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1.Uvod

1.11xodes ricinugklisté obecné)

Ixodes ricinusje krev sajici roztd z ¢eledi Ixodidae MiZeme se s nim setkat v mirném
pasmu Evropy a Asie, ale i v severni Africe. Klipteferuje teplé vihké biotopy, idedlni jsou

listnaté az smiSené lesy s dostafen podrostem.

Klist¢ béhem svého Zivotniho cyklu, ktery trva 2-3 roky, ghrazic¢tyimi vyvojovymi stadii
(vajicko, Sestinoha larva, osminoha nymfa, imago) a kaka#ium saje pouze jednou a na jiném
hostiteli. Po nasati nasleduje odpadnuti od hdstitevlekani a metamorféza v nasledujici
stadium (u larev a nymf), wipadt oplodréné samice dochazi po sani k nakladeni velkékitupo

vajicek a posléze k smrti.

Mezi nejzavaz&Si patogeny fenaSené Kklistem |. ricinus pati spirochétaBorrelia
burgdorferi sensu lato, Zsobujici lymeskou boreliézu, a virus Kié&é encefalitidy (Nutall,
1999).

larva

Obr.¢.1: Aktivni vyvojova stadia klistéte |. ricinus.

1.2 Stevo klig’at

Strevo je nej¥tSim organem kligte. Jeho hlavnimi Glohami v Zivotéchto ¢lenoval jsou

skladovani a traveni nasaté krve. Zaroweii prvni rozhrani, kde dochazi k interakci



vektor-patogen. ii@nos &chto patogeh je Uzce spjat se sanim krve (Horn et al., 2009). S
vyjimkou intralumenalni hemolyzy probihd degradas®zek krve intracelulagn (tzv.
heterofagie) (Balashov, 1972). Tento typ travendyj@necny oproti krev sajicimu hmyzu, kde k

trAdveni dochazi v lumenistva.
Strevni epitel kligat se sklada ze dvou zakladnichitygurek:
a) Nediferenciované hiky (UDC)
b) Diferenciované travici hiky (DGC)

UDC buiky funguji jako kmenové hiky, ze kterych se dhem p@ateni faze sani stavaji
DGC (Coons et al., 1986). DGCitky jsou na lumenalni strarpokryty mikroklky a obsahuji

velké mnozstvi endosaima residualnichétisek (hemosori).
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Obr.&.2: Rez stevem kli&te |. ricinus ve &vrtém dni séni. UDC — nediferenciované killy, DGC —

diferenciované travici hitky (Pénickova, 2009). Hemoglobin meat ve stews formuje krystalické agregaty.



1.3 Sani krve

Sani kli¥at celedi Ixodidae trva 3-15 dni v zavislosti na stadiu a druhu (Batv, 1972;
Logan et al., 1989; Jingze et al., 2005k sk nait faze:

1) Pripravné faze
2) Pomalé sani
3) Rychlé sani

Béhem gipravné faze (24-36 hodin) j&iem krve velmi maly a neni zaznamenana travici
aktivita. Nasledné pomalé sani (6-9 dni) se vyuajeaproliferaci UDC buk a ristem stevniho
epitelu. Krev je pomalu nasavana a kontingdhavena uvnit travicich busk. Ziviny jsou do
burgk transportovany pinocytézou a receptory zgemtovanou endocytozoucBem této faze
dochazi k pgeni. Rychlé sani je iniciovano uveélim spermatu do reprodérkiho traktu samice.
Za 12-36 hodin ztSi samice az stonasabrsvou vahu nasatou krvi, kterd je vyuzita k

vitelogenezi a tvorbvajicek (Sonenshine, 1991).

1.4 Traveni klistte . ricinus

Sani a traveni krve jsou nezbytné aktivity kli§t Krev je bohatym zdrojem protéim Zivin
pro vSechny anabolické procesy (Grandjean, 1984gvriimi travenymi slozkami krve jsou
hemoglobin a albumin. Traveni hemoglobinu je utiiSnarozdil od krev sajiciho hmyzu, ktery
vyuziva k proteolyze serinové protedzy, zpmedkovano souborem cysteinovych a

aspartatovych proteaz.

V souwtasné dob je traveni hostitelskych protéimejlépe popsano u kl&e |I. ricinus, kde
byly ve stew identifikovany ¢tyii cysteinové proteadzy (katepsin B, L, C, legumanjedna
aspartatova protedg&atepsin D) (Sojka et al., 2008). Identifikovanys®m proteaz je velmi
podobny proteolytickym enzyim podilejicim se na traveni hostitelské krve wdgneticky
vzdalenych organistnjako jsou napp nematoda (Williamson et al., 2003), schistoso@gfirey
et al., 2004) nebo malaricky prvékasmodiumRosenthal, 2004).



Traveni hemoglobinu

Degradace hemoglobinu probihd nejoptinijlnv kyselém prosedi (pH 3,5-4,5).
Hemoglobin je nejprve nagten na velké fragmenty (8-11 kDa) katepsinem D pteElpym
endopeptidazovymi aktivitami legumainu a katepsihu V dalSi fazi se uplauje
endopeptidazova aktivita katepsinu B, ktery hydzojg velké fragmenty na mensi (3-5 kDa).
Cely process je uk@en naStpenim malych fragmefitna dipeptidy pomoci katepsinu C (z

N-konce) a katepsinu B (z C-konce) (Horn et alQ90
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Obr.¢.4: Schéma degradace hemoglobinu u kl&e | . ricinus.(dle Horn et al., 2009)

Detoxifikace hemu

Jednim z problél se kterym se musi kiigta a ostatni krev sajici paraziti vyadat, je fakt,
Ze i trAdveni hemoglobinu vznika obrovské mnozstvi hetdam dokaze katalyzovat tvorbu
kyslikovych radikal (Lara et al., 2003) a navic je schopen se asocisviasfolipidovymi
membranami a tim narusit jejich strukturu (Schreittal., 1993). Krev sajici organismy si
vyvinuly nekolik strategii, jak hem neutralizovat. Nidgad Schistosoma mansomsie brani

biokrystalizaci hemu do nerozpustnych agrég@tzyvanych hemozoiny (Oliveira et al., 2000).
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Klistata hem shlukuji do nekrystalickych agrégat poté ukladaji do vezikul nazyvanych

hemosomy (Lara et al., 2003), gopesidualnidliska (Sonenshine, 1991).

1.5 Proteazy

Proteolytické enzymy katalyzuji &teni peptidovych vazeb v makromolekularnich
proteinech a oligomernich peptidech. Protedzy hdntifikovany ve vSech biologickych
systémech od Mir az po obratlovce. Reprezentuji jednu z #&&jich funknich tid proteiri
(Harris et Craik, 2000). Az @vprocenta vSech exprimovanych gen organismech zaujimaji
praw tyto enzymy (Sajid et McKerrow, 2002). Jejich kekti se pohybuji od 10 kDa velkych

monomet az po ®kolik stovek kDa velkych multimernich kompl&x
Klasifikace proteaz

Existuje rekolik hledisek dleni protedz. Podle mista, kde enzympBtsubstrat, &ime
proteazy na exopeptidazy (na N- nebo C- konci geptebo endopeptidazy (uvingeptidového
fettzce). Z hlediska katalytického typu sélidporotedzy nactyii hlavni (serinové, cysteinoveé,
aspartatove, metaloproteazy) a ¢&dv vedlejsi (threoninove, glutamoveé)
(http://merops.sanger.ac.uk). Ty se dale imanji do klami (proteazy odvozené od spatého

piedka) a do rodin (proteazy si podobné v dané skupin
Proteazy parazitickych organisim

Protedzy hraji mnoho Kibvych roli v biologii parazit. Nékteré vyznamné funkce jsou
shrnuty vTab.¢.1 (McKerrow et al., 2006).



Tab.¢.1: Protedzy a jejich funkce v parazitechUpraveno dle McKerrow et al. (2006)

Trida proteaz

Funkce u pardzit

Priklad parazita

Cysteinové

Invaze do tkani

Schistosoma mansoni, Fascid

Degradace zivin

Ixodidae, Plasmodium

Vyhnuti se imunitni odpadi

Trypanosoma cruzi

Aspartatove Degradace Zivin Ixodidae, Plasmodium
Antikoagulace helminti
Serinove
Invaze do tkani schistosomy
Antikoagulace helminti
Metaloproteazy Invaze do tkani larvy helmitit
Degradace Zivin Plasmodium

1.6 Cysteinové protedzy

Cysteinové protedzy jsou intenzé/rexprimovany ve vSech organismech od rostlin po

Zivocichy a byly dokonce identifikovany u vima bakterii. Tyto enzymy plni mnoho specifickych

funkci jako nap prezentace antigenu, degradace prétemktivace proenzyiha zarové jsou

zodpo¥dné za mnoha onemasri pii jejich nedostatku (dysplazie kosti, Papillon-hete

syndrom) nebo nadbytku (osteoporoza, atherosklerékavina) (Lecaille, 2002).

U paraziti se cysteinové proteazy uplaji pifi invazi do tkani nebo bwk, degradaci
hostitelskych proteiin excystaci atd. (Sajid et McKerrow, 2002). Z tahafivodu se o nich

uvazuje jako o slibnych kandidatech pidppavuraznych I€iv a vakcin.



Mechanismus katalyzy

Aktivni misto cysteinovych proteaz je velmi konzerané a skldda se z nukleofilni thiolové
skupiny cysteinu a imidazolového zbytku histidiktery funguje jako donor protonu. Navic jsou

tyto zbytky aminokyseligasto stabilizovany postrannif@ttzcem asparaginu.

Beéhem hydrolyzy atakuje nukleofilni thiolova skupikarbonylovy uhlik Stepené peptidické
vazby a vznika tetrahedralni meziprodukt, kterystabilizuje pomoci tzv. oxyanionové diry
(Ménard, 1992). Meziprodukt se poté transformujeedpym-substratoveho thioesteru a zafiove
dochazi k acylaci a uvaini C-koncovésasti substratu. iPzawretné deacylaci se hydrolyzuje
vazba enzymu a N-koncou@sti proteinu a vysledkem je regenerovany enzyrnz&tpeny

substrat (Lecaille, 2002).
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Obr.¢.3: Mechanismus katalyzy cysteinové protedzyrevzato z Lecaille, 2002
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1.7 Katepsin C (IrCC) kliste . ricinus

Katepsin C (dipeptidyl peptidaza 1) s&di mezi cysteinové proteazy, klanu CA a rodiny C1
(Barret, 1998). Tato exopeptidaza je schopnaépdsat dipeptidy z N-konce proteinu nebo
oligopeptidu. Lidsky katepsin C se vyskytuje venfidrtetrameru, icemz kazda podjednotka se
sklada z pro-regionu¢zkého a lehkéheetézce (Dolenc et al., 1995; Ciget al., 1998; Cigi et
al., 2000). Podobna struktura siegqpoklada i J. ricinus. V I. ricinus byl IrCC detekovan ve
vSech vyvojovych stadiichcetrg vajicek. Z tkdoveho profilu vime, Ze se IrCC nachézi kkom
stteva, kde se podili na traveni, i ve slinnych Zlaz&ojka et al., 2008). Uloha katepsinu C ve

slinnych Zlazach neni zatinigsré znama.
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2. Cile préce
Amplifikace a zaklonovani IrCC do expresniho veltaieni sekvence.
Priprava rekombinantniho katepsinu C Kiigt. ricinusv bakterialnim systémi. coli.

Priprava krakich polyklonélnich protilatek proti katepsinu Jefch purifikace metodou
afinitni chromatografie
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3. Material a metody

3.1 NavrZeni priméra amplifikace genu (PCR)

Podle znamé sekvence IrCC (GenBank: EU128750) balyrZzeny gen-specifické primery
(Tab.€¢.2) vhodné pro zaklonovani do expresniho vektoruo Jaknplat pro amplifikaci byla
pouzita cDNA ze sevni tkarg samicl. ricinusv 6. dni sani. PCR produkty byly izolovany z 1%
agarézového gelu pomoci QIAquitiGel Extraction Kitu (QIAGEN).

3.2 Gelova elektroforéza

Fragmenty DNA byly rozéleny na 1% agar6zovém gelu ve stejné&srém elektrickém poli
(100 V) po dobu 30 min. Gel a elektrody byly ptemy v TAE pufru (na 1 litr pufru — 4,84 g
Tris, 2 ml 0,5M NgEDTA pH 8, 1,142 ml konc. kyseliny octové).

3.3 DNA klonovani

PCR amplikony byly zaklonovany do pET 100/D-TOPQ@ektoru podle navodu k
Champion’ pET Directional TOP®kitu (Invitrogen). Konstrukty byly transformovany @®ne
Shot TOPO TA Clonin§ TOP10 chemicky kompetentni&h coli bursk (Invitrogen). Buky
byly vysety na plotny se selektivnim antibiotikeam(icilin 50pg/ml). Z vybranyckolonii byly

ptipraveny miniprepy a izolovany plazmidy pomoci Highre Plasmid Isolation Kit (Roche).

Byla provedena kontrolni PCR reakce (primery viab.¢.2) a pozitivni plazmidy byly
sekvenovany v obou smrech za pouziti T7 a T7R primiefinvitrogen) [ab.¢.2).

Plazmidy byly sekvenovany v labor#tgenomiky (Biologické centrum AUR, v.v.i.,Ceské

Budgjovice) sekvenatorem Applied Biosystems 3130x1.
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Tab.¢.2: Pouzité primery.

Metoda Primer Sekvence
N CathC-pET100-S 5-CAC CGA CACCCCGTCCAAC-3
Amplifikace genu
CathC-pET100-AS 5-CGT TCA CGG GAT CGG -3
CathC-RT1-S 5-CCA CCC GGG ACCCCTACAACACC-3
Kontrolni PCR
CathC-RT1-AS 5- GGA AGC CGC CCT CGC AAC C -3
T7 Forward 5- TAA TAC GAC TCA CTATAG GG -3
Sekvenovani
T7 Reverse 5-TAG TAATTG CTC AGC GGT GG -3

3.4 Transformace do expresnich &kiE.coli a pilotni exprese

Sekvenaci ostené konstrukty byly transformovany do BL21 StafDE3) One shét
chemicky kompetentnicte. coli bursk dle protokolu Champion pET Expression System

(Invitrogen).
Pilotni exprese

K buitkdm bylo gidano 250 pl S.O.C. média (2% trypton, 0,5% kvasuykextrakt, 10mM
NacCl, 2,5mM KCI, 10mM MgCJ, 10mM MgSQ, 10mM glukéza) a byly inkubovany 30 min na
trepa&ce i 37°C a 200 ot&kach (rpm). Transforntai reakce byla potéiplana do 10 ml LB
média (1% trypton, 0,5% kvasinkovy extrakt, 1% Na@bda) s ampicilinem o koncentraci
50 pug/ml a byla inkubovana za stejnych podminigs moc. Z narostlé kultury bylo odebrano
500 pl a inokulovano do novych 10 ml LB média. Kt se nechala n&t na ORy= 0,8 a
poté byla rozdena na d¥ kultury po 5 ml, jedna byla indukovana Isoprogyl-
Dithiogalaktopyranosidem (IPTG) o kame koncentraci 0,5 mM a z kultury bylo odebrano
500 pl (exprese vase t = 0 h), druhaigtala neindukovana jako negativni kontrolag@bltury
se inkubovaly 6 hodin naepace @i 37°C a 200 rpm a v 1,5 hodinovych intervalechobyl
odebirdno 500 ul kultury (exprese&asech t = 1,5 h; 3 h; 4,5 h; 6 h). Odebrané vzdnjly
stateny v mikrocentrifuze 1 minutuiipl3 000 rpm. Pelet byl resuspendovan v ¢ydm pufru
6GO0mM KoHPO,, 400mM NaCl, 100mM KCI, 10% glycerol, 0,5% Tritag-100, 10mM
imidazol, pH 7,8) a poté zmrazen v tekutém dusilaps rozmrazen $ 42°C. Tento krok byl

opakovan jest dvakrat a lyzované likky byly znovu stéeny. Takto byly ziskany a@vfrakce
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proteini, nerozpustné proteiny (pelet) a rozpustné (supentja OlE frakce byly rozdleny na
gradientovém (5-17%) polyakrylamidovém gelu pon®®ioS-PAGE.

Po pilotni expresi byla provedena i vlastni exeresoteinu. Do 1 litru LB média s 1%

glukézou bylo pidano 10 ml pedem pipravené kultury.

V pritomnosti  glukézy dochazi k zablokovani lac operomxprese rekombinantniho

proteinu je velmi mala a lilky se mnozi.

Po dosazeni Odgy0,5-0,8 byla kultura centrifugovandi 3500 g / 10 min, resuspendovana

v 1 litru LB média bez glukdzy a indukovana IPT®ame&né koncentraci 0,5mM.

3.5 SDS-PAGE (polyakrylamidova elektroforéza)

Polyakrylamidova elektroforéza probiha ve stejnérsiem elektrickém poli (U = 100-200 V)
v elektroforetickém pufru (25mM Tris, 192mM glycir,1% SDS). Vzorky bylyredny
v redukujicim vzorkovém pufru (do 10 ml — 1,25 mbM NaCl, 1 ml glycerolu, 0,4 ml
merkaptoetanolu, 0,01 g bromfenolové mpd,2 g SDS, doplnit do 10 ml vodou) s
dithiotreitolem v pordru 4:1. Red vlastni elektroforézou byly vzorky denaturovargrem.
Vzorky byly poté nanaSeny na gradientovy polyakmyjtiovy gel (5-17%) spolu s markerem
molekulovych hmotnosti LMW (GE Healthcare). Po slani elektroforézy byly gely barveny
v Coomassie briliant blue.

3.6 Izolace inkluznichstisek

Bakterialni pelet byl resuspendovan v resuspémda pufru (20mM Tris-Cl, pH 8),
sonikovan po dobu 1 minuty a poté o @i 10000 g / 10 min / 4°C. Pelet byl dale
resupendovan v izataim pufru (2M mg@ovina, 20mM Tris-Cl, 0,5M NaCl, 10mM imidazol,
1mM 2-merkaptoetanol, 2% Triton X-100, pH 8), $@vian 1 minutu a centrifugovan 10 minut
pii 10 000 g a 4°C. Tento krok byl proveden celkaikrét. V poslednim kroku byl pelet
resuspendovan v solubiligam pufru (6M guanidin hydrochlorid, 20mM Tris-@,5M NacCl,
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5mM imidazol, 1mM 2-merkaptoetanol, pH 8) a byl hé#in na magnetickém michadl& p
laboratorni teplat pres noc. Rozpudty pelet byl centrifugovanip10 000 g / 15 min / 4°C a
supernatant byl filtrovanips 0,22 um filtr MilleXGP (Millipore).

3.7 Purifikace proteinu

Fuzni protein s His-tagem na N-kormyl purifikovan z rozpughych inkluznich &lisek na
chelat&ni kolors s navazanymi Nf ionty. Jako sorbent byla pouZita chetafasefaréza (GE
Healthcare). Kolona byla ekvilibrovana pufrem A (8wcovina, 0,5M NaCl, 50mM Tris, pH

8,5). Protein byl eluovan linearnim gradientem O,Bh\tazolu v pufru B (8M méovina, 0,5M

imidazol,

0,5M NacCl,

50mM Tris,

pH 8,5).

eh  purifikace byl

monitorovan

spektrofotometricky $ L = 280nm a vybrané frakce byly &eny metodou SDS-PAGE.

3.8 Renaturace proteinu

Z 12 ml purifikovaného proteinu byly odebrany 3 elvyfedny pufrem A na kongy

objem 10 ml o koncentraci 250 pg/ml. Protein bylgiovan v gkolika roztocich Tab.¢.3),
které byly obndiiovany kazdych 12 hodin. K dialyze bylo pouZito gitni stevo VISKING®

(Serva) o piméru 16 mm. Mezitvrtym a patym roztokem bylo dialy&ai stevo vynenéno za

nove.

Tab.¢.3: SloZeni dialyz#&nich roztoka p¥#i renaturaci rekombinantniho proteinu

1. roztok 2. roztok 3. roztok 4. roztok 5. roztok
4M maovina 2M moovina 1M macovina 150mM NacCl 150mM NacCl
150mM NacCl 150mM NacCl 150mM NacCl 50mM Tris-Cl 50mM Tris-Cl
50mM Tris-Cl 50mM Tris-Cl 50mM Tris-ClI 20% Glycerol
20% Glycerol 20% Glycerol 20% Glycerol 20mM

20mM 20mM 20mM merkaptoetanol
merkaptoetanol| merkaptoetanol| merkaptoetanol
vV=05I,pH85| Vv=051,pH85 V=05I,pH8bFV=051,pH85| V=051, pH8,5

16



3.9 Riprava kralgich polyklonalnich protilatek

150 pg renaturovaného proteinu bylo smichano gd@@kompletniho Freundova adjuvans
na finalni objem 1 ml a bylo subkutéanimjikovano do kralika. Imunizace byla opakovana
¢tyiikrat v 10-14ti dennich intervalech. Krev byla odieta deset dni po posledni injikaci (dle
Kop&ek et al., 2003). Krev se nechala st&spnoc fi 4°C a poté bylo centrifugaci oéldno

sérum.

3.10 Izolace imunoglobulinové frakce z kidlhio séra

10 ml kralgiho séra bylo smichano s 20 ml 50mM Na-acetatopéifim (pH 5,2). Za stalého
michani na magnetickém michadle se v 3 minutovytervalech fidavaly davky kyseliny
kaprylové (celkem 10 davek po 75 pl). Po 90 minmtadchani byla suspenze centrifugovana
10 min @ 5000 g, supernatant byl filtrovanigs filtratni papir a dialyzovanips noc proti
2 litram 5mM NgaHPQ, pii 4°C.

3.11 Purifikace specifickych protilatek metodouwnéfii chromatografie

Priprava fuzniho proteinu k navazani na kolonu

Fazni katepsin C byl postupnou dialyzou (roztoky Viab.¢.4) preveden z pufru A do
vazebneého pufru (0,5M NaCl, 100mM NaHg@H 8,3).

Tab.¢.4: SloZeni dialyz&nich roztoka pro vazbu rekombinantniho proteinu na afinitni kolonu

1. roztok 2. roztok 3. roztok 4. roztok 5. roztok
4M mogovina 2M modovina 1M maoovina 0,5M masovina 0,5M NacCl
150mM NacCl 0,5M NacCl 0,5M NacCl 0,5M NacCl 100mM NaHCQ

100mM NaHCQ
20% Glycerol

100mM NaHCQ
20% Glycerol

100mM NaHCQ
20% Glycerol

100mM NaHCQ
20% Glycerol

20mM 20mM 20mM 20mM
merkaptoetanol | merkaptoetanol| merkaptoetanol| merkaptoetanol
vV=05Il,pH83| Vv=051,pH83 V=051,pH838V=05I1pH83| V=051 pH38,3
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Priprava afinitni kolony

0,5 g CNBr-aktivované sefar6zy 4B (GE Healthcangd lIsuspendovano v 20 ml 1mM HCI
a michano plastovou Bkou 30 min. Nabobtnala sefar6za byl@mesena do nélevky s fritou a
promyvana 15 minut roztokem 1mM HCI a poté resudpeana ve vazebném pufru (0,5M
NaCl, 100mM NaHC@ pH 8,3). Nasledh se k resuspendované sefarézéglo 2,5 mg
rekombinantniho katepsinu C. 8snse nechala 2 hodiny michat na &ofen inkubatoru za
laboratorni teploty a poté se centrifugovala 10 piird0 g. Pro obsazeni volnych aktivovanych
CNBr mist bylo k peletu fddno 10 ml blokovaciho pufru (0,2M Glycin, pH 8)irikubace
probihala 16 hodinip4°C. Supernatant byl odebran Pasteurovou pipatpalet byl v ndlevce
s fritou celkem ptkrat stidaw promyvan vazebnym pufrem a octanovym pufrem (ON&CI,
0,1M octan amonny, pH 4). Nakonec byla sefar6zasmsndovana ve sterilnim PBS pufru

(phosphate buffered saline) sepesena do kolony, ve které itN@ stacionarni fazi.
Afinitni chromatografie

Kolona byla ekvilibrovana sterilnim PBS pufrem a k@donu byla nanesena izolovana Ig
frakce @i pratoku 0,1 ml/min. Aparatura byla znovu ekvilibrovasteriinim PBS pufrem do
dosaZeni zékladni linie. Protilatky byly eluovanys&lym pufrem (0,2M glycin, 0,15M NacCl,
pH 2,2). Piéibéh chromatofrafie byl monitorovan spektrofotometyighti A = 280 nm. Vybrané
frakce byly zneutralizovany roztokem 1M TrisutitBmnost protilatek ve vybranych frakcich
byla owiena pomoci Dot blot analyzy na nitrocelulézové memb(NC) (Biometr&). Na NC
membranu byla nanesenézmna redni rekombinantniho katepsinu C, ktery byl detekovan
primarnimi protilatkami v jednotlivych frakcich. Kia sekundéarni protilatky byly pouZzity
SWAR/Px (Sevapharma a.s.). Vysledek byl vizualizovd®,1M Tris-CI (pH 7,5) pomoci DAB
barveni (0,6% 3,3 -diaminobenzidinu) a 0,03% petoxiodiku.
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3.12 Dynamika exprese katepsinu C wewtl. ricinus

Priprava stevnich homogenat

Vypitvana steva samic kliste byla vyprana v PBS pufru a naslédrhomogenizovana
v 1,5 ml mikrozkumavkach vifiomnosti 5x SDS-PAGE vzorkového pufru a dithidoki,
povaena a stéena i 15 000 rpm / 5 min. Supernatant byl skladovag@’c.

Western blot

Proteiny homogenatuistvni tkar samic v iznémcase sani byly rozéeny pomoci SDS-
PAGE. Po ukoteni elektoforézy byl gel s membranou a fitxBmi papiry ekvilibrovan
v blotovacim pufru (25mM Tris, 192mM glycin, 0,02%DS) s metanolem. Proteiny byly
pienaSeny na Polyvinyliden-fluoridovou membranu (PYOMillipore) po dobu 90 min za
konstantniho proudu 200 mA. Po ukeni genosu byla kontrolngast membrany obarvena
v Coomasie briliant blue. Membrana byla nastedrkubovana 60 min v 5% roztoku mléka za
Gcelem vyblokovani nespecifickych mist. Po promyHBS-Tweenu bylaifdana 100x ngedéna
purifikovana primarni anti-IrCC protilatka. Jakoksadarni protilatka byla vyuzita 1000x
naednd SWAR/Px protilatka (Sevapharma a.s.). Westeot byl vyvolan v 0,1M Tris-Cl

pomoci DAB barveni a 0,03% peroxidu vodiku.
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Amplifikace genu pro IrCC

Gen pro IrCC byl amplifikovan zeistyni cDNA kliSEte Ixodes ricinugpomoci specifickych
primeri (Tab.¢.2). Primery byly navrzeny tak, aby zahrnovaly potramslatovanou oblast bez
signalniho peptidu. Z tohotaidodu je PCR amplikon kratSiifplizné 1350bp), nez je udavana
velikost IrCC cDNA (Sojka et al. 2008).

1500bp3=
1200bp >

-% |rCC

Obr. &.4: Amplifikace genu pro IrCC. 1 — DNA ladder (GENE RULER 100bp DNA Ladder PLUS), 2 - IrCC

Ziskany produkt byl naslednprecisten, zaklonovan do expresniho vektoru (pET 100/D-
TOPJ) a transformovan do kompetentnich One SHbdp 10 busk. Tento expresni vektor
neumo#uje modrobilou selekci, proto je nutnéétiv pozitivni klony pomoci PCR reakce.

Pouzité primery jsou uvedenylab.¢.2. O¢ekavana velikost amplikonu byla 447tphf. ¢.5).
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Obr.¢.5: Plazmidova kontrolni PCR. Plazmidy 1-16 byly sekvenovany z 5 konce (prim&).TSekvencetyr
z nich byly vyhodnoceny jako pozitivni, a proto ypyekvenovany i z 3" konce (T7R primer).&gHhto ¢tyr byl
vybran plazmid (ozngen hv¥zdickou) vhodny pro transformaci do expresnichdkun

4.2 Exprese rekombinantniho IrCC

Sekvenaci osteny plazmid byl transformovan do BL21 StafDE3) One shét chemicky
kompetentnicHe. coli burgk.

Pilotni exprese

Pred vlastni expresi byla provedena pilotni exprabgchom zjistili, zda se rekombinantni
protein akumuluje v rozpustn®kr. ¢.6) nebo nerozpustné®pr.€.7) frakci proteir.
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Obr.¢.6: SDS-PAGE rozpustné frakce proteifi z pilotni exprese IrCC. t = 0 — exprese &ase Oh;
(-) = neindukovana kultura; (+) = kultura indukogal? TG;¢asy jsou uvedeny v hodinéch.
2
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Obr.¢.7: SDS-PAGE nerozpustné frakce proteifi z pilotni exprese IrCC.t = 0 — exprese ¥ase Oh;
(-) = neindukovana kultura; (+) = kultura indukoal?TG;¢asy jsou uvedeny v hodinach.

Protein  odpovidajici velikosti rekombinantniho IrCCbyl na gradientovém
polyakrylamidovém gelu detekovan v nerozpustné cirak indukovanych butk (Obr.¢.7),
nicmére nebyla pozorovana jeho zvySena expresasem po indukci. Z tohotoidodu jsme se
rozhodli owit pritomnost IrCC metodoWestern blotu@br. ¢.8). K detekci bylypouzity 2000x
naredné mysSi monoklonalni protilatky proti His-tagu (&) na N-konci proteinu.
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Obr.¢.8: Detekce IrCC pomoci anti His-tagovych protilaté. 1 — LMW; 2 — nerozp. frakce neindukovanych
burgk v ¢ase t = 6h; 3 — nerozp. frakce indukovanychékuncase t = 6h; 4 — rozp. frakce indukovanych &un

v ¢ase t = 6h; 5 — rozp. frakce neindukovanychekuncase t = 6h.

Western blot ndm potvrdil ffiomnost IrCC v nerozpustné frakci protiein Nizka mira
exprese rekombinantu byla pozorovana i v neindukéveerozpustné frakci. U obou
nerozpustnych frakci byly detekovany bandy o mee$ikosti nez je teoreticka velikost IrCC.
Podle odlisné intenzity¥thto band u indukované a neindukované frakce jejmme, Ze se jedna
o fragmenty degradovanéno rekombinantniho IrCC. mgjspiS vznikly fsobenim
proteolytického aparath. coli, protoze podle vysledkDahla et al. (2001) u lidského katepsinu

C neni tento enzym schopen autokatalyzy.
Exprese IrCC

Exprese IrCC byla provéda v 1 litru LB média s 1% glukdzou. Po indukch&ubaci byla
kultura rozalikvotovana po 200 ml a jednotlivé abky byly centrifugovany $ 4500 g / 10 min.
Pelety byly skladovanyip-20°C.

Izolace inkluznichétisek

Pelet bugk z 200 ml kultury byl rozmrazen a resuspendovaprwhim kroku byly odmyty
rozpustné cytoplazmatické proteiny. ¥tpmnosti detergentu (Triton X-100) a tmwiny byly
ve trech krocich postugnodstragny membranoveé proteiny. Inkluzrdliska z vysledného peletu
se @Zzrneé rozpou&ji v 6M guanidin hydrochloridu za laboratorni tefglona magnetickém
michadle 2-3 hodiny. Osdc¢ilo se nam nechat pelet michatep noc. Vysledkem jeé&t8i
vytézek proteinu. Qbr.¢.9)
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20,1kD:

14,4

Obr.¢.9: SDS-PAGE izolovanych frakci.Agregace overexprimovaného IrCC do inkluznielisek. LMW —
marker; R1 — cytoplazmatické proteiny; 11, 12, I3membranové proteiny; IB — inkluznéliska. Teoreticka
hmotnost IrCC s His-tagem je 52,8 kDa.

Purifikace IrCC

Rozpu&na inkluzni ¢éliska byla dale purifikovana chelédtd chromatografii zaftomnosti
8M mosoviny. Chelatani chromatografie vyuziva afinity 6xHis-tagu k*Niontim navazanym
na sefar6ze. IrCC byl detekovan spektrofotometriekghromatogram z eluce proteinu je na
Obr.¢.10.
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Obr.¢.10: Zaznam eluce IrCC z chelaténi kolony. Tyrkysové kolgko - paiatek eluce; zelena kalka —
jednotlivé frakce; Sipky ohraji frakce, které byly weny jako pozitivni. Osa y znazmje absorbanciip A=
280nm.

Rekombinantni protein byl eluovan gradientem 0,5Mdazolu. Prvotni ndist absorbance
byl zaznamenanip0,125M koncentraci imidazolu. Vybrané frakce bgteny pomoci SDS-
PAGE Obr.¢.11).
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Obr.&.11: Owéfeni piftomnosti rekombinantniho IrCC po purifikaci na Ni?* chelatani kolong. LMW —
marker, FT — ,flowthrough® (proteiny, které se naldnu nenavazaly a protekly), F11-18 — frakce vgiraa
zékladt chromatogramudbr. €.10)

Owetené frakce (F11-F18) byly slity dohromady a byla¢tena vyslednd koncentrace na
piistroji Qubit" (Invitrogen). Purifikaci IrCC z200 ml kultury hyl ziskano 12 ml
rekombinantniho proteinu o koncentraci 800 pg/edytténgt 10 mggéistého rekombinantniho
IrCC. Z 1 litru kultury by se tedy dalo teoretickyipravit az 50 mgtistého rekombinantniho
proteinu. Overexpresi K. coli se tedy da vyrobit dostatek rekombinantniho pnotgiro dalSi

analyzy, jako je najklad ziskani krystalické struktury katepsinu C.

4.3 Riprava kraltich polyklonalnich protilatek a jejich purifikace

Pred vlastni imunizaci bylo 2,5 mg rekombinantnihenaturovaného proteindgvedeno do
pufru s 50mM Trisem a 150mM NaCl o pH 8,5. Reratarzvysuje specifitu protilatek tim, Ze
na rekombinantnim proteinu vzniknou epitopy, ktaréhou byt shodné s epitopy na nativnim

proteinu.

Polyklonalni sérum bylo ziskano opakovanou imurizakralika purifikovanym
rekombinantnim IrCC podle zavedeného imu&igho protokolu (Kopéek et al., 2003).
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Z vysledki imunolokalizaci katepsinu B1 a L vtk@ych fezech vime, Ze kréli
polyklondlni protilatky vykazuji vysokou nespecKau vazbu protilatek @ickova, 2009),

ktera se da vyrazrsniZit purifikaci polyklonalnich protilatek. Tagtiha ve dvou krocich.

V prvnim kroku byla ze séra izolovana imunoglobolid frakce metodou kyselého
selektivniho srazeni. Tzv. balastni (nezadoucijepmg se denaturuji a srézeji amou pH séra
do kyselé oblasti, zatimco imunoglobuliny se v k§se prostedi pouze inaktivuji, ale
k denaturaci a precipitaci nedochazi (RaweerittRatanabanangkoon, 2003). Reyedeni do

neutralniho pH se jejich aktivita regenetuje

Ve druhé fazi byl refoldovany rekombinantni protaevazan na aktivovanou sefar6zu a byl
pouzit jako stacionarni faze pro purifikaci spestfich protilatek proti katepsinu C metodou
afinitni chromatografie. Jako eli roztok byl pouzit kysely glycinovy pufr. &eh byl
monitorovan spektrometrickytipd = 280nm. Frakce byly jimany po 2,5 ml a poté byly
zneutralizovany pomoci 1M TrisufiBbmnost protilatek v jednotlivych frakcich byla &&na
metodou Dot blot@br.¢.12). Vytézek protilatek byl 50 g/ml ve finalnim objemu 10.ml
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1x 10x 50x 100x
FT
1x 10x 50x 100x
F1
1x 10x 50X 100x
F2
1x 10x 50x 100x

F3

1x

F4
1x
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1x

10x 50x 100x

10x 50x 100x

10x 50x 100x

Obr.¢&.12: Owéfeni kvality protilatek v jednotlivych frakcich po afinitni chromatografii na IrCC-sefar6ze

metodou Dot blot.Ig — Ig frakce protilatek, ktera byla nanesen&olanu; FT — protilatky, které se nenavazaly na

kolonu; F1-F5 — jednotlivé frakce po eluci z kolongiselna hodnota s pismenem x vyjgé fedsni

rekombinantniho proteinu naneseného na membranu.

4.4 Dynamika exprese IrCC véei# |. ricinus

Metodou Western blot pomoci purifikovanych proglatse zjisovalo, v jaké fazi sani

dochazi k expresi IrCC vetstg klistéte I. ricinus. Pro pokus byly pouZzity svni homogenéty

samic klis¢te v fizném dni sani (2., 4., 6. den sani a&plasate).
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Obr.¢.13: Dynamika exprese IrCC ve stevé samicl. ricinus. Profil exprese IrCC ve & 2., 4., 6. den sani
a u plré nasatych samic. Udaj v zavorce udava mnoZstvi hemétu naneseného na gel.

Podle Sojka et al. (2008) je teoretickd hmotnosepeymu IrCC fiblizn¢ 49 kDa. Horn et
al. (2009) zjistil pomoci aktivitni proby FY01, peoenzym je proteolyticky &en a Ze aktivni
katepsin C ma hmotnost kolem 25 kDa. V zadné fazi sebyl detekovan protein odpovidajici
velikosti aktivniho enzymu@br.¢.13). Jednim z dvodi maze byt ztrata epitopu pro primarni
protilatky po od&tpeni pro-domény. U lidského katepsinu C Dahl et(2001) dokéazal, Ze
proenzym katepsinu C je aktivovan proteolytickouivaiou katepsinu L. Ul. ricinus se da
piedpokladat stejny mechanismusaviodem, pré se IrCC vyskytuje u pbhnasatych samic
pouze ve forrd proenzymu je, Ze katepsin L, peibny pro aktivaci proenzymu, se exprimuje ve

4. - 6. dni sani a u pinnasatych samic mira jeho exprese viewt vyrazré klesa.
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Zavér

Byl zaklonovan gen pro katepsin C do pET 100 wvektdyl pipraven rekombinantni
katepsin C v expresnim syténiicoli. Pomoci rekombinantniho proteinu byly ziskany ikfal

polyklondlni protilatky a naslednpurifikovany. Byla uéena dynamika exprese katepsinu C ve
strewve kliStéte I. ricinus.

30



5. Literatura

Balashov, Yu.S., 1972. Bloodsucking ticks (Ixodaide vectors of disease of man and animals
(English translation). Misc. Publ. Entomol. Soc. &m8, 163-376.

Barret, A.J., Rawlings, N.D., Woessner, J.F., 1998ndbook of Proteolytic Enzymes, Eds.,
Academic Press, London.

Caffrey, J.C., McKerrow, J.H., Salter, J.P., Sajd, 2004. Blood 'n” guts: an update on
schistosome digestive peptidases. Trends Para&itoP41-248.

Cigi¢, B., Krizaj, I., Kralj, B., Turk, V., Pain, R.H1998. Stoichiometry and eterogeneity of the
pro-region chain of tetrameric human cathepsin i6cldm. Biophys. Acta 1382, 143-150.

Cigi¢, B., Dahl, S.W., Pain, R.H., 2000. The residua-part of cathepsin C fullfils the criteria
required for an intramolecular chaperone in foldiauwgd stabilizing the human proenzyme.
Biochemistry 39, 12382-12390.

Coons, L.B., Rosell-Davis, R., Tarnowski, B.l., 898loodmeal digestion in ticks. In: Sauer,
J.R., Hair, J.A., Morphology, Physiology and Belwa&l Biology of Ticks. Ellis Horwood,
Chichester, 248-279.

Dahl, S.W., Halkier, T., Lauritzen, C., Dolenc,Pedersen, J., Turk, V., Turk, B., 2001. Human
recombinant pro-dipeptidyl peptidase | (cathepsjrc&h be activated by cathepsins L and S but
not autocatalytic processing. Biochemistry 40, 168718.

Dolenc, I., Turk, B., Pungercic, G., Ritonja, A.urk, V., 1995. Oligomeric structure and
substrate induced inhibition of human cathepsid.®iol. Chem. 270, 21626-21631

Grandjean, O., Ibid, I., 1984. Biochemical chanigethe midgut lumen and ultrastructure of the

midgut cell related to intracellular digestion. Aalagia 25, 147-165.
Harris, J.L., Craik, CH. S., 2000. Proteases: Theftthe iceberg. Cell 101(2). 136-137.

Horn, M., Nussbaumerova, M., Sanda, M., Kiawé, Z., Srba, J., Franta, Z., Sojka, D.,Bogyo,
M., Caffre, C.R., Kopé&ek, P., Mare§, M., 2009. Hemoglobin proteolysiblimod-feeding ticks:

mapping of multienzyme pathway by functional protézs. Chemistry&Biology, zaslano.

31



Jingze, L., Zhanniu, L., Yan, Z., Xiaolong, Y., Bha, G., 2005. Biology oDermacentor
silvarum(Acari: Ixodidae) under laboratory conditions. Exmental and Applied Acarology 36,
131-138.

Kop&ek, P., Zdychova, J., Yoshiga, T., Weise, C., RideiN., Law, J.H., 2003. Molecular
cloning, expression and isolation of ferritins frawo tick specie®©rnithodoros moubatand
Ixodes ricinusInsect Biochem. Mol. Biol. 33, 103-113.

Lara, F.A., Lins, U., Paiva-Silva, G., Almeida, I,Braga, C.M., Miguens, F.C., Oliveira, P.L.,
Dansa-Petreski, M., 2003. A new intracellular paiwf haem detoxification in the midgut of
the cattle tickBoophilus microplusaggregation inside a specialized organelle, fradsome. J.
Exp. Biol. 206, 1707-1715.

Lecaille, F., Kaleta, J., Bromme, D., 2002. Humad aarasitic papain-like cysteine proteases:
their role in physiology and recent developmentsnimbitors design. Chem. Rev. 102, 4459-
4488

Logan, T.M., Linthicum, K.J., Kondig, J.P., Bailey;.L., 1989. Biology ofHyalomma
impeltatum(Acari: Ixodidae) in laboratory conditions. J. Mé&htomol. 26, 479-483.

McKerrow, J.H., Caffrey, C., Kelly, B., Loke, P.aj&l, M., 2006. Proteases in parasitic diseases.
Annu. Rev. Pathol. Mech. Dis. 1, 497-536.

Ménard, R., Storer, A.C., 1992. Oxyanion hole iatd#ons in serine and cysteine proteases.
Biol. Chem. Hoppe-Seyler 373, 393-400.

Nutall, P.A., 1999. Pathogen-tick-host interactiomorrelia burgdorferi and TBE virus.
Zentralbl. Bekteriol. 289, 492-505.

Oliveira, M.F., d"Avila, J.C.P., Torres, C.R., BeagC.M.S., Tempone, A.J., Rumjanek, F.D.,
Silva, J.R., Dansa-Petreski, M., Oliveira, M.A.,u2a, W., Oliveira, P.L., Ferreira, S.T., 2000.
Haemozoin irSchistosoma mansomilol. Biochem. Parasitol. 111, 217-221.

32



Penickova, H., 2009. [Peptidases in digestive cellsha gut of the hard tickkodes ricinus—
localization and function, Mgr. thesis, FacultyQdience, University of South Bohemi@gské
Budkjovice, 40pp.] (in Czech, Unpublished).

Raweerith, R., Ratanabanangkoon, K., 2003. Fraatimm of equine antivenom using caprylic
acid precipitation in combination with cationic emchange chromatography. J. Immunol.
Methods 282, 63-72.

Rosenthal, P.J., 2004. Cysteine proteases of raglarasites. Int. J. Parasitol. 34, 1489-1499.

Sajid, M., McKerrow, J.H., 2002. Cysteine proteaségarasitic organisms. Mol. Biochem.
Parasitol. 120, 1-21.

Schmitt, T.H., Frezzatti, W.A., Schreier, S., 198f@min-induced lipid membrane disorder and
increased permeability: a molecular model for thechanism of cell lysis. Arch. Biochem.
Biophys. 307, 96-103.

Sojka, D., Franta, Z., Horn, M., HajduSek, O., @ff C.R., Mares, M., Kogék, P., 2008.
Profiling of proteolytic enzymes in the gut of ttiek Ixodes ricinusreveals an evolutionarily

conserved network of aspartic and cysteine pemgid2arasit. Vectors 1:7.
Sonenshine, D.E., 1991. Biology of Ticks, vol. lwNéork: Oxford university Press

Williamson, A.L., Brindley, P.J., Knox, D.P., HoteR.J., Loukas, A., 2003. Digestive proteases

of blood-feeding nematodes. Trends Parasitol. 19;423.

33



