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1. Uvod

Ixodes ricinuge hematofagni roztoz celedi Ixodidae. Je vyznamnym vektorem arbiyvir
spirochét a &kterych protozoi. Zastupdaieledi Ixodidae s$tdaji ve svém Zivotnim cyklurit
hostitele, na kterych saji ¢kolik dni. Stevo je k tomu fizpisobeno specifickym
intracelularnim travenim, tzv. heterofagie. Sliralézy umoauji sekreci slin dlouhodobé sani
na hostitelovi.

Klistéci stevo neobsahuje extracelularni travici enzymyie#t slouzi hlavé jako
zasobarna nasaté krve. Ktraveni dochazi ve vasluoldpitelialnich sgevnich bugk
(Sonenshine, 1991). Diky absenci travicich enzyposkytuje kli&ci st¥evo pohostinné
prostedi pro patogeny, které jsou nasaté s hostitelgidmi.

Organem dlezitym pro interakci host-parazit jsou slinné 31a%e slinnych Zlazach kifat
dochazi k sekreci slin, které jsoghem sani uvalovany do hostitele. Sliny obsahuji pestry
koktejl protisrazlivych, protizatlivych a imunomodulénich latek. Touto cestou se dostavaji
patogeny do hostitele.

Cilem této préace je charakterizovat cystatin(y)istéti 1. ricinus. Cystatiny jsou inhibitory
cysteinovych proteaz. Proteazy se vyskytuji uéotm ve funkci ,house keeping* proteirpii
katabolizmu peptidickych sloZek.clistni se i mnohych ,sofistikovanych* biologickychyjid
prezentace antigenu, metastazfitimunita, bugéna smrt, aj. (Vray et al., 2002). Proteédzy
paraziti hraji klicovou roli vinvazi do hostitelské tk&r(McKerrow et al., 2006). Cystatiny
jsou dilezitymi regul&nimi molekulami &chto proteaz.

U klistat se cystatinydastni stevnich aktivit a ovliviuji hostitelsky imunitni systém. Om-
cystatiny inhibuji funkci $evnich protedz u klfakaOrnithodoros moubaté#Grunclova et al.,
2006). Cystatiny klite Ixodes scapularigsou uvohovany spolu se slinami deéla hostitele,
kde pisobi protizastlivé a také v 8m zpomaluji proliferaci cytotoxickych T-lymfoayt coz
umoziuje dlouhodobé sani ktigt s. s. (Kotsyfakis et al., 2006).

V této praci jsou prezentovany vysledky klonovaniegprese IRcystatinu (cystatin
z klistéte 1. ricinus). Byla zkoumana jeho inhitni aktivita proti papainu (cysteinova proteaza
piibuzna s lysozomalnimi cysteinovymi proteazami iz@ddiho steva). Byla pozorovana
zavislost transkripce na tké@vé distribuci a pozitivni korelace transkimp aktivity s dobou

sani. Navic byly identifikovany dalSi dva cystatinklistti I. ricinus.



2. Literarni prehled

2.1. Klis&ci stevo a traveni

V klistécim stewé dochazi k intracelularnimu traveni nasaté krve duchen steva nejsou
tedy sekretovany zadné travici enzymy. ®di& travi v travicich vakuolach epitelialnich
strevnich busk a lumen geva funguje jako zasobarna krve. Kegmnost travicich enzyin
v lumen steva usnatiuje vyvoj patoget ve stew. Klistéci stevo je dilezitym mistem vyvoje
patogei a tvai hlavni fyzickou bariéru mezi kli&&m a hostitelskym obrannym
mechanizmem (Agyei et Runham, 1995). Travici Usursgch kligat je velmi podobné. Stava
se z pedniho steva (sajici pharynx a oesophagusyfeditiho gdieva (ventrikulus s mnoha
slepymi vylgZky — caeca) a zadniha'eta (rectum). K trdveni dochazi jen véedhim stewe
(Coons et Alberti, 1999).

Celé sani zdna upevinim klisS€te do hostitele pomoci chelicerat a ozubeného
hypostomu. Kligataceledi Ixodidae saji po dobu 5 — 15udr©Obdobi sani je wthto klifat
rozckleno do ti fazi:

1) ,ptipravna faze k sani“ trva prvni dva dny, kdy seigkmzacementuje v méssani;

2) ,pomala faze sani“ trva naslednych 4 — 8 #dy samtka pomalu z¥tSuje swj
objem; v této fazi dochazi k f&ni;

3) Bhem ,rychlé faze sani“, tj. cca 24 hodin, s&kai z\&tSi svij objem asi desetkrat a
pak odpadava od hostitele;

Béhem gipravné faze saka narusi krevni cévky hostitele, dojde k vylitvdéra vytvdi
se kaluzka krve, z které saje, tzv. telmofagie.t@’toyvaji kli¥ata nazyvana ,pool feeders*
(komé&i saji pimo z cév, tzv. solenofagie). iBvni epitel klisici saméky je cely potazen
travicimi buikami (Sonenshine, 1991).18vni epitelové bitky se krond traveni také ¢astni
jinych fyziologickych aktivit, jako je nap vitelogeneze (Sonnenshine, 1991). #dis celedi
Ixodidae travi krevni obsah pinocytdézou, receptargrostedkovanou endocytozu a
fagocytdzou (Coons et Alberti, 1999).

Krev poskytuje bohaty zdroj protéinProteiny pronikaji travicim systémem bezecmgn
jejich struktury a bez ztraty jejich funkce (Jeffeet Michael Roe, 2008). Nasaté IgG jsou
schopny projit $hou klis&ci stevni stny do hemocoelu beze ztraty funkce protilatky (@kin
et Minoura, 1987). Proteiny jsou schopny se dgates travici stnu a migrovat do slinnych
Zl4z (Valenzuela et al., 2002). Inhibitory protédzmohly byt dilezitymi faktory ovliviiujici
tento fenos proteif skrz travici systém (Jeffers et Michael Roe, 2008)

Travenim hemoglobinu se uwvinlie velké mnozstvi toxického hemu do travicichidku

Molekuly hemu jsou transportovany do specializowdngrganel — hemozaim kde vytvai



nekrystalické agregaty (Lara et al., 2003). Hendgof hmyz naopak vytvia krystalickou
strukturu, hemozoin (Oliveira et al., 1999). Polael v travici biice nahromadi hemozomy,
tato buiky se uvolni ze #tvniho epitelu do lumen isva, kde jsou s@asti fekalniho

materialu. Zde mohou prasknout a uvolniijssbsah do lumen &tva (Coons et Alberti, 1999).

2.2. Klis&ci imunita

Klistéci obranu proti patogém vytvai, stejré jako u ostatnich bezobratlych, nespecifick&
imunita. K identifikaci mikrobialnich patogénjsou vyuzivany #sSinou Ziva@icha ,Pattern
recognition receptors® (PRR) (Beck et Habicht, 19%&kolik PRR bylo popsano u kiat:
Dorin M (Kov& et al., 2000), OMFREP (Rego et al., 2005) a Onugmé€Huang et al., 2007).
Dorin M byl prvnim identifikovanym a popsanym k&&tm lektinem.

Lektiny jsou u kligat exprimovany v hemolynif Ugastni se obrannych reakci kit a
pienosu patogen (Grubhoffer et al., 2004). Lektiny secastni imunitnich reakci
konzervovanymi metodami agregace patogenu a jetsonigace pro fagocytézu. Lektiny
ziejme hraji dileZitou roli ve vstupu patogenu do slinnych Zlazak mohou byt dleZitou
molekulou ve slinnych zlazadhricinus pii pirenosu vid TBE (tick borne encephalitis) nebo
Borrelia burgdorferi(Grubhoffer et al., 2004).

Moznost utitého druhu klistte pisobit jako vektor zalezi na schopnosti patogaedipve
strew klistéte, prekonat stevni bariéru a dostat se do slinnych Zl4z. Utktie vyvinul silny
imunologicky arzenal k boji protémto patogetim. Ochranny systém vytiia kroms fyzickych
a epitelialnich bariér, antimikrobialni peptidy (A¥), reaktivni formy kysliku (ROS) (Pereira
et al., 2001) a enkapsulace (Eggenberger et &Q)19

AMPs tvai u bezobratlych hlavni obrannou linii proti patoge. Nekolik skupin AMPs

bylo izolovano u kligat:

Inhibitory proteaz

Cystatiny a serpiny, inhibitory cysteinovych a Beviych protedz, inhibuji protedzy
nasatych patogén Ixodidin, inhibitor serinovych proteaz, inhibujést Escherichia colia
Micrococcus luteust kliS€te Boophilus microplugFogaca et al., 2006y,-makroglobulin je
protein schopny inaktivovat Siroké spektrum proteddiStti O. moubata(Kop&ek et al.,
2000; Saravanan et al., 2003).



Lysozymy

Lysozym hydrolyzujeB-1,4-glykosidickou vazbu mezi N-acetylmuramovou édysou a
N-acetyl-D-glukosaminem v peptidoglykanové bemé stné G™ bakterii. Lysozym ve v
samice Kligite O. moubata(Kop&ek et al., 1999) se sirexprimuje po nasati (Grunclova et
al., 2003). Ke zvySené transkripci genu pro lysozyochazi po injikaci kulturye. coli do
klistéte Dermacentor variabilis(Simser et al., 2004). Lysozymy tak hrajiileZitou roli

v nespecifickych imunitnich odpadich kligat s. I.

Defensiny

Defensiny se &astni imunitniho systému celié@dy organizmd. Defensiny jsou malé
peptidy, 15-20 aa, se 6—-8 cysteinovymi zbytkytSiha defensi perforuje buscné seny
mikrobi. Tato perforace vede k Uniku idnd burgcné lyze. V hemolynif a stew klistéte O.
moubatabyly popsany prvni kligti defensiny. Expresédhto defensifi je stimulovana sanim
(Nakajima et al., 2001; Nakajima et al., 2002)¢eledi Ixodidae jsou defensiny popsany u
klistéte D. variabilis (Johns, 2001). Po vystaveniiesta gitomnosti fiznych bakterii
piekvapiv doslo ke zvySeni exprese defensinu pouze v henidlgmmikoli ve stewe klistéte
D. variabilis (Sonenshine et al., 2005)¢Koli defensiny klidtte D. variabilis samotné nejsou
dostatén¢ Ucinné proti populacB. burgdorferj klistci defensin spolu s lysozymem zabiji
vyrazre vice B. burgdorferi(Johns et al., 2001). Defensiny byly popsany vtiid. ricinus
pouze ve sevni tkani, kde je navic jejich tanskeig aktivita silré indukovana sanim (Rudenko
et al., 2005). Geny pro defensin. zicinus maji intron/exonovou strukturu a navic se tento

defensin vyskytuje ve dvou izoformach (Rudenkol e2807).

Hemoglobinové fragmenty

Travenim krevniho hemoglobinu vznikaji peptidy sraikrobidlnim &inkem (Sonenshine
et al., 2005). Hemoglobinové fragmenty véest kliStéte B. microplusmaji antifungélni a
antiG" aktivitu (Fogaca et al., 1999).

2.3. Slinné zlazy aipnos patogan

U klistat se vyvinul dmyslny aparat, jak seshem sani vyhnout hostitelskému imunitnimu
systému, srazeni krve, vasokonstrikci a indukoesti sveédeéni.
Derivat kyseliny arachidonové, prostacyclin (Ribeet al., 1988) a prostagladnire E

(Ribeiro et al., 1985), jsou vasodil&témi molekulami kligtte I. scapularis



Nejvice prostudovanym antikoagulantem je kti§protisrazlivy peptid (TAP), izolovan ze
slin O. moubata(Waxman et al., 1990). TAP je specifickym inhibém FXa. Faktor X,
trombokinaza, je endopeptiddz&gmsti protrombin za vzniku aktivni molekuly trombineXa
je aktivni forma faktoru X (FX). FXa je také inhiéno molekulou Salp 14 izolované ze 3slin
scapularis(Narasimhan et al., 2002).

Farmakologicky aktivni spektrum latek, kteréhbm sani uvaluje klis€ do hostitele,
acinné a specificky ovliviuje fyziologii hostitele v mistsani (Ribeiro, 1995). Tim je umain
pienos patogeah tzv. saliva-activated transmission (SAT). SATigaomeén, ktery zvyhaaije
patogen fi pienosu slinami. Poprvé byl tento jev pozorovan shigianii, kdyLeishmania
major je v piitomnosti lyzatu slinnych zlaz vice infak (Titus et Ribeiro, 1988). Sliny kli&e
Rhipicephalus appendiculatuySuji genos Thogoto viru (Jones et al., 1989). Sliny &iést
rodul. scapularisinhibuji funkci neutrofiti jako je degranulace, produkce ROS, aj. (Ribeiro et
al., 1990).

B. burgdorferi je prendSena slinami¢hem kliséciho sani. V nenasatych nymfach a
dosglcich . ricinus jsou spirochéty fitomny ve stew. Beéhem sani putuji do slinnych zlaz, ze
kterych jsou slinamiigneseny do hostitelerdhos spirochét do obratl&io hostitele zéne az
po néjaké dok po pisati klistte I. ricinus. Efektivita glenosu roste s dobou sani (Kahl et al.,
1998). B. burgdorferi je adaptovana naignos zlenovce do savce prefekani genovou
expresi. Borélie exprimuji outer surface protein(@spA) ve stew klistéte |. scapularis
Exprese genu OspA je pi. burgdorferizivotre dalezitd k geziti v klis€cim stewe. OspA
deficientni spirochéty nejsou schoprigfit ve steve klistéte I. scapularisa nejsou schopny se
navazat na kligti stevo (Yang et al., 2004). Navazani spirochét na Ogu&ptor (TROSPA)
v klistécim stew je zasadni pro kolonizaBi. burgdorferiv |. scapularis(Pal et al., 2004). Gen
pro OspB exprimovany B. burgdorferije také zasadni pro adhezi spirochét na&li&tevo a
pro jejich peziti uvnit kliStéte (Neelakanta et al., 2007). SniZeni exprese Cdpvoluje
spirochétam opustit kli&ti stevo a indukuje expresi genu pro OspC (Schwan etnia,
2002).

Pritomnost protilatek anti-OspC v obrattom hostiteli snizuje schopnost migrace
spirochét ze geva KkliSéte do slinnych zlaz (Gilmore et Piesman, 200Borrelia afzelii
s potl&enou expresi OspC neni schopna se fibz& slinnych zlazach. ricinus (Fingerle et
al., 2002). To potvrzuje funkci OspC uniiogici migraci borélii ze gva do slinnych Zlaz
klistéte. Migraci borélii ze $éva do slinnych ZlazipZije méw nez 5 % (Coleman et al., 1997).

To ukazuje na silnou imunitni obranu két& Jeji mechanizmy nejsou zatim jasné.



Béhem sani kliste dojde odebranim vody a idnk zakoncentrovani nasaté krve. Voda a
ionty putuji do hemocoelu a do slinnych Zl4z, kew¥itzéklad pro tvorbu slin (Cupp, 1991). Az
70% vody a iont je vraceno slinami 2 do hostitele (Bowman et Sauer, 2004)idAodnosti
vody do hemocoelu napomahaji aquaporiny popsaniisiete D. variabilis (Holmes et al.,

2008). Slinné Zlazy jsou tedy hlavnim osmoregpuilan organem kligat.

2.4. Chemicka podstata cystdtin

Cystatiny jsou peptidické inhibitory cysteinovychofeaz a @i do i rodin podle
aminokyselinovych sekvenci:
1. stefiny: neglykosylované, cca 11 kDa, bez signalni sekvermsz
disulfidickych mistki, intracelularni;
2. cystatiny neglykosylované, 13 — 14 kDa, se signalni sekivedea
disulfidické mistky na C-konci, sekretovaneé;
3. kininogeny: glykosylované, 3 cystatinové domény, s disulfigitk

mustky, sekretovaneé;

2.5. Cystatiny v nekligtich organizmech

Cystatiny v rostlinach a obratlovcich

Cystatiny byly poprvé izolovany z bilku sléfiio vajika. Tento kieci cystatin je detaitn
prozkouman a slouzi jako modelova molekula v réegstatinoveé superrodiny.

Cystatiny v rostlinach reguluji zpracovani protemch molekul a Gastni se obrannych
mechanizmy proti herbivornimu hmyzu a patogen (Pernas et al., 1998). Cystatiny a
cysteinové proteazy se€astni mechanizinapoptozy v rostliét Arabidopsis thaliangBelenghi
et al., 2003).

Cystatiny v parazitech

Parazitickd nematoda Zijici v travicim traktu nebdkanich hostitele jsou neustale
vystavena kontaktu s imunitnimi mechanizmy hoditdlednou ze strategii jak se vidubat
s hostitelskou imunitou je sekrece imunomoduieh latek, jakymi jsou ndjklad cystatiny.
Cystatiny parazii reguluji jak endogenni¢ltl vlastni, proteazydhmem svlékani a traveni, tak i
exogenni, hostitelovy, imunologicky relevantni pdoty. Bhem koevoluce parazita a hostitele
mohly cystatiny parazitziskat tuto druhotnou funkci imunomodétéch molekul. Identifikace
adaptaci cystatink parazitizmu byla pozorovana porovnanim schoproaisibice cysteinovych

protedz a imunologickych vlastnosti mezi cystatmayné Zijiciho Caenorhabditis elegana
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cystatini z parazit Acanthocheilonema viteaeOnchocerca volvuluéSchierack et al., 2003).
V této préci byla prokazéana schopnost inhibice egaginu B u parazitickych i neparazitickych
cystatini. Pouze u cystatin parazifi byla pozorovana vyrazna schopnost snizit prolifiera
mononuklearnich buk periferni krve (PBMC) a mySich slezinnych BknZatimco cystatiny
parazifi znané zvysily produkci interleukinu 10, cystating. eleganszvysSily produkci
interleukinu-12 a interferony-v lidskych PBMC. Z &chto rozdilnych schopnosti cystatin
regulovat hostitelsky imunitni systém usuzuje Seltk et al. (2003), Ze parazitické cystatiny
se v evoluci specificky diverzifikovaly Kinto imunomodulénim vlastnostem a odliSuji se
tedy od cystatith z neparazitickych zivcha.

Cystatiny se vyskytuji i v parazitickych protistec@ruzipain (také znam jako cruzain) je
cysteinova proteaza, ktera igobuje hlavni proteolitickou aktivitu Trypanosoma cruzi
(McKerrow et al.,, 2006). Chagasin, inhibitor cysterych protedz ZzT. cruzi sniZuje
proteolytickou aktivitu cruzipainu, ktera je zasag@no diferenciaci parazita a jeho invaze do
sawich burgk (Santos et al., 2005).

2.6. KliS&ci cystatiny

Klistéci cystatiny hraji @llezitou roli v regulaci traveni, obrannych mechamizklistéte a
imunitniho systému hostitele v missani. Cystatin identifikovany v KkI&t |. scapularis
sialostatin L, sniZzuje specifickou imunitu hostteknizenim proliferace T lymfodyt
Sialostatin L je sekretovan do slin ké& |. scapularis Fritomnost sialostatinu L ve
slinach klis¢te 1. scapularisumoziuje inhibovat lidsky cathepsin L (Kotsyfakis et, &2006).
Tyto vysledky nasddcuji schopnosti kligcich cystatii inhibovat protedzy lidského
fagolysozomu &hem zpracovani antigenu. DalSim cystatinemszapularis je sialostatin L2.
Transkripce sialostatin stoupa s dobou sani. Sialostatiny maji diky su@mgosti ovlivnit
hostitelovu proteolytickou aktivitu v misinfestace zasadni vliv na @§most sani kliste I.
scapularis(Kotsyfakis et al., 2007).

U klisttte Amblyomma americanufnyla pomoci dsRNA pott&na exprese cystatinve
sttew a slinnych Zlazach. To vedlo k vyraznému snizehbpnosti kligat sat a k ovlivani
imunity hostitele. Ogtovné vystaveni kralika kli&imu sani poigdchozim sani RNAI klist
vedlo ke snizené schopnosti sani (Karim et al.5200aké tyto vysledky ukazuji schopnost
klistécich cystatif naruSovat normalni hostitelovu prezentaci antigenu

Cystatin z kligtte Haemaphysalis longicornigHIcyst-2) inhibuje #ést kultury Babesia
bovis Exprese Hicyst-2 je stimulovana sanim a inokulae§ (lipopolysacharid). ZvySena

exprese Hicyst-2 je pozorovana i u larev KtiSH. longicornisnakazenych prvokerBabesia
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gibsoni (Zhou et al., 2006). Toto pozorovani naara pimou souvislost mezi kli&imi
cystatiny a nespecifickou imunitou kit.

Cystatin z klitte B. microplus se exprimuje v tukovémgélese a ve vajmikach. Ve
vajeinikach se rize (tastnit regulace endogenni proteolyz§hém embryogeneze tim, Ze
zabrauje prediasné degradaci vitelinu (Lima et al., 2006). Expr&m-cystatinu 1 a Om-
cystatinu 2 (cystatiny vO. moubat® roste s dobou sani. Gen pro Om-cystatin 1 je
transkribovan zejména verstw a Om-cystatin 2 ve igWw, slinnych Zlazach i vajmikach
(Grunclova et al.,, 2006). Om-cystatiny se podleledki této studie podileji na procesech
traveni a sani kliste O. moubata

Sekvence cystatinu Iv ricinus byla zvéejnéna pod pistupovym cislem AJ547803
(GenBank).
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3. Material a metody

3.1. Kli¥ata a pitva tkani

Samicel. ricinus byly krmeny na masatech a chovanyipteplot 24°C, vzdusné vihkosti
96 % a fotoperio&gl odpovidajici 49severni &ky.
Vypreparované tkanbyly promyvané ve fyziologické pufru-PBS (phosghaéiuffered
saline) a nasledrpiesunuty do roztoku RNAlatEf nebo PBS.
3.2. 1zolace totélni RNA

Tkare (stevo, slinné Zlazy, vajmiky, malpighiho trubice a tracheje) samice Kfist.
ricinus 5 dni po nasati byly homogenizovany v mikrozkuneavpomoci plastového
homogenizatoru v TRI ReagéMtroztoku Sigma, St. Louis, MO, USAY, ml na 50 — 100 mg
cerstvé tkad. Homogenat byl centrifugovan 16 000 g/10 mi@/4Supernatant obsahujici RNA
byl preveden do nové mikrozkumavky, kde byla izolace gatevadna dle protokolu TRI
Reagent™. Kvalita vysledné totalni RNA byla ekena elektroforeticky na TBE agar6zovém
gelu. Koncentrace RNA byla zji&ta z nanirené absorbanceip. = 260 nm.

3.3. Tvorba cDNA

RNA izolovana z tkani. ricinus byla gidana do jednotlivych reakci tak, aby jejich finaln

koncentrace byla 0,2ig/ul. cDNA byla syntetizovana pomoci oligo (df)primer Kitu
Enhanced Avian HS RT-PCR Kit (Sigma).
3.4. Amplifikace DNA (PCR)

Vybrané Gseky DNA byly amplifikované pomoci PCR feplo& annealingu t = 5%,

pomoci Taq DNA polymerazy (Invitrogen). PCR produkibyly rozdtlovany na 1%
agar6ézovém gelu s EtBripgJ = 100 V, t = 35 min.
3.5. Izolace genu pro cystatiny

Amplifikace byla provedena pomoci gen-specifickyohmerti pro IRcystatin I¢ ricinus),
sialostatinu L  scapularig a sialostatin L21( scapularig (Tab. 1). Jako templat byly pouzity
cDNA z tkani stev a slinnych Zlaz samic klé&e I. ricinus 5 dni po naséti. PCR produkty byly
izolovany z 1% agar6zového gelu pomoci QIAqgliGel Extraction Kit (250) (Qiagen).
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Tab. 1. Primery pouzité pro amplifikaci cystatini

inhibitor: IRcystatin sialostatin L sialostati
GenBank AJ547803 AF483724 DQ066048
sense 5-GGA CAG AAC CCG AGA  5-CTT CGC TIGGT 5-GGA ACT CGC CCA
TGA GTA TCG-3 CCT TCT G-3 CTA CGC TAC G-3

antisense 5-CAG ACG GCA GCC TTT 5°-CAT TCC CAG AAA 5-CTT GCA GGT TCC
GAG ACC-3’ TAA AGG TT-3’ GGT AAA TGA CA-3

3.6. DNA klonovani a sekvenace
PCR produkty byly zaklonovany do p€R.1-TOP@ vektoru podle TOPO TA Cloniffg

manudlu (Invitrogen). Konstrukty byly transformoyaheat shock metodou do One Shot

TOP10 Chemically CompeteBt coli (Invitrogen). Kolonie se spragrzaklonovanym inzertem
byly selektovdny modro-bilym screeningem. Z vybinykolonii byly izolovany plazmidy
pomoci Plasmid Miniprep Spin Kit/250 (GENOMED). &ty byly sekvenovany v obou
smeérech pomoci M13 R a M13 F primier

Vzorky DNA byly sekvenovany v laboraiaggenomiky (Biologické cenrum AVR, Vv.v.i.,
Ceské Budjovice) pomoci sekvenatoru Applied Biosystems 3138XTACHI).
3.7. Tk&ovy profil transkripce

Pomoci PCR byly amplifikovany IRcystatiny z cDNAezinotlivych tkani (sevo, slinné
Zlazy, vajeniky, malpighiho trubice a tracheje) samice kti&t. ricinus 5 dni po nasati. PCR
byla specifikovana primery pro IRcystatin (Tab. d)jako templatova kontrola byla pouzita
detekce mRNA transkriptu pro feritin (Kogek et al., 2003).

3.8. Transkripni kinetika
Pro detekci transkrimi kinetiky IRcystatinu byly vyuzity mRNA zeisvni tkar a ze

slinnych Zlaz z nenasatych, 1 den sajicich, 3 d@jigish, 5 dii sajicich a 7 dni sajicich samic
klistéte I. ricinus. Finalni mnozstvi jednotlivych mRNA pouzitych ppéepis do cDNA bylo
sjednoceno na m = 0,062 pg. RT-PCR byla provededie protokolu Enhanced Avian HS
RT-PCR Kit (Sigma). PCR byla specifikovana primgmyo IRcystatin (Tab. 1) a jako
templatova kontrola byla pouzita detekce mRNA tkaipsu pro feritin (Kopéek et al., 2003).
3.9. Exprese rekombinantniho IRcystatinu

K expresi rekombinantniho cystatinu byl vyuzit kaidini expresni systénk. coli
(Champion" Directional Expression Kit, Invitrogen). Fuzni t3in s 6His-tag n&l-konci byl
piipraven pomoci expresniho vektoru pET100. Inzert fypraven pomoci primér pro
IRcystatin sense5-CAC CCC CGG GAT CTG GAG GAG GCA C-3’ a antiserf$ab. 1)
Jako templat byla pouzitaietni cDNA ¢asté&n¢ nasatych samic Kli&e 1. ricinus. Expresni

konstrukt byl transformovan do bk TOP10 (Invitrogen) a sekvenovan pomoci
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sekvenovacich primérT7 a T7 Reverse. Takto &eny konstrukt byl transformovan do takn
E. coli BL21 Staf™ (DE3) One Shét Chemically CompeterfE. coli. Exprese byla provedena
dle protokolu Champiof! pET Expression System. Po 0,5mM (finélni konceyaPTG
indukci byla kultura inkubovana po dobu 6 K ROO rpm, 37C. Bakterialni kultura byla
statena i 3500 rpm/15 min/AC a pelet skladovanip-20°C.

3.10. Izolace inkluznicketisek z bakterialni kultury

Bakterialni pelet byl rozpudt v Pufru 1 (Tab. 2), sonikovan na d¢epo dobu 4x45 s a
centrifugovan fi 13 000 rpm/10 minfC. Pelet byl rozpush v Pufru 2 (Tab. 2). Vznikla
suspenze byla sonikovana na de8x30 s a nasledncentrifugovana f 13 000 rpm/10
min/4°C. Pregisténi pomoci Pufru 2 bylo jednou opakovano. Vysled®jep byl rozpusn
v Pufru 3 (Tab. 2) # pokojové teplot a nasled& centrifugovan i 13 000 rpm/25 minfL.
Supernatant byl filtrovan skrz 0,22pum filtr MillB&P (Millipore).

Tab. 2. SloZeni izol&nich pufri

Pufr 1 Pufr 2 Pufr 3
20mM Tris-Cl 20mM Tris-Cl 20mM Tris-Cl
2M matovina 6M guanidin hydrochlorid
0,5M Nacl 10mM imidazol
10mM imidazol 1mM merkaptoetanol
2% Triton® X-100 BME)
pH=28 pH =28 pH=28

3.11. Purifikace proteinu

FGzni protein s 6His-tag byl purifikovan z rozpm§ch inkluznich dlisek na Nf*

chelatové kolo# v pritomnosti 8M maoviny. V druhém purifikénim postupu byla v prvnich
dvou pufrech 8M méovina nahrazena 6M guanidin hydrochloridem (GuHT§b. 3).

Tab. 3. SloZeni purifikatnich pufria

Pufr 1 Pufr 2 Pufr 3 Pufr 4

8M matovina 8M macovina 8M motovina 8M motovina
(6 M GuHCI) (6 M GuHCI) 20mM NablPO, 20mM NablPO,
20mM NabPOy, 20mM NablPO, 0,5M NacCl 0,5M NacCl
0,5M NacCl 0,5M NacCl 0,5M imidazol
pH=7,9 pH =6 pH =5,3 pH=7,8

Pribéh chromatografie byl

monitorovan spektrofotometyickpiéi A =

280 nm.

V piitomnosti 6M GuHCI byl pibéh chromatografie monitorovan pomoci dot blot angalya
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nitrocelul6zové membr&n(NC) (Biometr&). Na NC membranu bylo naneseno 5 pl z kazdé
frakce. Membrana s nanesenymi vzorky se 2x1 mipl@cbla v odbarvovacim roztoku (10 %
kys. octova, 25 % metanol, 65 % voda) a poté bgevdna amideerni po dobu 3 min a
nasledg viozena na 2 min do odbarvovaciho roztoku. Vybrdrekce z obou postup
purifikace byly o¥ieny pomoci SDS-PAGE na gradientovém polyakrylamédogelu (4% —
17,5%), pi U = 100 — 200 V, v ptomnosti elektroforetického pufru: 25mM Tris, 198m
glycin, 0,1% SDS.

3.12. Refolding

Postupna renaturace probihala pomoci dialyzyng#ivych dialyzg&nich roztocich (Tab.

4), které byly gdidany v 12h intervalech. Dialyza byla provad pes dialyzani stevo
VISKING® (Serva).

Tab. 4. SloZeni dialyz&nich roztokia

1. dialyzani 2. dialyzani 3. dialyzani 4. dialyzani

roztok roztok roztok roztok
4M mocovina 2M moovina 0] 20mM Tris-Cl
0,4M L-Arginin 0,4M L-Arginin 0,4M L-Arginin
0,15M NacCl 0,15M NacCl 0,15M NacCl
20mM BME 20mM BME 20mM BME
pH=7,5 pH=7,5 pH=7,5 pH=7,5
V=05I V=05I V=05I V=2I|

3.13. Riprava primarnich protilatek a western blot

Polyklonalni sérum bylo ziskdano opakovanou

rekombinantnim IRcystatinem (Kojek et al., 2003).

imuriizkralika purifikovanym

Proteiny homogenatuisivni tkar cast&né nasatych samit ricinus, homogenizovanych
slinnych Zlaz a rekombinantni IRcystatin byly rélethy pomoci reduini SDS-PAGE.
Rozdlené proteiny byly feneseny pomoci elektrického proudu na NC membrAntigeny
byly detekovany anti-IRcyst primarnimi protilatkamjako sekundarni protilatky byly vyuzity
SWAR/Px (Sevapharma a.s.). Vysledek byl vizualizovéd,1M Tris-Cl (pH = 7,5) pomoci
0,6% 3, 3"-diaminobenzidinu a 3%@b.

3.14. Meteni inhibEni aktivity

Inhibi¢ni schopnost cystatinu byla stanovena fluoromegrimloti proteolytické aktivit
papainu (Sigma, P-4762). Jako substrat byl vywnitegicky peptid Z-Phe-Arg-7-amino-4-
metylkumarin (Z-F-R-AMC). Proteolytickd aktivita lay méitena uvolgnim fluorescentni
znaky AMC ze Z-F-R-AMC. Reakce byla prové&th véernych plochych 96 jamkovych
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destékach za pouziti Infinite M200 fluorimetru (TECAN)excita&nim swtlem A = 360 nm a
emisnim s¥tlem A = 465 nm. Reakce byla provémh v reaknim pufru (pH = 5,5): 21,6 ml
0,1M kyselina citronova, 28,4 ml 0,2M pHPO,, 2,5mM dithiotreitol (DTT) a dopkno H,O

do 100 ml. 50 ul IRcystatinu o koncentraci 62 pgflylo vyfedno dvojkovou fadou

v reaknim pufru. K sério¥ fedtnému IRcystatinu bylofjlano 50 pl papainu o koncentraci
0,1 pg/ml a byly inkubovany 10 miniippokojové teplat. Hydrolyza byla odstartovana
pifidanim 50 pl 10uM fluorescéniho substratuiédin v dimetylsulfoxidu). Pro kontrolu byl
cystatin nahrazen stejnym objemem kgdko pufru. V negativni kontrole byl nahrazen enzym

a inhibitor stejnym objemem re&iiho pufru.
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4. Vysledky
4.1. Optimalizace podminek exprese rekombinanttRlogstatinu

Rekombinantni IRcystain byl exprimovan v bakterignsystémuE. coli. Bylo vyuZito
expresniho systéemu do cytoplazniy. coli. V prvnim kroku byly izolovany rozpustné
cytoplazmatické proteiny. Vifiomnosti detergentu Trit6hX-100 a 2M maoviny byly ve
dvou krocich izolovany membranové proteiny. Z vgiaieho peletu byla izolovana nerozpustna
inkluzni €liska (Obr. 1), ktera byla rozpégta v 6M GuHCI.

M S1 S2a S2b IB

-

94
67

43 [—

30 & -
;4
20,1 .- .
- S
14,4 | e -

Obr. 1. SDS-PAGE jednotlivych izol&nich frakci

Agregace nad#mé exprimovaného IRcystatinu do inkluzniclligek. Hodnoty molekulové hmotnosti
markeru (M) jsou uvedeny v kDa. S1 — cytoplazmatipkoteiny, S2a & S2b — membranové proteiny, 1B —
inkluzni €liska. Molekulovd hmotnost IRcystatinu (Cys) s 6Hig je 15,9 kDa (protein calculator v3.3);

Rozpu&na inkluzni &liska byla purifikovana chelatovou chromatografiyu¥ivajici
afinity 6His-tagu k Ni*. IRcystatin purifikovany v fitomnosti 8M maoviny byl detekovan
spektrofotometricky (Obr. 2). Pro detekci IRcystatipurifikovaného v 6M GuHCI nebylo
mozné pouzit spektrofotometricky monitoring ikvjeho absorpci sitla o vinové délce
A =280 nm, a proto byl pbéh chromatografie monitorovan pomoci dot blot amal{@br. 3).
Vybrané frakce z obou chromatografii bylyeéeny pomoci SDS-PAGE (Obr. 2 a 3).
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Detekce rekombinantniho cystatinu
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Obr. 2. Rekonstrukce chromatogramu purifikace v 8Mmocoviné
Pribe¢h grafu ukazuje hodnoty absorbandelp= 280 nm v zavislosti na koncentraci proteindané frakci.
P1-P4 ukazuji v jaké dek(frakci) byly zavedeny dané pufry (Tab. 3). Poilaati P4, obsahujici imidazol,

byl rekombinantni cystatin uvain z afinitni kolony a frakce byla étena pomoci SDS-PAGE (IRcystatin

ozna&encervenou elipsou):M — markeryf — frakcegislo 25 obsahujici rekombinantni IRcystatin;

ONORORONC, .@@@

e EEDE P 6§ B
B ® @ |

94
67

43

30
20,1
144

M FGZQ FG23
—
-
—
| —
e

Obr. 3. Monitoring purifikace v 6M GuHCI

Na NC membranu byly naneseny jednotlivé frakcerifigace pomoci 6M GuHCI. Po naneseni vaobyla
membrana obarvena amigoni. Pozice 1-26: chromatografické frakce, pozi¥e startovni material
(kontrola). Frakce 22 a 23 obsahuiji purifikovangyBatin, o¢ieno pomoci SDS-PAGE: M — markegk—

frakcecislo 22, ko3 — frakcedislo 23;
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4.2. Tk&ovy profil transkripce

Ke zjiseni tk&ového profilu bylo pouzito RT-PCR (Obr. 4). K tranipci IRcystatinu
dochazi ve gew, slinnych Zlazach, malpighiho trubicich, trachiejac vajénikach klistte I.
ricinus. Jako templaty pro amplifikaci IRcystatinu byly ysity cDNA z jednotlivych tkéni

klistste I. ricinus.

IRcystatin

Feritin

Obr. 4. RT-PCR analyza tkaioveho profilu transkripce genu pro cystatin
mRNA IRcystatinu je fitomna ve vSech uvedenych tkanich. mRNA byla detéka pomoci reverzni
transkripce. Ladder — 100 bp marker; feritin sigako templatova kontrola;

4.3. Sanim indukovana transkripce IRcystatinu

Pomoci RT-PCR specifikované primery pro IRcystafiiab. 1) byla detekovana
piitomnost MRNA transkriptu pro IRcystatin v zavisiasa dol& sani (Obr. 5). Transkréni
aktivita IRcystatinu ve gw klistte I. ricinus zatina po prvnim dni sani a dale stoupa s dobou
sani. K transkripci IRcystatinu ve slinnych zlaz&tBtte I. ricinus dochazi sedmy den séani. U

nenasatych klf&at nebyl IRcystatiniitomen ani ve $évni tkani, ani ve slinnych zlazach.
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Feritin IRcystatin

G cDNA

I C

UF 1d 3d &d 7d L UF 1d 3d 5d 7d

SG cDNA

Obr. 5. Kinetika transkripce IRcystatinu b éhem sani

L — 100 bp marker, UF — nenasata fdt&, 1d — jeden den sani, 3dii-dny sani, 5d — & dni sani, 7d —
sedm dni sani; G cDNA —isvni cDNA z dané doby sani, SG cDNA — cDNA slinnyithz z dané doby
sani; feritin slouzi jako templatova kontrola;

4.4. Tk&ovy expresni profil

Na homogenatu slinnych Zlaz aest ze samic kligte I. ricinus pét dni po nasati se
nepodé&lo pomoci western blot analyzy detekovat ity IRcystatin s &ekavanou
molekulovou hmotnosti (Obr. 6). Vysoka afinita flédek byla pozorovana ve slinnych
Zlazach, a hlavhve stevni tkani, k proteinu o molekulové hmotnosti 26akB 36 kDa. Pro

kontrolu byl pouzit rekombinantni IRcystatin, ktemfa molekulovou hmotnost 15, 9 kDa
(vcetre 6His-tag).
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Obr. 6. Lokalizace exprese IRcystatinu pomoci weste blot analyzy
Imunodetekce rekombinantniho IRcystatinu, 26 kDa6akDa proteifi. M — marker (amidéeri); SG —
slinné Zlazy; G — #tvo; K — rekombinatni IRcystatin;

4.5. Dikaz inhibEni aktivity IRcystatinu proti papainu

Inhibi¢ni schopnost cystatinu byla &ena proti rostlinnému papainucasovém useku
deseti minut (Obr. 7). Cysteinové proteazy papathovtypu jsou nejp@tngjSimi mezi
cysteinovymi proteazami. Tato rodina se skladapapa a dalSich fiouznych rostlinnych
proteaz a lysozomalnich cathepsB®, H, L, C a K (Berti et Storer, 1995).

Na obrazku 7 je ukazéno, Ze IRcystatin je schopenmté miry inhibovat katalytickou
funkci papainu. Jeho inhiti schopnost je ffimo Umérna koncentraci. Pro ekvimolarni
interakci inhibitoru a enzymu je geba o 2- 3 fady vysSi koncentrace inhibitoru nez enzymu.

To naznduje, Ze je jertast cystatinovych molekul je spravrenaturovana.
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Obr. 7. Inhibiéni aktivita rekombinantniho IRcystatinu

Méreni proteolytické aktivity papainu v zavislosti kancentraci cystatinu. Katalyticka aktivita papatmnda
metena pomoci od§peni fluorogenni zriky (7-amino-4-metylkumarin) ze syntetického peptichir-R-7-
amino-4-metylkumarin. E — papain a substrat v&eak pufru; pondry koncentraci jsou ve forl:E
(koncentrace papainu je ve vSech t@agh sndsich stejnd); Negat. kontrola — réakpufr se substratem.

4.6. ldentifikace, lokalizace a sekvenace dvouidalSystatifi z I. ricinus

Pomoci PCR s primery navrzenymi podle cystatirkliS€te |. scapularis sialostatin L a
sialostatin L2,(Tab. 1) byly v cDNA slinnych Zla#idtéte I. ricinus identifikovany dva dalSi
mozné cystatiny. Cystatin detekovany IS1 primerywgskytuje i ve sevni cDNA KliStte I.
ricinus (Obr. 8).
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L IS1T 182 IR 181 1S2 IR

| |
SG cDNAIR G cDNAIR

Obr. 8. Detekce ¥i cystatini v cDNA kliStéte I. ricinus

L — 100 bp marker; IS1 — primery pro sialostatinl&2 — primery pro sialostatin L2, IR — primery pro
IRcystatin; SG cDNA IR — cDNA ze slinnych Zl4z i |. ricinus, G cDNA IR — cDNA ze $eva kliSttel.
ricinus;

Sekvenaci PCR produkbyly urgeny zZejme¢ jako homologni geny sialostatinu L (IS1) a
sialostatinu L2 (1S2) v kliti 1. ricinus. Cislovani nazi cystatiri bylo zachovéano tak, jak je u
Klistéte 1. scapularis(Kotsyfakis et al., 2007). Porovnani parcialnietkkleotidovych sekvenci
cystatinu 1 4. scapularisal. ricinus vykazuje shodu 99 % (Obr. 10). Sekvence cystatiall
scapularisa I. ricinus je shodna z 82 % (Obr. 11). Cystatin z kli&tl. ricinus (GenBank
AJ547803), doposud nazyvany jako IRcystatin, jer@sjovan cystatin 3. U vSedh tystatiri

z klisgte I. ricinus jsou zachovany domény vazajici papain (Obr. 9).

Signalni sekvence p | Pl
IR3 (G, SG) ‘
OM1 (G)
OM2 (G, SG)
IS1(SG)
IS2(SG)
IR1 (G, SG)
IR2(SG)

P Il

IR3(G,sG) 70 VDHAKEMIENEIE KD T REHER Y DR rEM I@EARUNY I[PWEHTRE----——--~
owr(e) 71 v < Ol v B oo N P g O T v e R - -
OM2 (G, SG) 71 ESPVEKEGEVQEAEQWDAQQKSVAWHVNQREE——

Sl T YR LT LKVAESTCELT ST g YNKDRCHPKISSARHR TCTTV \EIRINT QleDK S VSIHEHEClahkeA
CICOINVEN T VR T LKVAESTC ELT ST vINKDINCONEWA A OR TCT TV YN L.OEEK SIS EECLENA
S IR k111K AES TCELTS TV DMCHPKENRARHR TCTT MESET OB SV S B i
so) 37 IR B R - 8 - NN R B GRARL -

Obr. 9. Porovnani aminokyselinové sekvence kli&tich cystatini

Castené sekvence névidentifikovanych cystatii klidtéte I. ricinus, IR1 a IR2, byly porovnany (ClustalW)
se znamymi sekvencemi cystdtiklistat I. ricinus, IR3 (GenBank AJ547803), scapularis IS1 (GenBank
AF483724) a 1S2 (GenBankbQ066048) aO. moubataOM1 (GenBank AY521024) a OM2 (GenBank
AY547735). Pravéipodobné misto odfteni signalni sekvence bylo¢eno programem SignalP 3.0. Rl
jsou konzervované sekvence profeirtystatinové superrodiny umigdgici interakce s cysteinovymi
proteazami, tzv. papain-binding domains (Hof etE097). Nazn&eny jsou disulfidické riistky;

Is2
IR1

(
(
(
IS1(
(
(
IR2 (
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Cystatin 1

A)
IR1

IR1
IS1 6
IR1
IS1
IR1
IS1
IR1
IS1
IR1
IS1
IR1
IS1
IR1
IS1
IR1
IS1
IR1
IS1
IR1

IS1

1 CTTCGCTTTGGTCCTTCTGCTCGGCGGCGTGGCAGTCTGTGTCGCCACGGGAGTEITC
IIIII|||I|IIII||I|IIIII|I|I| ([T

CTTCGCTTTGGTCCTTCTGCTCGGCGGCATGGCAGTCTGTGTCGCCACGGGAGTBUTC

61 AGGCTACAGCGAGAGGGCGAACCACCAAGCCAACCCGGAGTTTCEGABBCTS 120

I|II|I|||I|II|III|||II|IIIII|II|IIIII|II| [T
AGGCTACAGCGAGAGGGCGAACCACCAAGCCAACCCGGAGTTTCEGABECTS 120

121 CGCGACTTCGACTTGGTCCGCTCAGCAGCCCGGCAAAACTTCGACACCGTAGCTGA 180

TR R RRRE T [T
121 CGCGACTTCGACTTGGTCCGCTCAGCAGCCCGGCAAAACTTCCGACACCGTAGCTGA 180

181 GGTGCTCAAAGTAGAGACGAGGTTGTTGCTGGAACCAACTACAGACTGACGCTCAAGGT 240

lif LR R
181 GGTGGTCAAAGTAGAGACGACGT TGT TCCTGGAACCAACTACAGACTGACGCTCAAGGT 240

241 CGCAGAGTCGACCTGCGAACTCACGTCCACGTACAACAEAGCTGCCTACCCAAAGC 300

TR [T
241 CGCAGAGTCGACCTGCGAACTCACGTCCACGTACAACAXIAECTGCCTACCCAAAGC 300

301 AGACGCGGCGCACAGGACTTGCACGACTGTCGTTTTC&EGAGCAGGGAGACAAGTC 360

LG RRRREAY g LILLAATRLILILEY
301 AGACGCGGCGCACAGGACTTGCACGACTGTCGTTTTCAAGAGCAGGGAGACAAGTC 360

361 CGTCAGCTCCTCCGAGTGTGAAGCCGCATAGAAGTCCMAICTTATTGACCCTCCATT 420

1111 (|| | LTI
361 CGTCAGCCCCTTCGAGTGTGAAGCCGCATAGAAGTCCAITFTATTGACCCTCCATT 419

421 GTTTGTCACGTGATGATTGCATCGTCTTCGATTGCTTCTO&GCTTTCTGTCTCGTCCT 480

TR SRR [T
420 GTTTGTCACGTGATGATTGCATCGTCTTCGATTGCTTCTLGCTTTCTGTCTCGTCCT 479

481 CTTGGGGCGAACTTATTTTGTCATTCGTGACAATATGAGAIATACGGGCTCAATCGTC 540

TR [T
480 CTTGGGGCGAACTTATTTTGTCATTCGTGACAATATGAGBRTATACGGGCTCAATCGTC 539

541 TTCTAGACGAGAAGAGGTGTTTGTTGTGGCCTGGTCGCATTTAGCAGCCTTAACGA 600

[II]] oL e B TSR RRTRT LY
540 TTCTAGACAAGAAGGGTTTTTTGTTGTGGCCTGGTCGCETTTTAGCAGCCTTAACGA 599

601 CTTCGGTCGAACATGTTTTGCAAGGGTGGAGGTGCAAMIECTTTATTTCTGGEGAATG 660

ll LR RRRE AT I
600 CTTTGGTCGAACATGTTTTGCAAGGGTGGAGGTGCAAARBCTTTATTTCTGGGAATG 659

Obr. 10. Porovnani nukleotidovych sekvenci dvou cyetini IR1 a IS1

A) Porovnani parcidlnich nukleotidovych sekvenci hamoich cystatifi zI. ricinus a I. scapularis
Nesouhlas v sekvenci¢erné kostkygervert — primery, motle — domény vazajici papain | a Il;

B) Zobrazeni zatim znamé sekvence IBdrver — primery, mote — domény vazajici papain | a Il s jejich
piepisem do aminokyselinové sekvence, A a AS — serRsgisense primer;
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Cystatin 2

A)
IR2 1 GAACTCGCCCACTACGCTACGTCCACTTGGTCCGCCCAGCAGCCAGGCAAAACCCACTTC 60
TRV Ll LI m| ] [}
21 GAACTCGCCCACTACGCTACGTCCACTTGGTCCGCTCAGCAGCCCGGCAAGACTCACTTC 60

IR2 61 GACACCGTAGTAGAACTGGAGAAGGTCGAGAGTEGT TGT TGCAGGAACCAACTATAGA 120
[ u| m| wwi| wjj o m( s—- = ] u|||
IS2 61 GACACCGTAGTCGAAGTGCTGAAAGTCGAAACSEGACCGT TGCTGECACCAACTACAGA 120

IR2 121 CTGACGCTCAAGGTTGTTGARTCCGTCTGCGAACTCACBACGTACTCCAAGGAGGCC 180
[IHTH] m[||| | - o -] m]]]]]]] mjj| m| - -
IS2 121 CTGACGCTTAAGGTGGCCGAGTCCACCTGTGAACTCAGIILTACAATAAGGACACC 180

IR2 181 TGCACAGCCAAAGAAAATGCAGCACACAGGAACTGCAAARCATTTACCGGAACCTG 240
ll ma|||]||  wwj|f] ow| (om0
IS2 181 TGCCAAGCCAATGCAAATGCGGCGCAGAGGACTTGCACGRATTTACCGGAACCTG 240

IR2 241 CAAG 244

lIf
IS2 241 CAAG 244

B)
QVVA
1 S Pl AS 244
5- -3

Obr. 11. Porovnani nukleotidovych sekvenci dvou cyatinua IR2 a 1S2
A) Porovnani parcialnich nukleotidovych sekvenci hamoich cystatih zI. ricinus a |. scapularis
Nesouhlas v sekvenciéerné kostkygerverg — primery, mote — domény vazajici papain | a ll;
B) Zobrazeni zatim znamé sekvence IR@;veré — primery, mote — doména vazajici papain Il s jejim
piepisem do aminokyselinové sekvence, A a AS — sesgisense primer;
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5. Diskuze

Sekvence cystatinu 3 kl&e I. ricinus byla zvéejnéna pod pistupovyméislem AJ547803
(GenBank). Cystatiny para#ibyly poprvé popsany u parazitickych nema@dvolvulusa A.
viteae (Schierack et al., 2003). Funkci cystatim klistatech jako prvni popsal Karim et al.
(2005). Oba vySe zméni autdi pripisuji cystatiim parazitickych organizin schopnost
potlit imunitni systém hostitele. Tyto vysledky vyvolazdjem o cystatinové molekuly
v parazitech a zejména v kiégech. Cystatiny byly do dnesni doby popsanytv idistécich
druzich:A. americanun{Karim et al., 2005)l. scapularis(Kotsyfakis et al., 2006; Kotsyfakis
et al., 2007)B. microplus(Lima et al., 2006)H. longicornis(Zhou et al., 2006) &. moubata
(Grunclova et al., 2006).

Vlastnosti cystatifa v kliStéti 1. ricinus, hlavnim vektorem lymské borelidzy v Evigp
nebyly dosud publikovany. Hlavni cilem této pragdoboptimalizovat postup profipravu
aktivniho cystatinu & ricinus, aby tato molekula mohla byt podrobena ftmikn analyzam
zejména ve gevni tkani a slinnych zlazéach.

Optimalizace podminek praipraveni aktivniho cystatinu 3

Heterologni exprese rekombinantnich praieilo cytoplazmyE. coli ¢asto vede k tvokb
nerozpustnych inkluznichéltsek. Ziskani aktivni formy proteinu vyZzaduje raZpni
proteinovych molekul agregovanych v inkluznickiskach pomoci denatufaich ¢inidel,
v naSem fpadt 6M GuHCI, a naslednou postupnou renaturaci (ré&ighd Podminky
refoldingu byly optimalizovany metodou pokusu a d&umtgk, aby doslo k ne@Simu vytzku
renaturovaného proteinu.tl2zité slodeniny pro uspsSny refolding cystatinu 3 jsou 0,4M L-
Arginin a 20mM B-merkaptoetanol. L-Arginin zabfgje agregaci protein (Arakawa et
Tsumoto, 2003) $B-merkaptoetanol je silné redirk ¢inidlo umoziujici redukci nesprawn
zoxidovanych disulfidickych iistki.

Tké&iovy profil transkripce

Cystatin 3 se, podobBnako Om-cystatin 2 (Grunclova et al., 2006), tkaiimije v rekolika
raznych tkanich. Transkrgni aktivita je pravépodobré nejvyssi ve sew, naopak nejmensi
v trachejich. Cystatin 3,fffomny ve stew, ma Zejmé ochranou funkci fed endogennimi
protedzami uvokinych z prasklych travicich bgk v lumen steva, pop. ochrannou funkci
pied hostitelskymi proteazami nasatymi spolu s krvi.

Indukce transkripce IRcystatinu sanim

Béhem gipravné faze sani (2436 hodin) dochazi k malému nebo nedochazi k Zzadnému
traveni. Od nésledné pomalé fazéima intracelularni traveni naséaté krve (Sonnenshiagl).

S postupem traveni nasaté knadm pomalé faze se zvySuje transémipaktivita cystatinu 3.
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Toto pozorovani jasnprokazuje pimou souvislost cystatinu 3 a kl&tho traveni. Sanim
indukovanou transkripci cystatinu veesini tkani klis¢te H. longicornispozoroval i Zhou et
al. (2006).

Hlavni funkce cystatiin ve stewe samicl. ricinus je Z'ejm¢ ochrana vlastni tk&npied
endogennimi proteazami uveéhymi do lumen seva i lyze travicich busk. Cystatin 3 se
vzhledem Kk pozdni transkripci ve slinnych Zlazaadejme nelastni imunomodulaich
mechaniznmi v hostiteli. Imunomodulai vlastnosti naopak maji cystatiny v kéist I.
scapularis(Kotsyfakis et al., 2006).

Tkaiovy expresni profil

Western blot analyza cystatinu 8mesla zajimavé, al€iko interpretovatelné vysledky.
Vyrazné reakce protilatek s ti@ymi proteiny byly pozorovany v néekavanych oblastech
molekulovych hmotnosti. Rekombinantni cystatin 3 tbgtekovan v éekavané oblasti 15,9
kDa. Na moznou tvorbu cystatinovych dirharkazuje vyrazny a opakové&mozorovany 26
kDa produkt ve gevni tkani i ve slinnych Zlazach k& I. ricinus. Tk&ovy IRcystatin, bez
signalni sekvence a bez 6His-tag, ma molekulovathost jen 13 kDa (protein calculator
v3.3). Vysledna &ekavana velikost 26 kDa mozného homodimeru gesrp shoduje
s vysledky western blot analyzy. Neni vSak jasmaéymi interakcemi by byl homodimer
tvoren.

Druhym moznym vysétlenim vysledku této western blot analyzy je mogitda zKizena
reakce anti-IRcyst protilatek s jinymi proteinykanich klis¢te. Za tohoto fedpokladu by byl
cystatin 3 v tkanich pouze v minoritnich koncentrhc

Inhibi¢ni aktivita cystatinu

Krystalizace kiieciho cystatinu objasnila interakce mezi konzeragwa motivy cystatinu
a papainu (Bode et al., 1988). Vyrazna sekméishoda mezi kligcim a kdecim cystatinem
v konzervovanych doménach vysiuje schopnost cystatinu 3 inhibovat proteolytighkaktivitu
papainu. Schopnost cystatinu 3 inhibovat katalytickktivitu papainu také dokazuje moznost
inhibice cysteinovych proteaz papainové rodiny 5tki. Ve stew klistéte I. ricinus se
transkribuje z této rodiny cathepsin B, L a C (So@t al., 2008). Cystatin Fgm¢ chrani
vlastni tkd pred €mito proteazami.

Klistéci saméi stevni epitel funguje také jako druhotny zdroj viggainu (Sonenshine,
1991). Vysoka vitelogeneze je nezbytnym pochodemdtdd umoujici jejich zn&nou
ovipozici. Cathepsin L a C se transkribuje ve tajkach i vajékach kliséte 1. ricinus, coz
nazng&uje moznou roli cathepsinv tvorke a vyvoji vajiek. Klis€ci cystatiny tak mohou byt

regul&nim ¢lankem €chto pochod.
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VSechny ii cystatiny zl. ricinus se transkribuji ve slinnych zZlazach. Cystatincystatin 2
z Klisgte I. ricinus jsou zejme, diky zn&né shod se sialostatiny, schopné inhibice lidskych
cysteinovych protedz papainového tymiasinicich se fagolysozomalnich zpracovani antigenu,
coz mize byt dilezitym mechanizmem Kli&e, jak se vyhnout imunitnimu systému hostitele
po rékolikadenni dobu sani (Kotsyfakis et al., 2007).

Cystatiny z klistte . ricinus mohou hrat dlezitou roli v regulaci endogennich proteaz ve
strevni tké&ni. Jejich inhildni schopnosti rizou slouZit jako ochranny systérred posSkozenim
vlastni stevni tkar. Cystatiny sekretované ze slinnych Zlaz magjm¢ hlavni funkci
v regulaci exogennich, hostitelskych, prote&astnicich se imunitnich odpsli. Cystatiny
ve vajénikach mohou fispivat k mechanizém chranici vajika ped gedtasnym zranim.
Cystatiny tedy mohou ovlitovat schopnost traveni a sani a zatiaegulovat vlastni ochranu a
reprodukci.

Sekvenace cystaiire |. ricinus

Cystatiny obsahujifit ¢asti (moduly), které jsou ¥sném kontaktu s aktivnim mistem
papainu (Machleidt et al., 1989). Na N-konci amiyeinové sekvence sialostatinu L je
prvnim pravdpodobnym mistem interakce konzervovany glycin,(Rdtsyfakis et al., 2006),
ktery se ale u ostatnich organizmyskytuje v jiném kontextu okolnich aminokyselkureci
cystatin (Machleidt et al., 1989), lidsky cystafitof et al., 1997), aj. Druhy cystatinovy modul
slouzici k interakci s papainem je prvni vlasenkewdtka obsahujici konsensus sekvence
QVVAG konzervovany tért ve vSechtlenech cystatinové superrodiny, P 1l (Machleidalet
1989). Tretim mistem interakce je druha vlasenkova&m@aybsahujici konzervovany tryptofan
v kontextu PW, P Il (Bode et al., 1988)¢INeré cystatiny maji navic SND doménu k interakci
s legumainem (aspartatova proteaza) (Schieradk €08a3).

V now identifikovanych cystatinech kli&e I. ricinus jsou zachovany prvni dva moduly
k vazle s papainem, Pl a PII. V blizkosti C-konce se fgindisulfidické nustky, které jsou
typické pro sekretované cystatiny (Vray et al., 20R\bsenceittiho modulu u sialostatinu L
zpisobuje snizenou afinitu ke cathepsinu B a H (Bgir&l., 1996). Bjork et al. (1996) usuzuje,
Ze tato doménafipiva k interakci cystatin se vSemi cysteinovymi protedzami papainové
rodiny tim, Ze udrzuje inhibitor navazany na enzymvytvareni komplexu enzym-inhibitor.
Cystatin 1 a cystatin 2 mohou mit diky absencilRa Nysoké sekveimi shod@ se sialostatiny

U Zzadného ze zkoumanych cystatih ricinus nebyl nalezen SND motiv Kk interakci s
proteazami legumainového typu. Tyto proteazy &astini zpracovani antigenu pro MHC Il

prezentaci (Manoury et al.,, 1998). Cystatiny z ti&t& I. ricinus tedy pravdpodobré
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neovliviiuji hostitelovu MHC Il prezentaci antigenu. Totoz®ni je v souladu s pozorovanim
Grunclové et al. (2006), Zze zadné KigStcystatiny nejsou schopny inhibovat legumainové
proteazy.

Vyrazné delece a substituce mezi pozicemi 44 afd#9 IR3) a lokalizace transkripce
jednotlivych cystatii ukazuji na jejich mozné kastovani do dvou ftmkh skupin. Sevni
cystatiny IR3, OM1 a OM2 seigjm¢ Ucastni pochodl pii regulaci endogennich proteadz ve
strew klisStéte a tim brani kligti stevni tk&. Cystatiny ze slinnych Zl4z IR1, IR2, IS1, I1S2
vytvaii druhou funkni skupinu. Tyto cystatiny maji odliSnou primarrtrugturu oproti
sttevnim cystatioBm a Zejm¢ se podileji na regulaci exogennich proteaz, a umoziuji
aspEsné sani kliste.

Zawrem — byly optimalizovany podminky proffpravu aktivniho cystatinu 3. Aktivita
enzymu byla ottena proti rostlinnému papainu. Tavy profil transkripce ukazuje, Ze
cystatin 3 se kromfunkci aGtekavanych ve g\ a slinnych zlazach budeastnit i pochod ve
vajeinikach, trachejich a malpighiho trubicich. Cystatie stevni tkani jsou &ejmeé primarreé
namieny proti endogennim proteazam. Naproti tomu, tiystaze slinnych Zlaz jsou
pravdEpodobré uréeny k inhibici exogennich proteaz. Transkripce atyst 3 je indukovana
sanim a jeho transkdpi aktivita roste s dobou sani. Byly objeveny dalsa cystatiny
v klit&ti 1. ricinus, cystatin 1 a cystatin 2. Tyto cystatiny budouéptiosekvenovany, pop
exprimovany, aby mohly byt wvyuzity k fudkim analyzdm, zejména v oblasti
imunomodulénich schopnosti proti exogennim protedzam. SchapmdgisStécich cystatif
ovlivnit imunitu hostitele v migtsani se zabyva grant: Imunomoduliavlastnosti kligicich
cystatini (KJB 500960702)feSitel Jii Salat, Ph.D. NaSim dalSim cilem bude zjistit ftink

cystatinu 3n vivo pii sani samic kligte . ricinus.
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