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Abstrakt:

Krevnic¢ka Schistosoma mansoni patii k nejvyznamnéjsim lidskym parazitim. Proteolyticky
systém schistosomy je klicovy pro jeji interakci s hostitelem, proto se v posledni dobé staly
nékteré proteasy potencidlnim cilem terapeutického zdsahu. Tato prace se zabyva dosud
nepopsanou serinovou proteasou SmSP2, jejiz biologickd funkce je dosud nezndma. Tato
proteasa je téz zajimava extrémné vysokym expresnim profilem u vyvojovych stadii
parazitujicich Clovéka. Vramci této diplomové prace byla rekombinantni SmSP2
exprimovana v prokaryotickém i eukaryotickém expresnim systému (E. coli a P. pastoris) a
purifikovana pomoci chromatografickych metod. Byly pfipraveny polyklonalni protilatky
proti SmSP2. Byly optimalizovany podminky pro refolding SmSP2 a byla provedena zékladni
biochemicka charakterizace. Substratova preference pro jednotlivé aminokyseliny v P1 — P4
pozicich byla ur¢ena pomoci kombinatoridlni knihovny syntetickych fluorogennich peptida

(PS-SCL).



Abstract:

Blood fluke Schistosoma mansoni is one of the most important human parasites. Proteolytic
system of schistosoma is crucial for parasite — host interactions. Therefore some of the
proteases became potential therapeutic targets. This work is focused on not yet characterized
serine protease SmSP2. SmSP2 is newly discovered protease of S. mansoni, whose biological
role is unknown. This protease is highly expressed in developmental stages parasitizing
humans. SmSP2 was recombinantly expressed in prokaryotic and eukaryotic expression
system (E. coli a P. pastoris) and purified using chromatographic methods. Recombinant
SmSP2 was used for polyclonal antibody production. Conditions for refolding were
optimized. Basic biochemical properties of the protease were detected and substrate amino
acid preferences for P1 — P4 sites for single aminoacids were identified using synthetic
fluorogenic peptides for positional scanning substrate combinatorial library (PS-SCL).
(In Czech)
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Seznam zkratek:

ACC

AMC

BMM
Boc-LRR-AMC
BSA

cDNA

cuB

DMSO
dNTPs
DTT
E64
ELISA

GSH
GSSG
HRP
IPTG
LB
LDLa

LSLB

MES
Ni-NTA
PAGE

PBS
PCR
Pefabloc
PEG

7-amino-4-karbamoylmethyl-kumarin

7-amino-4-methyl-coumarin

induk¢éni medium pro kvasinky (z angl. buffered minimum methanol)
terc-butyloxycarbonyl -Leu-Arg-Arg-7-amido-4-methylcoumarin
hoveézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumine)

DNA vzniklé zpétnou transkripci mRNA (z angl. complementary DNA)
doména protein komplementu C1r/Cls, Uegf, Bmpl (z angl.
complement proteins C1r/C1s, Uegf, Bmp1l)

dimethylsulfoxid

smés deoxynukleosidtrifosfati

dithiotreitol
N-[N-(L-3-trans-karboxyoxirin-2-karbonyl)-L-leucin]-agmatin

analyza s enzymem navazanym na immunosorbent (z angl. enzyme-
linked immunosorbent assay)

glutathion (redukovany)

glutathion (oxidovany)

kienova peroxidasa (z angl. horseradish peroxidase)

isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid

Luria Bertani medium

doména receptort pro lipoproteiny nizké density tiidy A (z angl. low-
density lipoprotein receptor domain class A)

Luria Bertani medium se snizenym obsahem soli (z angl. low salt Luria
Bertani)

kyselina 2-(N-morfolino)ethansulfonova

nikl-nitrilooctova kyselina

polyakrylamidova gelova elektroforéza (z angl. polyacrylamide gel
electrophoresis)

pufrovaci fyziologicky roztok (z angl. phosphate buffered saline)
polymerasova fetézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)
4-(2-aminoethyl)-benzensulfonyl fluorid

polyethylenglykol
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PFR-AMC
PMSF
PS-SCL

PVDF
RFU
SDS
SMCE
SmSP
SOC

Tris
Tween
YNB
YPD

Pro-Phe-Arg-7-amido-4-methylcoumarin

fenylmethylsulfony! fluorid

kombinatorialni knihovna syntetickych peptidi (z angl. positional
scanning synthetic combinatorial library)

polyvinylidendifluorid

relativni fluorescenéni jednotka (z angl. relative fluorescent unit)
dodecylsiran sodny

cerkariova elastasa ze S. mansoni (z angl. S. mansoni cerkarial elastase)
serinova proteasa ze S. mansoni (z angl. S. mansoni serine protease)
optimalizované Luria Bertani medium (z angl. super optimal broth with
catabolite repression)

tris(hydroxymethyl)aminomethan

polyoxyethylensorbitanmonolaurat

kvasinkova dusikata baze (z angl. yeast nitrogen base)

kultiva¢ni medium pro kvasinky (z angl. yeast extract pepton dextrose)
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Zkratky aminokyselin

S<K<KSHLVITITMZTACO-"IOMOOUZID

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
GIn
Glu
Gly
His
lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val
Nle

alanin
arginin
asparagin
kyselina asparagova
cystein
glutamin
kyselina glutamova
glycin
histidin
isoleucin
leucin
lysin
methionin
fenylalanin
prolin
serin
threonin
tryptofan
tyrosin
valin
norleucin
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1. Uvod

1.1. Schistosoma mansoni

Schistosoma mansoni (krevnicka stfevni, obr. 1) je paraziticky helmint z celedi
Schistosomatidae, ktery spolu s dal§imi druhy zpisobuje onemocnéni zvané schistosomoza.
Jsou to gonochoristé s vyraznym pohlavnim dimorfismem, ktefi parazituji v krevnim tecisti
vnitfnich organd. Schistosomy patii mezi motolice (tfida Trematoda) z kmene plosténci

(Platyhelminthes) .

Obr. 1: Schistosoma mansoni (par), upraveno dle .

1.1.1. Zivotni cyklus krevni¢ky Schistosoma mansoni

Zivotni cyklus parazita (obr. 2) je dvouhostitelsky, dospélci Ziji v portalni Zile a cévach
mezenteria definitivniho hostitele, kterym muize byt clovek, dal§i primati nebo nékteti
hlodavci, jako mezihostitel slouzi sladkovodni plz rodu Biomphalaria. Dospé€lé schistosomy
Z1ji v paru, mohutné;jsi samec (6 — 12 mm dlouhy a asi 1 mm Siroky) mé na ventralni strané
takzvany canalis gynaecophorus, ryhu, ve které pridrzuje samicku (10 — 16 mm dlouha a asi
0,2 mm §iroka) *.

Samice kladou po oplodnéni vajicka do cév vnitinich organt definitivniho hostitele. Kolem

vajicka prichyceného na cévni sténu se tvoii zanét, ktery se podili na pronikédni vajicka skrz
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sténu cévy do lumen stieva. Pronikdni napomaha charakteristicky trn, kterym je vajicko
opatfeno. Poté vajicka odchazi se stolici do vnéjsiho prostiedi.

Ve vodnim prostfedi se z vajicka lihne miracidium, stimulem K lihnuti je pfedevsim nizka
osmoticka hodnota vody. Miracidium aktivné vyhledava mezihostitele, kterého rozpoznava
podle makromolekularnich glykokonjugétéi, pfitomnych ve $nedim slizu 3. Miracidium
nepfijima potravu, a pokud nedokaze najit mezihostitele béhem 24 hodin, zemie * Po
proniknuti do mezihostitele se miracidium vyviji v matefskou sporocystu, ztraci fasinkové
epidermalni buiiky, které jsou nahrazeny tegumentem *Po2-3 tydnech zivota ve tkani plze
se sporocysta za¢ne nepohlavné mnozit za produkce dcefinych sporocyst, které migruji do
hepatopankreatické travici zlazy. Dcefiné sporocysty se dale nepohlavné mnozi a poté
produkuji infekéni larvy, cerkarie. Diky asexudlnimu mnozeni v mezihostiteli mize jedno
miracidium ve vysledku vést k produkci stovek az tisicu cerkarii.

Prvni cerkérie opousti mezihostitele 3 — 4 tydny po infekci miracidiem, stimulem je svétlo,
coz koreluje s cirkadialnim rytmem sav&ich definitivnich hostiteli °. Cerkérie aktivng
vyhledava definitivniho hostitele ’. Stejn& jako miracidium, cerkdrie nepfijima potravu a bez
hostitele dokaze prezit maximalné jeden den. Cerkarie rozpoznava definitivni hostitele podle
volnych mastnych kyselin, argininu a malych peptidli obsahujicich arginin na konci fetézce 8

Cerkarie penetruje ktizi definitivniho hostitele za pomoci proteolytickych enzymu, ptedevsim
cerkariové elastasy, a dostava se do krevniho fegistd °. B&hem tohoto procesu dochazi
k morfologickym, fyziologickym a metabolickym zménam a cerkarie se meéni ve
schistosomulu. Nejsignifikantn¢j$Simi zménami jsou odvrzeni ocasu a ztrata silné
imunogenniho glykokalyxu, diky ¢emuz se stdvaji méné atraktivni pro imunitni systém

hostitele *°.

Na povrchu ma schistosomula (stejné¢ jako dospé€lci) zdvojenou vnéjsi
cytoplazmatickou membrdnu tegumentu, na rozdil od pfedchozich stadii, které maji
jednoduchou membranu. Tato zdvojend membrana pravdépodobné slouzi jako ochrana proti
imunitnimu systému hostitele 10 Schistosomula migruje krvi do plic a poté se dostava do
jaterni portalni Zily, kde dospiva .

Dospélé schistosomy ziji v portalni zile a cévach mezenteria, kde se Zivi krevnimi proteiny,
zejména hemoglobinem z pozienych cCervenych krvinek. Jedina samice schistosomy
produkuje denné stovky vajec, z nichz vétSina odchéazi skrz cévni sténu do stfeva, odkud
opoustéji télo hostitele se stolici. Vejce, ktera jsou zanesena krevnim fe¢istém do jinych tkani,

o .y ’ . R . . ~ 1,11
zpusobuji hlavni patologické ptiznaky nemoci, viz nize = .
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e Cerkarie opoustéji hostitele a
dostavaji se do vody

plzovi nepohlavne o
mnoz a dospivaji v g

Cerkarie
penetruji kazi
definittvniho
hostitele

Sporocysty se v

Béhem penetrace cerkarie
ztraci ocasek a méni se ve
schistosomulu

@ Cirkulace

Miracidia pronokaji do
_~4__ W\ vodniho plze
il Schistosomuly
. ~5~ N N g migruji do
portalni zly a
dospivaji
Z vajicek se h'hno\ Y
miracidia fof3: 2
= S, ‘:;' ; A Sparovani ¢ervi migruji do
» A cév stfevniho mezenteria
\ i S. mansoni a S. japonicum
} S. mansoni S. haematobium ( s )
= N N - _A, = C Zpérovani Cervi migruji do cév kolem
Nt N " = mocovych cest (S. haematobium)

Obr. 2: Zivotni cyklus krevni¢ek rodu Schistosoma. Upraveno dle *2

1.2. Schistosomédza

Schistosomé6za (nékdy téZ zvand bilharzidza) je onemocnéni zpiisobené nékolika druhy
motolic rodu Schistosoma, piedeviim S. mansoni, S. haematobium a S. japonicum **. Jedna se
o zavazné¢ onemocnéni (po malérii druhd nejvyznamnéjsi parazitéza), které postihuje
celosvétové pies 200 miliond lidi. Dalsich 700 miliont lidi je nakazou ohrozeno **

Schistosomoza je rozsitena v tropickych a subtropickych oblastech Afriky, Jizni Ameriky a

jihovychodni Asie (obr. 3).
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Obr. 3: Rozsifeni Schistosomézy. Upraveno dle ©°

1.2.1. Patogeneze a klinické priznaky schistosomozy

Po proniknuti cerkarii skrz kizi hostitele se nékdy muize objevit cerkariova dermatitida
(vyrazky a svédeni), ale vétSinou se prvni symptomy objevuji 5 — 10 tydnd po infekei. Tyto
symptomy zahrnujici horeCku, zimnici a bolest svali se vSak u lidi trvale Zijicich v oblasti
nakazy zpravidla neobjevuji. Asi 12 tydnil po infekci nastava chronicka faze, kdy schistosomy
zacinaji produkovat maximum vaji¢ek. Samotni ¢ervi jsou velmi malo imunogenni, ptfiznaky
jsou zpiisobeny reakci imunitniho systému na vajicka jako hlavni patogenni agens *°. Jejich
znacna Cast nepronikne do lumen stfeva, ale jsou zanesena krevnim fecistém do jinych tkani,
pfedevS§im do jaterni tkdn€ portalni Zilou. Zde vyvolavaji silnou zanétlivou imunitni
odpoveéd’, kterd vede k tvorbé granulomii a zplsobuje vyznamné poskozeni jaterni tkané.

V pokrocilém stadiu dochézi k portalni hypertenzi, cirh6ze, rakoving stiev a ascitu (obr. 4). U

déti také Casto dochazi k anemii a podvyzive .
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Obr. 4: Ascity zpiisobené schistosomézou. Prevzato z .

1.2.2. Diagnéza schistosomézy

Nejbéznéjsi metodou diagndzy je nélez vajicek ve stolici. U lehCich infekci to vSak byva
komplikovana metoda s nizkou zachytnosti, proto se také pouzivaji imunologické metody,
pfedev§im ELISA, kdy se v séru detekuji protilatky vytvotené jako imunitni odpovéd’ proti

parazitovi nebo povrchové antigeny parazita v séru a moc¢i 10

1.2.3. Lécba schistosomoézy

18 ,
. Jednda se o

V soucasné dobé se pouziva prakticky jediny 1ék — praziquantel
antihelmitnikum ze skupiny chinolinovych derivati. Mechanismus u¢inku neni zcela
objasnén. Experimentalné bylo prokdzano, Ze praziquantel zvySuje permeabilitu membrany
pro vapenaté ionty, diky cemuZ dochéazi k nekontrolovatelnym kontrakcim svalstva parazita a
paralyze *°. Vzhledem k tomu, Ze u pacientii opakovan& lé&enych praziquantelem byly

pozorovany rezistentni kmeny schistosomy, je nezbytné hledat nové zptsoby 1€cby 19.20

1.3. Proteasy

Proteolytické enzymy (proteasy, proteinasy, peptidasy) jsou enzymy, které hydrolyticky $tépi

peptidovou vazbu a degraduji tak proteiny na mensi peptidy a jednotlivé aminokyseliny.
17



Proteasy jsou pfitomny ve vSech zivych organismech a hraji esencialni roli v fadé
fyziologickych procest .

Proteasy se daji klasifikovat podle néckolika kritérii. RozliSujeme exopeptidasy, Stépici
aminokyseliny na N-konci nebo C-konci peptidového fetézce, a endopeptidasy, $tépici uvnitt
peptidového fetézce.

Dale se proteasy daji délit podle uspotadani aktivniho mista a katalytického mechanismu na
aspartatové, cysteinové, serinové, glutamatové, threoninové a metaloproteasy.

Podle homologie miizeme proteasy delit do klanii podle terciarni struktury a podobnych
sekvencnich motivli kolem katalytickych aminokyselinovych zbytkd. V ramci klan se

proteasy dale d&li do rodin podle homologie aminokyselinové sekvence 2% %,

1.3.1. Serinové proteasy

Serinové proteasy tvoifi téméf tfetinu vSech zndmych proteas. Svij ndzev ziskaly podle
aminokyseliny serinu v aktivnim misté, ktery zde slouzi jako nukleofil a pfimo se tc¢astni
stépeni peptidové vazby 2%, Katalyticky mechanismu serinovych proteas (obr. 5) je zalozen na
katalytické triddé, kterd je u naprosté vétSiny serinovych proteas tvoiena aminokyselinovymi
zbytky serinu, histidinu a aspartatu 4 Po navézéni peptidového fetézce (substratu) serin
nukleofilné¢ atakuje uhlik karbonylové skupiny S$tépené peptidové vazby za vzniku
tetrahedralniho intermediatu. Proton alkoholové skupiny serinu pfechdzi na imidazolovy kruh
histidinu za vzniku imidazoliového iontu, ktery je stabilizovan karboxylovou skupinou
aspartatu. Peptidovd vazba se S§tépi a vznikd acyl-enzymovy intermediat (fragment
peptidového fetézce vazany na serin katalytické triddy enzymu). N-konec druhého fragmentu
je stabilizovan histidinem. Tento fragment se uvoliluje a je nahrazen molekulou vody. Voda
atakuje karbonyl acyl-enzymového intermediatu. Proton z vody je pfenesen na histidin,
hydroxyl na karbonylovy uhlik acyl-enzymového intermediatu a vznika druhy tetrahedralni
intermediat. Tento intermediat se rozpadd, uvolituje se druhy fragment stépeného peptidového
fetézce a regeneruje se enzym 2

Podle homologie se serinové proteasy déli do 16 klant, které¢ se dale déli do 53 rodin.
Proteasa SmSP2, kterou se zabyva tato diplomova prace, spadd do S1 rodiny serinovych

proteas v ramci klanu PA, nejvétsiho klanu serinovych proteas %.
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Step’ene misto

NH

N konec () 1 SerjE{ﬁ pfenasi l:l*l:lg His57 a'tim
@ vzhika tetrahedralni intermedat.

Preneseny H*na His57 je
stabilizovan iontovou interakci,

Pfenos H*z His57 na substrét;
peptidova vazba se §tépi,

H.O v aktivhim misté vytvafi
vodikovou vazhu s His57

N konee 1 H,O penasi H*na His57 a OH"
na substrat; tvofi se druhy
tetrahedralni intermediat.

N konec
N O H* se pfenasi z His57 zpatky na
e Ser195 a dochazi k uvalnéni enzymu
cHy ©oH

Obr. 5: Mechanismus katalyzy chymotrypsinu. Upraveno dle %.
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1.3.2. S1 rodina serinovych proteas

Rodina S1, n¢kdy také nazyvana rodina chymotrypsinu, je nejvétsi proteasovou rodinou.
V jejim ramci rozeznavame podle substratové specifity tii typy proteas. Proteasy
chymotrypsinového typu s§tépi peptidovy fetézec za velkymi hydrofobnimi aminokyselinami
(tyrosin, fenylalanin, tryptofan), proteasy trypsinového typu S$tépi za bazickymi
aminokyselinami (arginin, lysin), proteasy elastasového typu $tépi za malymi alifatickymi
aminokyselinami (alanin, glycin, valin). Substratovou specifitu téchto proteas urcuje S1

vazebné misto (obr. 6) 7.

His57
. E Ser195
N T H(}L"">
Ny
- HMN
=.1 PZ \\C .‘.—F‘J‘ "'ﬁbll-
D Rs I[ ﬂ _'t,1 -.“"'-.._‘ ..-“"":\
&A N HN (Giy193
N N —/
!-.{ 0 R; A
0 d

Pl-A
Gly216 Ser214 )\ i

Obr. 6: Vazba substratu do aktivniho mista proteasy trypsinového typu. Modfe je vyznacen substrat,
zluté katalytickd tridda, zelené arginin v P1 misté substratu, oranzové aspartat v S1 vazebném misté
enzymu. Cislovani aminokyselinovych zbytkii je zaloZeno na &islovani chymotrypsinu, ktery slouzi
jako modelova proteasa pro S1 rodinu. Nomenklatura aminokyselinovych zbytku substratu je Pn..., P3,
P2, P1, P1’, P2°, P3’.., .Pn’. Stépena vazba se nachazi mezi aminokyselinami P1 a P1°. Analogické

aminokyselinovy zbytky enzymu se oznacuji Sn..., S3, S2, S1, S1°, S2°, S3°.., .Sn’. Upraveno dle %,

20



Vsechny proteasy této rodiny jsou endopeptidasy, potfadi aminokyselinovych zbytkil
v katalytické triad& je histidin, aspartat, serin %. Patii sem nejen jednoduché proteasy jako
naptiklad trypsin a chymotrypsin, ale také komplexni enzymy slozené z n¢kolika domén jako
plasminogen nebo nékteré faktory ucastnici se sraZeni krve 2

S1 proteasy maji rozmanité funkce, mezi které patii napiiklad traveni (trypsin, chymotrypsin,
elastasa), srazeni krve (trombin, koagulacni faktory), imunita (faktory komplementu, tryptasy
sekreCnich granuli mastocytli, granzymy cytotoxickych bunék) nebo regulace homeostazy
(kalikreiny) .

Krystalova struktura byla vyfesena pro fadu proteas rodiny S1 (obr. 7). Peptidasové jednotky
téchto proteas jsou obvykle tvofeny 2 doménami, mezi nimiz se nachazi aktivni misto. Kazda
doména obvykle obsahuje 2 B-barely slozené do tzv. motivu feckého klice (greek key motif).
Diky tomu se aminokyseliny katalytické triady dostanou k sob¢, 1 pfesto, Ze jsou v primarni
struktufe vzdaleny. I kdyz se geometrie katalytického jadra mezi jednotlivymi taxony lisi,
relativni pozice aminokyselin katalytické triddy a stabilizujicich aminokyselin zlstava vysoce

konzervovana °°.

Obr. 7: Krystalova struktura hovéziho trypsinu. Upraveno dle **
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Vétsina serinovych proteas z S1 rodiny je exprimovand jako katalyticky neaktivni zymogeny.
Svou katalytickou aktivitu ziskavaji az po odstépeni propeptidu - peptidového fetézce na N
konci proteinu, kterym je zymogen inaktivovan. Tento propetid miiZze nabyvat riizné délky, od

nekolika aminokyselin az po né¢kolik set 21,

1.3.3. Proteasy u S. mansoni

Proteasy jsou samoziejme pro schistosomu nezbytnymi enzymy ucastnici se fady procest, od
lihnuti miracidii pies pronikani do tc€la hostitele az po trdveni zivin. Vyzkum proteas
schistosomy byl zaméfen predevSim na aspartdtové a cysteinové proteasy, které se ucastni
degradace hemoglobinu, albuminu a dalSich krevnich proteind, které slouzi dospélym
schistosoméam jako zdroj Zivin *.

V jicnu schistosom dochazi k hemolyze Cervenych krvinek, uvolnény hemoglobin a ostatni
proteiny se dostavaji do stfeva, kde dochéazi k jejich tradveni 3 Traveni se ucastni velké
mnoZstvi proteolytickych enzymi, kterym dominuji cysteinové a aspartatové proteasy °*.
Jedna se o proteasy snizkym pH optimem, které se vzajemné dopliuji pfi traveni
hemoglobinu a albuminu. Patfi sem cysteinové proteasy katepsin B1, katepsiny L1 — L3,
katepsin C a asparaginyl endopeptidasa (legumain), aspartatova proteasa katepsin D a
metaloproteasova leucylaminopeptidasa 32,34

Primérni $tépeni hemoglobinu na fragmenty provadi endopeptidasy, predevsim katepsin D,
ale Castecné také katepsiny B1 a L1. Vzniklé fragmenty jsou dale St€peny katepsiny B1 a L1
na mensi peptidy, které jsou Stépeny exopeptidasami katepsinem C a leucylaminopeptidasou
na dipeptidy a jednotlivé aminokyseliny. Tohoto $tépeni se UcCastni 1 katepsin BI1, ktery ma
kromé endopeptidasové aktivity také aktivitu exopeptidasovou 3.3

Albuminu je Stépen na fragmenty primarné katepsinem B1, v mensi mife pak katepsiny D a
L1. Stejné proteasy pak Stépi fragmenty na mensi peptidy. Tyto peptidy jsou stejné jako
Vv ptipad¢ hemoglobinu $té€peny katepsiny C, B1 a leucylaminopeptidasou 33

Schémata travici kaskady hemoglobinu a albuminu jsou zobrazena na obr. 8.
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MODEL A MODEL B
Hemoglobin Albumin
katepsin D, katepsin B1
Eastecné katepsiny Bla Ll Easteéné katepsinyDa L1
L L J
Fragmenty Fragmenty
katepsinyBlall katepsinyBl,L1 aD
w L J
Peptidy Peptidy
katepsin C, katepsin C,
leucylaminopeptidasa leucylaminopeptidasa
Eastecné katepsin B1 tastecné katepsin B1
- k i
Abroshovatelné peptidy Abrosbovatelné pepiidy
a aminokyseliny a aminokyseliny

Obr. 8: Schéma travici kaskady hemoglobinu a albuminu u schistosomy. Upraveno dle *.

1.3.4. Serinové proteasy u S. mansoni

Serinové proteasy schistosom jsou opomijenou skupinou a je o nich znamo jen velmi malo
informaci. Vyjimku tvofi dobfe prozkoumana cerkariova elastasa (SmCE), kterd je nezbytna
pro penetraci ktize hostitele cerkariemi 3 Castednd bylo popsano dalSich 5 serinovych proteas
z rodiny S1. Tyto proteasy byly pojmenovany zkratkou SmSP (Schistosoma mansoni Serine

Protease) a pofadovym &islem 1 - 5. Biologicka funkce t&chto proteas zatim neni znama ¥

SmCE

SmCE patii do S1 rodiny v rdmci PA klanu serinovych proteas. Navzdory svému jménu ma
chymotrypsinovou specifitu, nazvana byla podle substrati, které $tépi. Témi jsou epidermalni
proteiny jako elastin, keratin, kolageny, fibronektiny a laminin. Také je schopna rozruSovat
mezibunééné spoje. SmCE je produkovana acetabularnimi zlazami cerkarii béhem penetrace
kéize definitivniho hostitele . Bylo prokazano, Ze serinové proteasy produkované

acetabularni Zlazou jsou nezbytné pro usp&snou infekci definitivniho hostitele ** *°. Bylo

23



nalezeno pét isoforem SmCE, ovSem za 90 % aktivity SmCE jsou zodpovédné pouze dvé

Z nich. Ostatni tii geny produkuji malo proteinu nebo jsou umléeny *'.

SmSP1

SmSP1 je nejvice prozkoumanou proteasou ze vSech SmSP proteas. Je to proteasa
s trypsinovou specifitou, ktera kromé trypsinové domény obsahuje dal$i dvé nekatalytické
domény — CUB a LDLa (obr. 9) ¥. CUB doména je strukturni motiv obsahujici kolem 110
aminokyselin  se  ¢tyfmi  konzervovanymi  aminokyselinovych  zbytkd  cysteinu.
Zprostiedkovava protein — proteinové interakce v extracelularnich a membranovych
regulaénich proteinech *°. LDLa je doména nachazejici se u receptoru pro LDL lipoprotein.
Schistosomy nedokazi syntetizovat cholesterol a musi ho ziskavat od hostitele, je tedy mozné,
ze se LDLa doména proteasy SmSP1 ucastni tohoto procesu 3741 Kompletni SmSP1 s CUB
doménou byla nalezena pouze u vaji¢ek, u ostatnich vyvojovych stadii se CUB doména
nachézi jako samostatny produkt *’.

Trypsinova doména SmSP1 vykazuje vyznamnou homologii s mys$im plazmovym

42,43

kallikreinem a lidskym faktorem I . Tato homologie a fakt, Ze SmSP1 byla identifikovana

Vv povrchovych oblastech ¢ervil a byla sekretovana do kultivacniho media, naznacuje, Ze by

SmSP1 mohla ovliviiovat naptiklad imunitni systém hostitele ¢i vasodilataci cév 37,44

SmSP2

Protease SmSP2 je v€novana samostatna kapitola (kap. 1.3.5.).

SmSP3

Proteasa SmSP3 se podoba protease SmSP1. Ma trypsinovou specifitu a obsahuje
nekompletni CUB doménu (obr. 9). Tato doména je koexprimovana s trypsinovou doménou
pouze u vajicek a dospélct, u ostatnich vyvojovych stadii je exprimovana samostatné 3,
SmSP4

SmSP4 je proteasa s trypsinovou specifitou. Na svém N — konci obsahuje signalni peptid

piedchazejici pomé&rné dlouhy propeptid (obr. 9) .
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SmSP5

SmSPS5 se od piedchozich 4 proteas pon¢kud odliSuje. Ostatni SmSP proteasy maji v S1 miste
aspartat, ktery urcuje jejich trypsinovou specifitu, SmSP5 misto tohoto aspartatu obsahuje
glycin a jeji specifita se podoba proteasam chymotrypsinového a elastasového typu.
Proteasova doména SmSP5 obsahuje pouze tii disulfidické mustky, na rozdil od ostatnich
SmSP, které¢ maji Ctyti. Tento ¢tvrty disulfidicky mustek u trypsinti stabilizuje S1 vazné misto
a chybi také u cerkariové elastasy. Fylogeneticka analyza odhalila podobnost s cerkariovou
elastasou a SmSP5 se tak stala chybéjicim ¢lankem mezi skupinou cerkariovych elastas a
dal§imi chymotrypsinovymi proteasami 3

SmSPS5 ma velmi kratky propeptid (7 aminokyselin) a na C-konci za chymotrypsinovou
doménou obsahuje extenzi bohatou na threonin a asparagin (obr. 9). Tato extenze se u

. L (037
ortolognich serinovych proteas nenachéazi .

1 35 165189 222 250 484
SmSP1 :“@ Trypsinu podobna doména
[ 1 ]
1 24 201 501
SmSP2 Trypsinu podobnd doména
L 1 2 [ 3 1| 4 | 5 | 6 ]
1 54 92 331
SmSP3 CUB mmmm Trypsinu podobna doména
[ 1 | 2 | 3 I 4 |
1 25 64 372
SmSP4 Trypsinu podobna doména
Ca 12l 3 1 a I 5 1 6 1 7 |
17 244 286
SN Chymotrypsinu podobna doména
[ 1 I 2 I 3 J

Obr. 9: Organizace domén SmSP proteas. CUB domény jsou vyznaceny modie, LDLa
doména zelen¢ a proteasové domény cervené. N-termindlni signdlni peptidy jsou oddé€leny
ervenou &arou. Cisla nahofe oznaduji pofadi aminokyselin. Struktura exontl genti kodujicich

SMSP proteasy je znazornéna Cisly v rameccich pod jednotlivymi proteiny. Upraveno dle 3
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® Dospélci

® Schistosomuly
u Cerkarie

= Sporocysty

= Miracidia

= Vajicka

0.01 0.2 0.4 008 0.6 032 064 128 256 512 10.24 20.48 40.96 81.92 163.84
Relativni exprese [%0]

Obr. 10: Relativni exprese jednotlivych SmSP ve vyvojovych stadiich schistosomy stanovana pomoci
gRT-PCR. mRNA exprese je vyjadiena v procentech vic¢i konstitutivné exprimovanému genu

cytochrom c oxidasy | (log, métitko). Upraveno dle ¥'.

1.3.5. SmSP2

Proteasa SmSP2 patii do skupiny proteas trypsinového typu. Nazev pochdzi ze zkratky
Schistosoma mansoni serine protease 2 >'. SmSP2 je syntetizovana jako neaktivni
preproprotein s N-terminalnim signalnim peptidem. Signalni sekvence zajiSt'uje transport
SMmSP2 pies membranu endoplasmatického retikula a poté je odStépena. Za signalnim
peptidem nasleduje propeptid, ktery nesdili homologii se zndmymi proteiny, pouze
s ortolognimi proteasami krevni¢ek Schistosoma japonicum a Clonorchis sinensis *’. Tento

propeptid je neobvykly jednak svou délkou (200 aminokyselin), jednak usekem, obsahujicim
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velké mnozstvi histidinu (obr. 11). Je mozné, ze propeptid mize mit i jinou funkci, nez je
pouha inaktivace trypsinové domény v neaktivni forme enzymu (zymogenu).

Odstépenim propeptidu se zymogen aktivuje a enzym ziskava katalytickou aktivitu *'.
Propeptid je u SmSP2 od peptidasové domény oddélen zbytkem lysinu, ktery piedstavuje
potencialni misto aktivace SmSP2, jak bylo popsano u jinych proteas rodiny S1.

Velmi zajimava je mira exprese proteasy SmSP2 u schistosomul a dospélctu (obr. 10). U
dospélcti dosahuje mira exprese 60 % oproti cytochrom ¢ oxidase I, u schistosomul je to
dokonce 150 %. V téchto stadiich je to nejvice exprimovana serinova proteasa, u schistomul
patii k nejvice exprimovanym proteasam vibec. Pomérné vysokou miru exprese dosahuje
SmSP2 i u vajicek (10 % miry exprese cytochrom ¢ oxidasy). U ostatnich stadii je mira
exprese slaba .

Biologicka funkce SmSP2 neni zndma, ovSem vysok4 mira exprese u schistosomul a dospélcti

naznacuje, ze by se mohlo jednat o proteasu hrajici zasadni roli v interakci s definitivnim

hostitelem.

1 10 20 30 40 a0 a0
I I I I I I I
MILINTYLIYFICFILSFIPNSNTSEYDYNEEYIDEESLNQFINNSNDGDDDYDHDHHYR
HADHAEEEHHDHHHEHHPOHTHENVGRE IO FFPLSFHFNRPESQETYVENIERYSNWSD
WEECLPMECIEIRYRECLDDSWET ISPNLIHTTRCISEYYAEKRTCLNETQCHNEYTGIOL
:KNLTNTCG:RKSENG:HEKILGGKA?EPHSWPWA?RLS?KLPRRRS?TFIGGTLIAPQW
ILT VENEHI PVGEPVMLADHME ST IYAHTL.GDHDRYRQEAAQTDHEVIVATLHEPN
YHRKLQTDGYIIALLRLSEP?KTTPEIDFACLPSKNLKLTSHSKIYA?GWGSHKGGKIPT
FDNIHSILESLFLPFPSLFNTPFTFGREESSIWNIKKLEEEESSKELHE?ELPIVSIDD.
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EKYYADISSKVHVRGaRNEDTjac0fjcceL Yy LEDTNRWHIVGVT SFGLARG]JGLNEG
VYTSTSSHMDWISKQLATKIF

Obr. 11: Aminokyselinova sekvence preproproteinu SmSP2. Podtrzena ast je signalni sekvence,
neoznacena Cast je propeptid se svétlemodie vyznadenym tsekem bohatym na histidin, Sedivé je
vyznacena peptidasova doména, cervené katalyticky tridda a svétlezelené aspartat ve vazebném misté
S1, ktery je zodpovédny za trypsinovou aktivitu SmSP2. Zluté, rizové, tmavé zeleng, fialové a tmavé
modie jsou vyznaCeny pary cysteinil, tvofici cysteinové mustky. Parovani cysteinovych zbytka je

odvozeno z porovnani sekvence SmSP2 se sekvencemi trypsinu a chymotrypsinu. Upraveno dle 3
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2. Cile prace

Diplomova prace se =zabyva proteasou SmSP2 z krevnicky Schistosoma mansoni.
Proteolytické enzymy paraziti predstavuji vyznamny cil terapeutického zésahu. Serinova

proteasa SmSP2 nebyla dosud studovéna a mohla by pfedstavovat prave takovy cil.

Dil¢i cile jsou nasledujici:
1) Ptipravit konstrukty SmSP2 s odlisnou délkou N-terminalni domény pro expresi v
bakterii E. coli
2) Exprimovat rekombinantni SmSP2 v E. coli
3) Navrhnout protokol pro chromatografickou purifikaci rekombinantni SmSP2
4) Navrhnout a optimalizovat postup pro refolding rekombinantni SmSP2
5) Alternativné pfipravit SmSP2 rekombinantni expresi v kvasinkach P. pastoris
6) Navrhnout protokol pro chromatografickou purifikaci rekombinantni SmSP2
7) Analyzovat proteolytickou aktivitu rekombinantni SmSP2, zejména urcit pH optimum

a substratovou a inhibicni specifitu
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3. Material

3.1. Pristroje a pomucky

Analytické vahy AE 163

Amicon® Ultra Centrifugal Filters
Autoklav Labo Autoclave

Automatické pipety

Blotovaci zatizeni XCell 11

CCD kamera ImageQuant LAS 4000
Centrifuga Allegra® X-15R

Centrifuga Beckman J2-MI

Centrifuga Microcentrifuge 5415 D

DNA termocyklér TC-3000
Fluorescencni/absorbanc¢ni ¢tecka Infinite® M 1000
PRO

Fotograficky film

FPLC AKTA Explorer

Konduktomér Dual Star

Lyofilizator CoolSafe 110-4

NuPAGE® Novex® 4-12% Bis-Tris Protein Gel
pH metr Orion DUAL STAR Meter
Predvazky PB 403-S

PVDF membrana

Sonikétor Soniprep 150 MSE
Spektrofotometr BioSpectrometer Kinetic
Termoblok

Ttepacka Innova 44R

Typhoon 9410 variable mode imager

UV prosvécovaci lampa

Vakuova odparka Speed Vac Concentrator
Vertikalni agarosova elektroforéza Horizon
Vertikalni elektroforéza XCell SureLock
Vortex Genie 2

3.2. Biologicky material

Mettler Toledo, Svycarsko
Millipore, USA

Sanyo, Japonsko
Eppendorf, Némecko

Life Technologies, USA
GE Healthcare Life Sciences, Svédsko
Beckman, USA

Beckman, USA
Eppendorf, Némecko
MIDSCI, USA

Tecan, Rakousko

Kodak, USA

GE Healthcare, Svédsko
Thermo Scientific, USA
LaboGene, Dansko

Life Technologies, USA
Thermo Scientific, USA
Mettler Toledo, Svycarsko
Millipore, USA

Hielscher, Némecko

Eppendorf, Némecko

Vyvojové dilny, UOCHB AV CR
New Brunswick Scientific, USA
Amersham, UK

Bio-Rad, USA

Thermosavant, USA

Bio-Rad, USA

Life Technologies, USA
Scientific Industries, USA

cDNA z dospélé krevni¢ky S. mansoni byla poskytnuta z laboratornich zdroju (syntetizovana

z mRNA izolované ze schistosom z laboratorniho cyklu na Ustavu molekularni genetiky AV

CR).
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3.3. Chemikalie

Substraty a inhibitory

Bachem, Svycarsko: Boc-Leu-Arg-Arg-AMC, Pro-Phe-Arg-AMC
Sigma-Aldrich, USA: Benzamidin, E64, Pefabloc, PMSF

Ostatni chemikalie

Sigma-Aldrich, USA:

Mocovina, BSA, DTT, DMSO, glycerol, PEG 1500, Tris, glycin, arginin, agar, ampicilin,
ReadyMixTM Taq PCR Reaction Mix, IPTG, glukosa, tween 20, 2-merkaptoethanol, GSH
GSSG, YPD, MES, sorbitol, isopropanol, amoniak, ¢inidlo bradfordové

UOCHB AV CR (Dr. M. Nussbaumerova):

Fluorescenéni afinitni znac¢ka BoRC

Lach-ner, CR:

Ethanol, hydroxid sodny, chlorid sodny, kyselina chlorovodikova, methanol, aceton, ostatni
bézné chemikalie

New England Biolabs:

Restrikéni endonukleasa Pstl, restrikéni endonukleasa Sacl, pufr NEBuffer 1.1, pufr

NEBuffer 3.1

Penta, CR:
Glycerol

Invitrogen:

Plazmid pPICZaB, zeocin
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Thermo Scientific, USA:

DNA standard GeneRuler DNA Ladder Mix, standard molekulovych hmotnosti Spectra
Multicolor Broad Range Protein Ladder, roztok pro barveni polyakrylamidovych gelt
PageBlue Protein Staining Solution, vzorkovy pufr pro elektroforézu na polyakrylamidovém

gelu Lane Marker Non-Reducing Sample Buffer

3.4. Kultiva¢ni media

BMM medium: YNB (13,4 g/1), biotin (0,0004 g/1), 100 mM fosfatovy pufr, pH 6,0

LB medium: Trypton (10 g/1), kvasni¢ny extrakt (5 g/l), NaCl (10 g/l)

LSLB medium: Trypton (10 g/1), kvasni¢ny extrakt (5 g/1), NaCl (5 g/l)

YPD medium: Pepton (20 g/1), kvasni¢ny extrakt (10 g/1), Glukosa (20 g/1)

SOC medium: Trypton (10g/1), kvasniény extrakt (10 g/1), NaCl (0,5 g/1), KC1 (0,186 g/1),
MgCl, (0,952 g/l), glukosa (3,603 g/l)

3.5. Chroamtografické kolony a nosice

HiTrap® Benzamidine Fast Flow Sigma-Aldrich, USA
MonoS HR 5/5 GE Healthcare Life Sciences, Svédsko
Ni-NTA Superflow (5 ml) Qiagen, Némecko
Sephadex G-25, HR 5/5 GE GE Healthcare Life Sciences, Svédsko

3.6. Soupravy

Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit Geneaid, USA
High-Speed Plasmid Mini Kit Geneaid, USA
Champion™ pET101 Directional TOPO® Expression Kit Life Technologies, USA
In-Fusion® HD Cloning Kit Clontech USA
KAPA HiFi PCR Kit Kapa Biosystems, USA
Novex® ECL Chemiluminiscent Substrate Reagent Kit Life Technologies, USA
PureLink® HiPure Plasmid Maxiprep Life Technologies, USA
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3.7. Bakterialni a kvasinkové kmeny

Escherichia coli One Shot TOP10 Life Technologies, USA
Escherichia coli BL21 Star (DE3) Life Technologies, USA
Pichia pastoris X-33 Life Technologies, USA

3.8. Seznam primeri

Primery pro klonovani do pET101/D-TOPO

SmSP2C_FWp101
CACCATGATCTTAATCAATACATACTTAATCTACTTTATATGTTTT

SMSP2TRPL FWp101
CACCATGAATCTAACTAATACATGTGGAATACGTAAATCA

SMSP2TRP FWp101
CACCATGGGAATACGTAAATCAGACAATCAAATAATGG

SmSP2 REVp101
AAATATTTTTGTTGCTAATTGTTTTGATATCCAA

(Casti primerd zvyraznéné tucné a podtrzené jsou presahy, které¢ byly k inzertim pfipojeny.

Tyto piesahy jsou nezbytné pro ligaci inzertti do plazmidu pET101/D-TOPO)

Mutacéni primery pro tvorbu konstruktu MUT

SMSP2TRP FWp101
CACCATGGGAATACGTAAATCAGACAATCAAATAATGG

SmSP2_MUT REV:
TTTAAATTTTTTGATGGTAAAGATGCAAAATCAATTTCTGGTG

SmSP2_MUT FW:
CACCAGAAATTGATTTTGCATCTTTACCATCAAAAAATTTAAA

SmSP2 REVp101:
AAATATTTTTGTTGCTAATTGTTTTGATATCCAA
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Primery pouzité pro PCR kontrolu pozitivnich kolonii
T7FW

TAATACGACTCACTATAGGG

T7 REV

GCTAGTTATTGCTCAGCGG

Primery pro klonovani do plazmidu pPICZaB

SmSP2C FWpPICZoB
AAGAGAGGCTGAAGCTGCATCTGAATATGATTATAATAAAGAGTATATTGAT
SMSP2TRPL FWpPICZaB
AAGAGAGGCTGAAGCTGCAAATCTAACTAATACATGTGGAATACG
SmSP2Mut FWpPICZaB
AAGAGAGGCTGAAGCTGCAGGAATACGTAAATCAGACAATCAA

SmSP2 REVpPICZoB
GGCCACGTGAATTCCTTAATGATGATGATGATGATGAAATATTTTTGTTGCTAATTGTTTTGA

(Casti primert zvyraznéné tuéné a podtrzené jsou piesahy, které byly k inzertim piipojeny.
Tyto piesahy jsou nezbytné pro ligaci inzertt do plazmidu pPICZaB pomoci systému
In-Fusion. Dale byla k inzertim piipojena sekvence kodujici histidinovou kotvu (vyznaéena
zeleng) a sekvence kodujici stop kodon (vyznacena Cerveng)
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4. Metody

4.1. Exprese SmSP2 v E. coli

4.1.1. Amplifikace inzerti a klonovani

Inzerty vkladané do expresniho plazmidu byly amplifikovany pomoci polymerazové fetézové
reakce (PCR). Slozeni reakéni smési je uvedeno v tabulce 1, teploty a ¢asy jednotlivych kroki
v tabulce 2. Celkovy objem reakéni smési byl 25 ul. Jako templat byla pouzita cDNA
dospélych jedinct S. mansoni.

Byly vytvoieny celkem 4 konstrukty, které se liSily délkou prodomény, jeden z nich

obsahoval bodovou mutaci (podrobnéji viz kap. 4.1.2.).

Tabulka 1: Reakéni smés PCR reakce. Tabulka 2: Teploty a casy jednotlivych kroki
Slozka Objem [pl] PCR reakce.
Pufr KAPA HiFi Fidelity | 5 Krok Teplota | Cas | Pocet
buffer (5x) cyklu
dNTPs (10mM) 0,75 —— 5 .
FW primer (10mM) 0,75 pocatetnl | 93¢ | Smin ) 4
REV primer (10mM) 0,75
cDNA 0,5 Denaturace 98°C 20s
KAPA HiFi DNA polymerase | 0,5 Nasedani primeru | 60°C 20s 35
Voda 16,75
Elongace 72°C | 120s
Finalni elongace | 72°C | 5min 1

PCR produkty byly analyzovany elektroforézou v 1% agarosovém gelu. Zény odpovidajici
velikosti byly vyfiznuty a DNA znich byla izolovana pomoci soupravy Gel/PCR DNA
Fragments Extraction Kit (Geneaid).

Inzerty byly zaklonovany do plazmid pET101/D-TOPO pomoci soupravy Champion™
pET101 Directional TOPO® Expression Kit. 2 ul precisténého PCR produktu bylo smichano
50,5 pl roztoku soli (1,2M NaCl, 0,06M MgCly) a 0,5 pl plazmidu pET101/D-TOPO
(10ng/ul). Reakce bézela 30 min pii pokojové teploté, poté nasledovala transformace
kompetentnich bun¢k E. coli One Shot TOP10 (Life Technologies).
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Vlozeni inzertu do plazmidu je zalozeno na aktivit€¢ topoisomerasy I, ktera je vdzana na
plazmidu *. Plazmid pET101/D-TOPO umoziiuje piipojit histidinovou kotvu na C-konec

exprimovaného proteinu pro jeho snadnou purifikaci pomoci afinitni chromatografie.

4.1.2. Priprava inzertu MUT s bodovou mutaci

Konstrukt MUT obsahoval bodovou mutaci, Cys331 byl nahrazen serinem. Nejprve byly
pomoci dvou samostatnych PCR vytvoieny dva fragmenty. Slozeni reakéni smési je uvedeno
v tabulce 1, teploty a ¢asy jednotlivych kroka v tabulce 2. Fragment 1a byl vytvofen pomoci
pfimého primeru SmSP2 TRP FWpl0l a reversniho primeru SmSP2 MUT REV a
obsahoval prvni ¢ast sekvence genu, bodovou mutaci (kterda byla obsazena v reverznim
primeru) a za ni presah 21 pard bazi. Fragment 1b byl vytvofen pomoci pfimého primeru
SmSP2 MUT FW a reversniho primeru SmSP2 REVp101 a obsahoval ptesah 21 part bazi,
bodovou mutaci (kterd byla obsazena v pfimém primeru) a druhou cast sekvence genu. Oba
fragmenty tedy obsahovaly stejny, 43 part bazi dlouhy usek (fragment la na 3’ konci,
fragment 1b na 5° konci). Oba fragmenty byly analyzovdny agarosovou elektroforézou a
izolovany z gelu pomoci soupravy Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid).
Fragmenty byly pouzity pro druhou PCR reakci. Bylo smichano 7,5 pl kazdého fragmentu, 4
pl pufru Fidelity buffer (5x), 0,5 ul dNTPs (10mM), 0,5 ul KAPA HiFi DNA polymerase.
Podminky reakce byly stejné jako pii amplifikaci inzertd, avSak pouze s deseti cykly. Béhem
této reakce vznikl pozadovany produkt s bodovou mutaci, ktery byl poté amplifikovan pomoci
PCR s pouzitim primert SmSP2TRP FWp101 a SmSP2 REVp101. Postup pfipravy inzertu

S bodovou mutaci je shrnut na obr. 12.
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Obr. 12: Schéma pipravy inzertu obsahujiciho bodovou mutaci. Upraveno dle *.

4.1.3. Transformace plazmidu do bunék

Transformace kompetentnich bunék E. coli One Shot TOP10 byla provedena teplotnim
Sokem. Bunky byly rozmrazeny na ledu, poté k nim byl pfidan plazmid (reakéni smés z kap.
4.1.1.). Smes bunék s plazmidem byla inkubovana 30 min na ledu, poté byla 30 s zahtivana
pii 42°C a poté okamZité¢ pfemisténa zpatky na led. Néasledné bylo ke smési ptidano 250 pl
SOC media a smés byla inkubovana 60 min v tiepacce pii 37°C a 220 ot./min. Poté byly
bunky rozetfeny na Petriho misky s LB agarem obsahujim ampicilin (100 pg/ml) a

inkubovany ptes noc pii 37°C.

4.1.4. PCR kontrola pozitivnich kolonii

Kolonie transformované plazmidem s pozadovanym insertem byly identifikovany pomoci
PCR. Analyzovana kolonie byla resuspendovana v reakéni smés obsahujici 1 pl kazdého

primeru (T7_FW a T7_REV, 10mM), 8 ul vody a 10 pl reakéni smési ReadyMix "™ Taq PCR
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Reaction Mix (Sigma-Aldrich). Teploty a ¢asy jednotlivych krokd PCR reakce jsou uvedeny

v tabulce 3. Produkty PCR reakce byly analyzovany agarosovou elektroforézou.

Tabulka 3: Teploty a ¢asy jednotlivych krokt PCR reakce.

Krok Teplota | Cas Pocet
cykla

Pocate¢ni denaturace 94°C 3 min 1

Denaturace 94°C 20s

Nasedani primeru 50°C 20s 35

Elongace 72°C 120s

Finalni elongace 72°C 5 min 1

4.1.5. Izolace plazmidové DNA

Klony, které podle agarosové elektroforézy obsahovaly inzert o ocekavané délce, byly
zaoCkovany do 5 ml LB media s ampicilinem (100 pg/ml) a inkubovany pfes noc v tiepacce
pii 37°C a 220 ot./min.

Z napéstované kultury byla izolovana plazmidovd DNA pomoci soupravy High-Speed
Plasmid Mini Kit (Geneaid) dle navodu vyrobce.

Izolovana plazmidovda DNA byla posldna na sekvenaci do laboratofe sekvenace DNA PiF
UK. Sekvenace byla provedena na piistroji Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems) s 16

kapilarami. Byla ovéfena spravnost sekvence inzertl v expresnich plazmidech.

4.1.6. Exprese proteinu

Bunky E. coli BL21 Star (DE3) (Life Technologies) byly transformovany expresnimi
plazmidy. Transformace byla provedena teplotnim Sokem (viz kap. 4.1.3.). Transformované
buiiky byly pfidany do 10 ml LB media s ampicilinem (100 pg/ml) a inkubovany pies noc v
tiepacce (37°C, 220 ot./min). Narostla kultura byla pouzita k inokulaci 500 ml LB media
s ampicilinem (100 pg/ml) a 20mM glukosou.

Bakterie byly inkubovany v tfepacce (37°C, 220 ot./min) do dosazeni OD = 1,0. Bunky byly
centrifugovany (3000 X g, 10 min) a resuspendovany v 500 ml LB mediu s ampicilinem
(100 pg/ml), které obsahovalo 1mM IPTG. Bunky byly indukovany pies noc (37°C, 220
ot./min). Dalsi den byly bunky centrifugovany (3000 x g, 10 min), resuspendovany
v sonika¢nim pufru (20mM Tris-HCI, pH 8,0) a sonikovany na ledu (3 x 30 s).

Cytoplazmaticka frakce byla izolovana centrifugaci (4000 X g, 10 min), inkluzni téliska
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obsazena v peletu byla resuspendovana v sonika¢nim pufru a znovu sonikovana. Tento postup
byl jest¢ dvakrat zopakovan. Inkluzni téliska byla rozpusténa v pufru A (8M mocovina,
100mM NaH,POy4, 10mM Tris-HCI, pH 8,0) a zfiltrovana (0,22 pum filtr) a analyzovana

pomoci elektroforézy na polakrylamidovém gelu.

4.1.7. Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu SDS-PAGE

Byl pouzivan gradientovy polyakrylamidovy gel NuPAGE® Novex® 4-12% Bis-Tris Protein
Gel. K 10 pl vzorku (rozpusténa inkluzni téliska, kap. 4.1.6.) byly ptidany 4 ml vzorkového
pufru (Lane Marker Non-Reducing Sample Buffer, Fermentas) a DTT (finalni koncentrace
50 mmol/l) a byly 10 min zahiivany pii 90°C. Poté byly naneseny na gel. Elektroforéza
bézela 90 min pii konstantnim napéti 150 V.

Gel byl oplachnut 3 x 5 min v destilované vod¢, poté byl 30 min barven pomoci PageBlue

Protein Staining Solution (Thermo Scientific). Nakonec byl odbarven v destilované vodé.

4.1.8. Purifikace pomoci afinitni chromatografie

Protein byl purifikovan na piistroji AKTApurifier 10, pouzita byla kolona Ni-NTA Superflow
S imobilizovanymi  ionty Ni%". Tyto ionty tvoii koordina¢né¢ kovalentni vazbu
s imidazolovymi kruhy histidinové kotvy pfipojené k proteinu. Eluce se provadi pufrem
obsahujici 250mM imidazol. Volny imidazol kompetuje simidazolovymi skupinami
histidinové kotvy o vazbu na nikelnaté ionty, a tak uvoliuji rekombinantni protein z vazby na
kolonu. Kolona byla ekvilibrovana 10 ml pufru A, ktery obsahoval 8M mocovinu, 100mM
NaH,POq4, 10mM Tris-HCI, pH 8,0, poté byl nanesen vzorek (inkluze rozpusténé v pufru A),
nasledovalo promyti 20 ml pufru A s 10mM imidazolem, 20 ml pufru A s 15mM imidazolem
a 15 ml pufru A s 20mM imidazolem. Eluce byla provedena pufrem A obsahujicim 250mM
imidazol. Pratok kolonou byl nastaven na 1ml/min.

Koncentrace proteinu v eluované frakci byla méfena metodou dle Bradfordové. K 3 pl
roztoku proteinu bylo pfiddno 7 pl vody a 190 ul ¢inidla Bradfordové. Smés byla inkubovana
5 min pfi laboratorni teploté a poté byla métfena absorbance pfi vinové délce 595 nm. Byla
sestrojena kalibrac¢ni pfimka pro rtizné koncentrace BSA (od 0,01 mg/ml po 0,5 mg/ml), ze
smérnice této piimky byla spocitdna koncentrace proteinu purifikovaného afinitni
chromatografii. Eluovany protein byl analyzovan pomoci SDS elektroforézy, nanaSeno bylo

10 pl vzorku (kap. 4.1.7.)
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Purifikovany protein byl dialyzovan (viz kap. 4.2.1.) a pouzit pro imunizaci kralika za acelem

produkce protilatek.

4.1.9. Produkce polyklonalnich protilatek

Polyklonalni protilatky byly vytvofeny firmou Moravian Biotechnology. Imunizovanym
zvitetem byl kralik. Z odebraného antiséra byla izolovana IgG frakce pomoci afinitni
chromatografie na kolon¢ Protein A Sepharose CL-4B. Purifikaci protilatek provedl Dr. J.
Dvoték z Ustavu molekularni genetiky AV CR

4.1.10. Imunodetekce SmSP2 pomoci polyklonalnich protilatek

Proteiny byly separovany pomoci SDS-PAGE (kap. 4.1.7.). Bylo pouzito 0,5 ul vzorku
doplnéného vodou na 10 ul. Proteiny byly z gelu pfeneseny na PVDF membranu pomoci
blotovaciho zafizeni XCell II™ Blot Module (Life Technologies). Membrana byla inkubovana
10 s v methanolu. Poté byly gel, membrana, filtra¢ni papiry a pénové podlozky inkubovany
15 min v transferovém pufru. Do blotovaciho zatizeni byly na katodu postupné navrstveny 3
pénové podlozky, filtra¢ni papir, gel, membrana, filtracni papir, 3 pénové podlozky a anoda.
Ptenos probihal 90 min pii napéti 33 V. Cely systém byl po celou dobu chlazen ve vodni lazni
s ledem.

Po ptfenosu byla membrana oplachnuta ve vodé¢ a poté inkubovana pies noc pii 4°C v TBS-T
pufru obsahujicim 3% BSA. Poté byla membrana inkubovana oplachnuta TBS-T pufrem a 3 h
Vv pfitomnosti krali¢ich polyklonélnich protilatek proti SmSP2 (Moravian Biotech, fedéné
1:1000) v TBS-T pufru obsahujicim 1% BSA. Nasledoval oplach 4 x 10 min TBS-T pufrem a
poté inkubace 2 h v pfitomnosti sekundarni protilatky proti kralicim IgG s navazanou
kienovou peroxidasou (fedéné 1:5000) v TBS-T pufru obsahujicim 1% BSA. Membrana byla
znovu oplachnuta 4 x 10 min v TBS-T pufru a nakonec 2 x 10 min v TBS pufru.

Vizualizace probihala pomoci komeré¢niho chemiluminiscenéniho substratu Novex® ECL
Chemiluminiscent Substrate Reagent Kit (Life Technologies) s pouzitim fotografického filmu

nebo CCD kamery.

Transferovy pufr: 25 mM Tris-HCI pH 8,3, 192 mM glycin, 20% methanol
TBS-T: 10 mM Tris-HCI pH 7,4; 0,15 M NaCl; 0,05 % Tween 20
TBS: 10 mM Tris-HCI pH 7,4; 0,15 M NaCl
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4.2. Refolding

Protein byl exprimovan neaktivni ve form¢ nerozpustnych inklunich télisek, proto musel byt
pfeveden do své nativni konformace procesem zvanym refolding. V ramci této diplomové

prace bylo vyzkouseno nékolik variant refoldingu, které jsou popsany dale.

4.2.1. Refolding pomoci dialyzy

Roztok SmSP2 po purifikaci afinitni chromatografii na Ni-NTA kolon¢ byl dialyzovan proti
pufru obsahujicimu 25mM Tris-HCI, pH = 8, 150mM NaCl, 4M mocovinu, 10% glycerol a
ImM merkaptoethanol. Nasledovala dialyza proti stejnému pufru obsahujicimu 2M
mocovinu, poté proti pufru bez mo¢oviny a nakonec proti PBS. Kazda dialyza probihala 24 h
pfi teploté 6°C. Byla pouzita dialyzacni membrana s prichodnosti 10 kDa. Po dialyze byl
protein zakoncentrovan na centrifugaénim koncentratoru Amicon Ultra. Koncentrovany

protein byl pouzit k produkci polyklonalnich protilatek.

4.2.2. Refolding pomoci Fedéni

Protokol pro refolding byl sestaven podle *’. Roztok obsahujici 10-30 pg SmSP2 purifikované
afinitni chromatografii na Ni-NTA koloné byl pfidan do roztoku obsahujiciho 50mM Tris-
HCI, pH 8,8, 8M mocovinu a 50mM GSH. Celkovy objem tohoto redukéniho roztoku byl 50
ul. Reduk¢ni roztok byl 1 h michan pii laboratorni teploté. Smés byla poté pomalu
ptikapavana do 450 pul refoldovaciho pufru, jehoz slozeni a pH se lisilo v uvedeném rozmezi:
50mM Tris-HCI, pH 7,5-9,5, 0-30% glycerol, 0,05% PEG 1500, 0,5mM GSSG, 0-0,5M
arginin. Smé&s byla poté 30 min tfepana pii laboratorni teploté a nasledn¢ inkubovana 3 dny v

lednici.

4.2.3. Refolding na koloné

Potokol byl sestaven podle *. Inkluzni tliska byla rozpusténa v nanasecim pufru o sloZeni
20mM Tris-HCI, 0,5M NaCl, 5mM imidazol, 6M guanidin, ImM merkaptoethanol, pH 8,0.
Purifikace a refolding byly provedeny na piistroji AKTApurifier 10, pouZita byla kolona Ni-
NTA Superflow. Kolona byla ekvilibrovana 10 ml nanaSeciho pufru, poté byl nanesen vzorek,
nasledovalo promyti 20 ml pufru o slozeni 20mM Tris-HCI, 0,5M NaCl, 20mM imidazol, 6M

urea, ImM merkaptoethanol, pH 8,0. Refolding byl proveden linearnim gradientem mocoviny
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6M — OM. Objem gradientu byl 50 ml, pratok 0,5 ml/min. Poté byla kolona promyta 10 ml
pufru o slozeni 20mM Tris-HCI, 0,5M NaCl, 20mM imidazol, 1ImM merkaptoethanol, pH

8,0. Eluce proteinu byla provedena stejnym pufrem obsahujicim 250mM imidazol.

4.2.4. Méreni proteolytické aktivity

Mg¢éteni probihalo na pfistroji Tecan Infinite M1000. Byly pouzivany fluorogenni substraty
Boc-LRR-AMC a PFR-AMC (Bachem), (obr. 13). Byla métfena fluorescence odstépeného
AMC, excitacni vinova délka byla 380 nm, méfena emisni vinova délka byla 460 nm. Méfeni
probihalo v 0,1M Tris-HCI pufru jehoz pH se lisilo v rozmezi 8-8,8. Mé&feni probihalo v bilé

96 jamkové mikrodesti¢ce, objem reakce byl 100 ul, koncentrace substratu byla 50 wmol/I.

HoN.__NH

Hj

HN NH;

Obr. 13: Fluorogenni substraty pouzivané pro stanoveni proteolytické aktivity. A) Boc-Leu-Arg-Arg-
7-amido-4-methylcoumarin  (Boc-LRR-AMC), upraveno dle *. B) Pro-Phe-Arg-7-amido-4-
methylcoumarin (PFR-AMC), upraveno dle >

4.3. Exprese SmSP2 v kvasinkach Pichia pastoris

4.3.1. Priprava rekombinantni DNA pro expresi SmSP2
Inzerty vkladané do expresniho plazmidu byly amplifikovany pomoci PCR (viz kap. 4.1.1.).
Byly vytvofeny celkem 3 konstrukty, které se lisily délkou prodomény, jeden z nich

obsahoval bodovou mutaci (podrobnéji viz kap. 4.1.2.).
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Pomoci primerd byly k inzertim pfipojeny 15 bp piesahy nezbytné pro ligaci inzertu do
plazmidu pomoci systému In-Fusion (Clontech).

Plazmid pPICZaB byl linearizovan pomoci restrikéni endonukleasy Pstl. Reakcéni smés
obsahovala 3 pg plazmidu, 3 pl pufru NEBuffer 3.1 (10x). 0,5 ul Pstl (20 U/ul) a byla
doplnéna vodou na celkovy objem 30 ul. Reakce bézela 3 h pti 37°C, poté byla Pstl
inaktivovana zahratim na 80°C po dobu 20 min. Linearizovany plazmid byl analyzovéan
pomoci agarosové elektroforézy a izolovan z gelu pomoci soupravy Gel/PCR DNA
Fragments Extraction Kit (Geneaid). Byla zméfena koncentrace a Cistota linearizovaného
plazmidu a inzertl pomoci spektrofotometru NanoDrop 2000.

Poté byly inzerty ligovany do linearizované¢ho plazmidu pomoci soupravy In-Fusion® HD
Cloning Kit (Clontech). Reakéni smés je popsana Vv tabulce 4. Reakce probihala 15 min pii 50
°C, poté byla smés umisténa na led a pouzita k transformaci kompetentnich bunék E. coli One
Shot TOP10.

Tabulka 4: Slozeni reakéni smési

Inzert 50 ng
Linearizovany plazmid 75 ng
5X In-Fusion HD Enzyme Premix 1 ul
Voda x ul
Celkovy objem S5nl

NEBuffer 3.1 (1x): 100mM NaCl, 50mM Tris-HCI, 20mM MgCl, 100ug/ml BSA, pH 7.9

4.3.2. Transformace plazmidu do bunék E. coli One Shot TOP10
Transformace byla provedena stejn¢ jako v kap. 4.1.3. snasledujicimi rozdily: Misto
ampicilinu byl pouzit zeocin (Invitrogen) v koncentraci 33 pg/ml. Byl pouzit LSLB agar.
Narostlé kolonie byly analyzovany pomoci PCR reakce, pozitivni kolonie byly vybrany pro

produkci plazmidu (,,miniprep*), viz kap. 4.1.4 a 4.1.5.
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4.3.3. Velkoobjemova piiprava plazmidu

0,5 1 LSLB media obsahujiciho zeocin (33 pg/ml) bylo zao¢kovano buiikami E. coli One Shot
TOP10, které byly transformovany expresnim plazmidem . Kultura rostla ptes noc pii 37°C a
tiepani 220 ot./min. Narostlé kultury byly centrifugovany pii 4000 x g, 10min, supernatant
odséan a peleta pouzita pro izolaci plazmidu pomoci komer¢ni soupravy PureLink® HiPure
Plasmid Maxiprep Kit (Life Technologies).

Byla meéfena absorbance pii 260 a 280 nm pro zjisténi koncentrace a Cistoty ziskané

plazmidova DNA.

4.3.4. Linearizace plazmidu

Plazmidy obsahujici sekvenci SmSP2 byly linearizovany restrikéni endonukleasou Sacl.
Reakéni smés obsahovala 30 pg plazmidu, 1,5 pl Sacl, 2 pl pufru NEBuffer 1.1 (10x).
Reakéni smés byla doplnéna vodou na celkovy objem 20 pl. Reakce bézela 3 h pii 37°C. Poté
byl enzym Sacl inaktivovéan inkubaci 20 min pifi 65°C. Nasledovalo sraZzeni DNA ethanolem.
K reakéni smési bylo pfidano 2 pl 3M octanu sodného a 55 pl vychlazeného 100% ethanolu.
Smés byla inkubovana 30 min pii -20°C, poté byla centrifugovana 20 min pii 21 000 X g a
4°C. Peleta byla oplachnuta 200 pl vychlazeného 75% ethanolu a centrifugovan za stejnych
podminek. Supernatant byl odebran, pelet vysuSen na vakuové odparce a rozpustén v 20 ul
vody. 1 pl plazmidové DNA byl analyzovéan elektroforézou v 1% agarosovém gelu. Byla

zméfena koncentrace a Cistota linearizovaného plazmidu pomoci spektrofotometru NanoDrop

2000.

NEBuffer 1.1 (1x): 10mM Bis-Tris-Propane-HCI, 10mM MgClI;, 100pg/ml BSA, pH 7.0

4.3.5. Tranformace bunék P. pastoris elektroporaci

50 ml YPD media bylo inokulovano bunkami P. pastoris X-33. Kultura byla tiepana ptes noc
pti 28°C a 200 ot./min. Narostla kultura byla pouzita k inokulaci 200 ml YPD media,
nasledovala inkubace za stejnych podminek do dosazeni optické hustoty 1,5. Poté byly
centrifugovany 5 min pii 1500 g a 4°C. Buiiky byly 2x oplachnuty 200 ml vychlazené vody a
Ix 10ml piedchlazeného 1M sorbitolu. Nakonec byly resuspendovany v 1 ml pifedchlazeného

1M sorbitolu.
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Buniky v suspenzi 80 ul byly smichdny s 10 pg linearizovaného plazmidu, pfeneseny do
vychlazené elektroporacni kyvety a inkubovany 5 min na ledu. Elektroporace byla provedena
pulsem 2000 V, 25 pF, 186 Q. Okamzité byl pfidan 1 ml vychlazeného 1M sorbitolu. Obsah
kyvety byl pteveden do kultiva¢ni zkumavky a inkubovan 2 h pii 28°C bez tiepani. Poté byla

smés natfena na Petriho misky obsahujici YPD agar se zeocinem (100 pg/ml) a inkubovéana

4 dny pii 28°C.

4.3.6. Exprese proteinu v P. pastoris

Nejprve byl proveden expresni test v malém objemu. Z narostlych kolonii bylo vybrano 10 od
kazdého konstruktu, kterymi bylo inokulovdano 5 ml YPD media se zeocinem (100 pg/ml).
Kolonie byly inkubovany pii 28°C a 220 ot./min do dosazeni ODggo = 6. Poté nasledovala
indukce methanolem: Buiiky byly centrifugovany (1 500 g, 10 min), medium bylo odebrano a
bunky byly resuspendovany v 5 ml indukéniho media BMM. Buriky byly tiepany 5 dni pii
28°C a 220 ot./min. Kazdy den bylo pfiddno 50 pl methanolu (celkova koncentrace
methanolu v mediu byla 1 %). pH media bylo kazdy den bylo kontrolovano a udrzovano na
hodnot¢ 6 ptidavanim roztoku amoniaku. Po 3, 4 a 5 dnech od indukce byly odebiran alikvoty
media, které bylo centrifugovano (3 000 x g, 10 min) a v supernatantu byla méfena
proteolyticka aktivita za pouziti substratu PFR-AMC (viz kap. 4.2.4.). Od kazdého konstruktu
byla vybrana jedna kolonie, u které byla namétfena nejvyssi proteolytickd aktivita a byla
pouzita pro expresi ve velkém objemu.

Velkoobjemova exprese byla provedena v 500 ml media, postup a podminky byly stejné jako
Vv pfipad€ exprese v malém objemu (objemy medii a ostatnich komponent byly adekvatné
zvyseny).

Po 5 dnech indukce byla kultura centrifugovana 10 min pti 1500 g, medium bylo zamraZeno a

poté lyofilizovano.

4.3.7. Gelova chromatografie na koloné G-25

Proteinova frakce media byla izolovana pomoci gelové chromatografie. Lyofilizované
medium bylo rozpusténo v 50 ml 50mM Tris-HCI, pH 8,0. Tento pufr byl pouzit k ekvilibraci
kolony a jako mobilni faze. Rozpusténé medium bylo aplikovano na ekvilibrovanou kolonu o
objemu 470 ml obsahujici nosi¢ Sephadex G-25. Poté byla pusténa mobilni faze, rychlost

prutoku byla 2 ml/min. Byly jimany frakce o objemu 10 ml, ve kterych byla méfena
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absorbance pfi vinové délce 280 nm (detekce proteinli) a konduktivita (detekce soli). Ve
vybranych frakcich byla méfena proteolyticka aktivita se substratem PFR-AMC. Bylo
odebrano 5 ul frakce. Frakce, kde byla aktivita naméfena, byly spojeny a pouzity v dalSich

purifikacnich krocich.

4.3.8. Imunodetekce
Z proteinové frakce po gelové chromatografii bylo odebrano 300 pl vzorku, ktery byl
zkoncentrovan na konec¢ny objem 10 ul. Tento vzorek byl separovan pomoci SDS-PAGE a

imunodetekovan. Postup byl stejny jako v kap. 4.1.10.

4.3.9. Znaceni SMSP2 fluorescen¢ni znackou BoRC

Bylo provedeno znaceni aktivniho mista pomoci fluorescenéni zna¢ky BoRC. Bylo smichano
25 ul vzorku (proteinova frakce po gelové chromatografii), inhibitor cysteinovych proteas
E-64 (vyslednd koncentrace 0,1 mmol/l) a doplnéno na 27,5 pl pufrem obsahujicim 20mM
Tris-HCI, pH 8,0. Smé&s byla inkubovana 15 min na ledu. Kontrolni vzorky obsahovaly navic
inhibitor serinovych proteas Pefabloc (vysledné koncentrace 1 mmol/l) a byly inkubovany 15
min pii 37°C. Poté bylo ke vSem vzorkiim pfidano 2,5 pl smési obsahujici fluorescencni
znacku (finalni koncentrace 1 umol/l). Vzorky byly inkubovany 1 h na pfi 37°C. Poté byly
vzorky separovany elektroforézou na polyakrylamidovém gelu. Gel byl vizualizovan na na
fluorescencnim skeneru Typhoon pfi excita¢ni vinové délce 532 nm a s emisnim flitrem na

550 nm.

4.3.10. Afinitni chromatografie na koloné Ni-NTA Superflow

Purifikace byla provedena na piistroji AKTApurifier 10, pouzita byla kolona Ni-NTA
Superflow. Kolona byla ekvilibrovana 10 ml pufru o slozeni 50mM NaH,PO,4, 300mM NacCl,
10mM imidazol, pH 8,0. Poté byl nanesen vzorek, nasledovalo promyti 30 ml stejného pufru
s 20mM imidazolem. Eluce byla provedena stejnym pufrem obsahujicim 250mM imidazol.
Koncentrace proteinu v eluované frakci byla méfena metodou dle Bradfordové (viz kap.

4.1.8.). Eluovany protein byl analyzovan pomoci SDS elektroforézy (kap. 4.1.7.)
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4.3.11. Iontové vyménna chromatografie na koloné Mono S

Na kolonu MonoS HR 5/5 ekvilibrovanou nanasecim pufrem o slozeni 20 MM MES, pH 5 byl
nanesen vzorek (SmSP2 po gelové chromatografii). Poté byl kolona promyta 15 ml
nandSeciho pufru. Pritok byl pii vSech krocich 0,5 ml/ min. Elu¢ni pufr obsahoval 20 mM
MES, 1M NaCl, pH = 5. Eluce byla provedena linearnim gradientem 1M NaCl. Objem
gradientu byl 50 ml, pritok 0,5 ml/min. Byly sbirany frakce o objemu 2 ml. Prib¢éh purifikace
byl sledovan kontinualnim meétfenim absorbance pii vinové délce 280 nm. Ve vybranych
frakcich byla métena proteolyticka aktivita za pouziti fluorogenniho substratu PFR-AMC (viz
kap. 4.2.4.). Frakce, které vykazovaly proteolytickou aktivitu, byly pfevedeny do pufru

obsahujiciho 20 mM Tris-HCI, pH 8,0 pomoci centrifuga¢niho koncentratoru Amicon Ultra.

4.3.12. Afinitni chromatografie na koloné HiTrap Benzamidine FF
Chromatografie byla provedena na piistroji AKTApurifier 10, pouZita byla kolona HiTrap
Benzamidine FF (1 ml). Kolona byla promyta 10 ml vody a poté ekvilibrovana 10 ml pufru o
slozeni 0,5M NaCl, 50mM Tris-HCI, pH 8,0. Nasledn¢ byl nanesen vzorek. Kolona byla
promyta nanasecim pufrem. Eluce byla provedena pufrem o slozeni 50mM glycin, pH 3,0.
Pribéh purifikace byl sledovan kontinudlnim méfenim absorbance pfi vinové délce 280 nm.
Ve sbiranych frakcich bylo okamzité upraveno pH na hodnotu 8 pomoci pufru obsahujiciho
IM Tris-HCI, pH 9,0. Poté byla v téchto frakcich méfena proteolyticka aktivita za pouziti
fluorogenniho substratu PFR-AMC (kap. 4.2.4.).

4.4. Biochemicka analyza SmSP2

Pro biochemickou analyzu byla pouzita SmSP2 exprimovana v P. pastoris a purifikovana

pomoci iontoveé vyménné chromatografie.

4.4.1. Méreni pH optima SmSP2
Pro zjisténi pH optima byla méfena proteolyticka aktivita SmSP2 v pufrech jejichZz pH se
pohybovalo od 5,0 do 10,5. Vzhledem k Sirokému rozmezi pH musely byt pouzity rizné

pufry, které jsou uvedeny v tabulce 5. Méteni bylo provedeno s enzymem purifikovanym
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pomoci iontové vyménné chromatografie, pouzit¢ mnozstvi SmSP2 v jedné reakci bylo 1 ng,
pouzity substrat PFR-AMC o koncentraci 50 pmol/l, celkovy objem reakce 100 pl. Méteni
probihalo pfi teploté 37°C.

Tabulka 5: Pufry pouzité pro méfeni pH optima SmSP2

Pufr pH
0,1M Na-citrat/fosfat 5-7
0,1M Tris-HCI 75-9

0,05M Glycin/NaOH 9,5-10,5

4.4.2. Inhibice proteolytické aktivity

Pro inhibici proteolytické aktivity bylo testovano nékolik rtiznych inhibitor proteas (tab. 8,
kap. 5.5.3.). Roztok enzymu byl nejprve inkubovan 10 min s inhibitorem, poté byl ptidan
substrat a byla méfena proteolyticka aktivita. Jako kontrola slouzil enzym bez inhibitoru.
Mg¢feni probihalo v pufru o slozeni 0,1M Tris-HCI, pH 8,5, byl pouzit substrat PFR-AMC (50
umol/l), celkovy objem reakce byl 100 pl, mnozstvi SmSP2 v reakci byl 1 ng. Reakce
probihala pti 37°C

4.4.3. Urceni substratové specifity SmSP2

Pro urceni substratové specifity byla pouZzita kombinatoridlni knihovna syntetickych peptidii
(Positional Scanning Synthetic Combinatorial Library, PS-SCL) poskytnuta laboratofi prof.
Charlese Craika (University of California, San Francisco).

Byla métena proteolyticka aktivita proteasy SmSP2 v kazdé z 80 subknihoven. Byla méfena
fluorescence odStépeného ACC v Case. Excitacni vinova délka byla 380 nm, emitovana
fluorescence byla méfena pii 460 nm. Mé&feni probihalo v ¢erné 96 jamkové mikrodesticce.
Reakce probihala 1 h v pufru obsahujicim 0,1M Tris-HCI, pH 8,5; 0,01% Tween 20 pii 37°C.
Finélni koncentrace kazdé slozky z celkovych 8000 slozek jedné subknihovny v jedné jamce
bylo 31,25 nmol/l. Pouzité mnozstvi SmSP2 Vv jedné reakci bylo 5 ng. Celkovy objem reakce
byl 100 pl.
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5. Vysledky

5.1. Rekombinantni exprese SmSP2 v E. coli

Hlavnim cilem préace bylo pfipravit dostatené mnozstvi rekombinantniho proteinu pro jeho
dal$i studium. Nejprve byl zvolen bakteridlni expresni systém, pro svou jednoduchost,
rychlost a vysoké vytézky. SmSP2 obsahuje disulfidické mustky, takze bylo pravdépodobné,

7e protein nebude exprimovan v nativni konformaci a bude muset byt refoldovan.

5.1.1. Klonovani

Inzerty byly uspés$né amplifikovany pomoci polymerazové fetézové reakce. Byly vytvofeny
celkem 4 konstrukty, které se vzajemné liSily délkou propeptidu (obr. 14). Konstrukt C
(,,complete*) obsahoval kompletni sekvenci SmSP2 (s celou N-terminalni extenzi o délce 200
aminokyselin), ale pfedpokladal jsem, ze refolding tohoto konstruktu bude velmi
komplikovany. Proto byly vytvotfeny dalsi konstrukty s N-teminalni extenzi obsahujici pouze
propeptid. Konstrukt TRP (,trypsin“) mél krat§i propeptid o délce 12 aminokyselin.
Vzhledem ktomu, Ze konstrukt TRP neobsahoval v propeptidu Cys188, ktery tvofi
disulfidicky miastek s Cys331, byl vytvoien jesté konstrukt TRPL (,trypsin long™) s
propetidem o délce 18 aminokyselin obsahujici Cys188, a konstrukt MUT, ktery mél stejny
propeptid jako TRP a Cys331 zmutovéan a nahrazen serinem.

Inzerty byly vlozeny po plazmidu pET101/D-TOPO, ktery umoznuje pftipojit histidinovou
kotvu na C-konec fetézce rekombinantniho proteinu. Tato fuzni znacka usnadnuje purifikaci
pomoci chelata¢ni afinitni chromatografie. Klonovani probihalo pomoci liga¢ni aktivity
topoisomerasy I navazané na plazmidu.

Transformace plazmidid do kompetentnich bun¢k E. coli byla provedena teplotnim Sokem.
Nejprve byl transformovan kmen TOP10, ktery byl pouzit k propagaci plazmidu.
Z pozitivnich klond byla izolovana plazmidova DNA a pomoci sekvenovani DNA byla

ovétena spravnost sekvence a orientace vlozeného inzertu.
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Konstrukt C:

MILINTYLIYFICFILSFIPNSNTSEYDYNKEYIDEESLNQFINNSNDGDDDYDHDHHYRHHDHHHRHHDHHHRH
HPOHIHKNVGRKIQOKFFPLSFHEFNRPKSQEIYVENIERYSNWSDWKECLPMECIETIRYRKCLDDSWKTISPNLI
HTTRCISKYYAEKRTCLNKTQCNEYTGDQIIKNLTNTCGIRKSDNQIMEKILGGKAVEPHSWPWAVRLSVKLPRR
RSVTFIGGTLIAPQWILTAAHIVLVENKHIPVGKPVMLADHMKSTIYAHLGDHDRYKQEAAQIDHRVTVAILHPN
YHRKLOTDGYDIALLRLSEPVKTTPEIDFACLPSKNLKLTSNSKCYAVGWGSNKGGKIPTFDNIHSILESLELPFE
PSLFNTPFTFGRRESSIWNIKKLEEEESSKELHEVELPIVSIDDIRKYYADISSKVHV.AGAKNKDTCAGDSGGG
LYCYLEDTNRWHIVGVTSFGLARGCGLNPGVYTSTSSHMDWISKQLATKIF

Konstrukt TRPL :

NLTNTCGIRKSDNQIMEKILGGKAVEPHSWPWAVRLSVKLPRRRSVTFIGGTLIAPQWILTAAHIVLVENKHIPV
GKPVMLADHMKSTIYAHLGDHDRYKQEAAQIDHRVTVAILHPNYHRKLOTDGYDIALLRLSEPVKTTPEIDFACL
PSKNLKLTSNSKCYAVGWGSNKGGKIPTFDNIHSILESLFLPFPSLENTPFTFGRRESSIWNIKKLEEEESSKEL
HEVELPIVSIDDIRKYYADISSKVHVIAGAKNKDTCAGDSGGGLYCYLEDTNRWHIVGVTSFGLARGCGLNPGVY
TSTSSHMDWISKQLATKIFE

Konstrukt TRP:

GIRKSDNQIMEKILGGKAVEPHSWPWAVRLSVKLPRRRSVTFIGGTLIAPQWILTAAHIVLVENKHIPVGKPVML
ADHMKSTIYAHLGDHDRYKQEAAQIDHRVTVAILHPNYHRKLQTDGYDIALLRLSEPVKTTPEIDFACLPSKNLK
LTSNSKCYAVGWGSNKGGKIPTFDNIHSILESLFLPFPSLENTPFTFGRRESSIWNIKKLEEEESSKELHEVELP
IVSIDDIRKYYADISSKVHV.AGAKNKDTCAGDSGGGLYCYLEDTNRWHIVGVTSFGLARGCGLNPGVYTSTSSH
MDWISKQLATKIF

Konstrukt MUT:

GIRKSDNQIMEKILGGKAVEPHSWPWAVRLSVKLPRRRSVTFIGGTLIAPQWILTAAHIVLVENKHIPVGKPVML
ADHMKSTIYAHLGDHDRYKQEAAQIDHRVTVAILHPNYHRKLOQTDGYDIALLRLSEPVKTTPEIDFASLPSKNLK
LTSNSKCYAVGWGSNKGGKIPTEFDNIHSILESLFLPFPSLENTPFTFGRRESSIWNIKKLEEEESSKELHEVELP
IVSIDDIRKYYADISSKVHVIAGAKNKDTCAGDSGGGLYCYLEDTNRWHIVGVTSFGLARGCGLNPGVYTSTSSH
MDWISKQLATKIF

Obr. 14: Aminokyselinova sekvence jednotlivych konstrukti. Sekvence propetidu je psana ¢ernou
barvou, trypsinovda doména je Cervena. Parovani cysteinovych zbytkli je odvozeno z porovnani
sekvence SmSP2 se sekvencemi trypsinu a chymotrypsinu. Zbytky cysteinu, které spolu v ramci
peptidasové domény tvoii disulfidické mustky jsou vyznaeny stejnou barvou (zluté, zelené, Sedé,
svétle a tmavé modie). V konstruktu MUT je zluté oznaen serin, kterym byl nahrazen pavodni
cystein. Konstrukt C obsahoval kompletni propeptid, u ostatnich konstrukti byl zkracen (propeptid
konstruktu TRPL obsahoval 18 aminokyselin, propetidy konstruktdt TRP a MUT 12 aminokyselin).

Konstrukt MUT obsahoval bodovou mutaci — Cys331 byl nahrazen serinem.

5.1.2. Exprese SmSP2 v E. coli

Pro expresy byly pouzity bunky E. coli BL21 Star (DE3). U konstruktd TRP, TRPL a MUT
byla exprese pomérné vysokd, u konstruktu C vSak k expresi nedochazelo. Exprese tohoto
konstruktu byla vyzkousena i v jiném kmeni E. coli (Rosetta), ale vysledky byly také

negativni. Tento konstrukt tedy nebyl v bakteridlnim systému exprimovan a dale bylo
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pracovano pouze s konstrukty TRP, TRPL a MUT. Konstrukt C byl uspé€sné exprimovan
Vv eukaryotickém systému P. pastoris (kap. 5.3.).
Protein se nachazel v inkluznich téliskach, které¢ byly izolovany, rozpustény a pouzity jako

vychozi vzorek pro purifikaci pomoci afinitni chromatografie.

5.1.3. Purifikace pomoci afinitni chromatografie

Konstrukty TRP, TRPL a MUT byly exprimovany s pfipojenou histidinovou kotvou, ktera
umoznila purifikaci pomoci afinitni chromatografie. Purifikace byla provedena na pfistroji
AKTApurifier 10, pouZita byla kolona Ni-NTA Superflow s imobilizovanymi ionty Ni®*.
Vstupni material byly inkluze rozpusténé v pufru obsahujicim 8M mocovinu. Zaznam
prubéhu afinitni chromatografie pro konstrukt MUT je na obr. 17. Chromatogramy ostatnich
dvou konstrukti byly analogické. Eluovana frakce byla analyzovana SDS elektroforézou a

pomoci imunodetekce (obr. 15 a 16).
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Obr. 15: SDS — PAGE analyza rozpu$ténych inkluznich télisek a proteinii eluovanych z
chromatografie SmSP2 na koloné Ni-NTA. Byl pouzit gradientovy polyakrylamidovy gel NuPAGE®
Novex® 4-12% Bis-Tris Protein Gel. Bylo nanaseno 10 ug vzorku. Drahy 1, 2 a 3 obsahuji inkluzni
téliska konstruktt MUT, TRP a TRPL, drahy 4, 5 a 6 obsahuji elu¢ni frakce (ve stejném poradi). Gel
barven pomoci PageBlue Protein Staining Solution (Thermo Scientific). Oznaceny jsou standardy

molekulovych hmotnosti.

50


http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/en/US/adirect/lt?cmd=catProductDetail&showAddButton=true&productID=NP0321BOX&_bcs_=H4sIAAAAAAAAAM2T22rCQBCGnyY3BmU3qTG99IBS2lohtrey3UzMwubA7mjI23c2QVvaWvCmCMuc%0AmfzfQIbcY%2FHGVOlBovW9IPITMEclwf5RzxFrL5x6wZJe0zQjrTJAkHlZ6WqvwI5kVVDrYMlASSav%0ACiBXmRTMKMdC0xYvCN1jMZoDuJxNGDnOOE1OxozxAaUr0LRl7i%2BNkKiqUjjjJ2hU3dVJmihIzcx%2F%0AhuLdiPIKheE0ZidV5KVAQd2T5teEjEiVAYkUafTCpSxSL1w8vK3WNLxQttainQuEfWVaUkLFR2hp%0AopP%2FlTET2v4O2Xnew24MDOfCok%2BXR1Cl39HfAg6%2FFsf5yX2PNVN2uDXK3hyWE3gBy9Uz3PEoZhHt%0AzXac3QWcRYMO129A%2FwPCp%2FwEW01%2FUOTSPg4XiSr3Gp7gCPoyXRC9bCjJlEb37agP3Jq1KNwWTspm%0APc6pu23rrnMuuAXnW4y%2FXePH9T4AV8XH9FQEAAA%3D&returnURL=http%3A%2F%2Fwww.lifetechnologies.com%3A80%2Forder%2Fcatalog%2Fen%2FUS%2Fadirect%2Flt%3Fcmd%3DcatDisplayStyle%26catKey%3D77901%26filterType%3D1%26OP%3Dfilter%26filter%3Dft_16806%252Ff_1042106*
http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/en/US/adirect/lt?cmd=catProductDetail&showAddButton=true&productID=NP0321BOX&_bcs_=H4sIAAAAAAAAAM2T22rCQBCGnyY3BmU3qTG99IBS2lohtrey3UzMwubA7mjI23c2QVvaWvCmCMuc%0AmfzfQIbcY%2FHGVOlBovW9IPITMEclwf5RzxFrL5x6wZJe0zQjrTJAkHlZ6WqvwI5kVVDrYMlASSav%0ACiBXmRTMKMdC0xYvCN1jMZoDuJxNGDnOOE1OxozxAaUr0LRl7i%2BNkKiqUjjjJ2hU3dVJmihIzcx%2F%0AhuLdiPIKheE0ZidV5KVAQd2T5teEjEiVAYkUafTCpSxSL1w8vK3WNLxQttainQuEfWVaUkLFR2hp%0AopP%2FlTET2v4O2Xnew24MDOfCok%2BXR1Cl39HfAg6%2FFsf5yX2PNVN2uDXK3hyWE3gBy9Uz3PEoZhHt%0AzXac3QWcRYMO129A%2FwPCp%2FwEW01%2FUOTSPg4XiSr3Gp7gCPoyXRC9bCjJlEb37agP3Jq1KNwWTspm%0APc6pu23rrnMuuAXnW4y%2FXePH9T4AV8XH9FQEAAA%3D&returnURL=http%3A%2F%2Fwww.lifetechnologies.com%3A80%2Forder%2Fcatalog%2Fen%2FUS%2Fadirect%2Flt%3Fcmd%3DcatDisplayStyle%26catKey%3D77901%26filterType%3D1%26OP%3Dfilter%26filter%3Dft_16806%252Ff_1042106*
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Obr. 16: SmSP2 analyzovana pomoci imunodetekce. Byla provedena SDS-PAGE proteint
eluovanych z chromatografie SmSP2 na koloné Ni-NTA. Byl pouzit gradientovy polyakrylamidovy
gel NuPAGE® Novex® 4-12% Bis-Tris Protein Gel, nanaseno bylo 0,5 ul vzorku (koncentrace pro
jednotlivé konstrukty jsou uvedeny v tab. 6). Proteiny byly pieneseny na PVDF membranu a
imunodetekovany krali¢i polyklonalni protilatkou proti SmSP2 a sekundarni protilatkou proti
krali¢imu IgG s navazanou kienovou peroxidasou. Dréahy 1, 2 a 3 obsahuji jednotlivé konstrukty

v potadi: MUT, TRP a TRPL.

Pro vSechny tfi konstrukty byly nalezeny dva pasy. Jeden z nich velikosti odpovidal SmSP2
(ptedpokladana molekulova hmotnost konstruktu TRPL byla 39 kDa, pro konstrukty MUT a
TRP 38,5 kDa). Druhy pas odpovidal velikosti asi 35 kDa. Oba pasy byly analyzovany
hmotnostni spektrometrii, kterd potvrdila, ze se opravdu jedna o SmSP2. Dale byla ur¢ena N-
koncova sekvence obou proteinti. V piipadé delsiho proteinu byly nalezeny sekvence, které u
vSech tfi konstruktl odpovidaji odpovidajicimu N-konci konstrukti SmSP2, kratsi protein ve
vSech ptipadech zacinal N-koncovou sekvenci MLADHM. Kromé kompletnich konstrukta
SmSP2 tedy dochazelo také k expresi neuplného proteinu. Exprese zacinala od Met262.
Koncentrace proteinu v elu¢nich frakcich byla métena metodou dle Bradfordové. Koncentrace

jednotlivych konstrukti a jejich celkové mnozstvi jsou uvedeny v tab. 6.

Tab. 6: : Koncentrace proteinu v eluénich frakcich po purifikaci SmSP2 pomoci chelataéni

chromatografie. Objem media, ve kterém byla exprese proteinu provedena, byl 0,5 1

Konstrukt Koncentrace Celkové mnozstvi

proteinu [mg/ml] | proteinu [mg]

TRP 11 12,6
TRPL 15 144
MUT 19 15,1
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Obr. 17: Purifikace SmSP2 konstruktu MUT z inkluzi pomoci chelata¢ni chromatografie na koloné
Ni-NTA Superflow (5 ml). Na ekvilibrovanou kolonu bylo naneseno celkem 90 ml rozpusténych
inkluznich télisek postupné po 10 ml. Potom nasledovalo promyti ekvilibracnim pufrem obsahujicim
10mM, 15 mM a 20mM imidazol, poté byla provedena eluce ekvilibraénim pufrem obsahujicim
250mM imidazol. Nakonec byla zvySena koncentrace imidazolu v elu¢nim pufru na 500 mmol/l, ale
zadné dalsi proteiny uz eluovany nebyly. Detekce byla provadéna kontinudlnim métenim absorbance

pii vinové délce 280 nm (Azgp).

5.2. Refolding

Protein nebyl exprimovan ve své nativni konformaci, ale Spatné sloZzeny ve formé
nerozpustnych inkluznich télisek. Proto bylo potfeba protein pievést do spravné konformace
procesem zvanym refolding. VSechny metody refoldingu jsou zaloZeny na podobném
principu. Nejprve je protein zdenaturovan silnym denatura¢nim cinidlem (obvykle vysoce
koncentrovana mocovina nebo guanidin). Poté je ptfidano reduk¢ni €inidlo (napi. DTT, GSH,
merkaptoethanol), aby doSlo k ptferuSeni disulfidickych mistkt, které se mohli nespravné
vytvofit. Nasledné je denaturacni €inidlo odstranéno nebo zfedéno natolik, aby se jeho

denatura¢ni uinky neprojevily. Zaroven jsou pfidany latky, které usnadnuji refolding. Tyto
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latky Ize rozdélit do dvou skupin. Prvni skupinou jsou latky, které posiluji protein -
proteinové interakce. Pati sem naptiklad polyoly (glycerol, sorbitol, sacharosa) a n¢které soli
(siran amonny). Do druhé skupiny patii latky zabranujici agregaci proteind. Jsou to napiiklad
cyklodextriny, arginin nebo prolin .

Vychozim materidlem pro refolding byla SmSP2 purifikovand pomoci afinitni
chromatografie. VSechny varianty refoldingu byly provedeny se vSemi tfemi konstrukty
(TRP, TRPL a MUT). Sbaleni SmSP2 do spravné konformace bylo testovano aktivitnim
testem s pouzitim substratt LRR-AMC a PFR-AMC. Pii pouziti substraitu PFR-AMC byly
naméieny vyssi proteolytické aktivity, proto jsou zde prezentovana data z méfeni s timto

substratem.

5.2.1. Refolding pomoci dialyzy

Roztok SmSP2 po purifikaci afinitni chromatografii na Ni-NTA koloné byl dialyzovan v
nékolika krocich, aby se koncentrace mocoviny snizovala pozvolna, pfi prudkém snizeni
koncentrace mocoviny by mohlo dochazet ve velké mife k precipitaci proteinu.

Dialyzaéni refolding nebyl uspésny. Roztok proteinu po dialyze nevykazoval proteolytickou
aktivitu. Byly provedeny pokusy i s jinym slozenim dialyza¢nich pufri, ale vysledky byly
také negativni.

Dialyzovany protein byl zakoncentrovan a pouzit pro produkeci protilatek.

5.2.2. Refolding SmSP2 na koloné

Refolding na koloné probihal hned po afinitni chromatografii. SmSP2 obsahovala
histidinovou kotvu, pomoci niz byla zachycena na kolong s imobilizovanymi Ni?* ionty.
Kolona se zachycenym proteinem byla promyvana refoldovacim pufrem, ve kterém se
kontinualn¢ snizovala koncentrace mocoviny az na nulovou koncentraci. Nakonec byla
kolona promyvana refoldovacim pufrem bez mocoviny. Béhem tohoto procesu se mél protein
refoldovat. Nasledné¢ byl protein eluovan refoldovacim pufrem obsahujicim 250 mM
imidazol.

Refolding na koloné nebyl Gspésny. Eluovany protein nevykazoval proteolytickou aktivitu.
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5.2.3. Refolding pomoci Fedéni

V piipad¢ dilu¢niho refoldingu neni denaturacni ¢inidlo z roztoku odstranéno, ale ziedéno
natolik, Ze uZ protein nedokaZe denaturovat. Redéné denaturaéni ¢inidlo miZe naopak
napomahat refoldingu tim, ze brani agregaci proteinu.

Protein, nachazejici se v denaturaénim pufru obsahujicim 8M mocovinu, byl nejprve
redukovan pomoci 50mM GSH. Poté byl zredukovany protein pomalu piikapavan do
refoldovaciho pufru za stalého michani. Bylo vyzkouSeno n¢kolik rdaznych variant
refoldovaciho pufru, které se mezi sebou lisily obsahem a koncentraci jednotlivych slozek,
koncentraci proteinu a pH (kap. 4.2.2.).

Slozeni redukéniho a refoldovaciho pufru, se kterymi bylo dosaZeno nejlepSich vysledkd, je

uvedeno v tab. 7.

Tab. 7: Slozeni redukéniho a refoldovaciho pufru pouzitych pro Gspésny refolding.

Redukéni pufr  |Refoldovaci pufr
50mM Tris-HCI  50mM Tris-HCI

8M mocovina 30% glycerol
50mM GSH 0,05% PEG 1500
0,5mM GSSG
pH 8,8 pH 8,8
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Obr. 18: Méfeni proteolytické aktivity (1. den refoldingu). Byl pouzit substrat PFR-AMC (finalni
koncentrace 50 umol/l), reakce probihala v 0,1M Tris-HCI. Bylo pouzito 30 pl refoldovaci smési,
celkovy objem reakce byl 100 pl. Aktivita je vyjadfena v relativnich fluorescen¢nich jednotkach
(RFU). Jako blank byla pouzita refoldovaci smés, ve které chybéla SmSP2 (smés redukéniho a

refoldovaciho pufru).

Nejvyssi proteolytickou aktivitu vykazoval konstrukt MUT, konstrukty TRPL a TRP mély
aktivitu podobn¢ vysokou (obr. 18). Refolding byl proveden pro tfi rizné koncentrace SmSP2
Vv refoldovaci smési (20, 40 a 60 ug/ml). NejlepSich vysledkt bylo dosazeno pii koncentraci
40 pg/ml (obr. 19).

Byla méfena zavislost G¢innosti refoldingu na délce inkubace. Uéinnost refoldingu byla pro

vSechny tii konstrukty nejvyssi po prvnim dnu inkubace (obr. 20).
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Obr. 19: Zavislost u¢innosti refoldingu na koncentraci proteinu v refoldovaci smési (viz tab. 7).
SmSP2 byla redukovana v pufru o slozeni 50mM Tris HCI, 8M mocovina, 50mM GSH, pH 8,8. Pot¢
byla smés piikapavana do refoldovaciho pufru o slozeni 50mM Tris-HCI, 30% glycerol, 0,05% PEG
1500, 0,5mM GSSG, pH 8.8. Smés byla inkubovana 24 h pti 4°C. Byl pouzit substrat PFR-AMC
(finalni koncentrace 50 pumol/l), reakce probihala v 0,1M Tris-HCI. Bylo pouzito 30 ul refoldovaci
smési, celkovy objem reakce byl 100 pl. Aktivita je vyjadiena ptirdstkem relativnich fluorescenénich

jednotek za sekundu (RFU/s) a normalizovéana na nejvys$si naméfenou hodnotu.
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Obr. 20: Zavislost ucinosti refoldingu na dobé inkubace. SmSP2 byla redukovana v pufru o slozeni
50mM Tris HCI, 8M mocovina, 5S0mM GSH, pH 8,8. Poté byla smés ptikapavana do refoldovaciho
pufru o slozeni 50mM Tris-HCI, 30% glycerol, 0,05% PEG 1500, 0,5mM GSSG, pH 8,8. Smés byla
inkubovana 3dny pii 4°C. Byl pouzit substrat PFR-AMC (finalni koncentrace 50 pmol/l), reakce
probihala v 0,1M Tris-HCI. Bylo pouZito 30 ul refoldovaci smési, celkovy objem reakce byl 100 pl.
Aktivita byla vyjadfena pfiristkem relativnich fluorescencnich jednotek za sekundu (RFU/s) a

normalizovana na nejvys$8i naméfenou hodnotu. Finalni koncentrace proteinu byla 40 pg/ml proteinu.
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Celkova uspésnost refoldingu byla pomérné nizka, tj. pomoci této metody se nepodafilo
piipravit dostatecné mnozstvi proteinu pro dal$i experimenty, proto byl zvolen alternativni
postup — SmSP2 byla exprimovana Vv eukaryotickém expresnim systému, kvasinkach Pichia

pastoris.

5.3. Exprese SmSP2 v kvasinkach Pichia pastoris

5.3.1. Priprava expresnich vektoru pro expresi SmSP2 v P. pastoris

Inzerty byly uspésné amplifikovany pomoci PCR. Byly vytvotfeny 3 konstrukty oznacené C,
TRPL a MUT. Tyto konstrukty se shodovaly s konstrukty pouzitymi pro expresi v E. coli
(obr. 14), ale obsahovaly na koncich piesahy dlouhé 15 pard bazi. Tyto piesahy byly nezbytné
pro ligaci do expresniho vektoru. Inzerty byly ligovany do plazmidu pPICZaB pomoci
soupravy In-Fusion® HD Cloning Kit (Clontech).

Plazmid pPICZaB obsahuje signalni sekvenci kvasinkového a-faktoru umoziujici sekreci
exprimovaného proteinu do media. Vzhledem k této signalni sekvenci neobsahoval konstrukt
C signalni sekvenci SmSP2, ktera se nachazi na N-konci kompletni SmSP2. Dale je v tomto
plazmidu obsazen gen zajist'ujici rezistenci na zeocin (Sh ble gen). Zeocin byl pouZit jako
selekéni marker. Pomoci primert byla na C-konec inzertl pfipojena DNA sekvence kodujici
Sest histidind (histidinova kotva).

Transformace plazmidu do kompetentnich bunék E. coli One Shot TOP10 (Life Technologies)
byla provedena teplotnim Sokem. Tyto buniky byly pouZity k propagaci plazmidu. Buiiky byly
kultivovany na LB agaru obsahujicim zeocin, ¢imz byly selektovany pouze transformované
klony. Z téchto bunék byl plazmid izolovan a pomoci sekvenace byla ovéfena spravnost
sekvence a orientace vlozeného inzertu. Klony E. coli, které obsahovaly plazmidy se spravné

vloZenymi inzerty byly pouZity pro velkoobjemovou produkci plazmidi.
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5.3.2. Exprese SmSP2

Plazmid linearizovany restrikéni endonukleasou Sacl byl transformovan do buné¢k
elektroporaci. Tato metoda se ukazala jako velmi Uc¢innd. Transformované bunky byly
rozetfeny na petriho misky, které obsahovaly YPD agar se zeocinem, ktery slouzil jako
selekéni marker. Z kolonii narostlych na miskach bylo vybrano deset od kazdého konstruktu.
Tyto kolonie byly pouzity pro zaockovani YPD media se zeocinem, kultivace probihala 24
hodin. Poté byly bufiky pievedeny do BMM média a v tomto médiu byla exprese indukovana
pfidanim methanolu. Indukce trvala 5 dni, kazdy den byl pfiddvdn methanol do finalni
koncentrace 1 %. Po 3, 4 a 5 dnech od zacatku indukce byly odebirany alikvoty expresniho
media, ve kterych byla méfena proteolytickd aktivita SmSP2 pomoci kinetického testu se
substratem PFR-AMC. U vsech kolonii a konstruktt aktivita s dobou indukce rostla (obr. 21),
maximalni akumulace aktivity SmSP2 bylo dosazeno 5 den. Nejvyssi aktivita byla naméfena
Obecné vsak byly aktivity pro vSechny konstrukty vysoké. Jako kontrola pti méfeni byl pouzit
buriky Pichia pastoris X-33, které nebyly transformovany expresnim plazmidem. Tyto buriky
byly kultivovany za stejnych podminek, s tim rozdilem, ze kultivaéni medium neobsahovalo
zeocin.

Od kazdého konstruktu byl vybran jeden klon, u kterého byla pozorovana nejvyssi
proteolyticka aktivita. Tyto klony byly pouzity pro preparativni expresi, ktera byla provedena
za stejnych podminek jak expresni test, jen byl zvySen objem media na 500 ml. Po péti dnech

bylo medium odebrano, buiiky odstanény centrifugaci, médium filtrovano a lyofilizovano.
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Obr. 21: Casovy pribéh exprese SmSP2 v P. pasotoris. V pribéhu exprese byly v uvedenych
intervalech (osa x) odebirany alikvoty expresniho média, ve kterém byla nasledné méfena
proteolyticka aktivita SmSP2. Byl pouzit substrat PFR-AMC (finalni koncentrace 50 umol/l), reakce
probihala v 0,1M Tris-HCI. Bylo pouzito 10 ul media, celkovy objem reakce byl 100 ul. Aktivita je
vyjadiena v procentech piiristku relativnich fluorescencnich jednotek za sekundu (RFU/s)

normalizovanych na nejvys$si naméfenou hodnotu.

5.4. Purifikace SmSP2

Vychozim materidlem pro purifikaci SmSP2 byl lyofilizat, ziskany lyofilizaci kultiva¢niho
media obsahujiciho exprimovanou SmSP2 (kap. 5.3.2.). Pro purifikaci SmSP2 bylo navrzeno
nékolik purifikacnich metod. Nejprve byl vzorek zbaven neZzadoucich soli obsaZenych
v médiu pomoci gelové chromatografie. DalSimi purifikacnimi metodami byly afinitni
chromatografie s pouzitim kolony Ni-NTA, iontové vyménna chromatografie a afinitni

chromatografie s pouzitim benzamidinové kolony

5.4.1. Gelova permeacni chromatografie

Nejprve bylo nutné odstranit z lyofilizatu soli a ziskat pouze proteinovou frakci. Toto bylo
provedeno pomoci gelové permeacni chromatografie. Lyofilizat byl rozpustén a aplikovan na
kolonu obsahujici nosi¢ Sephadex G-25. V jimanych frakcich byla métena absorbance pfi
vinové délce 280 nm (detekce proteinil) a konduktivita (detekce soli). Pribéh chromatografie

pro konstrukt C je zndzornén grafem na obr. 22, pro ostatni konstrukty byl prubéh obdobny.
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Proteiny byly obsaZeny ve frakcich 9 — 16 (90 — 160 ml). V téchto frakcich byla méfena
proteolyticka aktivita. Aktivitu vykazovaly frakce 10 — 15 (100 — 150 ml), které byly pouzity
v dal§ich purifika¢nich krocich. Pro konstrukty TRPL a MUT byl prubéh gelové

chromatografie analogicky, proto zde nejsou data uvedena.
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Obr. 22: Pribéh gelové permeaéni chromatografie konstruktu C. Lyofilizat byl rozpustén v 50 mM
Tris-HCl, pH 8,0 a aplikovan na kolonu. Byly jimany 10 ml frakce, ve kterych byla méfena
absorbance pii 280 nm (modrd kiivka) a konduktivita (Cervena ktivka). Ve frakcich obsahujicich
protein byla méfena proteolytickd aktivita. Vybrané frakce byly spojeny a pouzity v dalSich
purifika¢nich krocich.

Proteinova frakce po gelové chromatografii byla zakoncentrovana pomoci centrifuga¢niho
koncentratoru Amicon Ultra a SmSP2 byl analyzovana imunodetekci S pouzitim
polyklonalnich protilatek proti SmSP2 (obr. 23), ziskanymi imunizaci kralika rekombinantni
SmSP2 exprimovanou Vv E. coli. Byl detekovan pas odpovidajici velikosti asi 27 kDa.
Teoreticka relativni molekulova hmotnost trypsinové domény vypocétena podle
aminokyselinové sekvence je 33,5 kDa. Pro ovéfeni, Ze se opravdu jedna o trypsinovou
proteasu, bylo provedeno znaceni fluorescencni znackou BoRC, kterd je specificka pro

trypsinové a papainové proteasy.
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Obr. 23: Imunodetekce SmSP2. Vzorky (300 ul) byly po gelové chromatografii koncentrovany a
separovany pomoci SDS-PAGE. Byl pouzit gradientovy polyakrylamidovy gel NuPAGE® Novex® 4-
12% Bis-Tris Protein Gel. Proteiny byly pfeneseny na PVDF membranu a imunodetekovany kralici
polyklonalni protilatkou proti SmSP2 a sekundarni protilatkou proti kralicimu IgG s navazanou
kienovou peroxidasou. V draze 1 je konstrukt C, v draze 2 konstrukt MUT a v draze 3 konstrukt
TRPL.

5.4.2. Znafeni SMSP2 fluorescenéni znackou BoRC

Bylo provedeno fluorescenéni znaceni SmSP2, aby se ovéfilo, jestli protein detekovany
pomoci protilatek je trypsinova proteasa. Byla pouzita fluorescencni znacka BoRC. Tato
znacka je ireversibilnim inhibitorem papainovych a trypsinovych proteas. Je tvofena
peptidovym inhibitorem (sekvence Phe-Pro-Arg), ktery se vaze do aktivniho mista a reaktivni
chloromethylovou skupinou reaguje s katalytickym serinem nebo cysteinem. Déle obsahuje
fluorescenéni skupinu Bodipy TMR ktera umoziuje vizualizaci na fluorescenénim skeneru.
Vzhledem k tomu, ze by se zna¢ka mohla vazat do aktivniho mista papainovych proteas, byl
do reak¢ni smési pfidan inhibitor cysteinovych proteas E-64. Diky tomu by bylo aktivni misto
cysteinové proteasy obsazeno timto inhibitorem a znacka se do n¢j tudiz nemohla navazat.
Jako kontrola byly pouzity vzorky, ke kterym byl pfidan inhibitor serinovych proteas
Pefabloc. U kontroly nebyl pozorovan zadny signal, tudiz bylo mozno vyloucit nespecifickou

vazbu znac¢ky jinam, nez do aktivniho mista trypsinovych proteas.
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Znacka vizualizovala pas odpovidajici velikosti asi 27 kDa (obr. 24), coz se shoduje
s proteinem detekovanym pomoci protilatek. S nejvétsi pravdépodobnosti se jednalo 0

SmSP2.

1

. |

D o
Obr. 24: Analyza SmSP2 na SDS-PAGE a vizulizace pomoci fluorescenéni sondy BoRC. Byl pouzit
gradientovy polyakrylamidovy gel NuPAGE® Novex® 4-12% Bis-Tris Protein Gel. Na gel bylo
nanaseno 25 pl vzorku (proteinové frakce po gelové chromatografii). V drahach 1 — 3 jsou konstrukty
C, MUT a TRPL, v drahach 4 — 6 je kontrola (konstrukty C, MUT a TRPL, které byly nejprve

preinkubovany s inhibitorem serinovych proteas Pefabloc).

5.4.3. Afinitni chromatografie na Ni-NTA koloné

Stejné jako v ptipadé SmSP2 exprimované v E. coli i k SmSP2 exprimované v P. pastoris
byla pfipojena histidinovd kotva. Purifikace probihala obdobné, ovSem za nativnich
podminek, takze pufr neobsahoval mocovinu ani guanidin.

Purifikace byla provedena na piistroji AKTApurifier 10, pouzita byla kolona Ni-NTA
Superflow s imobilizovanymi ionty Ni%*. Pomoci afinitni chromatografie se protein
nepodafilo purifikovat, nedochdzelo k zachyceni na imobilizované nikelnaté ionty.
Proteolyticka aktivita byla naméfena pouze v proslé frakci. NejpravdépodobnéjSim vysvétleni
je, ze pti expresi proteinu doslo kK odstépeni histidinové kotvy.

Vzhledem k netispéchu této purifikace byly vyzkouseny dalsi dvé purifikacni metody: iontové
vymeénna chromatografie a afinitni chromatografie na benzamidinové koloné. Dale bylo
pracovano pouze s konstruktem C, protoZe u tohoto konstruktu byla naméfena nejvyssi

aktivita.
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5.4.4. Iontové vyménna chromatografie

Jontové vyménna chromatografie byla provedena na pfistroji AKTApurifier 10, pouZita byla
kolona MonoS HR 5/5. Teoreticka hodnota pI SmSP2 byla 8,6. Podle pl bylo zvoleno pH
pouzitych pufrii. Pro vazbu na nosi¢ byl pouzit pufr 20mM MES, pH 5,0. Eluce byla
provedena linearnim gradientem NaCl od 0 mol/l do koncentrace 1 mol/l. Byly jimany
jednotlivé frakce, ve kterych byla méfena proteolyticka aktivita SmSP2 pomoci aktivitniho
testu se substratem PFR-AMC. Proteolyticka aktivita byla nalezena pouze ve frakcich, které
odpovidaji absorpénimu vrcholu vyzna¢enému na obr. 25.

Celkovy objem spojenych frakci obsahujici SmSP2 byl 1,5 ml, koncentrace proteinu byla 1,3
pg/ml. I pfes nizkou koncentraci vykazovala SmSP2 vysokou proteolytickou aktivitu. Pro
dalsi experimenty byly pouzivany jednotky nanogrami enzymu, ovSem proteolytické aktivita

byla pozorovana i pti pouziti jednotek pikogramt SmSP2 (objem reakce byl vzdy 100 ul).
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Obr. 25: Purifikace SmSP2 pomoci iontové vyménné chromatografie na koloné MonoS HR 5/5 ily na
kolonu ekvilibrovanou 20mM MES, pH 5,0 byly naneseny proteinové frakce po gelové
chromatografii. Eluce byla provedena linearnim gradientem NaCl od 0 mol/l do koncentrace 1 mol/I.
Pribéh chromatografie byl monitorovan kontinualnim métenim absorbance pii vinové délce 280 nm
(Ags). Sipkou je oznaden absorbéni vrchol, kde byla nalezena proteolytickd aktivita SmSP2 v

kinetickém testu, pouzitym substratem byl PFR-AMC.
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5.4.5. Afinitni chromatografie na benzamidinové koloné

V tomto purifikacni kroku byla pouzita kolona HiTrap™ Benzamidine FF obsahujici
sepharosu s navazanym benzamidinem. Benzamidin je reverzibilni kompetitivni inhibitor
trypsinovych proteas. Trypsinové proteasy se vazi na imobilizovany benzamidin, eluce se
provadi nizkym pH nebo p-aminobenzamidinem. V tomto pfipadé byla eluce provedena
pufrem obsahujicim 50 mM glycin, pH 3,0. V eluovanych frakcich bylo okamzité upraveno
pH pomoci IM Tris-HCI, pH 9,0 na kone¢nou hodnotu pH 8,0. V téchto frakcich byla méfena
proteolyticka aktivita SmSP2 s pouzitim substratu PFR-AMC. Zaznam chromatografie je
uveden na obr. 26.

Celkovy objem spojenych frakci obsahujici SmSP2 byl 1,1 ml, koncentrace proteinu byla 2,1
pg/ml. Stejné jako SmSP2 purifikovanad pomoci iontové vyménné chromatografie, i SmSP2
purifikovand afinitni chromatografii na benzamidinové koloné vykazovala vysokou

proteolytickou aktivitu.
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Obr. 26: Prabéh afinitni chromatografie s pouzitim benzamidinové kolony. Na ekvilibrovanou kolonu
byl nanesen vzorek (spojené frakce po gelové chromatografii), eluce byla provedena pufrem
obsahujicim 50mM glycin, pH 3,0. Ve sbiranych frakcich bylo pH okamzité upraveno na hodnotu 8.
Pribéh chromatografie byl monitorovan kontinudlnim meéfenim absorbance pfi vlnové délce 280 nm

(Azs0).
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5.5. Biochemicka analyza SmSP2

5.5.1. Uré€eni pH optima SmSP2

K uréeni pH optima byl pouzit fluorogenni substrat PFR-AMC. Substrat byl §té¢pen v rozmezi
pH 5,5-10,5 s pH optimem v mirn¢ bazické oblasti v rozmezi 7 — 8,5 (obr. 27).
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Obr. 27: Zavislost proteolytické aktivity SmSP2 na pH. Byl pouzit substrat PFR-AMC (finalni
koncentrace 50 umol/l). Byl pouzit 1 ng SmSP2 purifikované iontové vyménnou chromatografii,
celkovy objem reakce byl 100 pl. Pro riiznd pH byly pouzity rizné pufry (tab. 5, kap. 4.4.1.). Aktivita
je vyjadifena v procentech pfirtstku relativnich fluorescen¢nich jednotek za sekundu (RFU/s)

normalizovanych na nejvys$i naméfenou hodnotu.

5.5.2. Identifikace substratové specifity SmSP2

Pomoci kombinatorialni knihovny syntetickych peptidi (PS-SCL) byla urcena preference
SmSP2 pro jednotlivé aminokyseliny v P1, P2, P3 a P4 misté. PS-SCL knihovna je tvofena
tetrapeptidy s ptipojenou fluorogenni skupinou, 7-amino-4-carbamoylmethylcoumarinem
(ACC). Sklada se ze ¢tyt menSich knihoven (P1, P2, P3 a P4 knihovny). Kazda tato mensi
knihovna obsahuje dvacet subknihoven. Subknihovna obsahuje vzdy jednu z dvaceti
aminokyselin fixovanou v P1, P2, P3 nebo P4 misté, ostatni tfi aminokyseliny jsou

randomizované. V téchto 20 aminokyselinaich neni obsazen cystein, ktery je nahrazen
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norleucinem. Celkové tedy kazd4d ze Ctyf menSich knihoven obsahuje 160 000 raznych

tetrapeptidl (viechny mozné kombinace aminokyselin, obr. 28) 2.

: Pocet Pocet slozek v
Knih : : :
Hovia subknihoven jedné subknihovné

P4 P3 P2 P1 ACC

P1 Ac“@f{’ 20 8000

P2 Ac @ HCL?:) 20 8000
i

P Ac—@{P-@—@ HCLEO 20 8000
NHOz

Pa AL TPHB—— “Cfﬁ,:" 20 8000
s

@ = Ekvimolarni smés 20 aminokyselin (neobsahuje cystein, ten je nahrazen

norleucinem)

ﬁ = Samostatné piifazend individudlni aminokyselina

@ 4 ﬁ — Subknihovna skladajici se ze tfi pozic obsahujici smés a
jedné samostatné piifazené pozice

Obr. 28: PS-SCL knihovna. V jedné pozici je vzdy jedna konkrétni aminokyselina, ostatni pozice
obsahuji ekvimolarni smés 20 proteinogennich aminokyselin (mimo cysteinu, ktery je nahrazen

norleucinem). Upraveno dle *.
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V P1 mist¢ byla zdaleka nejvyssi aktivita SmMSP2 namétena pro arginin. V piipadé lysinu byla
aktivita polovi¢ni. U ostatnich aminokyselin nebyly aktivity zddné anebo velmi nizké.

V piipad¢ P2 mista byla namétfena nejvyssi aktivita u serinu. Pomérn¢ vysoké aktivity byly
naméfeny u nékolika dalSich aminokyselin, které spolu nesdileji Zadnou podobnost. Na
druhou stranu je patrné, ze v P2 misté nevyhovuji aromatické aminokyseliny a aminokyseliny
obsahujici druhou karboxylovou skupinu. Téméf nulové aktivity byly také naméfeny
Vv ptipadé bazickych aminokyselin argininu a lysinu.

V P3 misté také nebyla pozorovana vyrazna preference. Vysoké aktivity byly nalezeny u
nékterych hydrofobnich aminokyselin (valin, isoleucin, tryptofan).

V P4 misté je na prvni pohled vidét vysokd preference pro prolin, v jehoz pripadé dosahuje
aktivita téméef dvojnasobku druhé nejvyssi aktivity. Mezi ostatnimi aminokyselinami byly
aktivity podobné¢ vysoké, o néco nizsi u aspartatu a leucinu.

Jednotlivé grafy vysledkii méfeni jsou uvedeny na obr. 29.
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Obr. 29: Preference SmSP2 pro jednotlivé aminokyseliny v P1-P4 mistech. Aktivita byl stanovena
v aktivitnim kinetické testu S pouzitim kombinatoridlni knihovny fluorogennich syntetickych
tetrapeptidi. Reakce probihala 1 h v pufru obsahujicim 0,1M Tris-HCI, pH 8,5; 0,01% Tween 20 pfi
37°C. Finalni koncentrace kazdé slozky z celkovych 8000 slozek jedné subknihovny v jedné jamce
bylo 31,25 nmol/l. Pouzité mnozstvi SmSP2 v jedné rekaci bylo 5 ng. Celkovy objem reakce byl 100
ul. Meéreni bylo provedeno v triplikatech. Aktivita je vyjaddfena v procentech pfirtistku relativnich

fluorescencnich jednotek za sekundu (RFU/s) normalizovanych na nejvyssi namétenou hodnotu.

5.5.3. Inhibice proteolytické aktivity

Byly testovany tyto inhibitory specificky inhibujici jednotlivé skupiny proteas: pustatin, E-64,
fenanthrolin, pefabloc, benzamidin a PMSF. Cilové skupiny proteas jednotlivych inhibitort,
jejich koncentrace a mira inhibice jsou shrnuty v tab. 8.

SmSP2 byla inhibovana pouze inhibitory serinovych proteas, u ostatnich inhibitori byla mira

inhibice nulova nebo velmi nizka.
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Tab. 8: Mira inhibice SmSP2 inhibitory pro riizné skupiny proteas.

Inhibitor Cilova skupina proteas | Koncentrace v reakci | Mira inhibice
Pepstatin Aspartatové proteasy 1 pmol/l 0%

E-64 Cysteinové proteasy 10 umol/1 3%
Fenanthrolin Metaloproteasy 1 mmol/l 6 %

Pefabloc Serinové proteasy 1 mmol/I 100 %
Benzamidin Serinové proteasy 2 mmol/I 100 %

PMSF Serinové proteasy 2 mmol/I 90 %
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6. Diskuze

Tato diplomova prace se zabyvala proteasou SmSP2 krevni¢ky S. mansoni. Schistosomy jsou
vyznamni parazité ¢lovéka, zpusobujici onemocnéni schistosomiazu, ktera je druhou
nejvyznamnéj$i parazitozou po malarii. Celosvétové je nakazeno pies 200 miliont lidi.
Vakcinace neexistuje a k 1é¢bé se pouziva prakticky jediny 1€k — praziquantel. V posledni
dekad¢ byly pozorovany kmeny schistosom, které byly rezistentni na 1é¢bu praziquantelem,
coz mize mit v soucasné dobé, kdy probiha n€kolik masivnich leCebnych kampani v Africe a

Asii, katastrofalni nasledky 8 Proto je nezbytné hledat nové zpisoby lécby.

Proteasy jsou pro schistosomy, tak jako pro vSechny organismy, nepostradatelnymi enzymy.
Ucastni se zasadnich procesii, jako je napiiklad traveni Zivin, invaze do hostitele nebo
ovliviiovani obrannych mechanismil hostitele. Inhibitory vybranych proteas ¢i vakcinace proti
nim by mohly slouzit jako G¢inna alternativa v 16¢bé schistosomozy. Takto se podafilo
potlacit infekci u nakazenych myS$i pomoci inhibitoru Kkatepsinu Bl (travici cysteinova
proteasa). Protoze protedza SmSP2 je vyrazné exprimovana pravé u stadii parazitujici
¢loveka, studium tohoto enzymu muze pfinést zajimavé poznatky z biologie schistosom,

jejich interakce s hostitelem a potencialng by mohla byt i cilem terapeutického zasahu®.

SmSP2 je serinova proteasa trypsinového typu spadajici do S1 rodiny. Tato proteasa je
zajimava predevSim svym extrémné vysokym expresnim profilem u vyvojovych stadii
parazitujicich u ¢lovéka (schistosomul a dospé€lcti). U schistosomul dosahuje mira exprese
150 % miry exprese cytochrom c¢ oxidasy I a patii tak k nejvice exprimovanym proteasam ze
vSech. Neni zndma biologicka funkce SmSP2, ale jeji vysoky expresni profil u schistosomul a
dospélcti naznacuje, ze by se mohlo jednat o proteasu, hrajici zdsadni roli v uspésné infekci
definitivniho hostitele, at’ jiz v ptimé interakci s hostitelem, nebo ve fyziologickych procesech

7 . 7
samotného parazita .

Hlavnim cilem této prace byla pfiprava aktivni rekombinantni SmSP2. Nejprve byl zvolen
prokaryontni expresni systém E. coli, pfestoze to znamenalo, Ze vysledny rekombinatni
protein bude muset byt pfeveden do aktivni konformace pomoci refoldingu. Z tohoto divodu
bylo vytvofeno né€kolik konstrukta, liSici se délkou prodomény, kterda by mohla mit vliv na

uspésny refolding enzymu. Nejprve byl vytvoren konstrukt, ktery obsahoval kompletni
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prodoménu. Tento konstrukt se ovSem nepodafilo v prokaryotickém systému exprimovat.
Byly vytvofeny dalsi konstrukty, které obsahovaly krat$i prodoménu. Konstrukt TRP
obsahoval prodoménu dlouhou 12 aminokyselinovych zbytkid, ovsem neobsahoval Cys188,
ktery se paroval s Cys331 v peptidasové doméné. Proto byly vytvotfeny dalsi dva konstrukty,
ktery tento problém vyfeSily — konstrukt TRPL, ktery mél delsi prodoménu (18
aminokyselinovych zbytkl), kterd zahrnovala i Cys188, a konstrukt MUT, ktery mé¢l stejnou
prodoménu jako konstrukt TRP, ale Cys331 byl mutovan a nahrazen serinem.

SmSP2 byla Gspésné exprimovana v pomérné velkém mnozstvi. Jak jsme predpokladali, byla
exprimovana neaktivni ve formé inkluznich télisek. SmSP2 byla exprimovana s pfipojenou
histidinovou kotvou, coz umoznilo jednoduchou purifikaci pomoci afinitni chromatografie.
Purifikovany enzym byl refoldovan, bylo vyzkouSeno nékolik rtiznych piistupti. Jedinou
uspéSnou metodou byl refolding pomoci fedéni, ktery se ovSem nedafilo optimalizovat a
nebylo mozné pomoci této metody ziskat dostate¢né mnozstvi aktivniho proteinu. Proto byl
zvolen alternativni postup a SmSP2 byla exprimovana v eukaryotickém expresnim systému —
kvasinkach Pichia pastoris (viz dale).

Protein exprimovany v E. coli byl pouzit k imunizaci kralika a tvorb& polyklonalnich
protilatek. Protilatky byly pouzivany k imunodetekci SmSP2 na PVDF membrané a budou
pouzity v dal$im studiu SmSP2.

Exprese v P. pastoris byla nesrovnatelné¢ nizs§i nez v E. coli. Mnozstvi exprimovaného
proteinu bylo tak malé, ze nebyl detekovatelny pomoci SDS-PAGE. Proto byl analyzovan
imunodetekci pomoci polyklonalnich protilatek. Také byl vizualizovan pomoci specifické
fluorescen¢ni znacky navézané do aktivniho centra. I pfes nizkou koncentraci vSak proteasa
vykazovala vysokou proteolytickou aktivitu. Byly vytvofeny tfi konstrukty, pro dalsi
experiment byl vybran konstrukt C (SmSP2 s kompletni N-terminalni extenzi), protoze
vykazoval nejvyssi aktivitu. Tento konstrukt byl vybran také proto, Ze takto je SmSP2
exprimovana u schistosomy.

Komplikovanou zélezitosti byla purifikace. K proteinu byla sice pfipojena histidinova kotva,
ale pravdépodobné doslo k jejimu odstépeni béhem exprese proteasy, protoze purifikace
pomoci afinitni chromatografie na Ni-NTA kolon¢ byla neuspésna. Proto byly vyzkouseny
dv¢ dalsi metody purifikace.

Pomoci iontové vyménné chromatografie se podafilo SmSP2 purifikovat. S takto

purifikovanou SmSP2 bylo poté déale pracovano. Byla také vyzkouSena druhd metoda
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purifikace — afinitni chromatografic na benzamidinové koloné. Tato purifikace byla také

uspésna.

SmSP2 exprimovana v kvasinkach P. pastoris a purifikovand pomoci iontové vymeénné
chromatografie byla pouzita K uréeni jejiho pH optima, které se nachazelo v mirn¢ bazické
oblasti (v rozmezi pH 7 — 8,5). Inhibi¢ni test ukazal, ze SmSP2 je inhibovana inhibitory
serinovych proteas, inhibitory ostatnich skupin proteas nemély na aktivitu SmSP2 témét
zadny vliv. Déle byla stanovena substratova specifita pomoci kombinatorialni knihovny
syntetickych tetrapeptidi (PS-SCL). Pomoci této knihovny byly zjistény preference SmSP2
pro P1 — P4 misto.

Mg¢fieni preference pro Pl misto pfineslo predpokladané vysledky. Prakticky jediné dvé
aminokyseliny, za kterymi byla SmSP2 schopna $tépit byly bazické aminokyseliny arginin a
lysin, coz bylo v pfipad¢ trypsinové proteazy, kterou SmSP2 na zékladé sekvencéni analyzy je,
oc¢ekavané

V P2 misté byla nalezena nejvyssi aktivita pro serin, ovSem nékolik dalSich aminokyselin
meélo také vysoké aktivity, proto z tohoto vysledku nelze ¢init jednozna¢né zavery. S urcitosti
ovSem milZeme fict, ze v P2 misté jsou zcela nevyhovujici aromatické aminokyseliny a
aminokyseliny s druhou karboxylovou skupinou. Témét nulové aktivity u argininu a lysinu
Vv P2 misté nuti k zamysleni. Toto by mohlo byt totiz zplisobeno tim, ze doSlo ke Stépeni
vazby mezi P2 a P1 mistem (tedy za argininem/lysinem, V podstaté se tyto aminokyseliny
dostaly do P1 mista). Poté by totiz zlstal fluorogenni ACC s jednou navéazanou
aminokyselinou a proto by nevykazoval fluorescenci.

V P3 misté nebyla pozorovana Zadn4 konkrétni preference. Nejvyssi aktivity byly naméfeny u
tryptofanu, valinu a leucinu.

V P4 misté byla nalezena vysoka preference pro prolin, coz je pomérné neobvykla zaleZitost.
Takovato substratova specifita byla nalezena u B-tryptas, proteas, které jsou sekretované
mastocyty > Tato podobnost by mohla indikovat moZznost, ze se SmSP2 tcastni ovliviiovani

imunitniho systému hostitele.
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7. Z.avér

Tato prace se zabyvala serinovou proteasou trypsinového typu SmSP2 z krevnicky
Schistosoma mansoni. SmSP2 byla Gspé$né exprimovand jako rekombinantni protein,
s kterym bylo dale pracovano.

Hlani zavéry jsou:

1) SmSP2 byla exprimovana v bakteridlnim expresnim systému (E. coli) ve formé
inkluznich télisek, ze kterych byla SmSP2 purifikovéana afinitni chromatografii.

2) Rekombinantni SmSP2 byla pouzita pro produkci polyklonalnich protilatek
Vv kralikovi.

3) Byly nalezeny podminky pro refolding SmSP2.

4) SmSP2 byla exprimovana v eukaryotickém expresnim systému (P. pastoris). SmSP2
byla purifikovana pomoci iontové vyménné chromatografie a afinitni chromatografie
na benzamidinové kolong.

5) Bylo nalezeno pH optimu pro SmSP2, které¢ se nachazelo mezi hodnotami 7 — 8,5.

6) Byla urcena substratova specifita SmSP2 pro P1 — P4 misto.
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