.
Ty by mély cilit na fyziologii klistéte a jejich krmeni, ¢imz by bylo mozné nejen limitovat

prenos patogent, ale také snizit populaci klist'at (Blisnick et al., 2017).

Takové farmakoaktivni latky jsou vyvijeny bud’ umélou syntézou nebo izolovanim
potencialnich kandidatd z riznych organismu i paraziti (Cherniack, 2011). Ke kontrole klist'at
se pouzivaji hlavné repelenty — akaricidy (,,_“), které ale maji negativni dopad na
zivotni prostiedi a na ostatni organismy, na které vuibec nemaji cilit. Navic také posiluji klistéci

rezistenci (Blisnick et al., 2017).

Je tedy tieba prichazet s novymi vakcinami a 1éky, které by byly vice t¢inné. K tomuto
ucelu jsou zkoumany proteiny v klistéti, které hraji néjakou roli v klistéci biologii a procesu
sani krve, ale nejsou presné znamy jejich funkce. Takovou skupinou latek jsou 1 protedzové

inhibitory, konkrétné serpiny.

Serpiny maji rizné biologické funkce, které nesouvisi jen s ireverzibilni inhibici
proteaz (Silvermann et al., 2001). Nachazeji se také v obratlovcich, kde jsou ve velké mife
znameé jejich funkce. Diky tomu je mozné predpovidat, na které procesy a reakce budou cilit
klistéci proteiny (Chmelarf et al., 2017). V klistatech jsou pak serpiny zapojeny do dulezitych
fyziologickych procest, jako je vrozeny imunitni systém a srazeni hemolymfy. Také jsou
produkovany ve vajecnikach a vajickach, ktera chrani pfed mikroorganismy. Je tedy mozné
predpokladat, ze hraji roli pifi kladeni vajicek a také pfi jejich samotném vyvoji (Blisnick

et al., 2017).

Klisté vyuziva pfi pfisani na hostitele a pii sani krve rizné proteiny obsazené v jeho
slinach. Nachazeji se tu stovky proteint s antihemostatickymi vlastnostmi (Maritz-Olivier et
al., 2007) a protizanétlivymi a imunomodulacnimi u¢inky (Kazimirova a Stibarinova, 2013).
Serpiny jsou zapojeny do sani krve a jejiho nasledného traveni ve stiednim stfevé (Blisnick
et al., 2017). Nachazeji se ve predevsim ale ve slinnych zlazach, kde inhibuji hostitelGv proces

srazeni krve, a tim padem 1 jeji snazsi sani. Také maji vliv na pfenos patogenu a jeho nasledny
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rozvoj v hostiteli tim, Ze v jeho organismu k tomu vytvoii vhodné podminky (Blisnick et al.,

2017).

Prikladem ovliviiovani imunitni odpovédi ve prospéch patogenu v savcich je cytokine
response modifier (CrmA) (Ray et al., 1992). Je to serpin kédovany virem kravskych nestovic
a funguje jako silny inhibitor enzymu konvertujici cysteinovou proteazu interleukin-183
(Howard et al., 1995). Bylo ukazano, ze CrmA inhibuje apoptozu, kterd je vyvolana tumor
nekrotizujicim faktorem nebo Fas ligandem (Enari et al., 1995; Miura et al., 1995; Tewari

et al., 1995).

S rozvojem rentgenové krystalografie je mozné provadét experimenty na narocnéjsich
vzorcich. Zlepsila se také kvalita dat a snizil se Cas potiebny pro vyfeseni struktury proteind
(Mahon a McKenna, 2018). Vylepsené jsou naptiklad detektory, software, zaostfovaci zrcadla
(,,focusing mirrors“) (Graber et al., 2011) ale také zdroje synchrotronového zareni — dnes jiz
tieti generace. Existuje i ¢tvrta generace laserd s rentgenovym zafenim bez elektronu, tzv.
XFEL (,,fourth-generation Xray free-electron lasers®). Ty umoziuji vétsi tok zareni diky

fokusovanému paprsku (Levantino et al., 2015; Spence, 2017).

Kromé rentgenové difrakéni analyzy se vyvijeji a stale vice vyuzivaji i jiné metody,
slouzici k ur€eni struktury proteini. Diky tomu muZze narastat poCet objasnénych struktur.
Neutronova krystalografie vyuziva neutronové difrakce pro nalezeni pozic vodikovych atomu
v rozliSeni okolo 2 A. Cely proces probiha za pokojové teploty bez potieby chlazeni a bez
poskozeni krystalu paprsky (Gerlits et al., 2017). Pro serpiny je toto mozné vyuzit pti hledani
vodikovych atoml pii interakci serpin-ligand a komplexu serpin-proteaza (Mahon

a McKenna, 2018).

Pomoci (kryo-) elektronové mikroskopie (Cryo-EM) je mozné fteSit i struktury
o nizkém rozliSeni (méné& nez 3 A) (Banerjee et al., 2016). Kviili ochran& vzorku je vzorek
zmrazen na 70 K a nasledné je ozafen vysokoenergetickym paprskem elektronti (Thompson
et al., 2016; Milne et al., 2013). Tato metoda umoziiuje studium velkych agregatt serpinovych
komplexu, které souvisi se serpinopatiemi (Belorgey et al., 2007; Lomas a Carrell, 2002). Je
tak mozné hledat nejen konkrétni piiciny, ale 1 1écbu specifickych serpinopatii (Mahon
a McKenna, 2018). Vyhodou je predev§im fakt, Ze neni nutné vypéstovat krystal, coz Casto

byva ta nejnarocnéjsi ¢ast rentgenova krystalografie.
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Dfive byla drtiva vét§ina proteinovych struktur objasnéna metodou rentgenové
krystalografie. Ale s nastupem a rozvojem novych metod tomu tak nemusi byt i v budoucnu.
Jak je vidét na Obr. 23, od roku 2011 se zacal zvySovat pocet struktur, které byly vyfeSené
metodou cryo-EM. V roce 2019 méla tato metoda dokonce v poctu struktur strmeé stoupajici
tendence, zatimco rentgenova krystalografie poprvé zaznamenala pokles oproti pfedchozim

letim (Callaway, 2020).

X-ray crystallography

A000 e g e e s

Structures released per year

Electron microscopy

| | |
2003 2007 20M 2015 2019

Obrazek 23: Graf srovnani poctu vyfeSenych proteinovych struktur (a dalSich biomolekul)
v prubéhu let pomoci metod rentgenové krystalografie a elektronové mikroskopie (Callaway,

2020).

Je mozné pozorovat, ze rentgenova krystalografie ma obrovsky naskok v poctu
vyteSenych struktur, cimz stale kraluje v§em strukturnim metodam. Jeji narocnost, predevsim
vypéstovani krystalu, vSak zptisobuje narast oblibenosti metody cryo-EM mezi védci. Jesté
bude jisté nekolik let trvat, néz se viibec obé metody dostanou na stejné mnozstvi vyfeSenych
struktur za rok. Je vSak jasné, zZe dnes maji védci moznost volby metody, ktera by jim
vyhovovala. Vysledkem bude stale vice vyfeSenych struktur kazdy rok, jelikoz bude mozné

pouzivat obé metody.
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Nasledné byly serpiny Iripin-1 a Iripin-4 porovnany sjinym nativnim serpinem

Iripinem-8.

Obrazek 24: Porovnani struktur serpinu Iripinu-1, Iripinu-4 a Iripinu-8 (PDB ID: 7PMU).
Struktura Iripinu-1 ma fialovou barvu, Iripin-4 ma poté zelenou barvu a nakonec Iripin-8 ma
barvu oranzovou. Hodnota r.m.s.d. byla pfi zarovnani 1,146 A (celkem 1920 atomi).

Vytvotfeno v programu PyMOL (Version 2.0 Schrodinger, LLC).

Struktury vSech tii serpint se nejvice lisi v délce RCL, jelikoz Iripin-8 ma abnormalné
dlouhy RCL, konkrétné€ 29 rezidui oproti 24 reziduim Iripinu-1 a Iripinu-4. Dalsi rozdil v RCL
je ten, ze u Iripinu-8 je volny, kdezto u Iripinu-4 je ¢astecné vsunuty do S-skladaného listu-A
(jakjiz bylov praci diskutovano). Struktury se také lisi na obouch svych koncich, coz je mozné

ocekavat, jelikoz je zde struktura flexibilni.
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Nasleduje analyza vzajemnych rozdild mezi strukturami. Struktura Iripinu-8 vice
kopiruje strukturu Iripinu-4. Na obrazku 25 je vidét, ze se struktura Iripinu-4 a Iripinu-8 se na
daném useku alespon priblizné shoduje, avsak jak jiz bylo diskutovano, struktura Iripinu-1 se
zde 1isi. Podobny problém nastava u rezidui Iripinu-1 Pro214 — Leu217, kde je pouze ohyb,
ovSem ve stejnych mistech Iripin-4 i Iripin-8 maji a-helix (Obr. 26). U rezidui Asn307 —
Asp310 Iripinu-1 a Gly307 — Leu310 Iripinu-4 maji oba serpiny podobnou strukturu ohybu.
U Iripinu-8 ale odpovidajici rezidua maji strukturu a-helixu (Obr. 27).

Obrazek 25: Priblizené rozdily v -skladaném listu-C struktur serpint Iripin-1 (fialova barva),
Iripin-4 (zelena barva) a Iripin-8 (oranzova barva). Rozdily v délce B-strandd se nachazeji
mezi rezidui Iripinu-1 Ala347 — Phe350, Iripinu-4 Val347 — Thr350 a odpovidajicimi rezidui
Iripinu-8. Rozdil v preru§eném [-strandu se nachazi v reziduich Iripinu-1 Met203 — Ser206,
Iripinu-4 Arg203 — Glu206 a odpovidajicich reziduich serpinu Iripin-8. Vytvofeno v programu
PyMOL (Version 2.0 Schrodinger, LLC).
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Obrazek 26: Piiblizené porovnani rezidui Iripinu-1 Phe214 — Leu217, Iripinu-4 Pro214
— Gly217 a odpovidajicich rezidui Iripinu-8. Iripin-1 je obarven fialove, Iripin-4 zelené a

Iripin8 oranzové. Vytvoreno v programu PyMOL (Version 2.0 Schrodinger, LLC).

Obrazek 27: Priblizené porovnani struktur Iripinu-1 (fialova barva), Iripinu-4 (zelena barva)
a Iripinu-8 (oranzova barva). V reziduich Iripinu-1 Asn307 — Asp310 a Iripinu-4 Gly307
—Leu310 se nachazi pouze ohyb. V odpovidajicich reziduich Iripinu-8 se ale nachazi a-helix.

Vytvotfeno v programu PyMOL (Version 2.0 Schrodinger, LLC).
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7. Zavér
Data pro oba serpiny byla ziskana v Némecku na synchrotronu BESSY II. se zdrojem

BL14.2. Detektorem byl PILATUS 6M a vlnova délka rentgenového zafeni meéla hodnotu
0,0184 A. Tato data byla k nasledné analyze a zpracovani poskytnuta skolitelkou.

Data z rentgenové difrak¢ni analyzy byla dale zpracovana v programech XDSAPP
(Sparta et al., 2016), POINTLESS (Evans, 2006) a SCALA (Evans, 2006). Pro serpin Iripin-1
byla potvrzena prostorova grupa P12;2 s konfidenci 0,848 a s rozméry unit cell
a=4882Ab=91,0A,c=9583A a uhly a=90°p8=9753°ay =90° Iripin-4
krystalizoval v prostorové grupé P3121, coz bylo potvrzeno s konfidenci 0,943. Rozméry unit
cell tohoto serpinu byly a = 7893 A, b =7893A,c=117,784; s thly a =90°8 =
90°ay = 120°.

Program BALBES (Long et al. 2008) nasledné¢ vybral pro oba serpiny vhodné
homologni proteiny diky vysoké strukturni homologii, které byly nasledné vyuzity jako
modely pro molekularni nahrazeni. Pro serpin Iripin-1 se jednalo o krystalickou strukturu
antigenu lidského spinocelularniho karcinomu 1 SCCA1 (PDB ID: 2ZV6). Pro Iripin-4 byl
vybranym modelem serpin Iripin-2 (PDB ID: 3NDA).

Nasledné bylo provedeno molekularni nahrazeni v programu MOLREP (Vagin
a Teplyakov, 1997), ¢cimz byl vyfesen fazovy problém. Struktury byly rafinovany a validovany
ruéné a pomoci programu REFMACS5 (Murshudov et al., 1997). Vysledné vypovidajici
parametry pro serpin Iripin-1 byly: R faktor 0,2003, Rfee faktor 0,2497 r.m.s. délky vazeb
0,007 a r.m.s. vazebnych uhlu 1,525°. Maximalni rozli§eni struktury tohoto serpinu je 2,10 A.
U druhého serpinu Iripinu-4 byly tyto parametry nasledujici: R faktor 0,222, Ryree faktor 0,332,
r.m.s. délky vazeb 0,009 a r.m.s. vazebnych Ghld 1,621°. Maximalni rozliSeni struktury

Iripinu-4 bylo omezeno na 2,3 A, a to z divodu vyskytu ice ringu na rozlieni 2,25 A.

Do obou struktur byly namodelovany kovové ionty jako ligandy. Pro Iripin-1 to byl
kationt Mg?* a pro Iripin-4 kationt Ni**. Struktura Iripinu-1 byla vymodelovana s clashscore
v 97. percentilu a MolProbity skoére také v 97. percentilu. Celkem struktura obsahovala
96,27 % Ramachandranovych favorizovanych amikyselin bez outlierd. Clashscore pfi validaci
Iripinu-4 bylo v 98. percentilu a MolProbity skore ve 100. percentilu. Favorizovanych
Ramachandranovych aminokyselin se ve struktufe nachazelo 98,51 % bez jakychkoliv

outliert.
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Nasledn¢ byly modely graficky zobrazeny v programu PyMOL (Version 2.0

Schrodinger, LLC). Byly také porovnany mezi sebou a probéhla analyza moznych rozdilu.
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9. Seznam pouzitych zkratek

Tabulka VI: Pouzité zkratky.

Cryo-EM  Kryo-elektronova mikroskopie
MIR Neékolikanasobné isomorfni tezko-atomové nahrazeni (multiple isomorphous

heavy-atom replacement,

MMDB ,,Molecular modeling database*

MR Molecularni nahrazeni

NO Oxid dusnaty

PRB Proteinova data banka

R/RC Kontrola rafinace a regularizace

RCL ,,Reactive centre loop*

SAD/MAD Jedno/mnoho délkové anomalni disperze
TBEV Virus klistové encefalitidy

TIL Inhibitory s doménami bohatymi na cystein podobné inhibitoru trypsinu
XFEL ,,JFourth generation Xray free-electron lasers"
Zkratky aminokyselin

Ala (A) Alanin

Arg (R) Arginin

Asn (N) Asparagin

Asp (D) Kyselina asparagova
Gln (Q) Glutamin

Glu (E) Kyselina glutamova
Gly (G) Glycin

His (H) Histidin

Ile (I) Isoleucin

Leu (L) Leucin

Lys (K) Lysin

Phe (F) Fenylalanin

Ser (S) Serin
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Thr (T)
Val (V)
Tyr (T)
Trp (W)
Met (M)
Cys (C)
Pro (P)

Threonin
Valin
Tyrosin
Tryptofan
Methionin
Cystein

Prolin
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10. Seznam priloh

Tabulka VII: Pfehled pavodnich anglickych nazvi a autortv volny pieklad.

Acaricides

Alignment

B factor greater than 60 A2
Ball-and-stick

Bravais lattices

Cartoon ribbons

Clashscore

Cleaved form

Cryoprotection

Crystal structure of human squamous cell
carcinoma antigen 1

Cylinders

Difference vector clustering
Dot surface

Focusing mirrors

Ice ring

Loop

Molucular replacement
Multiple  isomorphous  heavy-atom
replacement

Nodes

Outershell

Partial occupancy close contacts
Petterson origin peaks

Planar peptide restraints

Profile fitting

Protein Data Bank

Ramachandran outliers

Repelenty (akaricidy)
Zarovnani

B faktor vétsi nez 60 A2
Koule a ty¢inka
Bravaisovy miizky
Kreslené stuhy

Skore srazek
Rozstépena forma
Ochranny roztok
Krystalicka  struktura antigenu
spinocelularniho karcinomu 1
Valce

Shlukovani diferencnich vektort
Bodovy povrch

Zaosttovaci zrcadla

Ledovy prstenec

Smycka

Molekularni nahrazeni
Neékolikanasobné isomorfni
nahrazeni

Uzly

Vngjsi vrstva

Casteéné obsazeni blizké kontakty
Pattersonovy puvodni vrcholy
Omezeni planarnich peptidu
Uprava profilu

Proteinova Data Banka

Ramachandranovy odlehlé hodnoty
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Ramachandran restraints Ramachandranova omezeni

Ray tracing Sledovani paprsku

Real-space refinement engine Ptistup pro zdokonalené v realném prostoru
Refine/Regularize control Kontrola rafinace a regularizace
Refinement Rafinace

Refinement weight Hmotnost rafinace

Refolding Zpétné slozeni

Ribbons Stuhy

Rigid-body fitting Vestaveni tuhého télesa

Scaling function Skalovaci funkce

Shell Plast

Solid surface Pevny povrch

Space group Prostorova grupa

Spheres Koule

Tick-borne encephalititis virus Virus klistové encefalitidy
Torsion restraints Torzni omezeni

Trypsin inhibitor-like cysteine rich Inhibitory s doménami bohatymi na cystein

domain inhibitors podobné inhibitoru trypsinu
Trypsin-like Trypsinovych
Unit cell Elementarni burika

Use hydrogen atoms: ignore even if Pouziti vodikovych atomi: ignorovat, i kdyz

present in file jsou v souboru

Validation Validace

Waters with zero occupancy Molekuly vody s nulovou obsazenosti
Weight matrix Hmotnostni matice

Wire bonds Dratové vazby
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