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Abstrakt

PfMSP3.1 je jednim zpovrchovych proteint intracelularniho parazita Plasmodium
falciparum, ktery zpisobuje maldrii. Protein v ramci strategie uUniku parazita pied
imunitnim systémem lidského hostitele vaze jeden z regulatort systému komplementu —
C1 inhibitor. Zjisténi pfesného mista vazby a jeho strukturalni stanoveni by napomohlo
k pochopeni interakce mezi parazitem a hostitelem, ktera je dilezita pro rozvoj nemoci,

a tim 1 pro navrh mozné terapie.

V teoretické ¢asti prace je pfiblizen zivotni cyklus Plasmodia falciparum, role
vyvojového stadia parazita zvaného merozoit, jeho povrchovych proteinti a s tim 1 pfimo
merozoitového povrchového proteinu 3 pii napaddni Cervenych krvinek parazitem. Dale
je v ni struéné popsan systém komplementu, jeho aktivace a regulace. Experimentalni
¢ast zahrnuje klonovani plasmidi pro tvorbu C1 inhibitoru a riznych forem povrchového
proteinu merozoitu PfMSP3.1, transfekci S2 hmyzich bunék témito plasmidy, naslednou
expresi proteinil v S2 bunikéch a jejich purifikaci. V druhé polovin€ experimentalni ¢asti
byly provedeny pokusy o vytvoieni komplexti C1 inhibitoru s jednotlivymi formami

povrchového proteinu merozoitu PfMSP3.1 a krystalizaci tohoto proteinu.

Klicova slova

Proteinova exprese, inhibice enzymt, krystalizace proteinli, malarie. komplement, C1

inhibitor



Abstract

PfMSP3.1 is one of the surface proteins of the intracellular parasite Plasmodium
falciparum, which causes malaria. As one of the evasion strategies of the immunity
system of the human host this protein interacts with one regulator of the complement
system — C1 inhibitor. Determining the exact binding site and its structural assessment
would help to better understand the interaction between the parasite and the host, which
is necessary for the disease progression and thus for the development of a potential

therapy.

In the theoretical part of the thesis, the life cycle of Plasmodium falciparum, the
role of the parasite stage called merozoite, the role of its surface proteins, including
merozoite surface protein 3, in the attack of red blood cells by the parasite, are described
in more detail. It also briefly describes the complement system, its activation pathways
and the regulation of these pathways. The experimental part includes the cloning
of plasmids to produce C1 inhibitor and various forms of merozoite surface protein
PfMSP3.1, transfection of S2 insect cells with these plasmids, subsequent protein
expression in S2 cells and their purification. In the second half of the experimental part,
we tried to create complexes of C1 inhibitor with individual PfMSP3.1 forms and

an attempt to crystallize PfIMSP3.1.

[In Czech]
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Seznam pouzitych zkratek

C4BP

CD4+

CD8+

DNA
DTT
FBS
LB
MAC

MALS

MAP

MASP

MBL
MSP

MSPDBL

NK-buiky
NKT-bunky

PBS

C4b-vazajici protein (C4b-binding protein)

povrchové proteiny diferenciacni skupiny 4 (CD z angl. Cluster of
differentiation)

povrchové proteiny diferenciacni skupiny 8 (CD z angl. Cluster of
differentiation)

deoxyribonukleova kyselina

Dithiotreitol

Fetalni hovézi sérum (z angl. Fetal bovine serum)

M¢dium Luria-Bertani

Membranolyticky komplex (z angl. Membrane attack complex)
Me¢teni pomoci vicethlového rozptylu svétla (z angl. Multiangle light
scattering)

S MBL asociovany protein (z angl. MBL-associated protein)

S MBL asociovana serinova proteasa (z angl. MBL-associated serine
proteases),

Manosu vazajici lektin (z angl. Mannose-binding lectin)
Merozoitovy povrchovy protein (z angl. Merozoit surface protein)
Merozoitovy povrchovy protein vazajici se na Duffyho antigen (z angl
merozoit surface protein Duffy binding-like)

Lymfocyty tzv. ,pfirozeni zabijaci“ (z angl. Natural killer)
T-lymfocyty s n€kterymi vlastnostmi NK-bunék

Fosfatovy pufr NaCl 137 mmol/l, KC1 2,7 mmol/l, Na,HPO4 8mmol/l,

KH>PO4 2 mmol/l (z angl. Phosphate buffered saline)



PCR
PEG
RPM
SDS
SEC
Serpin

sMAP

SOC

Tris

Polymerazova fetézova reakce (z angl. Polymerase chain reaction)
Polyethylenglykol

Otacek za minutu (z angl. Revolutions per minute)

Dodecylsiran sodny (z angl. Sodium dodecyl sulfate)

Gelova chromatografie (z angl. size exclusion chromatography)
Inhibitor serinové proteasy (z angl. Serine protease inhibitors)
Maly protein asociovany s MBL (z angl. small MBL-associated
protein)

Optimalizované nutri¢né bohaté LB-médium (z angl. Super optimal
broth with catabolite repression)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan
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1. Uvod

Onemocnéni malarie zptisobované parazity rodu Plasmodium zistava i dnes stale velkym
zdravotnickym problémem. Plasmodium falciparum ma ze vsech jeho druhtl za nésledek

vubec nejveétsi procento amrti [1].

Nepohlavni forma parazita Plasmodium falciparum se tvoii poprvé v jatrech ve
form¢ schizontli — shluk n€kolika merozoiti. Rozpadem schizontli vznikaji jednotlivé
merozoity, které jsou uvoliiované do krve. V krevnim stadiu parazité zahajuji napadani
cervenych krvinek, které je zprosttedkované jejich povrchovymi proteiny (merozoitové
povrchové proteiny; MSP, z angl. merozoit surface protein). Ty tvoii na jeho povrchu

slozité¢ komplexy mnoha funkci, z nichZ vétSina ziistava stale neobjasnéna [2].

Merozoitovy povrchovy protein 3 (MSP3), ktery neni na povrch merozoitu ukotven
pomoci glykosylfosfatidylinositolu, ale vadze se na merozoitovy povrchovy protein 1
(MSP1), je jednim z proteinti hrajicich zasadni roli pfi prvotni interakci merozoitu
s cervenou krvinkou [3]. Dalsi roli zastava v jednom z mechanismu Unika parazita pred

imunitnim systémem hostitele [4].

Protoze je parazit ve stddiu merozoitu piimo vystaven slozkam imunitniho systému
hostitele, vyvinul si nékolik obrannych mechanismt, diky kterym uniké jeho pozornosti.
Jednim z nich je ndbor regulatord systému komplementu na jeho povrch. Plasmodium
falciparum na svij povrch vaze Cl1 inhibitor prostfednictvim merozoitového

povrchového proteinu (PfMSP) 3 [5], konkrétné jeho varianty PIMSP3.1 [6].
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2. Literarni prehled

2.1 Plasmodium falciparum

Plasmodium falciparum je jednim z péti rodu intracelularnich paraziti plasmodium,
zpusobujicich onemocnéni malarie u lidi. Rod Plasmodium falciparum ma viibec nejvyssi
umrtnost ze v§ech. Dal§imi rody zptsobujicimi toto onemocnéni jsou Plasmodium vivax,

Plasmodium malariae, Plasmodium ovale a Plasmodium knowlesi [7], [1], [8].

2.1.1 Malarie
I v dnesni dobé se malarie stale fadi mezi nejsmrtelnéjsi choroby svéta. Rocné se nemoci

nakazi 300-500 miliont lidi a na jeji nésledky zemfe kolem 600 tisic lidi Zijicich hlavné

v subsaharské Africe [1], [9], [10].

Mezi hlavni pfiznaky se fadi symptomy podobné chiipce — horecka, malétnost,
bolesti hlavy a bolesti svalii. Déle se mize objevit Zloutenka nebo stievni obtize. Tato
podobnost vede ¢asto k nespravné prvotni diagnoze, jejiz v€asné provedeni je klicové

k predejiti fatalnich nasledki nemoci [11], [12].

Zatim nejucinnéjSimi latkami pro 1écbu maldrie jsou léky na bazi artemisinu
(artemether-lumefantrin). Pii infekci rodem Plasmodium vivax je doporucovan
chlorochin, avSak pouze v ohniskach nékazy, kde se nenachazi rezistence vic¢i tomuto
1éku. Jako podplrné 1é¢ivo se pouzZiva primaquin, aby nedochazelo ke znovu vzplanuti

pfti infekci rody Plasmodium vivax a Plasmodium ovale [1].

Z divodu neustale se zvySujici rezistence viici 1éklim proti malarii a neuspésnému
hledani U¢inné vakciny se vyzkumy zaméfuji na vyvoj novych antimalarik. Tyto
vyzkumy se zabyvaji dulezitosti apicoplastu pro pieziti Plasmodia. Apicoplast je
membranové vazany plastid s vlastnim kruhovym genomem, jehoZz pfitomnost je
nezbytna pro Zivot parazita. V piipad¢€ ztraty této organely nastdva tzv. opozdéna smrt

parazita [7], [13].

2.1.2 Zivotni cyklus

Ptenasecem Plasmodia falciparum jsou samicky koméra rodu Amnopheles. Lidsky
organismus je infikovan Plasmodiem ve formé sporozoiti (kone¢né vyvojové stadium
parazita v pfenaSeci, které je zaroven infekéni pro lidského hostitele), které prechazi do

téla béhem bodnuti. Misto bodnuti opousti zhruba jen 50 % vSech sporozoit. Ty jsou
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dale krvi pteneseny do jater, kde parazit putuje kolem jaternich sinusoid, prochazi ptes
Kupffferovy bunky, a nakonec infikuje hepatocyty [9]. V hepatocytech se déli na tisice
merozoitll. Merozoity jsou jako shluk ve form¢ schizontli uvoliiovany zpét do krve, kde
se rozpadaji na jednotlivé merozoity a ty napadaji Cervené krvinky, ve kterych dochézi
k jejich replikaci a iniciaci erytrocytarniho stadia [9], [11], [14]. Pii poCatecni interakci
merozoitl s ¢ervenymi krvinkami hostitele jsou dilezit¢é merozoitové povrchové
proteiny. Proteiny interaguji s receptory na povrchu hostitelskych bunék za tcelem

zahgjeni invaze [15]. (Obr. 1)

Infekce /|

Uvolnéneé

® wﬂzﬂw
-
o ®
—_— o Infikované
Cervené
krvinky

Nepohlavni
reprodukce

ﬁ/ \

Gametocyty Trophozoity

Obrazek 1 Zivotni cyklus Plasmodia falciparum. Vytvofeno pomoci biorender.com.

Po prostupu merozoitu do hostitelské buriky si kolem sebe parazit vytvoii vakuolu
slouZzici k jeho oddéleni od cytoplazmy Cervené krvinky a vytvoii si tak idedlni podminky
pro vlastni vyvoj [10]. Béhem nasledujicich 48 hodin dochézi k déleni merozoitd na
konec¢ny pocet 16-32 v jednom schizontu [16]. Schizonty jsou uvolnény ven z hostitelské
bunky, rozpadaji se na jednotlivé merozoity. Ty napadaji dalsi ¢ervené krvinky a cely

proces se opakuje [15], [16].

Pro dalsi pfenos a rozmnoZzovani se z n€kterych schizontl stavaji gametocyty za
ucelem sexudlniho vyvoje. Gametocyty zraji po dobu asi jedenacti dni v kostni dieni.
Zralé piechazeji do krevniho obéhu odkud se dostavaji do dalsiho komara ziviciho se krvi

nakazeného [16].
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2.1.3 Merozoitové povrchové proteiny

Merozoitové povrchové proteiny hraji zésadni roli v prvotni fazi propojeni parazita
acervené krvinky. Nejvice zastoupeny je glykosylfosfatidylinositolem vazany
merozoitovy povrchovy protein 1 (MSP1). Ten slouzi jednak jako zéklad pro komplexy
s dal$imi vnéj$imi proteiny, které se ndsledné vazou na povrch cervenych krvinek, jednak
se jeho fragmenty samy podileji na vazb¢é k povrchu cervenych krvinek [15], [16], [2].
Mezi dal§i povrchové proteiny interagujici s MSP1 se tadi MSP3, MSP6, MSP7,
MSPDBLI (z angl merozoit surface protein duffy binding-like), MSPDBL2 [2].

Vzhledem k dobré piistupnosti téchto proteinti — na povrchu parazitii — a k interakci
téchto proteinll s imunitnim systémem hostitele se v poslednich letech stavaji ¢im dal
Cast€j$imi cili pro vyzkum vakein proti maldrii [15], [2], [17]. Protilatky proti MSP
v testech in vivo piisobi pfimym blokovanim vniknuti parazita do cervené krvinky,

zvySenim ucinnosti fagocytodzy viici merozoitliim, nebo indukci bunééné inhibice [2].

2.1.3.1 Merozoitovy povrchovy protein 3 (MSP3)
MSP3 je povrchovy merozoitovy protein parazita Plasmodium falciparum. Prvné je

syntetizovan ve staddiu schizontu (shluk vice merozoitl) jakozto prekurzor s vétsi
molekulovou hmotnosti. Po vniknuti merozoitu do hostitelské buiiky a vytvoreni vakuoly
kolem parazita je zkracen o N-koncovou ¢ast [18], [3], [19]. Piestoze mechanismus stale
neni plné€ objasnén, MSP3 je zdsadni jak pii prvotni vazbé¢ parazita na ervenou krvinku,
tak pfi jeho ochrané pted toxicitou hemu. Zaroven je oznacovan za cil imunitni odpovédi

hostitelského organismu [3].

Sekvence MSP3 se d4 rozdélit na tfi domény — prvni obsahujici tii bloky
sedmiclennych opakovani se vzorcem Ala-X-X-Ala-X-X-X; druhou, kterd je bohata na
kyselinu glutamovou; a tteti, kterd je obdobou leucinového zipu [18], [3]11], [20].
N-koncova ¢ast proteinu je tedy polymorfni, a to hlavné diky nahrazenim
v sedmiclennych opakovanich. Naopak C-koncova ¢ast je pomérn¢ dobie konzervovana
[3]. Vzhledem k témto polymorfismiim se ¢asto mluvi spiSe o rodin€ proteint MSP3,
kterd se skladd z osmi ¢lenli oznacovanych jako PfIMMSP3.1 az PfMSP3.8. Ty maji
spolecnou pravé vysSe zminénou konzervovanou sekvenci, ale liSi se nékolika

aminokyselinami v fetézci [6].

Prostorové struktura MSP3 dosud nebyla experimentalné vytfeSena. Pfedpovidana

struktura proteinil je bohatd na a-Sroubovice [18], [20]. Pomoci spekter cirkularniho
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dichroismu byla zméfena procentudlni zastoupeni sekundéarnich struktur. Vysledkem
meétfeni MSP3 s plnou délkou bylo 47 % zastoupeni a-Sroubovice, 6 % zastoupeni B-listu
a 31 % zastoupeni ndhodného klubka. Zaroven bylo zjisténo, ze MSP3 tvofi dimery
a dimery dimerti — tedy tetramery (Obr. 2) [20].

A Dimer B Tetramer
i §/\

(\

Afo
\

i
J

)\
3

37 A

Obrazek 2 Predpovidana struktura proteinu MSP3 s plnou délkou na zédklad¢ vysledkii
zméfeni spekter cirkuldrniho dichroismu. Cervené —tfi bloky sedmiélenného
opakovani struktury Ala-X-X-Ala-X-X-X, Modie — doména bohata na kyselinu
glutamovou, Zelené —doména podobajici se leucinovému zipu. Modra oblast
znazoriujici druhou doménu neodpovida méfitku a jeji sekundarni struktury zatim
nebyly objasnény. Pevzato z [20], upraveno pomoci biorender.com.

MSP3 jsou v soucasné dobé zkoumany jako kandidati na vakcinu proti malarii.
Pokusy o imunizaci opic potvrdily, ze pfi jejich vakcinaci rekombinantnimi formami
MSP3 jsou zvifata chranéna pied infekci malarie [21]. Zaroven bylo zjiSténo, ze

protilatky anti-MSP3 zptostiedkovavaji bunécnou inhibici Plasmodia [22], [23].

2.1.4 Reakce lidského imunitniho systému na pfitomnost Plasmodia falciparum
Usp&snost mnozeni Plasmodia falciparum v lidském hostiteli spo¢iva hlavné v jeho
schopnosti vyhybat se imunitnimu systému hostitele. Nejkriti¢téjsi fazi pro parazita je

jeho krevni stddium, kdy je mu pfimo vystaven. Pro tuto, ale 1 pro jaterni fazi si vyvinul
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nékolik mechanismd, diky kterym unika pozornosti bunék zajist'ujicich lidskou imunitu
[4], [24]. V krevnim stddiu pro svou ochranu pienasi vlastni povrchové proteiny na
povrch Cervenych krvinek [24], [25], a zarovein vyuziva variaci antigent a polymorfismu
povrchovych proteint. V jaternim stadiu je pak schopny indukovat apoptozu

Kupfferovych bunék [4].

Prestoze pfirozend imunita v jaterni fazi neni pfili§ G¢inna, existuje imunitni
odpovéd’ i na toto stddium parazita. Ta je zaméfena piedev§$im na volné sporozoity
a napadené hepatocyty [4]. Infikované hepatocyty jsou niceny NK- ¢i NKT-bunkami.
Dale mohou byt zabijeny pisobenim CD4+ a CD8+ T-bunkami [24], [4], [26].

Cilem bunék imunitniho systému jsou pfedev§sim volné merozoity a infikované
cervené krvinky. Jako prvni na infekci reaguji dendritické bunky, které vychytaji
a zpracuji antigeny. Ty pak prezentuji na svém povrchu a aktivuji buiky imunitniho
systému [25]. Déle zasahuji protilatky, které napomahaji likvidaci ¢ervenych krvinek
skrze zesileni fagocytézy [24], blokuji napojeni napadenych cervenych krvinek
k endotelu, neutralizuji toxiny produkované parazitem a také oznacuji merozoity pro

naslednou lyzi systémem komplementu [4].

Komplement je hlavnim obrannym systémem vu¢i riznym patogenim v krevnim
séru. Aby se parazit vyhnul aktivaci komplementu, vaze na svij povrch regulacni
proteiny. Mezi ty se fadi naptiklad faktor H a protein podobny faktoru H1, které reguluji
alternativni cestu aktivace komplementu a kladnou zpétnou vazbu. Po navazani je parazit
schopen snizovat aktivitu alternativni drdhy komplementu a s ni naslednou 1yzi merozoitt
[5]. Dalsim je C1 inhibitor, negativni regulator klasické a lektinové cesty aktivace
komplementu. C1 inhibitor interaguje s merozoitem prostfednictvim jednoho z jeho

povrchovych proteinii rodiny 3 — PIMSP3.1 [5], [6].

2.2 Systém komplementu

Systém komplementu je souborem vice nez Ctyficeti bilkovin, receptorli a regulatori
tvofenych hlavné v jatrech a ptlisobicich v plazmé, tkanich 1 bunkéch. Jejich kaskadova
aktivace vede k aktivaci imunitni odpovédi organismu [5], [27], [28] a jeho hlavni funkci
je rozpoznani patogent, odumirajicich bunék ¢i chybné poskladanych molekul [29].
Systém komplementu je aktivovan alternativni, klasickou nebo lektinovou cestou
(Obr. 3), jejichz pribeh je odlisny ale dojde vzdy ke stejnému poslednimu kroku [27].
PInd aktivace nastdva ihned po styku s patogenem a zahajuje boj organismu
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s ,neptitelem™ skrze fagocytéozu, zanét, opsonizaci a naslednou aktivaci adaptivni

imunity [27], [28], [30].

Cesty aktivace systému komplementu

Klasicka Lektinova Alternativni

Mikrobidini sacharigy, Endotoxin, Dakteridind
munekomplexy | ‘ IMEIDIl_J—:l I;I.Ii:aﬁn'lair a0 )'st'e-:a erid

— | :

C19C1ETs rl ca
cd cz Faktor D & B
C4b2b C3b86
c3 | J

Lyze

Obrazek 3 Schéma klasické, lektinové a alternativni cesty aktivace
systému komplementu. Vytvofeno pomoci biorender.com.

2.2.1 Aktivace alternativni cestou

Alternativni cesta je v malé¢ mife aktivni neustdle. Malad ¢ast proteinu C3 je v plazmé
samovolné hydrolyzovana. Tato hydrolyza vede k velké konformaéni zméné a odhaleni
vazebného mista pro faktor B. Hydrolyzovany C3 s navazanym faktorem B je St€pen
faktorem D za vzniku komplexu konvertasy C3(H20)Bb. Ta aktivuje systém
komplementu rozstépenim C3 na bioaktivni fragmenty C3a a C3b. C3a je prozanétlivou
molekulou, ktera aktivuje okolni buiky, zatimco C3b diky své nehydrolyzované
thioesterové vazbé mlize vytvoftit kovalentni vazbu s jakoukoliv hydroxylovou skupinou

ve svém okoli — naptiklad na povrchu patogenu [27], [28], [30].

2.2.2 Aktivace klasickou cestou

Pro klasickou cestu je zasadni komplex C1. Ten se sklada z Clq, Clr a Cls [31]. Po
rozpoznani cilové molekuly (imunokomplexy) proteinem Clq dochazi k jeho
konformaéni zménég, kterd vede k aktivaci Clr a Cls. Tim dojde k vytvofeni

aktivovaného komplexu C1qr2s2, naslednému §tépeni C4 a C2 a vytvoreni C3 konvertasy
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pro klasickou cestu. C3 konvertasa je pak schopna rozstépit hlavni slozku komplementu

C3 na jeji bioaktivni fragmenty C3a a C3b [27], [28], [30], [32].

2.2.3 Aktivace lektinovou cestou

Lektinova cesta je aktivovana pomoci molekul rozpoznavajicich hlavné sacharidové
vzorce, které patii prevazné do rodiny kolektorind [33]. Nam nejznaméjsim je MBL
(z angl. Mannose-binding lectin) s obdobnou strukturou jako ma Clq [27]. MBL se
spojuje s MASP (z angl. MBL-associated serine proteases), které jsou strukturné¢ podobné
Clr a Cls. MASP-2 je schopna $tépit C4 i C2 a vytvorit stejnou C3 konvertasu jako
u klasické cesty. MASP-1 je schopna Stépit pouze C2, ¢imz ovSem napomaha tvorbé

konvertasy [30].

2.2.4 Tvorba MAC a proteolyticka degradace membrany patogenu

Po $tépeni C3 na fragmenty C3a a C3b vySe zminénymi cestami dochazi k hromadéni
C3b. C3b se tak zacne vazat na C3 konvertasu, ¢imz zméni jeji substratovou specifitu
smérem k C5. Novée vznikla konvertasa C5 ho $tépi na anafylotoxin C5a a fragment C5b.
C5b se spojuje do komplexu s C6 a C7 a vklada se do bunénych membran. Nakonec
navaze C8, ¢imz iniciuje navdzani nékolika jednotek C9 [28], [30], [32]. Tento komplex
C5b-9 je zndmy jako MAC (z angl. membrane attack complex), ktery vytvofi pory

v cilové membrané patogenu [28].

2.2.5 Regulace systému komplementu

Pro ochranu télu vlastnich zdravych bunck je aktivace systému komplementu fizena
pomoci nékolika regulacnich proteind. U alternativni cesty aktivace jsou
nejvyznamnéjSimi regulatory faktor H a protein podobny faktoru H1. Tyto dva faktory
spolecné inaktivuji C3b a inhibuji C3 konvertasu alternativni cesty [27], [30], [34], [35],
[36]. Podobné ucinky na C3 konvertasy klasické a lektinové cesty aktivace ma C4BP
(z angl. C4b-binding protein) [30].

Klasickéd a lektinova cesta aktivace je fizena serpinem (z angl. serine protease
inhibitor), inhibitorem C1. Ten u klasické cesty vaze a inaktivuje fragmenty Clr a Cls,

u lektinové cesty inhibuje MASP-1 a MASP-2 [27], [30], [35], [36].

Mimo C1 inhibitor je lektinova cesta aktivace ovlivnéna téz proteiny SsMAP (z angl.
small MBL-associated protein) a MAP-1 (z angl MBL-associated protein), které soutézi
s proteiny MASP-1 a MASP-2 o vytvoteni vazby s MBL a fikoliny [30]. Tyto proteiny
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vSak neumi $tépit C2 a C4, ¢imz znemozni nadchézejici aktivaci kaskady lektinové cesty

[27].

Ve spolecné konecné fazi vSech cest je systém komplementu regulovan predevsim
dvéma inhibitory — glykoproteiny vitronektinem a klusterinem [30], [35], [36].
Vitronektin interaguje s C5b-7 a C9 za vzniku SC5b-9, ¢imz inhibuje polymeraci C9.
Klusterin zabranuje vlozeni C5b-7 do bunéénych membran a vaze se na C8 a C9 ¢imz

také inhibuje polymeraci C9 pii tvorbé MAC [35].

Systém komplementu ma jediny pozitivni reguldtor — plasmovy glykoprotein
properdin. Properdin slouzi ke stabilizaci C3 konvertasy alternativni cesty aktivace a je

tak ¢astecnym antagonistou faktoru H [27], [36].

2.2.5.1C1 inhibitor

C1 inhibitor je protein z rodiny inhibitort serinovych proteas (serpintt) [37], [38], [39],
[40], [41], [42] oznaCovany téZ jako SERPINGI1 [37]. Obsahuje dvé domény —
N-koncovou doménu o 113 aminokyselindch podobajici se mucinu [38] a C-koncovou
serpinovou doménu (Obr. 4) obsahujici 365 aminokyselin [38], [39], [42] —a ve svém

fetézci ma celkem 13 glykosylacnich mist [38].

Obrazek 4 Terciarni struktura aktivni formy serpinové domény
C1 inhibitoru. Cervené — centralni reaktivni smycka; modie — centralni
B-list. Vytvotfeno pomoci programu PYMOL, struktura vyhledana v PDB
databazi (https://www.rcsb.org; PDB ID: 5SDU3)
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Serpiny véazou proteasy prostfednictvim své centralni reaktivni smycky, kterad
vycéniva ze struktury serpinové domény. Po navéazani proteasy dochazi k pocatecnimu
Stépeni centralni reaktivni smycky a vzniku kovalentni vazby mezi aktivnim mistem
proteasy a serpinem. Naslednym vloZzenim centralni reaktivni smycky do centralniho
B-listu serpinové domény dojde k mimotfadné dramatické konformacni zméné — piesunu
proteasy na opacny podl serpinu a tim naruSeni aktivniho mista proteasy [37], [41].
V piipadé poruch serpinového mechanismu dochazi k uplnému rozstépeni centralni
reaktivni smycky proteasou nasledovaného uvolnénim aktivni proteasy a nevratné

rozstépeného, deaktivovaného serpinu [37].

Funkci C1 inhibitoru je inhibice serinovych proteas systému komplementu,
koagulac¢niho, fibrinolytického a kontaktniho systému. V kaskddach systému
komplementu inhibuje proteasy Clr a Cls klasické cesty aktivace a proteasy MASP-1
a MASP-2 lektinové cesty aktivace. V ramci koagulacniho systému inaktivuje faktor Xla
a trombin, u fibrinolytického systému plasmin a aktivator tkdnového plasminogenu,

a faktor XIIa a kalikrein v rdmci kontaktniho systému [38], [39], [40], [41], [42].

2.3 Interakce C1 inhibitoru s PfMSP3.1

Vazba regulatorti systému komplementu na povrch patogenu je jednou ze strategii
blokovani jeho aktivace. Mezi regulétory, které patogeny Casto rekrutuji, se fadi faktor

H, protein podobny faktoru H1, C4b nebo C1 inhibitor [6], [43].

Merozoity vazou C1 inhibitor vyhradn€ pfes merozoitovy povrchovy protein
zrodiny 3 (proteiny PfMSP3.1-PfMSP3.8) — PfMSP3.1. V pfipadé merozoitl, které
nebyly schopny exprese proteinu PfMSP3.1, k vazb¢ C1 inhibitoru na jejich povrch
nedochazelo. C1 inhibitor interaguje skrze svou serpinovou doménu. Tato interakce neni
nijak ovlivnéna jeho glykosylacemi a zaroven pii ni C1 inhibitor neztraci svou schopnost

vazat proteasy [6].
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3. Cile prace

1) Produkce rekombinantnich proteint
a) Klonovani plasmida s genem pro C1 inhibitor komplementu a jednotlivé
varianty povrchového proteinu PfIMSP3.1 z Plasmodia falciparum.
b) Transfekce hmyzich S2 bunék piipravenymi plasmidy.
c) Exprese a purifikace rekombinantniho C1 inhibitoru a jednotlivych variant
povrchového proteinu PIMSP3.1 (s plnou délkou, zkracené¢ho na C, N nebo C
1 N-konci).
2) Analyza vazby variant povrchového proteinu PIMSP3.1 s C1 inhibitorem
a) Analyza tvorby komplexti C1 inhibitoru s jednotlivymi variantami PfMSP3.1.
b) Krystalizace proteini PfIMSP3.1 a jejich komplext s C1 inhibitorem.
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4. Material a metody

4.1 Pouzité pristroje

AKTA pure systémy

AKTA start, General Electric Healthcare Systems, USA
AKTA pure, General Electric Healthcare Systems, USA

Aparatura na elektroforézu
PowerPac Basic, BIO-RAD, USA
Mini-PROTEAN, BIO-RAD, USA

AutovyhFivana vodni lazein

JBAS, Grant Instruments, UK

Centrifugy
Sorvall evolution RC, rotor F8S-6x1000y, Thermo Fisher Scientific, USA

5424R, Eppendorf, Némecko
5810R, Eppendorf, Némecko
Mikrocentrifuga Boeco M-6, Boeckel GmbH, Némecko

Inkubéatory

Innova44 incubator shaker, Eppendorf, Némecko

Multitron Standart, INFORS HT, UK

Magneticka michacka

Hotplate Stirrers, VWR, CR

Mikroskopy
Eclipse TS100, Nikon, Japonsko

SZX10, objektiv DF PLAPO 1X, Olympus, Japonsko

Mrazaky
20 GNP, Liebherr, Némecko

MDF-594 ULT Chest freezer, PHCbi, Japonsko

Nanodrop
NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, USA
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pH metr
pHenomenal, VWR, CR

Priprava krystalizac¢nich destic¢ek
Mosquito Crystal, TTP Labtech, UK
Dragonfly Discovery, SPT Labtech, UK

Rentgenova Krystalografie

MicroMax™-007 HF Microfocus, Rigaku, Japonsko

Termocyklér
VeritiTM 96-Well Fast Thermal Cycler, Thermo Fisher Scientific, USA

Tiepacka
Ttepacka GFL, VERKON, CR

Yortex

Analog Vortex Mixer, VWR, CR

4.2 Chemikalie a materialy

Biological industries, USA

Pen strep (10,000 U/ml penicillin, 10 mg/ml streptomycin)

Carl Roth, Némecko

dodecylsiran sodny (SDS), dithiothreitol (DTT), bromphenolova modf, Coomasie R-
250 Brilliant blue, polyethylengylkol (PEG 4000)

Cytiva, USA
kolony — Superdex 200 10/300 GL, Superdex 75 increase 10/300 GL, MonoQ 5/50 GL

Eppendorf, Némecko

automatické pipety

ExpreS2ion Biotechnologies, Dansko

vektor pExpress2.1, transfekéni ¢inidlo ExpreS? TR

Generi Biotech, Hradec Kralové, CR

Primery pro zkracené varianty PfMSP3.1
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GENEWIZ, Némecko
Geny kédujici C1 inhibitor a PIMSP3.1 s plnou délkou

Greiner bio.one, Némecko

50ml zkumavky

Lach-Ner, Neratovice, CR

36% kyselina chlorovodikova, glycerol, 99,8% kyselina octova, glycin,
dimethylsulfoxid (DMSO)

Life technologies, USA

Zeocin

Molecular dimensions, UK

krystaliza¢ni kity — JCSG-plus™, PACT premier™, The BCS Screen, Stura Footprins
Screens, ProPlex™, MIDASplus™, Morpheus

96 jamkové krystaliza¢ni desticky SWISSCI

New England Biolabs, USA
Gibson Assembly Master Mix (2x), Phusion Master Mix (2x)

PENTA, Chrudim, CR:

tris(hydroxymethyl)aminomethanu (Tris), chlorid sodny, ethanol, chlorid hote¢naty,

citronan sodny

P-LAB, Praha, CR

mikrozkumavky — 0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml; klipsy pro dialyza¢ni membrany

Qiagen, Némecko

QIAprep Spin Miniprep Kit

Sartorius, UK
centrifugaéni koncentrator (MWCO 10 kDa)

Shodex, Japonsko
kolona shodex KW404-4F
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Sigma-Aldrich, USA
EX-CELL® 420 Serum-Free Medium for Insect Cells, Trypan blue

Hemacytometer cell counting

Thermo Fisher Scientific, USA

fetalni hovézi sérum (FBS), PageRuler™ Unstained Protein Ladder, S.0.C. Medium,
PureLink® Quick Gel Extraction Kit, CaptureSelectTM C-tagXL Affinity Matrix
SnakeSkin™ (MWCO 10 kDa)

UOCHB, Praha, CR

sterilni voda, MiliQ voda
12,5% polyakrylamidovy gel, LB-agarové plotny, tekuty dusik, Erlenmeyerovy banky
(25-2000 ml), plastové odmeérky (250-5000 ml), C-tag kolona

Pufry a roztoky

Vazebny pufr C-tag
Tris 20 mmol/l, NaCl 100 mmol/l, pH 7,5

Eluc¢ni pufr C-tag
Tris 20 mmol/l, NaCl 100 mmol/l, MgCI2 2 mol/l, pH 7,5

Gelova chromatografie

Tris 20 mmol/l, NaCl 100 mmol/l, pH 7,5

Ionexova chromatografie A, B
A: NaCl 30 mmol/l, Tris 20 mmol/l, pH 7,5
B: NaCl 1 mol/l, 20mM Tris 20 mmol/l, 7,5

SDS elektroforéza — vzorkovy pufr
Tris 0,375 mol/l, SDS 12 %, glycerol 60 %, DTT 0,6 mol/l, bromphenolovd modft
0,06 ;%

SDS elektroforéza — barvici roztok

Coomasie R-250 Brilliant blue 0,1 %, ethanol 40 %, kyselina octova 10 %

SDS elektroforéza — odbarvovaci roztok

ethanol 10 %, kyselina octova 7,5 %
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Primery

Tabulka 1 Primery pouzité pfi polymerazové fetézové reakci pro amplifikaci nukleotidovych
fragmentl zkracenych variant PIMSP3.1.

Varianta Koédujici primer Antikodujici primer

PiMSP3.1 | AGAAGGAGGAGAATATGCT | TTCTTCACGATCTCCTTGCT
AC GCTGGAGGTGCTGTTCCAG GAATTCGCCCAGACTCAGT

pMSP3.1 | GCAAGTACTTCAAGAACCAC | AACTCGCCGCCGCTGAAATC
AN CTGGAGGTGCTGTTCCAGG GAATTCGCCCAGACTCAGTC

PMSP3.1 | AGAAGGAGGAGAATATGCT | AACTCGCCGCCGCTGAAATC
ANC GCTGGAGGTGCTGTTCCAG GAATTCGCCCAGACTCAGTC

4.3 Metody

4.3.1 Klonovani

Klonovéni plasmidii pro C1 inhibitor a PEMSP3.1 s plnou délkou po transformaci NEB
5-alpha kompetentnich E. coli bunék vcetné bylo provedeno s pomoci a dohledem
Dr. Aruna Dhillona. Nasledné extrakce plasmidi a PCR reakce byly provedeny

samotnym Dr. Arunem Dhillonem.

Syntetické geny kodujici C1 inhibitor a PEIMSP3.1 s plnou délkou (Ptiloha 1) byly
dodany firmou GENEWIZ. Geny obsahovaly tficet lemujicich bazi na obou koncich (5’
1 3’) komplementarnich k 5° a 3’ konclim pouzitého vektoru pExpress2.1 (ExpreS2ion
Biotechnologies, Dansko), ktery koduje C-tag a jeho soucasti je gen pro rezistenci vuci
ampicilinu. Syntetické geny a vektor byly smichany spolu s Gibson Assembly Master

Mix (2x) (New England Biolabs, USA) v pomérech uvedenych v Tabulce 2 a Tabulce 3.
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Tabulka 2 Objemy jednotlivych komponent pro klonovani plasmidu obsahujiciho gen pro C1
inhibitor.

Komponenta Objem Finalni mnozstvi v reakci
Gibson Assembly Master Mix Sul Ix
(2x)
MiliQ voda 1,22 ul -
Synteticky gen (0,01 mg/ml) 3ul 30 ng
pExpress2.1 vektor (0,06 mg/ml) 0,78 ul 50 ng

Tabulka 3 Objemy jednotlivych komponent pro klonovani plasmidu obsahujiciho gen pro
PfMSP3.1 s plnou délkou.

Komponenta Objem Finalni mnoZzstvi v reakci
Gibson Assembly Master Mix 5ul Ix
(2x)
MiliQ voda 1,52 ul -
Synteticky gen (0,01 mg/ml) 2,7 ul 27 ng
pExpress2.1 vektor (0,06 mg/ml) 0,78 ul 50 ng

Ptipravené vzorky byly inkubovany pti 50 °C v termocykleru Veriti 96-Well Fast
Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, USA) po dobu 15 minut pro vznik 2-3
fragmentli, nebo po dobu 60 minut pro vznik 4-6 fragment. 50 pul NEB 5-alpha
kompetentnich E. coli bunék bylo transformovano 2 pl vySe uvedené reakce. Smés byla
opatrn¢ promichdna opakovanym nasdvanim do pipety a nechana 30 minut na ledu. Po
30 minutach byl proveden teplotni Sok ve 42 °C po dobu 30 sekund a smeés byla vracena
zpé&t na led na dal$i 2 minuty. Bylo pfidano 950 pul SOC média (thermo Fisher Scientific,
USA), smés byla inkubovana v 37 °C po dobu jedné hodiny za stdlého michani rychlosti
180 RPM. Smés byla zcentrifugovdna pi1 10000x g po dobu jedné minuty a byla
odstranéna vétSina supernatantu — nechano pfiblizné 100 pl. Peleta bunck byla
resuspendovana ve zbylych 100 pl supernatantu a tento kone¢ny roztok byl nanesen na
LB-agarové plotny s pfidanym Zeocinem (1500 pg/ml) a rozprostfen pomoci sklenénych

kulicek.

Nasledujici den byly pozorovany kolonie na LB-agarové plotné s piidanym
Zeocinem (1500 pg/ml). Pro kazdy protein (C1 inhibitor a PfIMSP3.1 s plnou délkou)

byly vzaty dvé kolonie a naockovany v 10 ml LB média s pfidanym Zeocinem

27



(1500 pg/ml) pro extrakci plasmidu. Extrakce plasmida byla provedena za pouziti kitu
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Némecko) a nasledného vysrdzeni ethanolem [44].

Extrahované plasmidy byly poslany na Sangerovo sekvenovani do firmy SEQme
pro identifikaci pozitivnich klont. Po identifikaci pozitivnich klonti byly naockovany
nov¢ kultury v 15 ml LB-média. Extrakce plasmidt byla opét provedena za pouziti kitu

QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Némecko) a nasledného vysraZeni ethanolem [44]

Nukleotidové fragmenty zkracenych variant PEIMSP3.1 byly amplifikovany pomoci
plasmidu obsahujiciho kodujici sekvenci PEIMSP3.1 s plnou délkou, ktery byl pfipraven
podle vySe zminéného postupu, jako templatu metodou PCR. Mnozstvi jednotlivych
komponent ve smési pro amplifikaci variant PfMSP3.1 zkraceného na C-konci,
PfMSP3.1 zkracené¢ho na N-konci a PfMSP3.1 zkraceného na C i N-konci je uvedeno
v Tabulce 4.

Tabulka 4 Objemy jednotlivych komponent pro PCR reakce.

Komponenta Objem
Phusion Master Mix (2x) 25 ul
Koédujici primer (10 pM) 2,5 ul

Antikodujici primer (10 pM) 2,5 ul
MiliQ voda 19,25 ul
Templat (0,1 mg/ml) 0,5 ul

Byly provedeny PCR reakce v termocykleru Veriti 96-Well Fast Thermal Cycler
(Thermo Fisher Scientific, USA). Nejprve byl vzorek po dobu 10 sekund v 98 °C.
Nasledovalo tricet cyklt — 5 sekund 98 °C; 10-30 sekund 68 °C; 60 sekund 72 °C. Cely
prubéh byl ukoncen 1 minutou pii 72 °C. Byla provedena agarosova elektroforéza v 0,8%
(w/v) agarosovém gelu a produkty byly extrahovany za pouziti komeréniho PureLink®

Quick Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, USA).

Tyto extrahované geny pro zkracené varianty PfMSP3.1 a vektor byly smichany
spolu s Gibson Assembly Master Mix (2x) (New England Biolabs, USA) v poméru

uvedeném v Tabulce 5.
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Tabulka 5 Objemy jednotlivych komponent pro klonovani plasmida obsahujicich geny pro
zkracené varianty PfIMSP3.1.

Komponenta Objem Finalni mnozstvi v reakci
Gibson Assembly Master Mix Sul Ix
(2x)
MiliQ voda 1,52 ul -
Extrahovany gen (0,01 mg/ml) I ul 10 ng
pExpress2.1 vektor (0,01 mg/ml) 2,5 ul 25 ng

Déle se pokracovalo dle stejného postupu jako u klonovani plasmidia pro Cl
inhibitor a PfMSP3.1 s plnou délkou (stejna kapitola odstavce 3-5). Po vysraZeni
plasmidii ethanolem byla provedena transfekce S2 hmyzich bunék vytvoifenymi

plasmidy.

4.3.2 Transfekce S2 hmyzich bunék
Pti transfekci dochdzi k zavadéni cizorodé DNA do eukaryotické buiiky. Zakladem pro
postup byl protokol ExpreS2ion od Biotechnology. VSechny transfekce byly provedeny

Dr. Arunem Dhillonem.

Rozmrazené S2 bunky byly pfevedeny do 5 ml EX-CELL® 420 média
(Sigma-Aldrich, USA) s penicilinem, streptomycinem a 10% FBS o pokojové teplote.
V tomto médiu, které bylo vymé&novano kazdych 3-5 dni, byly na shakeru s konstantni
teplotou 26 °C po dobu tii tydnil kviili zotaveni. Den pied transfekci bylo médium

vyménéno za Cerstve.

V den transfekce byly buiiky spocitany a zcentrifugovany pii 1500 RPM po dobu
3 minut v 25 °C. Supernatant byl slit a buiiky byly opatrné resuspendovany v ¢erstvém
médiu na 2 miliony bun€k v 1 ml. Roztok byl rozdélen do 15ml zkumavek po 5 ml.
K 5ml bylo pfidino 50 pl transfekéniho ¢inidla ExpreS*> TR (5x) (ExpreS2ion
Biotechnologies, Dansko) a smés byla opatrné promichana. Do zkumavky bylo pfidano
12,5 pg plasmidu a smés byla opét promichédna. Roztok byl pfenesen do T25 banky
a umistén do inkubétoru na 2 hodiny pii 26 °C (bez tfepani). Nasledné bylo pfidano
0,75 ml 100% FBS a barika byla vracena do inkubatoru, kde za stejnych podminek zlistala

pies noc.
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Druhy den (24 hodin po transfekci) byl ptidan Zeocin, jehoz vysledna koncentrace
v roztoku byla 1500 pg/ml. V tomto médiu obsahujicim 10% FBS a 1500 pg/ml Zeocinu
byly buniky ponechdny nasledujici 3 tydny, piic¢emz kazdych 3-5 dni byly vyménény 2 ml

média za nové. Kondice bun¢k byla prabézné kontrolovana pomoci mikroskopu.

Po tfech tydnech byla kultura rozdélena na dvé poloviny. Ob¢ byly stoCeny na
centrifuze a supernatant byl vyménén za Ccerstvé médium. Prvni peleta byla
resuspendovana v EX-CELL® 420 médiu (Sigma-Aldrich, USA) s penicilinem,
streptomycinem bez FBS do vysledného poctu bunék 8 milion v Iml. Dale bylo

pokracovano dle protokolu exprese (4.3.3) od ctvrtého odstavce.

Druh4 peleta byla resuspendovéna v EX-CELL® 420 médiu (Sigma-Aldrich, USA)
s penicilinem, streptomycinem a 10% FBS do vysledného poc¢tu bunék 5 milionti v 1 ml.
Tato smés byla vloZena na shaker s konstantni teplotou 26 °C a ponechana zde n¢kolik
dni pro dalsi rast bunék. Poté byly buiky spocitany, zcentrifugovany a supernatant byl
slit. Peleta byla resuspendovéna v médiu pro zmrazeni [40% EX-CELL® 420 médium
(Sigma-Aldrich, USA) s penicilinem a streptomycinem, 50% FBS, 10% DMSO] do
vysledného poc¢tu buné¢k 250 milionti v 1 ml. Roztok byl rozdélen do Iml zkumavek,

zmrazen a uchovan pii teploté -80 °C.

4.3.3 Exprese

Pii ptipravé roztoku pro expresi je velmi dileZita sterilita pracovni plochy. Proto byly
vSechny ukony s otevienymi nddobami provadény v digestoii a vSechny pouzivané
pomitcky byly pred umisténim do digestofe dikladné dezinfikovany 70% ethanolem.
Zakladem pro postup pii expresi byl protokol ExpreS2ion od Biotechnology. VSechny
exprese, krom¢ ctvrté exprese varianty PfMSP3.1 splnou délkou (5.1.2.1), byly

provedeny Dr. Arunem Dhillonem.

Do sterilni Erlenmeyerovy baiiky bylo pipetovano 15 ml EX-CELL® 420 média
(Sigma-Aldrich, USA) s penicilinem, streptomycinem a 10% FBS o pokojové teplote
apfidan 1 ml roztoku bunck. Banka byla uzaviena zitkou a vloZena na shaker

s konstantni teplotou 26 °C a rychlosti otacek 110 rpm, kde byla ponechana dalSich 5 dni.

Po 5 dnech byly spocitany buniky v roztoku (4.3.4). Roztok byl zcentrifugovan po
dobu 3 minut rychlosti 1000 rpm, supernatant byl slit a buiiky byly resuspendovany

v Cerstvém médiu (penicilin, streptomycin, 10% FBS) o takovém objemu, aby byl
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vysledny pocet bunék 8 milion v 1 ml. Roztok byl pfeveden do sterilni Erlenmeyerovy

baiiky a zazatkovany vlozen zpét na shaker (26 °C, 110 rpm) na dal$i 4 dny.

Po kazdych dalSich 4 dnech byl postup pocitani, centrifugace, resuspendace,
tentokrat v médiu bez FBS, a zpétné¢ho vloZeni na shaker opakovan, dokud nebylo

dosazeno pozadovaného celkového objemu supernatantu.

Po posledni resuspendaci v zavérecném objemu média byl roztok naposledy
umistén na shaker na dobu 4 dnl. Poté byl roztok preveden do plastové kyvety
a zcentrifugovan po dobu 10 minut pii 5000 rpm a 4 °C. Supernatant byl slit, dialyzovan
(4.3.10) a nasledné byl purifikovan dany protein (4.3.5).

4.3.4 Pocitani bunék

Buniky byly pocitany pomoci desticky Hemacytometer cell counting (Sigma-Aldrich,
USA). V mikrozkumavce bylo smichdno 25 ul barviciho roztoku, 20 ul destilované vody
a 5 pl roztoku bun¢k s médiem. Desticka byla prekryta tenkym sklickem a umisténa pod
mikroskop. Pomoci pocitadla byl spocitdn pocet bunck ve vSech polickdch (4x16
policek). Celkovy pocet byl vydélen ¢tyfmi a ndsledné byl spocitan vysledny pocet bunék

v jednom mililitru.

4.3.5 C-tag purifikace

Pro purifikaci vSech péti proteinli ze supernatantu byla pouzita metoda C-tag purifikace
[45]. Pii této metodé se na C-konci proteinu nachdzi specifickd znacka o ctyfech
aminokyselindch: Glu — Pro — Glu — Ala, diky kter¢ ziskava vysokou afinitu a selektivitu
pti pruchodu C-tag kolonou [afinitni kolona obsahujici rekombinantni nanoprotilatku
proti tomuto peptidu, 6ml kolona naplnéna na UOCHB CaptureSelectTM C-tagXL
Affinity Matrix (Thermo Fisher Scientific, USA)].

K piistroji AKTA start (General Electric Healthcare Systems, USA) s pfipojenym
sbéracem frakci Frac30 byla pfipojena C-tag kolona o objemu 6 ml (maximalni pritok
3 ml/min). Ptistroj s kolonou byly nejprve promyty asi 30 ml MiliQ vody. Poté byly
hadi¢ky pro ptivod pufrii promyty elucnim pufrem (sloZeni 4.2 pufry a roztoky) —hadicka
B, mimo kolonu, 20 ml; a vazebnym pufrem (slozeni 4.2 pufry a roztoky) — hadicka A,
nejprve 20 ml mimo kolonu, poté skrz kolonu do ustaleni hodnoty absorbance. Nakonec
byla hadicka pro ptivod vzorku promyta 15 ml MiliQ vody a nésledné 15 ml vazebného

pufru, oboji mimo kolonu.

31



Supernatant byl nanesen na kolonu, pfi¢emz jeho celkovy objem se pfi jednotlivych
purifikacich lisil. Protekly supernatant byl jimdn pro kontrolu miry dokonalosti
purifikace. Kolona byla promyvéna vazebnym pufrem do poklesu hodnoty absorbance na
hodnotu zhruba 5 mAU. Nasledn¢ byl protein vymyt elu¢nim pufrem (asi 20 ml) a jiman

do jednotlivych frakci, které se dale zpracovaly.

Ptistroj s kolonou byly promyty asi 40 ml MiliQ vody a nésledné asi 40 ml 20%

ethanolu. Kolona byla odpojena a uchovana ve 4 °C.

Frakce s proteinem byly dialyzovany (4.3.10), zkoncentrovany (4.3.6) na hodnotu
1-5 mg/ml v zavislosti na vyprodukovaném mnozstvi a v pfipad¢ pozdé¢jSiho pouziti

zmrazeny pomoci tekutého dusiku a uchovéany v mrazaku pii -80 °C.

4.3.6 Zkoncentrovani proteinu
Do centrifuga¢niho koncentraitoru (MWCO 10 kDa; Sartorius, UK) byl napipetovan
roztok proteinu. Nasledné byl zcentrifugovan v pfedem vychlazené centrifuze o teploté

4 °C do pozadované konecné koncentrace proteinu, ktera byla pribézné métena (4.3.7).

4.3.7 Meéreni koncentrace

Koncentrace proteinti byla méfena pomoci piistroje Nanodrop (Thermo Fisher Scientific,
USA) pies absorbanci pti 280 nm. Jako blank byl pouzit vazebny pufr pro C-tag purifikaci
(slozeni 4.2 pufry a roztoky).

Bylo naneseno asi 1,8 pl vazebného pufru a zméfen blank. Nasledné byl nanesen
vzorek a zméfena jeho absorbance pfi 280 nm. Koncentrace byla vypocitana jako
absorbance vydé¢lena hodnotou Abs 0,1% (= 1 g/l) ziskanou z ProtParam expasy tool (SIB
Swiss Institute of Bioinformatics, Svycarsko; https://web.expasy.org/protparam/). Tato

hodnota je individuélni pro kazdy protein.

4.3.8 Gelova chromatografie

Gelova chromatografie (dale jen SEC, z angl. Size exclusion chromatography) je jednou
ze separacnich metod slouzicich pro oddé€leni jednotlivych proteinti v roztoku. Pomoci
SEC je mozné oddélit od sebe proteiny na zakladé jejich velikosti, pficemz vétsi proteiny
putuji okolo gelu v chromatografické koloné rychleji a vychézeji tak jako prvni, naopak

mensi proteiny se zdrzuji v porech gelu a vychazeji pozdéji.
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Pro SEC byl pouzit ptistroj AKTA pure (General Electric Healthcare Systems,
USA) se sbéracem frakci F9-C fraction collector a kolonami Superdex 200 10/300 GL
a Superdex 75 increase 10/300 GL. Jako mobilni faze byl pouzit vazebny pufr C-tag
(slozeni 4.2 pufry a roztoky).

Ptistroj byl proplachnut MiliQ vodou, pufrem a ekvilibrovan, véetné kolony,
pomoci predem vytvofeného programu. Smycka byla promyta MiliQ vodou, pufrem
a nasledné byl proveden nastiik roztoku proteinu. Byla provedena SEC zapnutim pfedem
vytvoieného programu specifického pro vybranou kolonu. Jednotlivé frakce byly sbirany
pomoci piipojené¢ho sbéraCe frakci a dale zpracovavany, ptipadné zamrazeny pomoci

tekutého dusiku a uskladnény v mrazicim boxu pii -80 °C.

4.3.9 lonexova chromatografie
V ionexové chromatografii dochdzi k rozdéleni proteinti na zaklad¢ jejich rtizného

naboje. Proteiny jsou nasledné vytésiiovany zvySovanim koncentrace soli v pufru.

Piistroj AKTA pure (General Electric Healthcare Systems, USA) se sb&ratem
frakci F9-C fraction collector a s ptipojenou kolonou MonoQ 5/50 GL (Cytiva, USA)
byly ekvilibrovany za pouziti pufru A pro ionexovou chromatografii (slozeni 4.2 pufry
a roztoky). Smycka byla promyta MiliQ vodou, pufrem A, a poté byl proveden nastiik
roztoku proteinu. Byl spustén pfedem vytvofeny program, béhem kterého se linearné
ménil pomér zastoupeni pufru A a pufru B pro ionexovou chromatografii (slozeni 4.2
pufry a roztoky) z procentudlniho zastoupeni 100:0 na 0:100 v pribéhu 20 ml (zména 5
% na 1 ml). Jednotlivé frakce byly sbirany pomoci ptipojené¢ho sbérace frakci F9-C
fraction collector. Po dokonceni byly frakce obsahujici protein pro kontrolu naneseny na
SDS gel (4.3.11), a nasledn¢ dale zpracovany nebo zamrazeny pomoci tekutého dusiku

a uchovany v mrazicim boxu pii -80 °C.

4.3.10 Dialyza

Dialyza byla vzdy provadéna v dialyzacni membrané SnakeSkinTM (Thermo Fisher
Scientific, USA) s velikosti port 10000 MWCO. Jako dialyza¢ni pufr byl pouzit vazebny
puft pro C-tag (sloZeni 4.2 pufry a roztoky), pokud neni uvedeno jinak.

Dialyza¢ni membrana byla nejprve namocena v dialyzaénim pufru a uzaviena
zjedné strany klipsem pro dialyzaéni membrany. Byla naplnéna roztokem proteinu,

uzaviena klipsem z druhé strany a vloZena do plastové odmérky s potfebnym mnoZstvim
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dialyza¢niho pufru. Do odmérky bylo vloZzeno magnetické michadlo a byla odnesena na
magnetickou michacku do chladici mistnosti o 4 °C, kde byla nechdna pies noc.

Magnetickd michacka byla po celou dobu dialyzy zapnuta na 50 rpm.

4.3.11 SDS elektroforéza

SDS elektroforéza je metoda rozd€lujici proteiny v polyakrylamidovém gelu dle jejich
molekulové hmotnosti. Zaporné nabité denaturované proteiny se diky elektrickému
proudu pohybuji smérem k anod€. Rychlost pohybu je zéavisla pravé na molekulové

hmotnosti a velikosti proteinu.

Do mikrozkumavek bylo odebrano vzdy 20 ul vzorku z jednotlivych frakci po
ptecistujicich metodach. Ke kazdému vzorku byly pfidany 4 pl vzorkového redukujiciho
pufru (6x koncentrovany; slozeni 4.2 pufry a roztoky). Vzorky byly vateny pii 100 °C po

dobu péti minut a nasledné zcentrifugovany na stolni centrifuze.

Do jamek ptredpripraveného 12,5% polyakrylamidového gelu bylo postupné
naneseno 5 pl markeru a po 12 pl z ptedptipravenych vzorkii. Aparatura Mini-PROTEAN
(BIO-RAD, USA) byla ptipojena ke zdroji napéti PowerPac Basic (BIO-RAD, USA).
Elektroforéza probihala po dobu 45 minut za konstantniho napéti 230 V.

4.3.12 Barveni SDS gell

12,5% polyakrylamidovy gel byl po skonceni elektroforézy vloZen do sklenéné misky
a obarven v barvicim roztoku (slozeni 4.2 pufry a roztoky). Po dostate¢ném obarveni byl
odbarven v odbarvovacim roztoku (slozZeni 4.2 pufry a roztoky). B€hem obou procest

byla miska s gelem nechéana na tfepacce. Pro uchovani vysledki byly gely vyfoceny.

4.3.13 Krystalizace

Krystalizace je snaha o vytvoreni monokrystalii dané makromolekuly, v tomto ptipadé
proteinu, pomoci riznych podminek krystalizace (riizné koncentrace komponent, rizné
pH). Aby mohl krystal vzniknout, je potieba dostat systém do stavu piesyceni a snizené
rozpustnosti. Cely proces se pak sklada ze tii fazi — nukleace, rstu krystali a ukonceni

rustu krystalil.

Pro krystalizaci byly pouzity 96 jamkové krystaliza¢ni desticky. Kazda jamka se
skladé z rezervodaru a tfi/dvou dalSich mensich jamek. V kazdé z 96 jamek je tak mozno
navodit podminky ve tfech/dvou riznych pomeérech. Poloha proteinu u tohoto typu
krystaliza¢ni desticky je poloha sedici kapky.
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Nejprve byly do rezervoarti krystalizacni desticky napipetovany jednotlivé
komer¢ni krystalizacéni kity (JCSG-plusTM, PACT premierTM, The BCS Screen, Stura
Footprins Screens, ProPlexTM, MIDASplusTM, Morpheus; Molecular dimensions, UK)
po 150 ul. Pro nasledné napipetovani spravnych, velmi malych, objema proteinu
a podminek krystalizace byl pouzit automaticky krystalizaéni robot Mosquito Crystal
(TTP Labtech, UK). Do osmi jamkové mikrodesticky na kraji ptistroje bylo napipetovano
5 ul proteinu do kazdé jamky a poté robot napipetoval do kazdé z 96 jamek protein
a precipitant ve tfech/dvou riznych pomérech. Desticka byla pielepena pruhlednou
paskou pro zamezeni odpafovani, popsana, uchovéna v temperované krystalizacni

mistnosti pii pokojové teploté a kontrolovana pod mikroskopem kazdy druhy den.

4.3.14 Optimalizace krystalizace

Po wvytvofeni krystalu v konkrétni jamce byly podminky krystalizace dale
optimalizovany. Byly pfipraveny potfebné roztoky a nasledn¢ pomoci automatického
robota Dragonfly Discovery (SPT Labtech, UK) nachystana 96 jamkova krystaliza¢ni

desticka, na které se ménilo pH a koncentrace n¢kterého z reaktantt.

4.3.15 Rentgenova krystalografie
Pomoci interakce krystali srentgenovym zafenim lze vyteSit celkovou strukturu
molekuly. Na zaklad¢ ziskané struktury je pak mozné objasnit nékteré vlastnosti ¢i

chovani dané molekuly.

Rentgenova krystalografie byla provadéna na UOCHB pomoci pfistroje
MicroMax™-007 HF Microfocus (Rigaku, Japonsko) proskolenym pracovnikem.
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5. Vysledky

5.1.Exprese a purifikace proteint

Proteiny C1 inhibitor, PfMSP3.1 s plnou délkou, PfMSP3.1 zkraceny na C-konci,
PfMSP3.1 zkraceny na N-konci a PfMSP3.1 zkraceny na C i N-konci byly exprimovany
v S2 hmyzich buiikéch, kromé jedné exprese C1 inhibitoru v Expi cells (vice viz 5.1.1).
Po expresi byl supernatant dialyzovan v minimaln¢ desetindsobku objemu a nasledné
ziskéan protein metodou C-tag purifikace. Pro kontrolu ¢istoty, a po prvni purifikaci téz
pro zjisténi pfiblizné molekulové hmotnosti, byla pro kazdy protein provedena SDS
elektroforéza elucnich frakei obsahujicich protein. Frakce s dostatecnou Ccistotou
a koncentraci byly spojeny, dialyzovany kvuli odstranéni chloridu hotecnatého,

zkoncentrovany a zamrazeny.

5.1.1 Clinhibitor

Plasmid byl pfipraven vlozenim syntetického genu pro C1 inhibitor do vektoru pExpress2
dle postupu uvedeného v kapitole 4.3.1. Byla provedena transfekce S2 hmyzich bunék
timto plazmidem (4.3.2) a nasledné byl lidsky C1 inhibitor v téchto buiikach exprimovan
(4.3.3). Protein byl purifikovan metodou C-tag purifikace (4.3.5). CI inhibitor byl
produkovan celkem dvakrat. Poprvé ve hmyzich S2 buiikdch do vysledného objemu
supernatantu 20 ml. Po C-tag purifikaci byla provedena SDS elektroforéza elu¢nich frakci

6-11 a supernatantu proslého kolonou (déle jen FT, z angl. flow throuhg) viz Obr. 5.

Ve vSech drahidch s nanesenymi elu¢nimi frakcemi lze pozorovat pfitomny
C1 inhibitor zhruba na trovni 50 kDa markeru. Naopak v drdze s nanesenou frakci
proteklou kolonou mizeme pozorovat pouze minimum zbytkového proteinu. Exprese

1 purifikace tedy probehly uspeésné. Frakce 6-11 byly smichany, dialyzovany v jednom
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litru vazebného pufru ptfes noc, zkoncentrovany na piiblizné jeden ml o koncentraci

1,3 mg/ml a nasledné zmrazeny a uchovéany v mrazicim boxu pii -80 °C.
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Obrazek 5 12,5% gel SDS elektroforézy C1 inhibitoru po prvni
C-tag purifikaci. M — 5 pl marker PageRulerTM Unstained
Protein Ladder, FT — 12 pl pratokova frakce, E6-E11 — 12 pl
elucni frakce purifikace. Postup viz kapitoly 4.3.11 a 4.3.12.

Podruhé byl CI1 inhibitor exprimovan v lidskych Expi Cells doktorem Arunem
Dhillonem na UOCHB [46] do kone¢ného objemu supernatantu 50 ml. Dale jiz bylo
pokracovano béznym postupem. Po C-tag purifikaci byla provedena SDS elektroforéza
eluénich frakei 5-11, FT a vzorku s nezndmym slozenim, ktery se pfi promyvani kolony

vazebnym pufrem na chromatografu zobrazil jako vrchol (Obr. 6).

V drahach s elu¢nimi frakcemi Ize pozorovat C1 inhibitor s mirné horsi Cistotou,
nez tomu bylo u prvni purifikace (Obr. 5). Zaroven se nachazi na urovni standardu mezi
60 a 70 kDa, coz je u zhruba o 15 kDa vice nez v pfedchozim ptipad¢. Ve FT ani ve
vzorku s nezndmym sloZenim, ktery se pii promyvani kolony vazebnym pufrem na
chromatografu zobrazil jako vrchol. se C1 inhibitor nenachdzel. Exprese v Expi cells

anasledna purifikace probchly uspésné. Frakce 6-11 byly smichdny a dvakrat
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dialyzovéany v jednom litru vazebného pufru. Byla zmétena koncentrace (4.3.7), jejiz
hodnota byla 0,6 mg/ml, protein byl zmrazen a uchovan v mrazicim boxu pfti -80 °C.
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Obrazek 6 12,5% gel SDS elektroforézy Cl1 inhibitoru exprimovaného
v Expi cells po C-tag purifikaci. M — 5 ul marker PageRulerTM Unstained
Protein Ladder, FT — 12 ul prutokova frakce, W — 12 ul vzorek neznamého
slozeni, E5-E11 —12 pl elu¢ni frakce purifikace. Postup viz kapitoly 4.3.11
a4.3.12.

5.1.2 Varianty PfMSP3.1

Byly exprimovany a purifikovany celkem ¢tyfi varianty PIMSP3.1 — s plnou délkou,
zkraceny na C-konci, zkraceny na N-konci a zkraceny na C 1 N-konci. Délka
jednotlivych variant a jejich predpokladana velikost je zobrazena na Obr. 7.

Plno-délkovy (25-354) i — | = 37 kDa
25 354
ENML
delC (25-212) =
25 212 =4 KR
delN (61-354) P S I — 33 kDa
Bl 354
delNC (61-212) =TT 16 kDa
61 212

Obrazek 7 Délka a predpokladana velikost jednotlivych variant PfMSP3.1 s barevné
vyznadenymi doménami. Cervené —tii bloky sedmiélenného opakovani struktury
Ala-X-X-Ala-X-X-X, Modfe — doména bohata na kyselinu glutamovou, Zelen¢ — doména
podobajici se leucinovému zipu. Vytvoreno doktorem Arunem Dhillonem, upraveno.
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5.1.2.1 PfMSP3.1 s pinou délkou

Plasmid byl pfipraven vlozenim syntetického genu pro PfMSP3.1 s plnou délkou do
vektoru pExpress2 dle postupu uvedeného v kapitole 4.3.1. Byla provedena transfekce S2
hmyzich bunék timto plazmidem (4.3.2) a nasledn¢ byl PfIMSP3.1 s plnou délkou v téchto
buiikach exprimovan (4.3.3). Protein byl purifikovan metodou C-tag purifikace (4.3.5).
PfMSP3.1 s plnou délkou byl produkovan celkem ctytikrat. Prvni zkuSebni exprese byla
provedena do konecného objemu supernatantu 20 ml. Po C-tag purifikaci byla provedena

SDS elektroforéza FT a elu¢nich frakci 5-13 (Obr. 8).
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Obrazek 8 12,5% gel SDS elektroforézy PIMSP3.1 s plnou délkou po C-tag purifikaci.
M -5 pl marker PageRulerTM Unstained Protein Ladder, FT — 12 ul pratokova frakce,
E5-E13 —12 ul eluéni frakce purifikace. Postup viz kapitoly 4.3.11 a 4.3.12.

Ve vSech drahach snanesenymi vzorky elu¢nich frakci muizeme pozorovat
pfitomnost proteinu PEMSP3.1 s plnou délkou o velikosti zhruba 55 kDa (mezi irovnémi
markeru 50 a 60 kDa) s pomémé dobrou cistotou. Ve FT lze pozorovat minimalni
mnozstvi pfitomného PIMSP3.1. Exprese 1 purifikace PEIMSP3.1 o plné délce byla tedy
uspesnd. Frakce ES-E13 byly smichany, dialyzovany ptes noc v jednom litru vazebného
pufru, zkoncentrovany piiblizné na 1 ml o koncentraci 2,7 mg/ml a zmrazeny. Druha
exprese byla provedena do kone¢ného objemu 300 ml. Eluc¢ni frakce ES-E9 ze C-tag
purifikace byly smichany, dialyzovany, zkoncentrovany na asi 4 ml o koncentraci

1 mg/ml a zamrazeny.
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Po tfeti expresi do kone¢ného objemu supernatantu 500 ml a nésledné purifikaci
bylo pomoci SDS elektroforézy zjisténo, ze ziskany protein mé pfiblizné polovicni
velikost (25 kDa) oproti pivodné purifikovanému PfMSP3.1 o pIné délce (55 kDa).
Ctvrta exprese byla provedena do kone&ného objemu supernatantu 400 ml. Pfi SDS
elektroforéze po C-tag purifikaci bylo zjisténo, Ze roztok proteinu je dost zneciStény.
ZneCisténi se nepodafilo dostatecné eliminovat ani nékolika dal$imi gelovymi
chromatografiemi, ani ionexovou chromatografii. Protein PfMSP3.1 s plnou délkou ze

treti a Ctvrté exprese byl vytazen z naslednych pokust.

5.1.2.2 Zkraceny PfMSP3.1 na C-konci

Plasmid byl pfipraven vlozenim genu pro PfMSP3.1 zkraceného na C-konci, ktery byl
ptipraven metodou PCR (4.3.1), do vektoru pExpress2 dle postupu uvedeného v kapitole
4.3.1. Byla provedena transfekce S2 hmyzich buné¢k timto plazmidem (4.3.2) a nésledné
byl PfIMSP3.1 zkraceny na C-konci v téchto bunkéach exprimovan (4.3.3). Protein byl
purifikovan metodou C-tag purifikace (4.3.5). PEIMSP3.1 zkraceny na C-konci byl
produkovan celkem tfikrat. Pfi prvni zkuSebni expresi byly builky exprimovany do
kone¢ného objemu supernatantu 20 ml. Po C-tag purifikaci byly frakce 5-14 a FT

naneseny na 12,5% polyakrylamidovy gel (Obr. 9).
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Obrazek 9 12,5% gel SDS elektroforézy PfMSP3.1 zkraceného na C-konci po C-tag
purifikaci. M — 5 ul marker PageRulerTM Unstained Protein Ladder, FT — 12 ul
pritokova frakce, ES-E14 —12 pl elu¢ni frakce purifikace. Postup viz kapitoly 4.3.11
a4.3.12.

Ve vSech drahich snanesenymi elu¢nimi frakcemi lze pozorovat piitomny

PfMSP3.1 zkraceny na C-konci s molekulovou hmotnosti odpovidajici ptiblizn¢€ 30 kDa
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markeru. Pasy této zkracené varianty jsou vsSak zdvojené, coz je pravdépodobné
zpisobeno Stépenim proteasou na odhaleném misté St€peni u této konkrétni varianty.
Zaroven je mozné pozorovat pritomnost proteinu i v draze s FT. Ta vSak mohla byt
zpusobena 1 neopatrnym nanesenim vzorku E5 na gel a koncentrace proteinu v FT je
v poméru s ostatnimi frakcemi nizka. Exprese i purifikace proteinu prob¢hla uspésné.
Byly smichany frakce E5-E12, dialyzovany, zkoncentrovany na asi 1 ml o koncentraci
3,4 mg/ml a zamrazeny. Dalsi dvé produkce proteinu PfIMSP3.1 zkracené¢ho na C-konci
probéhly do kone¢nych objemt 300 a 200 ml. Jejich exprese a nasledné purifikace byla
stejné Uspeésnd, avsak v obou piipadech se pas pii SDS elektroforéze zobrazoval jako
zdvojeny. U druhé exprese byly vzaty a smichdny frakce E6-E13, dialyzovany,
zkoncentrovany na asi 3 ml o koncentraci 1,3 mg/ml a zamrazeny. U tfeti exprese byly
vzaty eluéni frakce E5-E13, dialyzovany, zkoncentrovdny na 0,5 ml o koncentraci
1,3 mg/ml a zamrazeny. Nizky vytézek pfi tfeti expresi byl zptisoben porouchanou C-tag

kolonou.

5.1.2.3 Zkraceny PfMSP3.1 na N-konci

Plasmid byl pfipraven vloZenim genu pro PfIMSP3.1 zkracené¢ho na N-konci, ktery byl
pripraven metodou PCR (4.3.1), do vektoru pExpress2 dle postupu uvedeného v kapitole
4.3.1. Byla provedena transfekce S2 hmyzich buné€k timto plazmidem (4.3.2) a nasledné
byl PfMSP3.1 zkraceny na N-konci v téchto buiikdch exprimovén (4.3.3). Protein byl
purifikovan metodou C-tag purifikace (4.3.5). PfMSP3.1 zkraceny na N-konci byl
produkovan jednou. Exprese probéhla do kone¢ného objemu supernatantu 20 ml. Po

C-tag purifikace byla provedena SDS elektroforéza elucnich frakci 5-14 a FT (Obr. 10).
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Obrazek 10 12,5% gel SDS elektroforézy PfIMSP3.1 zkraceného na N-konci po
C-tag purifikaci. M — 5 ul marker PageRulerTM Unstained Protein Ladder, FT —
12 ul pritokova frakce, E5-E14 —12 ul elu¢ni frakce purifikace. Postup viz
kapitoly 4.3.11 a 4.3.12.
Ve vsech nanesenych elucnich frakcich je mozné pozorovat pfitomnost proteinu

PfMSP3.1 zkracen¢ho na N-konci mezi pasy markeru 40 a 50 kDa. Pfitomnost proteinu
je mozné pozorovat i v draze s FT, avSak mnoZstvi je zanedbatelné oproti ostatnim
frakcim. Exprese a purifikace PfMSP3.1 zkraceného na N-konci probéhla uspésné.
Spojené elucni frakce 5-14 byly dialyzovany, zkoncentrovany na pfiblizné¢ 1 ml

o koncentraci 3,2 mg/ml a zamrazeny.

5.1.2.4 Zkraceny PfMSP3.1 na C i N-konci

Plasmid byl pfipraven vloZenim genu pro PfIMSP3.1 zkracené¢ho na C i N-konci, ktery
byl ptipraven metodou PCR (4.3.1), do vektoru pExpress2 dle postupu uvedeného
v kapitole 4.3.1. Byla provedena transfekce S2 hmyzich bunék timto plazmidem (4.3.2)
a nésledné byl PfIMSP3.1 zkraceny na C 1 N-konci v téchto buiikach exprimovan (4.3.3).
Protein byl purifikovan metodou C-tag purifikace (4.3.5). PIMSP3.1 zkraceny na

C 1 N-konci byl produkovan jednou. Exprese byla provedena do konecného objemu
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supernatantu 20 ml. Po C-tag purifikaci byla provedena SDS elektroforéza v 12,5%
polyakrylamidovém gelu elu¢nich frakci 6-14 a FT (Obr. 11).
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Obrazek 11 12,5% gel SDS elektroforézy PIMSP3.1 zkraceného na C i N-konci po C-tag
purifikaci. M — 5 pl marker PageRulerTM Unstained Protein Ladder, FT — 12 pl pritokova
frakce E6-E14 —12 ul eluéni frakce purifikace. Postup viz kapitoly 4.3.11 a 4.3.12.

Ve vSech drahach selu¢nimi frakcemi je ptitomen PfMSP3.1 zkriceny na
C 1 N-konci té€sné nad trovni pasu markeru o 20 kDa. V FT je pozorovatelné nepatrné
mnozstvi nezachyceného proteinu, které je zanedbatelné oproti mnoZstvi v elu¢nich
frakcich. Exprese a purifikace proteinu probehla Uspésné. Frakce 6-13 byly spojeny,

dialyzovany, zkoncentrovany na asi jeden ml o koncentraci 3,7 mg/ml a zamrazeny.

5.2.Tvorba komplexi C1 inhibitoru s jednotlivymi variantami PfMSP3.1

Jak bylo zminéno v literarnim ptehledu (2.3), merozoity na svlij povrh vazi lidsky
C1 inhibitor skrze merozoitovy povrchovy protein PEIMSP3.1. Piesné misto vazby vSak
neni znamo. Pro dalSi strukturdlni studia této vazby jsme se pokusili o vytvofeni
komplext Cistych forem proteinii C1 inhibitoru s jednotlivymi variantami PfMSP3.1

(s plnou délkou, zkraceny na C-konci, zkraceny na N-konci, zkraceny na C i N-konci).
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Nejprve bylo potieba provést gelovou chromatografii (4.3.8) jednotlivych proteinii
a jejich variant pro pozdéj$i vyhodnoceni uspésnosti tvorby jednotlivych komplexi.
Elu¢ni objemy jednotlivych proteint (Obr. 12-Obr.16) byly pozdéji porovnany s elu¢nimi

kiivkami potencidlnich komplexi.

Graf zavislosti absorbance pii1 280 nm na elu¢nim
objemu (C1 inhibitor)
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N
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Obrazek 12 graf zavislosti absorbance na elu¢nim objemu pfi gelové chromatografii C1
inhibitoru. Pouzita kolona — Superdex 200 10/300 GL, pritok — 0,5 ml/min, teplota —
pokojova teplota (22-24°C), slozeni mobilni faze — Tris 20 mmol/l, NaCl 100 mmol/I.
Eluéni objem C1 inhibitoru 15-17 ml.

Graf zavislosti absorbance pii 280 nm na elu¢nim
objemu (PfMSP3.1 s plnou délkou)
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Obrazek 13 graf zavislosti absorbance na eluénim objemu pti gelové chromatografii
PfMSP3.1 splnou délkou. Pouzita kolona— Superdex 200 10/300 GL,

pritok - 0,5 ml/min, teplota — pokojova teplota (22-24°C),, sloZzeni mobilni faze — Tris
20 mmol/l, NaCl 100 mmol/I. Elu¢ni objem PfMSP3.1 s plnou délkou 10-13,5 ml.
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Graf zavislosti absorbance pii 280 nm na elu¢nim
objemu (PfMSP3.1 zkraceny na C-konci)
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Obrazek 14 graf zavislosti absorbance na eluénim objemu pfi gelové chromatografii
PfMSP3.1 zkraceného na C-konci. Pouzita kolona — Superdex 200 10/300 GL,
pratok - 0,5 ml/min, teplota — pokojova teplota (22-24°C), sloZzeni mobilni faze — Tris 20
mmol/l, NaCl 100 mmol/l. Elu¢ni objem PfMSP3.1 zkraceného na C-konci 15-17 ml.

Graf zavislosti absorbance pii1 280 nm na elu¢nim
objemu (PfMSP3.1 zkraceny na N-konci)
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Obrazek 15 graf zavislosti absorbance na elu¢nim objemu pii gelové chromatografii
PfMSP3.1 zkraceného na N-konci. Pouzita kolona — Superdex 200 10/300 GL,
pritok - 0,5 ml/min, teplota — pokojova teplota (22-24°C), slozeni mobilni faze — Tris 20
mmol/l, NaCl 100 mmol/l. Elu¢ni objem PfMSP3.1 zkraceného na N-konci 10-14 ml.
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Graf zavislosti absorbance pii1 280 nm na elu¢nim
objemu (PfMSP3.1 zkraceny na C 1 N-konci)
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Obrazek 16 graf zavislosti absorbance na elu¢nim objemu pti gelové chromatografii
PfMSP3.1 zkraceného na C i N-konci. Pouzita kolona — Superdex 200 10/300 GL, pritok
— 0,5 ml/min, teplota — pokojova teplota (22-24°C), slozeni mobilni faze — Tris 20 mmol/l,
NaCl 100 mmol/l. Eluéni objem PfMSP3.1 zkraceného na C i N-konci 16-18 ml.

Tvorba potenciadlnich komplexti C1 inhibitoru s jednotlivymi variantami PfMSP3.1
byla kvuli stabilit¢ proteini vzdy provadéna na led¢. V mikrozkumavce byl smichan
roztok C1 inhibitoru s roztokem PfMSP3.1 v molarnim poméru ptiblizné 1:2. Smés byla
opatrné promichana opakovanym nasavanim do pipety a ndsledné byla provedena gelova
chromatografie (4.3.8) smési pomoci ptistroje AKTA pure, (General Electric Healthcare
Systems, USA) s pfipojenym sbéracem frakci F9-C fraction collector a kolonou Superdex
200 10/300 GL (Cytiva, USA). Byly pozorovany vrcholy po chromatografii smési,
porovnany s vrcholy gelové chromatografie jednotlivych proteini a vyhodnocena

uspé&snost tvorby komplexu.
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5.2.1 Komplex C1 inhibitoru a PfMSP3.1 s plnou délkou

Tvorba potencialniho komplexu C1 inhibitoru a PEIMSP3.1 s plnou délkou byla provedena
dvakrat. Poprvé bylo smichdano 36 pl C1 inhibitoru produkovaného v S2 hmyzich
buitkach o koncentraci 1,5 mg/ml a 29 pl PfMSP3.1 s plnou délkou z prvni exprese
o koncentraci 2,6 mg/mla byla provedena gelovd chromatografie (Obr. 17).
Na chromatogramu je mozné vidét dva oddélené vrcholy s elu¢nimi objemy 10-13 ml
a 15-17 ml, které odpovidaji eluénim objemiim samotnych proteint. Lze tedy fict, ze

tvorba komplexu se nezdatila. Vysledek druhého pokusu byl totozny.

Stanoveni elu¢niho objemu potencidlniho komplexu
C1 inhibitoru s PEIMSP3.1 s plnou délkou pomoci SEC

Absormance (mA)

0 10 15 20 25
Elucni objem (ml)
Obrazek 17 Stanoveni elu¢niho objemu potencidlniho komplexu C1 inhibitoru
s PEIMSP3.1 s plnou délkou z prvni exprese. Pouzita kolona — Superdex 200 10/300 GL,

pratok — 0,5 ml/min, teplota — pokojova teplota (22-24°C), slozeni mobilni faze — Tris 20
mmol/I, NaCl 100 mmol/I.
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5.2.2 Komplex C1 inhibitoru a PfMSP3.1 zkraceného na C-konci

Pokus o vytvofeni potencialniho komplexu C1 inhibitoru s PEIMSP3.1 zkracenym na
C-konci byl proveden dvakrat. Poprvé bylo smichano 36 pl C1 inhibitoru produkovaného
v S2 hmyzich buiik4ch o koncentraci 1,5 mg/ml a 14 pul PfIMSP3.1 zkraceného na C-konci
z prvni exprese o koncentraci 3 mg/ml a byla provedena gelova chromatografie (Obr. 18).
Na chromatogramu lze pozorovat jediny vrchol s elu¢nim objemem 15-17 ml. Vzhledem
k velmi podobnému elu¢nimu objemu u jednotlivych proteind, ktery je zaroven totozny
s elucnim objemem smési, a netspéchu s vytvarenim komplexu v ostatnich ptipadech
bylo predpokladano, ze se vytvoieni komplexu nezdafilo. Druhy pokus byl proveden
s C1 inhibitorem exprimovanym v lidskych Expi cells, avSak vysledek byl totozny —

vytvoteni komplexu se nezdaftilo.

Stanoveni elu¢niho objemu potencidlniho komplexu
C1 inhibitoru s PEIMSP3.1 zkraceného na C-konci
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Obrazek 18 Stanoveni elu¢niho objemu potencidlniho komplexu C1 inhibitoru

s PIMSP3.1 zkraceného na C-konci. Pouzita kolona — Superdex 200 10/300 GL, priutok
— 0,5 ml/min, teplota — pokojova teplota (22-24°C), slozeni mobilni faze — Tris 20
mmol/l, NaCl 100 mmol/l.

5.2.3 Komplex C1 inhibitoru a PFMSP3.1 zkraceného na N-konci

O potencidlni komplex C1 inhibitoru a PEMSP3.1 zkraceného na N konci jsme se pokusili
jednou. Bylo smichdno 36 ul C1 inhibitoru produkovaného v S2 hmyzich buiikach
o koncentraci 1,5 mg/mla 21 pul PfIMSP3.1 zkraceného na N-konci o koncentraci 3 mg/ml

a byla provedena gelovd chromatografie (Obr. 19). Na chromatogramu mulzeme
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pozorovat dva oddélené vrcholy s elu¢nimi objemy odpovidajicimi elu¢nim objemiim

jednotlivych proteinti. Lze tedy fict, Ze tvorba komplexu nebyla uspésna.

Stanoveni elu¢niho objemu potencidlniho komplexu
C1 inhibitoru s PIMSP3.1 zkraceného na N-konci
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Obrazek 19 Stanoveni elu¢niho objemu potencialniho komplexu C1 inhibitoru
s PIMSP3.1 zkraceného na N-konci. Pouzita kolona — Superdex 200 10/300 GL, pritok —
0,5 ml/min, teplota — pokojova teplota (22-24°C), sloZzeni mobilni faze — Tris 20 mmol/l,
NaCl 100 mmol/l.

5.2.4 Komplex C1 inhibitoru a PFMSP3.1 zkraceného na C i N-konci

Potencialni komplex C1 inhibitoru s PIMSP3.1 zkraceném na C i N-konci jsme se
pokusili vytvofit celkem tfikrat. Poprvé bylo smichdno 36 pl C1 inhibitoru
produkovaného v S2 hmyzich buiikkdch o koncentraci 1,5 mg/ml a 10 pl PfIMSP3.1
zkraceného na C 1 N-konci o koncentraci 3,3 mg/ml. Byla provedena gelova
chromatografie (Obr. 20). Na chromatogramu muzeme pozorovat dva neuplné
separované vrcholy, z nichz kazdy odpovida eluénimu objemu samostatného proteinu.
Bylo ptfedpokladano, ze tvorba komplexu se nezdatfila. Druhy pokus byl proveden

s C1 inhibitorem exprimovanym v lidskych Expi cells, treti opét s Cl inhibitorem
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exprimovanym v hmyzich S2 bunkach, avSak vysledek obou byl totozny s prvnim

vysledkem — vytvoteni komplexu se nezdafilo.

Stanoveni elu¢niho objemu potencidlniho komplexu
C1 inhibitoru s PfIMSP3.1 zkracené¢ho na C 1 N-konci
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Obrazek 20 Stanoveni elu¢niho objemu potencidlniho komplexu C1 inhibitoru

s PIMSP3.1 zkraceného na C i N-konci. Pouzita kolona — Superdex 200 10/300 GL,
pritok — 0,5 ml/min, teplota — pokojova teplota (22-24°C), slozeni mobilni faze — Tris
20 mmol/1, NaCl 100 mmol/I.

5.3 Krystalizace
Pro krystalizaci byly pouZivany 2 varianty PfIMSP3.1 — s plnou délkou a zkracend na C i

N-konci. Pro oba proteiny byly pouZity rizné komeréni kity s riznymi podminkami.

5.3.1 Krystalizace PFMSP3.1 s pinou délkou

Pti hledani krystalizatnich podminek pro PfMSP3.1 splnou délkou byly vyuzity
komer¢ni kity JCSG-plus™, PACT premier™, The BCS Screen, Stura Footprint Screens,
ProPlex™, MIDASplus™, Morpheus. Pozitivni nalez krystal{i proteinu byl pouze u kitu
Proplex v podmince B8 (Obr. 21), ktera obsahuje chlorid hote¢naty 0,1 mol/l, citronan
sodny 0,1 mol/l, 15% PEG4000 a jejiz pH je 5. Koncentrace proteinu pouzitého pro tento
kit byla 13,8 mg/ml. Pro tuto podminku byly dale provedeny dvé optimalizace (5.4).
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Obrazek 21 Krystaliza¢ni kapka s mikrokrystaly PfMSP3.1 s plnou
délkou; Problex B8 (chlorid hote¢naty 0,1 mol/l, citronan sodny 0,1
mol/l, 15% PEG4000, pH = 5)

5.3.2 Krystalizace PFMSP3.1 zkraceného na C i N-konci
Pii hleddni vhodnych krystalizaénich podminek pro PfMSP3.1 zkraceného na
C i N-konci byly pouzity komeréni kity JCSG-plus™ a Stura Footprint Screens. Ani

v jednom kitu nebyl pozitivni nalez krystalii proteinu.

5.4 Optimalizace krystalizace

Optimalizace byla provadéna dvakrat, a to pouze pro podminku B8 z kitu Proplex
s proteinem PfMSP3.1 splnou délkou. Pfi prvni optimalizaci byl pouzit protein
o koncentraci 12,3 mg/ml. Podminkami vytvofenymi pomoci pfistroje Dragonfly
Discovery (SPT Labtech, UK) v 96jamkové krystalizaéni desti¢ce byly konstantni
koncentrace chloridu hotfe¢natého 0,1 mol/l; konstantni koncentrace citronanu sodného
0,1 mol/l; rostouci koncentrace PEG4000 15%-25% a rostouci pH 3-6,2. Pfi této prvni
optimalizaci byl v témét vSech podminkach ptitomen precipitat. Ten mtize byt nasledkem
prilis vysoké koncentrace proteinu, coz bylo vyloué¢eno vzhledem k ptivodnimu hledani

krystaliza¢nich podminek, kdy byla koncentrace proteinu vyssi nez pifi optimalizaci,
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a pfesto protein vykrystalizoval, nebo pfili§ vysokou koncentraci PEG4000, coz bylo

vyhodnoceno jako pravdépodobnéjsi diivod.

Pti druhé optimalizaci byl pouzit protein o koncentraci 12,8 mg/ml. Vytvotrenymi
podminkami v krystaliza¢ni desti¢ce byly konstantni koncentrace chloridu hotecnatého
0,1 mol/l; konstantni koncentrace citronanu sodného 0,1 mol/l; rostouci koncentrace
PEG4000 10%-20% a rostouci pH 3-6,2. Pfi druhé optimalizaci byly nalezeny mozné
mikrokrystaly, které vSak byly pfiliS malé pro dal$i analyzu pomoci rentgenové

krystalografie.

5.5 Stanoveni struktury proteinu PfMSP3.1 s plnou délkou rentgenovou
krystalografii

Ptiprava a nasledné chyceni krystalu proteinu PfMSP3.1 s plnou délkou z podminky B8

komeréniho kitu Proplex pomoci smyc¢ky byla provedena kolegou Hagenem Siilzenem,

MSc. Pro ozafovéni krystalu byl pouZit pouze piistroj MicroMax™-007 HF Microfocus

(Rigaku, Japonsko) na UOCHB. Z rentgenové krystalografie nebyly ziskany zadné

snimky, protoze krystal byl velmi maly, avSak bylo potvrzeno, Ze se jedna o krystal

proteinu.
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6 Diskuse

V predkladané bakalafské praci byl pfipraven proteiny C1 inhibitor lidského
komplementu a tada jednotlivych forem PfMSP3.1 z Plasmodia falciparum. Ve studii
z roku 2017 [6] bylo dokazano, ze C1 inhibitor je na povrch merozoiti (krevni stadium
parazita Plasmodium falciparum) vazan skrze merozoitovy povrchovy protein z rodiny 3
— PfMSP3.1. Tato interakce je jednim z mechanismi uniku parazita pred odpovédi
lidského imunitniho systému. Pfestoze se podatilo urcit protein, kterym merozoity vazou
C1 inhibitor, a bylo zjiS§téno, ze tato interakce probihd pfes serpinovou doménu
C1 inhibitoru, piesné misto vazby ziistava neznamé. A prave zjisténi presného mista

vazby téchto dvou proteinti bylo hlavnim cilem tohoto projektu.

Rekombinantni plasmidy byly pfipraveny vlozenim genti pro CI1 inhibitor
a PEIMSP3.1 do vektoru pExpress2.1, ktery mé zaroven gen pro rezistenci vici ampicilinu
a koduje specifickou znacku C-tag. Plasmidy pro zkracené varianty PfMSP3.1 byly
ptipraveny pomoci metody PCR a plasmidu kodujicitho PEIMSP3.1 s plnou délkou jakozto
templatem. Pro ovéfeni pozitivnich kloni byly sekvence plasmida ovéreny Sangerovou
sekvenaci. Pozitivnimi extrahovanymi plasmidy byly transformovéany S2 hmyzi bunky,

ve kterych byla provedena exprese proteind.

Purifikace proteinti ze supernatantu byla usnadnéna afinitni purifikaci za pouziti
tzv. C-tagu (aminokyselinova sekvence Glu-Pro-Glu-Ala na C-koci rekombinantniho
proteinu) a kolony obsahujici monoklondlni protilatku rozeznavajici tuto sekvenci.
Proteiny byly zkolony eluovany v neutrdlnim pH pomoci chloridu hofecnatého
pritomného v eluénim pufru pro C-tag purifikaci, ktery pravdépodobné narusuje vazbu
mezi C-tagem a monoklondlni protilatkou. Pfesny mechanismus tohoto naruseni neni
zndm. Dal$imi podminkami, ve kterych jsou proteiny s C-tagem eluovany ze C-tag
kolony, jsou 20 mM Tris, 1,0 M NaCl, 50% (v/v) propylenglycol nebo 20 mM Tris, 2 mM
S-E-P-E-A v neutrdlnim prostiedi (pH 7) a 20 mM kyselina citronovd nebo kyselina
octovd, pH 3—4 nebo 0.1 M glycine pH 3.0 v kyselém prostiedi [47]. Vzorky elu¢nich

frakei byly pro kontrolu a vizualizaci podrobovany SDS elektroforéze.

Na Obr. 5 a Obr. 6 mizeme pozorovat pfitomnost C1 inhibitoru na gelech po SDS
elektroforéze. V prvnim piipad¢ se pas nachazi ptiblizn€ na tirovni markeru 50 kDa. Na
druhém obrazku lze vidét pas ptitomny mezi trovnémi markeru 60 a 70 kDa. C1 inhibitor

podléha posttranslacnim glykosylacim a jeho primérmny obsah sacharidii se pohybuje
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okolo 26 % [48]. Protoze podruhé byl C1 inhibitor exprimovan v odliSnych buiikéch
(Expi cells), nez poprvé (S2 hmyzi buiky), je mozné, ze tento markantni rozdil
v molekulovych hmotnostech je zptisoben praveé vétsi mirou glykosylace v druhé expresi
oproti prvni. Glykosylace C1 inihibitoru vSak nema zadny vliv na jeho vazbu s proteinem
PfMSP3.1 [6]. V obou piipadech lze konstatovat, ze C1 inhibitor je ve vzorku pfitomny.
Vytézky C1 inhibitoru byly 1,3 a 3,6 mg.

Obr. 8 znazornuje gel z SDS elektroforézy po purifikaci PIMSP3.1 s plnou délkou
(aminokyseliny 25-364). Ve vSech nanesenych elu¢nich frakcich je mozné pozorovat
vyrazny pas mezi urovnémi markeru 50 a 60 kDa, ktery odpovidd piitomnosti
plno-délkového PfMSP3.1 (aminokyseliny 25-354). Stejného pozitivniho vysledku se
nam dostalo i v druhé purifikaci. Vytézky PfIMSP3.1 s plnou délkou byly 2,7 a 4 mg.

Prestoze nejsou pfitomna potvrzujici data, po tieti expresi a purifikaci PIMSP3.1
s plnou délkou byla zjisténa jeho pfili§ nizka molekulova hmotnost okolo 25 kDa. Tento
velky rozdil v molekulové hmotnosti mohl byt zptisoben zaménou ¢i chybnym oznac¢enim
ptuvodnich transformovanych S2 buné¢k. Je tedy mozné, ze ,,PfIMSP3.1 s plnou délkou*
ze tieti exprese byl odlisny protein. Vzhledem k tomu, ze béhem gelovych a ionexovych
chromatografii proteinu ze ¢tvrté exprese vychazely vSechny proteiny spole¢né v jeden
eluéni Cas, avSak na gelech z SDS elektroforézy byla stale stejnd mira znecisténi, byla
uvdzena moznost, ze plno-délkovy PfMSP3.1 mohl vytvofit s ostatnimi nezndmymi
proteiny zobrazovanymi na gelech z SDS elektroforézy komplex. Tento pravdépodobny
komplex nebylo mozné rozdélit nami pouzivanymi separa¢nimi metodami, ale byl
nasledné rozdélen v pribeéhu SDS elektroforézy. Dalsi hypotézou byla degradace
proteinu PEMSP3.1 s plnou délkou. Pro zjisténi pravého dlivodu by musela byt provedena
hmotnostni spektrometrie jednotlivych past z gelu. Diky té by se dalo vyhodnotit, zdali
se jedna o fragmenty degradujiciho PfIMSP3.1, nebo o upln¢ odlisné proteiny. Proteiny

ze tieti a Ctvrté exprese byly vyfazeny z navaznych pokust.

Na Obr. 9 vidime pas tésn¢ pod Grovni markeru s hodnotou 30 kDa na gelu z SDS
elektroforézy. Ten potvrzuje piitomnost varianty PfMSP3.1 zkraceného na C-konci
(aminokyseliny 25-212). Stejnych pozitivnich vysledkl se nam dostalo i v nésledujicich
dvou purifikacich této varianty. Vytézky PIMSP3.1 zkraceného na C-konci byly 3,4; 3,9

a 0,6 mg. Nizky vytézek z posledni purifikace byl zptisoben porouchanou C-tag kolonou.
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Obr. 10 znazoriuje gel z SDS elektroforézy po purifikaci PEMSP3.1 zkraceného na
N-konci (aminokyseliny 61-354). Pfitomnost proteinu v eluénich frakcich potvrzuje pas
mezi urovnémi markeru 40 a 50 kDa. Vytézek PfMSP3.1 zkraceného na N-konci byl
3,2 mg.

Z Obr. 11 je mozné potvrdit uspéSnou expresi a purifikaci varianty PfMSP3.1
zkraceného na C i N-konci (aminokyseliny 61-212). Protein se na gelu z SDS
elektroforézy jevi jako pas tésné¢ nad Urovni markeru 20 kDa. Vytézek PfMSP3.1
zkraceného na C i N-konci byl 3,7 mg.

Pro nésledné vyhodnocovani uspésnosti tvorby komplext byly nejprve provedeny
gelové chromatografie jednotlivych proteind, které jsou na Obr. 12-Obr. 16.
Z chromatogramll byly vyhodnoceny elu¢ni objemy proteini. Na Obr. 17-Obr. 20 jsou
chromatogramy smési C1 inhibitoru s variantami PfMSP3.1. Na vSech je mozné
pozorovat vrcholy pouze pii elu¢nich objemech, které vzdy odpovidaji eluénim objemtim
jednotlivych pouzitych proteint. Na Obr. 18 se sice nachazi pouze jeden vrchol, ale taktéz
totozny s eluénim objemem jednotlivych proteint (elu¢ni objemy pouzitych proteini jsou
totozné). V piipadé komplexu by byl jeho elu¢ni objem niz$i, nez elu¢ni objem
jednotlivych proteinti (vrchol by byl posunut na chromatogramu smérem doleva).
Zarovenn u Obr. 12, Obr. 15, Obr. 17 a Obr. 19 Ize pozorovat elucni objem variant
PfMSP3.1 splnou délkou a PfMSP3.1 zkraceného na N-konci, ktery obsahuje tfi
prekryvajici se vrcholy. To je pravdépodobné zplisobeno oligomerizaci proteinu diky
C-koncové doménég, kterd je prave jejim zprosttedkovatelem. U chromatogramu
s variantami PfMSP3.1 zkraceného na C-konci a PEIMSP3.1 zkraceného na C i N-konci
(Obr. 14, Obr. 16, Obr. 18 a Obr. 20) tyto prekryvajici se vrcholy kvili chybé&jici
C-koncové doméné nepozorujeme. Piestoze PfMSP3.1 byl oznacen jako vyhradni
vazebny partner pro C1 inhibitor na povrch merozoitu [6], pokusy o jeho vytvofeni v Cisté
proteinové formé¢ byly netispé$né. Jednim, avSak méné pravdépodobnym, faktorem by
mohla byt teplota pfi smichani proteinti. V ramci vySe uvedené publikace byly provadény
pokusy, kde C1 inhibitor inkubovali po urCity Cas s merozoity exprimujicimi na svém
povrchu PfMSP3.1 pii137 °C. Pfi nami provedenych pokusech byl C1 inhibitor
s variantami PfMSP3.1 smichén na ledu. Druhym, pravdépodobnéjsim, faktorem by mohl
byt hypoteticky pomocny vazebny partner pro PMSP3.1 na povrchu merozoitu, ktery se
vSak vazby neucastni pfimo. Povrchové merozoitové proteiny tvoii na povrchu parazita

velmi sloZity a malo probddany komplex s mnoha funkcemi, z nichz spousta nebyla
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dodnes objasnéna [2]. Je tedy mozné, ze PEMSP3.1 neni jediny protein nebo faktor, ktery

je pro vytvofeni jeho komplexu s C1 inhibitorem potieba.

Vzhledem k neuspéchu s vytvofenim komplexti, bylo hledani krystaliza¢nich
podminek provadéno pouze pro samostatné varianty PfMSP3.1. Na Obr. 21 je mozné
pozorovat jediny pfipad uspésné krystalizace proteinu PfMSP3.1 splnou délkou
v krystalizacni podmince B8 komercniho kitu Proplex. Diky rentgenové krystalografii
bylo potvrzeno, Ze se skutecné jedna o krystaly proteinu, ale zatim nebyly ziskdny zadné
pouzitelné difrakéni snimky. Dvakrat byla provedena optimalizace této krystalizace,
avSak ani vjednom pfipadé¢ nedoSlo k nariistu krystalii. Divodem pro neuspéSnou
optimalizaci mohly byt nepiesné pfipravené roztoky pouzité pii piipravé krystalizacni
desticky, neptfesné pipetovani jednotlivych komponent pfistrojem pii vytvareni
krystaliza¢nich podminek, ¢i pfiliS velké skoky v rozdilech pH/PEG4000 mezi
sousednimi podminkami. Pro PfIMSP3.1 bylo celkové naro¢né najit podminku, ve které
by krystalizoval. Jak bylo zminéno v kapitole 2.1.3.1, tento protein ma zcca 30 %
strukturu nadhodného klubka [20]. Praveé vysoké zastoupeni nestrukturované formy by

mohlo byt divodem, pro¢ je PEIMSP3.1 tézké vykrystalizovat.
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Zaver

1) Produkce rekombinantnich proteini

a)

b)
c)

Ptiprava plasmidii s genem pro C1 inhibitor a varianty PfMSP3.1 byla
uspésna

Transfekce S2 hmyzich bun¢k ptipravenymi plasmidy probéhla Gspésné.
Vsechny proteiny (C1 inhibitor, PfIMSP3.1 s plnou délkou, PfIMSP3.1
zkraceny na C-konci, PIMSP3.1 zkraceny na N-konci, PIMSP3.1 zkraceny na
C 1 N-konci) se povedlo exprimovat a purifikovat pomoci C-tag purifikace.
Celkové vytézky byly 4,9 mg pro C1 inhibitor, 6,7 mg pro PIMSP3.1 s plnou
délkou, 7,9 mg pro PfIMSP3.1 zkraceny na C-konci, 3,2 mg pro PfMSP3.1
zkraceny na N-konci a 3,7 mg pro PfMSP3.1 zkraceny na C i N-konci.

2) Analyza vazby variant povrchového proteinu PfIMSP3.1 s C1 inhibitorem

a)

b)

Vytvoteni komplexii C1 inhibitoru s jednotlivymi variantami PIMSP3.1 se
ani v jednom ptipadé nezdatilo.
PfMSP3.1 se podafiilo vykrystalizovat, avSak velikost a kvalita krystalu

neumoznila ziskat difrakéni snimky.
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Seznam priloh

Priloha 1 — Sekvence syntetickych genti dodanych firmou GENEWIZ

Final Sequence (5° tod’):

GCCTTCGTGGGACTGAGTCTGGGCGAAT TCAGCAAGGAGATCGTGAAGAAGTACAACCTGAMCCTGCG
CAACGCCATCCTGAACAACAACTCGCAGATCGAGAACGAGGAGAACGTGAACACCACCATCACCGGCA
ACGATTTCAGCGGCGGCGAGTTCCTGTGGCCCGGCTACACCGAGGAGTTGAAGGCTAAAAAMGCTAG
CEAMAGATGCCGAGAAGGCGGCCAATGATGCCGAGAACGCTAGCAAGGAAGCGGAGGAGGCCGCTAA
GGAAGCCGTAAATCTGAAGGAGAGCGATAAGAGCTACACCAAGGCCARAAGAAGLCCTGCACCGLCGCT
AGCAAGGCAAAGAAAGCTGTGEAGACCGCCCTGAAGGCCAAAGATGATGCGGAGAAGAGTAGCAAGG
CCGATAGCATCAGCACCAAGACCAAGGAGTACGCAGAAAAAGCCAAGAACGCGTACGAGAAGGCTAA
GAATGOGTACCAAAAGGCCAACCAAGCCGTGTTGAAAGCCAAGGAGGCTAGCAGCTACGATTACATCC
TEGGCTGGEGAGTTCGGCGGOGGCGTGCCCGAGCACAAGAAGGAGGAGAATATGCTGAGCCACCTGTA
CETGAGCAGCAAGGATAAGGAGAACATCAGCAAGGAGAALGATGATGTGCTGGATGAGAAAGAAGAA
GAAGCCGAAGAGACCGAAGAGGAGGAGCTGGAGGAGAAGAACGAGGAAGAGACCGAGTCAGAGATC
AGCGAGGATGAGGAGGAGGAGGAGGAAGAGGAAGAAAAGGAGGAAGAAAATGATAAGAAGAAGGAGC
AAGAGAAGGAGCAGAGCAACGAGAACAACGATCAGAAGAAGGATATGGAGGCTCAGAACCTGATCAG
CAAGAATCAGAACAACAACGAGAAGAACGTGAAGGAGGCCGCCGAGAGCATCATGAAGACCCTGGCC
GGOCTGATCAAGGGCAACAATCAGATCGATAGCACCCTGAAGGATCTGGTGGAGGAGCTGAGCAAGTA
CTTCAAGAACCACCTGGAGGTGCTGTTCCAGGGCCCCAGCGCCGAGCCGGAGGCCTAAGCGGCCGC
GGATCGATCGATATCTGACTAAATCTTAGT

Obrazek 22 Sekvence syntetického genu PfMSP3.1.

Final Sequence (5" to3'):
GCCTTCGTGGGACTGAGTCTGGGCGAATTCACCGGTTCTTTTTGTCCAGGTCCAGTTACTTTGTGTTCC
GATTTGGAATCTCATTCTACCGAAGCTGTTTTIGGGTGATGCTTTGGTTGATTTCTCATTGAAGTTGTACC
ATGCTTTCTCCGCCATGAAGAAAGTTGAAACTAATATGGCTTTCAGCCCTTTCTCCATTGCTTCTTTGTT
GACCCAAGTTTTGTTAGGTGCTGGTGAAAACACTAAGACCAACTTGGAATCCATTTTGTCTTACCCAAAG
GATTTCACCTGTGTTCATCAAGCTTTGAAGGGTTTTACTACTAAGGGTGTTACCTCCGTTTCTCAAATTTT
CCATTCTCCAGATTTGGCCATCAGAGATACTTTTGTTAATGCCTCTAGAACCCTGTACTCTTCATCTCCA
AGAGTTTTGTCTAACAACTCCGATGCCAATCTGGAATTGATTAACACTTGGGTTGCTAAGAACACCAACA
ACAAGATTTCTAGGTTGTTGGACTCTTTGCCATCTGATACAAGATTGGTTTTGTTGAACGCCATCTACTT
GTCTGCTAAGTGGAAMACTACTTTCGATCCAAGAAAGACCAGAATGGAACCATTCCATTTCAAGAACTC
CGTTATCAAGGTTCCCATGATGAACTCTAAAAAGTACCCAGTTGCTCACTTCATCGATCAAACTTTGAAA
GCTAAGGTCGGTCAATTGCAGTTGTCTCATAATCTGTCCTTGGTTATTTTGGTCCCACAGAATTTGAAGC
ACAGGTTGGAAGATATGGAACAAGCTTTGTCTCCATCTGTTTTCAAGGCCATTATGGAAAAGTTGGAGA
TGTCTAAGTTCCAGCCAACCTTGTTGACTTTGCCAAGAATCAAAGTTACCACCTCTCAAGACATGCTGTC
TATCATGGAAAAGCTAGAATTCTTCGACTTCTCCTACGATTTGAACTTGTGTGGTTTGACTGAAGATCCA
GACTTACAAGTTTCTGCCATGCAACATCAAMCCGTTTTGGAATTGACTGAAACTGGTGTTGAAGCTGCT
GCTGCTTCTGCTATTTCTGTTGCTAGAACTTTGTTGGTTTTCGAAGTGCAACAACCCTTCTTGTTTATGTT
GTGGGATCAACAACACAAGTTTCCAGTTTTCATGGGTAGAGTTTATGATCCAAGAGCCCTGGAGGTGCT
GTTCCAGGGCCCCAGCGLCGAGCCGGAGGCCTAAGCGGCCGCGGATCGATCGATATCTGACTAAATC
TTAGT

Obrazek 23 Sekvence syntetického genu C1 inhibitoru.
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