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Annotation

Ticks are of vast medical and veterinary public health importance due to direct damage caused
by feeding and their roles in transmitting well known and emerging infectious agents. Aerobic
reactions induced by tick blood feeding lead to the accumulation of reactive oxygen species,
which can be toxic to the cells. Biotic and abiotic stresses can trigger a dramatic increase in the
generation of reactive oxygen species such as superoxide radicals, hydroxyl radicals and hydro-
gen peroxide in the intercellular enviroment. Aerobic organisms have developed several non-
enzymatic and enzymatic systems to neutralize these compounds. Glutathion peroxidase cataly-
zes the reduction H,O, or organic hydroperoxides to water using reduced glutathion. The tick
glutathione peroxidase homologue, named Salp25D, is expressed in the salivary glands, it does
not have a secretory signal sequence, but is present in tick saliva since the tick-immune host
develops antibodies against this protein. This protein, previously described in Ixodes scapularis
and now in /. ricinus tick, was confirmed to have detoxification function in the tick saliva and in
host tissue, and, was proved to play a critical role (in the mammalian host) for acquisition of
Borrelia burgdorferi by the vector. Salp25D detoxified reactive oxygen species at the vector-
pathogen-host interface, catalyzing the reduction of hydrogen peroxide in the presence of redu-
ced glutathione and glutathione reductase, thereby providing a survival advantage to B. burg-
dorferi at the tick feeding site. These data demonstrate that pathogens can exploit arthropod

molecules to defuse mammalian responses in order to successfully enter the vector.
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1. Ixodes ricinus (klisté obecné)

Klistata patfi do kmene Arthropoda, podkmene Chelicerata, ttidy Arachnida,
podtiidy Acari, do tadu Parasitoformes a podiadu Ixodida. DéEli se na dva hlavni rody —
Ixodidae (tzv. klistata - majici tvrdy Stit na zadech tvofeny chitinem) a Argasidae (tzv.

klistaci - ktefi §tit nemaji) (1).

Obr. 1 Ixodes ricinus (2)

Ixodes ricinus (viz. Obr. 1), kli§té obecné, je hojné rozsiteno po Ceské republice
a celé Evropé. Je pfenasecem plivodcl nékolika zdvaznych nemoci ¢lovéka, jako napfi-
klad virovéa klistova encefalitida nebo Lymska boreliéza a mezi ptrendSené mikroorga-
nizmy se fadi nasledujici skupiny:
e Viry:

Klistova encefalitida TBE (Flaviviridae: Flavivirus), 3 subtypy (evropsky, si-
bifsky, dalnévychodni)

Virus Eyach (Reoviridae: Coltivirus)

Virus Uukuniemi (Brunyaviridae: Phlebovirus)

Virus skotské ov¢i encefalitidy (Flaviviridae: Flavivirus)
e Rickettsiae:

Coxiella burnetti (pivodce Q-horecky)

Rickettsia slovaca

Rickettsia conori (piivodce stfedozemni skvrnité horecky)

Rochalimaea quintana

Ehrlichia (Cytoectes) phagocytophila (pivodce anaplazmdzy)



e Bacteria:
Francisella tularenssis (piivodce tularemie)
Listeria monocytogenes
Staphylococus aureus (pivodci klistéci pyraemia u ovci)

Borrelia burgdorferi s.1. (pivodce Lymské boreliozy)

e Apicomplexa:

Babesia divergens (ptivodce babesidzy)
B. canis

B. ovis

KI1isté obecné Ixodes ricinus je rozsifeno do nadmoiské vysky 2000 metra a pre-
feruje oblasti s vysokou vlhkosti a mirnymi teplotami. Biotopem vyskytu jsou louky,
pastviny, listnaté a jehlicnaté lesy (1). Parazituje na savcich, ptacich a plazech (3), pii
kontaktu s hostitelem dojde k piisati pomoci uzptisobeného tistniho ustroji. Ustni Gistroji
se sklada z hypostomu, chelicer a pedipalp. Hypostom je néstroj, ktery je prizpisobeny
k nasavani krve, je vybaven zpétnymi hacky, které zt€zuji odstranéni parazita (4). Slin-
né zlazy produkuji celou fadu fyziologicky aktivnich molekul, které maji zasadni vy-
znam pro piipojeni k hostiteli nebo pro pienos patogenti a které ovliviiuji hostitelskou

odpovéd — napft. koagulace a fibrinolyza, imunita, zanétlivé procesy a angiogeneze (5).

KI1isté obecné pti hledani hostitele vyuziva Hallerv organ — velmi citlivy smys-
lovy receptor, ktery je umistén na prvnim paru piednich nohou a reaguje na vydechova-

ny CO,, teplotu, rizné otfesy nebo pach (1).
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Obr. 2 Vyvojovy cyklus klistéte obecného (6)

Ve vyvojovém cyklu L. ricinus (viz. Obr. 2) jsou zahrnuta tfi stadia. Délka vy-
vojového cyklu trva pfiblizné 3 roky. Nejdiive samice naklade nékolik tisic vajic¢ek, ze
kterych se vylihnou larvy se tfemi pary nohou, které parazituji na malych savcich, pta-
cich a plazech. Po nasati se larvy pfeméni v nymfy se ¢tyfmi pary nohou, které uz stejné
jako dospélci cizopasi na obratlovcich, savcich vétSich rozmért, a po dalS$im nasati se

z nich stavaji dospélci (imaga) (1).

2. Slinné zlazy a sliny

Slinné zlazy klistéte syntetizuji a vylucuji biologicky aktivni molekuly, které se
ucastni procesu sani krve. Pti sani klisté zahust'uje slozky z krve hostitele tim, ze pomo-
ci slin vraci piebytecnou vodu a ionty zpét do téla hostitele. Pomoci slinnych zlaz se
vraci zhruba 30-50% tekutin pfijatych potravou. Pii pfenosu slin klistéte do rany hosti-
tele dochazi soucasné k pfenosu patogenii (viry, bakterie a protozoa), ktefi jsou piitomni
ve slinach klistéte. Toto je nejbéznéjsi zplsob pienosu patogentl z klist’at na hostitele

7).

Slinné zlazy klistéte syntetizuji a vylucuji cement, kterym pevné ukotvi jeho hy-

postom (viz Obr. 3 a Obr. 4) v hostiteli. Po opusténi hostitele slinné zlazy klistéte vylu-



¢uji hygroskopicky roztok, ktery pohlcuje vodu ze vzduchu a chrani klisté pied dehyd-
rataci (7).

Obr.3 hypostom (1) Obr. 4 hypostom (1)

Klisté pti ziskavani potravy musi porusit kiizi hostitele. Kousnuti kliStéte spousti
u hostitele nékolik obrannych reakci: srazeni krve, nahromadéni krevnich destic¢ek, cév-
ni kontrakci, zvétSeni vaskuldrni permeability a chemotaxi leukocytli do poranéného
mista. Farmakologické slozky ve slindch kliStéte usnadiiuji krmeni tim, Ze ptisobi proti
témto reakcim nebo modifikuji hostitelovu zanétlivou odpovéd’ a hemostaticky proces.
Pii krmeni slinné zlazy zvétsi svlyj objem a stavaji se aktivnimi. ZvétSeni a aktivace
slinnych 7laz je podporovéana tvorbou proteini indukovanych krmenim. Béhem séani
dochazi ke zméndm spektra proteinti vylucovanych klistétem do rany. Rozdily v tvorbé
proteinil nejsou jenom mezi rozdilnymi tfidami klist’at, ale také mezi jedinci stejné tiidy
nebo jednotlivymi stupni vyvoje. Rovnéz aktivita imunoaktivnich faktorti pochéazejicich

z klistat se mize liSit v zavislosti na hostitelském druhu, na kterém klisté parazituje (7).

Nékteré diive popsané komponenty obsazené ve slinach klistéte jsou uvedeny

v tabulce 1 (5).

Nazev Funkce Druh
ixolaris inhibitor faktoru X antikoagulant
americanin inhibitor thrombinu antikoagulant
Salp 14 inhibitor faktoru X antikoagulant
ixin inhibitor thrombinu antikoagulant
apyraza hydrolyzuje ATP na ADP inhibitor hromadéni krev-
nich destic¢ek




variabilin

vaze integriny a brani bu-

nééné adhezi

inhibitor hromadéni krev-

nich desti¢ek

PGA,, PGD,, PGE,, PG-

vasodilatace, inhibitory

prostaglandiny

F,, PGI, srazeni krevnich desticek,
potlacuji proliferaci, atd.
ISAC regulator aktivace komple- inhibitor komplementu

mentu, Inhibice alternativni

cesty komplementu

Sialostain L inhibitor T-bun¢k imunosupresor
Salp 20 inhibitor komplementu imunosupresor
IRAC1la?2 inhibitor komplementu imunosupresor
IRIS imunosuprese a imunomo- imunomodulator
dulace
Salp 15 inhibice produkce IL-2 imunomodulator
IL-2BP inhibuje T-bunky IL-2 vaz- vazebny protein
bou
HBP potlaceni zanétu vaz- vazebny protein
bou/eliminaci histaminu
nebo serotoninu
IGBP vaze IgG, hraje roli ve vy- vazebny protein
lucovani IgG skrz slinné
zlazy klistéte
Salp 25D antioxidant homolog glutathionperoxi-
dazy
Tabulka 1




3. Imunitni systém KkliStéte

Bezobratli se brani pted infekci svym piirozenym imunitnim systémem, ktery
neobsahuje protilatky ani pamétové bunky. Prvni stupei obrany tvofi jejich kutikula,
kterd slouzi jako chemickd a mechanicka bariéra proti poranéni ¢i pronikajicim parazi-
tim. Teprve po proniknuti uto¢nika pies tyto bariéry se objevuji bunééné a humoralni
reakce. Tyto imunoreakce jsou nespecifickymi obrannymi reakcemi. Bunécnou cast
odpovédi predstavuji nasledujici déje: fagocytdza, nodulace a enkapsulace. Pfi humo-
ralni obranné reakci se uplatiiuji molekulové faktory enkapsulace, hemaglutinace a an-

timikrobialni proteiny (8).

V soucasnosti je znamo, ze u bezobratlych se vyskytuje pouze pfirozeny imunit-
ni systém - neadaptivni. Tento pfirozeny imunitni systém je fylogeneticky star§i nez
ziskana imunita, ktera se vyskytuje u obratlovcll spolu s pfirozenou imunitou. Mimo to
bylo zjisténo, ze ziskana imunita pfedstavuje prvni obrannou linii u vyssich zivocicht a
také hraje rozhodujici roli pii ptfipravé adaptivni imunitni odpovédi. U raznych skupin
bezobratlych se vyskytuji rozpozndvaci molekuly, zndmé jako ,,Pattern Recognition
Receptors*, které predstavuji hlavni linii obrany. Funkéné jsou zaméfeny na rozpozna-
vani molekularnich struktur na povrchu patogenti. Skladaji se z mnoha komponent, kte-
ré zahrnuji kombinace sacharidu, lipidd, proteinti a nukleovych kyselin, které jsou uni-
katni a nezbytné pro mikrobidlni pfeziti. Zahrnuji molekuly jako jsou peptidoglykany
(PGN), lipopolysacharidy (LPS) a B-1,3-glukany, rovnéz glykosyl fosfatidyl inositol
(GPI), kter¢ kuptikladu napomahaji uchyceni protozoarnich parazita (9, 10, 11, 12).

Klistata jsou hned po komarech vektory druhého nejvétsiho poctu patogend, kte-
ré ohrozuji lidsky a Zivocisny zivot hostiteld, ¢lovéka a zvifat. Pfi procesu sani, mohou
pfedavat Siroky rozsah organizmill. Patogenni organizmy piendSené klistaty zahrnuji
viry, rickettsie, bakterie, helminty, protozoa i houby a pfesahuji poctem patogennich
agens u ostatnich arthropod. Prestoze kliStata jsou pfenaseci patogenti, znalosti o jejich
ziskaném imunitnim systému a faktorech, které¢ v ném hraji roli, jsou pouze omezené a
zkoumani jejich pfirozeného imunitniho systému je na samém zacatku. Porozuméni
imunité klistéte je podminkou i k pochopeni interakci patogend s hostitelem, které
usnadiiuji nebo limituji pfenos pavodcti nemoci. Fylogenetické studie klistécich protei-
nl navic usnadiiuji pochopit 1épe evoluéni adaptace krevsajicich ¢lenovct a vyjimecné

strategie pouzivané kliStétem (13).
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3.1. Bunéc¢na imunitni odpovéd’

Kli¢ovou roli v bunééném imunitnim systému hraji hemocyty, které se objevuji

ve zvySeném mnozstvi s patogenni infekci a zajist'ujici tfi zdkladni mechanizmy:

. fagocytozu (proces, pii kterém dojde k pohlceni mikroorganismii fagocytujicimi

buitkami),

nodulaci (proces, pii kterém mikroorganismy jsou zachyceny granulovanymi bun-
kami, ty jsou dale obklopeny dalsimi hemocyty)

enkapsulaci (zahrnuje uzavieni nodulti nebo mikroorganisma vétSich nez jsou he-

mocyty n¢kolika vrstvami buné€k a tim je izoluje z aktivni cirkulace) (8).

3.2. Humoralni imunitni odpovéd’

1.

Pti humoralni buné¢né odpovedi se uplatiuji ti1 hlavni déje:

humordalni enkapsulace (zahrnuje uzavieni mikroorganismu do melanotického
pouzdra) (8).

hemaglutinace (nastava, kdyz specificky vazebny protein nebo glykoproteiny lekti-
ny na sebe navazi pronikajici mikroorganismus a vyvolaji agregaci, opsonizaci a tim
stimuluje fagocytozu). Lektiny jsou proteiny schopné rozpoznat sacharidy a zajist'uji
funkci molekul ,,pattern-recognition” v obrannych reakcich bezobratlych. Hraji také
dalezitou roli v rozpoznani patogennich mikroorganismi, poskozeni vlastnich bun¢k
a zprosttedkovavaji biologické aktivity bunék. Mnoho lektind, které byly izolovany
u arthropod, pochazeji z hemolymfy, extracelularni cirkulujici tekutiny, ktera vypl-
nuje hemocoel (8).

antimikrobialni proteiny (syntetizovany a uvolnovany za tcelem piimého napadnuti
a znieni konkrétniho vnikajiciho mikroorganismu). Zahrnuji lysozymy, cystatiny,
defensiny, peptidy s vysokym obsahem prolinu, glycinu a dal$i. Proteiny bohaté na
prolin a glycin piisobi pfednostné proti gramnegativnim bakteriim a defenziny ptiso-
bi proti grampozitivnim bakteriim. Mechanizmus plisobeni antimikrobidlnich pepti-
dii neni zatim dosud objasnén. Zda se vSak, Ze zahrnuji dva hlavni déje jejich ¢in-
nosti: peptidolipidové interakce a receptorem zprostiedkovany rozpoznéavaci proces

(8).
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Lysozymy - jsou obvykle obsazeny v hemolymf¢ hmyzu a pfi infekci se jejich tvorba
zvysuje. Plsobi jako hydrolytické enzymy, které lyzuji bakterie stépenim B-1,4
glykosidickych vazeb v bunéénych sténach bakterii. Klist¢ uchovava potravu
ve stieveé, kde dochazi i k jejimu postupnému traveni podle potieby. Proto ve
sttevé jsou velmi dobré podminky k namnozeni mikrobt pfijatych potravou
(8).

Cystatiny - jsou reverzni inhibitory cysteinovych protedz. Cystatiny se uplatiuji pfi po-
tlaCovani hostitelské imunitni odpovédi a posledni vyzkumy naznacuji, Ze hraji
rovnéz dulezitou roli pii humoralni odpovédi proti patogentim u klist’at (8).

Hemoglobinové fragmenty - Hemoglobin je nejenom dulezitym pienaSecem kysliku, ale
nedavno bylo zjisténo, Ze je také zdrojem bioaktivnich peptidi. Tato zjiSténi
naznacuji, ze kliStata vyuzivaji hostitelské hemoglobinové fragmenty piti mik-
robidlnim obranném mechanizmu (8).

Defensiny - nejrozsitenéjsi skupina antimikrobidlnich peptidd, kterd je nejvice zkouma-
na u klistat. Jedna se o cyklické antimikrobidlni peptidy obsahujici Sest cystei-
novych zbytkt (8). Pocatecni plisobeni defensinti predstavuji elektrostatické si-
ly s nasledujici permeabilizaci mikrobidlnich membran mikroorganizmi a
vstupu defensinti do cilové bunky. Ackoli mikrobidlni a hostitelské struktury
maji mnoho spoleénych ryst, antimikrobidlni polypeptidy cilené¢ zasahuji
komponenty, které chybi v hostitelské butice. Pfednostni ptisobeni defensint na
mikroby, na rozdil od piisobeni na hostitelské bunky, je pravdépodobné déno
sloZzenim mikrobialni membrany, bohaté na aniontové formy fosfolipidi a po-
stradajici cholesterol (13).

Ostatni antimikrobialni peptidy — zkoumani antimikrobidlnich latek u kliStat odhalilo
celou skalu unikatnich peptidi (napt. mickroplusin, hebraein, ixodidin, ixosin)
a zjistilo se, Zze pochopeni antimikrobialni obrany je mnohem slozitéjsi, ale po-
skytuje vice pfilezitosti pro vyvoj novych a u¢innéjSich antimikrobialnich 1a-
tek. Antimikrobidlni peptidy jsou efektorovymi vykonnymi molekulami imu-
nitniho systému clenovcl. Bez poznani mechanizmi pfirozené imunity klist'at
nelze pochopit, pro¢ nékteré druhy (1. ricinus) jsou kompetentnimi pienaseci

spirochét Lymské boreliozy (LB) a jiné druhy nikoliv (D. variabilis) (8).
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3.3. Oxidativni stres

Pfi pozorovani mechanizmu uplatnujicich se pfi detoxikaci toxinti se vyuziva fy-
ziologickych vlastnosti klistéte. Hlavni mechanizmy neptsobi jen proti specifickym
toxickym molekuldm, ale také napoméhaji udrzovat fyziologickou rovnovéhu (home-
ostazu) a zabranuji oxidativnimu poskozeni reaktivnimi kyslikovymi skupinami (ROS)
(14). Aerobni reakce vedou k nahromadéni reaktivnich kyslikovych skupin, které mo-
hou byt pro buiky toxické. Biotické a abiotické stresy mohou vyvolat prudky nartst
tvorby reaktivnich kyslikovych skupin, jako jsou superoxidové radikaly, hydroxylové
radikdly a peroxid vodiku ve vnitrobunééném prosttedi. V této souvislosti si aerobni
organizmy vyvinuly nékolik enzymatickych a neenzymatickych systémut k eliminaci
téchto reaktivnich skupin. Enzymaticky systém obsahuje skupinu genovych produkti,
jakymi jsou superoxiddismutazy, katalazy, askorbové peroxidazy a glutathionperoxida-
zy (15). Neenzymaticky antioxidativni systém pouZziva a-tocopherol (vitamin E), kyse-

linu askorbovou (vitamin C) a dal$i vhodné malé molekuly (14).
3.3.1. Glutathionperoxidaza (GPx)

Glutathionperoxidaza je souhrnné oznaceni pro rodinu ¢etnych izoenzymi, které
katalyzuji redukci peroxidu vodiku nebo organického hydroperoxidu na vodu nebo od-

povidajici alkohol pouzitim redukovaného glutathionu jako elektronového donoru (15).
(H20, + 2GSH — GS-SG + 2H,0)

Glutathionperoxidazy se vyskytuji u zivo€ichd, rostlin, hub a bakterii. Identifi-
kovat spole¢ného predchidce u riiznych glutathionperoxidazovych skupin se nepodati-
lo. Aktivita nékterych izoenzymu glutathionpreoxidazy zavisi na selenu a selenocystei-

nu, které jsou kddovany v translaénim procesu kodonem TGA (15).
V sav¢ich tkanich jsou Ctyti hlavni selen-dependentni GPx izoenzymy:

1. klasicka GPx1, kterou miizeme najit v Cervenych krvinkach, jatrech, plicich a ledvi-
nach

2. gastrointestindlni GPx2, charakteristicka pro buiiky stfevniho traktu

3. plazmatickd GPx3, kterd se nachéazi v riznych organech, jako jsou ledviny, plice,

nadvarlata, placenta, semenné vacky, srdce a svaly
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4. fosfolipidova GPx4, ktera je Siroce distribuovana v riznych tkanich

Aktivni GPx1, 2 a 3 jsou homotetramery, zatimco funkéné aktivni GPx4 je mo-

nomer (15).

Glutathionperoxidazy maji rozdilné vnitrobuné¢né umisténi: GPx1 byla identifi-
kovéna v cytosolu, jadfe a mitochondriich; GPx2 se hromadi v cytosolu a v jadie; GPx3
je nalezen v cytosolu, zatimco GPx4 je pfitomna v jadie, cytosolu, mitochondriich a
vaze se na membrany. Dva dal$i isoenzymy, GPx5 a GPx6 identifikované u savct, jsou

blizce pribuzné s GPx3 (15).

V nedavné dobé¢ byla u savci popsdna nova fosfolipid hydroperoxid glutathion-
peroxidaza (PHGPXx), ktera obsahuje cystein misto selenocysteinu a u které byla zacho-
vana katalytickéd funkce. Tato nonselenocysteinovd PHGPx , rovnéZ nazyvand NPGPx,
odpovida sedmé skupiné¢ GPx nalezené u savcli. Exprese genu kodujiciho NPGPx byla
potvrzena v mnoha tkanich, v¢etné vyvijejici se prsni zlazy. Ukazuje se, ze NPGPx hra-
je vyznamnou roli v buitkach rakoviny prsu zmirnénim oxidativniho stresu zptisobené¢ho

metabolismem polynenasycenych mastnych kyselin (15).

Geny kodujici PHGPx enzymy byly identifikovany u mnoha organismi. PHGPx
je unikatni ve své substratové specifite, protoZze muze interagovat s lipofilnimi substraty
jako jsou peroxidované fosfolipidy a cholesterol a redukovat je na hydroxylované slou-

ceniny (15).

Na molekuldrni Grovni jsou rostlinné GPx geny blizce piibuzné zivociSnym
PHGPx a jejich odpovidajici proteiny obsahuji tfi zachované cysteinové zbytky, které

jsou nejspis nezbytné pro enzymatické katalyzy (15).

Struktura a funkce zivocisnych, rostlinnych a houbovych GPx ptedstavuje vy-

znamny piinos k pochopeni funkce této tidy proteind (15).

Genova rodina GPx mé nejasny ptvod a nesleduje linearni evolucni historii. Je
patrné, Ze rozdilné a nezéavislé evolucni cesty ovlivnily jeji ¢leny, a proto je slozité usta-
novit ptivod jednotlivych tfid. Nicméné je mozné odd¢lit tfi zadkladni skupiny s moznym
polyfyletickym ptivodem (viz Obr. 6). Skupina 1 odpovida velké skupiné€ vSech GPx u
mnohobunécnych organismti, zahrnuje sedm tiid popsanych u savcu a také zasahuje do

jinych skupin obratlovci a bezobratlych. Skupina 2 zahrnuje sekvence gent pro GPx u
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hub, bakterii, cyanobakterii a fas, zatimco skupina 3 obsahuje GPx vSech rostlin. Hlavni
zastupci GPx u fas vznikli velmi brzy v historickém vyvoji GPx gent. Je pravdépodob-
né, Ze tyto proteiny maji spoleény plvod, ale za tak dlouhou dobu vyvoje doslo

k mnoha zménam, a tuto moznost je t€zké prokézat (15).

Group
i

e

Obr.5 (15)

Blizsi pohled na fylogenetické vztahy mezi geny obratlovct odhalil pfitomnost
¢tyt hlavnich strukturnich skupin. Pravdépodobné doslo k duplikaci u GPx1 a GPx2

genu pied oddélenim ptaki a savei, ale az po objeveni obojzivelnikii a ryb (15).

Predpoklada se, ze genova rodina GPx se u savcu vyvinula ze spoleéného piedka
duplikacemi a nésledné ndhodnym pienosem v genomu. VSechny genové rodiny GPx
obratlovcll nejspi§ vznikly duplikaci ze spolecného plvodniho genu ptibuzného
s PHGPx sekvenci, protoze podobné sekvence jsou také pfitomny u rostlin, clenovci a
hub. Tento protein (PHGPx) ma zakladni zachované funkce v organismech riznych
linii, coz by mohlo posilit model konvergentni evoluce genii GPx. Nicmén¢ zachovani
funkce naznacuje, ze prekurzor byl jiz ptitomen v bunkach pfed rozdélenim na obrat-

lovce a bezobratlé. Jedna piivodni sekvence typicka pro Zivocichy se vyvinula v geny
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kédujici GPx1 az GPx7. Druha ptivodni sekvence se vyvinula v moderni GPx4 a je béz-
n¢ pritomna v raznych organismech jako jsou Zivoc¢ichové, rostliny a houby. Nepiitom-
nost GPx1, 2, 3, 5, 6 a 7 u rostlin a hub je mozna disledkem ztraty téchto genil

v prubehu evoluce (15).

Riazné geny GPx, odpovidajici proteinim s odliSnou vnitrobunéénou lokalizact,
byly vytvoieny duplikacemi z jednotlivych pivodnich genli. Mechanismus duplikace

gent pro GPx neni dosud znam (15).

V klistéti 1. scapularis byl nalezen homolog glutathionperoxidazy nazyvany
Salp25D, a exprimovan ve slinnych z1azach u nasatych i nenasatych nymf klistéte. Re-
kombinant Salp25D katalyzoval redukci peroxidu vodiku v pfitomnosti redukujiciho se
glutathionu a glutathionreduktdzy. Pravé tyto proteiny pfitomné ve slinnych zldzach

klistéte 1. scapularis dokazuji ptitomnost silnych antioxidantii ve slinach klistéte (16).

Salp25D neobsahuje signalni sekvenci, ale protoze hostitelské sérum imunni na-
sani kliStéte obsahuje protilatky proti tomuto proteinu, je ziejmé, ze Salp25D musi byt
pfitomen ve slinach klistéte. Salp25D je syntetizovan v rozdilnych typech buné¢k ve Zla-
zach, které maji holokrinni nebo apokrinni sekreci a miize byt takto zaclenén do slin,
jednak buné¢nou degradaci nebo jejich netésnosti. Lze predpokladat, ze mize byt sekre-
tovan ptes jinou, dosud neznamou cestu. Nyni se vi, ze Salp25D je enzym, ktery ma

detoxikacni funkci ve slinnych zlazach klistéte, 1 v hostitelské tkani (16).

Molekulova velikost Salp25D je 24566 Da. Dalsi znamé antioxidativni proteiny
maji vysokou uroven homologie se Salp25D. Sekvence Salp25D je z 75% podobna
s glutahionperoxidazou u Drosophily melanogaster a s hovézi glutathionperoxidazou a

ze 70% podobnd s antioxidativnim proteinem lidskych keratinocyti (16).

Reaktivni kyslikové skupiny (O,", H,O,, HO") vytvofené v pribéhu metabolismu
mohou zpiisobit poskozeni bunck. Glutathion, v tésné vazbé na glutathionperoxidazu a
glutathionreduktazu hraje ustfedni roli v antioxida¢nim tkanové ochrany systému chra-
nici tkan. V pribéhu lokalniho poranéni tkané je reaktivni kyslik syntetizovan
v odumfelé tkani leukocyty, které migruji do poranéného mista. Strategie jak se vyhnout
hostitelsk¢ imunité spo€ivd v minimalizaci formace reaktivnich kyslikovych skupin

v prubehu sani klisté¢tem. Takto ptisobi Salp25D u procesu sani klistéte (16).
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4. Cil prace

1. Literarni studie k problematice antioxidativni ochrany u klistéte.

2. Metodarni PCR detekovat a izolovat gen kodujici homolog glutathionperoxidazy
(Salp25D) u klistéte Ixodes ricinus.

3. Klonovat Salp25D 1. ricinus do bakterialniho expresniho vektoru.

4. Provést pilotni indukci a purifikaci rekombinantniho Salp25D.

5. Interpretovat vysledky a ziskané zkuSenosti se zvolenymi metodami s konecnym
cilem funkéni analyzy Salp25D 1. ricinus.

6. Zjistit expresi genu pro Salp25D u vybranych tkani a jednotlivych vyvojovych stadii
klistéte I. ricinus v z&vislosti na pfijmu potravy.

17



5. Materialy a metody

5.1. Materialy

Primer (Generi Pouzita Sekvence
Biotech) annealing
teplota °C
Salp25D Forw 50°C 5’- CAC CAT GGG TCC CCT GAA CCT CGG C
-3
Salp25D Rev 50°C 5’- TCA GTC CAT GGT TGT TCG GAG GT -3’
Feritin Forw 52°C 5-CCA AAC GGT TCG CTT TCC TC -3’
Ferritin Rev 52°C 5- GAG CCC CACTCG TCCTGG G -37
M13-Forw 50°C 5’- GTA AAA CGA CGG CCA -3°
M13-Rev 50°C 5’- CAG GAA ACA GCT ATG AC-37
T7-Forw 50°C 5’- TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG -3°
T7-Rev 50°C 5- GCT AGT TAT TGC TCA GCG G -37

Tabulka 2

5.2. Pouzité chemikalie

5x TBE pufr 54g TRIS, 27.5g kys. borita, 20ml 0.5M EDTA(pH
8.0)/1L
Agardza SERVA

6x vzorkovy pufr

0.25%(w/v) bromfenolova modt, 0.25%(w/v) xylen
cyanol, 30%(w/v)glycerol, 1.2% SDS, 60mM fosfo-
re¢nan sodny, 500x SYBR Green; pH 6.8

5x vzorkovy pufr

20% Ficoll, 10mM Tris-HCI (pH 8,0), Img/ml Orange
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G, 500 x SYBR Green

Expresni a klonovaci plas-
midy

Champion ™ pET100/D-TOPO® Invitrogen
pCR 4-TOPO® Invitrogen

S.0.C. médium 2% ‘bacto-tryptone’, 0,5% ‘bacto-yeast’ extrakt, 0,05%
NacCl, 2,5mM KCL,10mM MgCl,, 10mM MgSQy,
20mM glukoza; pH 7,0; sterilni

LB médium 10g bacto-tryptone, 5g bacto-yeast extrakt, 10g NaCl;
pH 7,0; do 1 1 ddH,O sterilni

LB agar 1,5% bacto-agar v LB médiu

Antibiotika Ampicilin (zasobni roztok 50mg/ml H,O)

50x TAE pufr 242g Tris-baze, 100ml 500mM EDTA(pH 8.0), 57,1ml
kyseliny octové do 11 ddH,O

30% AA Acrylamide a bisacrylamide

TEMED N,N,N’,N’-tetramethylenediamine

5x vzorkovy pufr (SDS 250mM Tris-HCI (pH 6,8), 500mM dithiotreitol, 10%

PAGE) SDS, 0,2% bromophenol blue, 50% glycerol

10% APS Amonium persulfat

10% SDS Laurylsulfat sodny

barvici roztok

PageBlueTM (MBI Fermentas)

C1 pufr

1,5M TRIS-HCI; pH 8,8

C2 pufr

0,5M TRIS-HCI; pH 6,8

10x SDS elektroforézovy
pufr

10g SDS, 30,3g TRIS, 144,1g glycin
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Blotovaci pufr

20% methanol, 25mM TRIS-Base, 150mM glycin

Blokovaci pufr

3% BSA v 1x TBS

protilatky

Ni-NTA conjugate; TBST; fedéni 1:1000

1x TBS pufr

10mM TRIS-CI; 150mM NaCl; pH 7,5

1x TBS-Tween

20mM TRIS-CI; 500mM NacCl;0,05% Tween; pH 7,5

10x TRIS-saline

9% NaCl v ImM TRIS-CI; pH 8

Barvici roztok (HPR)

18mg 4chloro-1-naftol; 6ml methanolu; 24ml 1x TRIS-
saline; 60 pl 30% H,0,

Ni-NTA agar6za

(Qiagen)

Lyzac¢ni pufr

50mM NaH,PO4; 300mM NaCl; 10mM imidazol; pH
8,0

Promyvaci pufr

50mM NaH,POy4; 300mM NaCl; 20mM imadizol; pH
8,0

Elu¢ni pufr

50mM NaH,PO4; 300mM NaCl; 250mM imadizol; pH
8,0

Promyvaci roztok 1.

8 M mocovina; 0,1 M NaH,POy; 0,1 M Tris; pH 8,0

Promyvaci roztok 2.

4 M mocovina; 0,1 M NaH,POy; 0,1 M Tris; pH 6,0

Promyvaci roztok 3.

2 M mocovina; 0,1 M NaH,POy; 0,1 M Tris; pH 5,3

Promyvaci roztok 4.

0,1 M NaH;POg; 0,1 M Tris; pH 4,0

Eluéni pufr

0,5 M imidazol pH 8,0

IEF pufr 7 M urea; 2M thiomod&ovina; 4% CHAPS; 1% dithio-
threitol, H,O
FeCl; Chlorid Zelezity
Tabulka 3
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5.3. Metody
5.3.1. Izolace RNA ze slinnych zlaz kliStéte

Pro izolaci RNA bylo pouzito 10 nasatych neinfikovanych klist'at Ixodes ricinus.
Z klistat byly vypitvany slinné zlazy, které byly homogenizovéany ve sterilni zkumavce
v Trizol Reagent v poméru 1 ml roztoku na 100 mg tkan¢€. RNA byla vyizolovana podle
navodu a vysrdzena 96 % ethanolem. Pelet byl rozpustén ve 100 pl ddH,O. Kvalita
RNA byla zhodnocena na elektroforéze v 1,2% agardézovém gelu v 1x TBE. Koncentra-
ce RNA byla zméfena v tenkosténnych kyvetach (UVette® 220-1 600 nm; Eppendorf)

na pristroji BioPhotometer pfi vinové délce 260 nm.
5.3.2. Syntéza ss cDNA ( jednovlaknové cDNA)

Jednovlaknova cDNA byla syntetizovana z celkové RNA pouzitim kitu ,,Enhan-
ced Avian HS RT-PCR kit (Sigma), podle ptilozeného navodu. Koncentrace cDNA

byla zmétena na pfistroji BioPhotometer pii vinové délce 260 nm.
5.3.3. PCR (,,Polymerase Chain Reaction*)

Jednovldknova ss cDNA byla nafedéna ddH,O do hodnoty 200 pg/ml a pouzita
jako templat pro PCR reakci. Pro amplifikaci specifického tseku byly pouzity gen-
specifické primery pro Salp25D a negativni kontrola pro ovéfeni mozné kontaminace.

Reakce probéhla v 0,2 ml zkumavce a pristroji Mastercycler (Eppendorf).

Reakeéni smés :

2x PCR Master mix (Promega)............... 10 pl

ImM primer Salp25D ford...................... I

ImM primer Salp25D rev.........cceeeuenee. 1l

Sterilnd HoO ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 7l

cDNA templat (200 pg/ml) ..................... 1wl
Program PCR :

1. 95°C............. 5 min — denaturace DNA

2. 95°C...........e. 30 s — denaturace DNA
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3. 50°C............. 30 s — nasedani primerd
4. 72°C............. 1 min — syntéza
Kroky 2 — 4 se 35 x opakovaly.

5. 72°C............. 20 min — final extension — nezbytny krok pted

zaklonovanim do vektoru
6. Konec¢na teplota ponechana na 4°C.

Vysledek reakce byl ovéfen elektroforézou v 1% agar6zovém gelu / 1x TAE
pufru. Do 20ul reakéni smési byly ptidany 4ul 5x fedéného vzorkového pufru, ktery
obsahoval SYBR Green. Doba trvani elektroforézy byla piiblizné 30 minut pii 110 V.

Vysledek byl zhodnocen pod UV svétlem a fotograficky zaznamenan.
5.3.4. Purifikace PCR produktu

Izolace PCR produktu z gelu byla provedena pomoci kitu ,,QIAquick®Gel Ex-
traction kit (Quiagen) podle ptilozeného ndvodu. DNA byla eluovana z kolony 30 ul
ddH,O0.

5.3.5. Klonovani PCR produktu do vektoru pCR® 4-TOPO

Purifikovany PCR produkt byl ligovan do vektoru pCR® 4-TOPO® Vector (In-
vitrogen), podle navodu. Reakéni smés (4 pl PCR produktu, 1 pl Salt solution, 1 pl

vektoru) byla jemné promichéana a inkubovana 25 minut pti pokojové teploté.

5.3.6. Transformace v systému One Shot TOP10 E. coli Competent
Cells

Kompetentni buiitky One Shot TOP10 E. coli byly pozvolna rozmrazeny na ledu.
K bunikdm byl ptidan rekombinantni plazmid, smés byla jemné promichéana a inkubovéa-
na na ledu 30 minut. Poté byly buiiky vystaveny teplotnimu Soku na 42°C (30 sekund) a
dale byly inkubovany se S.O.C. médiem pii 37°C 1 hodinu na tfepacce. Transformacéni
reakce byla rozetfena na Petriho misky s LB agar/ampicilinem (50 pg/ml) a inkubované

pti 37°C pies noc. Druhy den byly jednotlivé kolonie pfeoCkovany do LB média s am-
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picilinem (50 pg/ml) a kultivovany na tfepacce pii 37°C pies noc. Bunky byly stoceny
(5 000x g, 4 °C, 15min) a z peletu byla vyizolovana plazmidova DNA.

5.3.7. Izolace plazmidu

Plazmidova DNA byla izolovana za pouziti kitu QIAprep Spin Miniprep Kit
(podle navodu). Plazmidova DNA byla eluovana z kolony 30 ul ddH20.

5.3.8. Ovéreni pritomnosti inzertu v plazmidu

K ovéfeni ptfitomnosti inzertu v plazmidu byla pouzita metoda PCR (popséna
diive v kapitole 5.3.3), kde byly pouZity jak gen-specifické primery pro Salp25D tak i
vektor-specifické primery M13 forward a M13 reverse. Vysledek byl vyhodnocen na
1% agar6zovém gelu pod UV svétlem. Plazmidy, u kterych byla pfitomnost inzertu po-
tvrzena, byly sekvenovany na ABI 3130 sekvenatoru podle protokolu sekvena¢ni labo-

ratore.

5.3.9. Klonovini PCR produktu do expresniho vektoru Champion™

pET 100/D-TOPO®

Plazmidy, u kterych byla potvrzena pritomnost inzertu byly pouzity jako templat
v PCR reakci s upravenymi gen-specifickymi primery (CACC sekvence na 5 konci
forward primeru) pro amplifikaci genu a nasledovalo klonovani do expresniho plazmidu

pET 100/D-TOPO” (podle navodu).

5.3.10. Transformace v systému One Shot TOP10 E. coli Competent
Cells

Kompetentni buiiky One Shot TOP10 E. coli Competent Cells byly transformo-
vany podle navodu. Vzniklé rekombinanty, po purifikaci plazmidové DNA a ovéteni
pfitomnosti inzertlh pomoci PCR, byly osekvenovany s pouzitim primeri T7 promoter a

T7 reverse pro zjisténi spravného ¢teciho ramce.
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5.3.11. Transformace v systému BL21 Star™ (DE3) One Shot® Cells

Rekombinantni expresni plasmidy, které obsahovaly inzert ve spradvném ¢tecim
ramci byly pouzity pro transformaci kompetentnich bundk BL21 Star'™ (DE3) One

Shot® Cells (Invitrogen) podle navodu vyrobce.
5.3.12. Exprese rekombinantniho proteinu (pilotni experiment)

Transformované BL21 Star'™ (DE3) One Shot® buiiky byly naokovany do &er-
stvého LB média (1:20) s ampicilinem (50 pg/ml) a inkubovany pii 37°C po dobu 4
hodin. Po odebrani 500 pl vzorku byl do média pfidan IPTG (kone¢na koncentrace 1
mM) pro indukci exprese. Exprese probihala 3 hodiny na tfepacce pii 37°C a kazdou
hodinu byl odebran vzorek (500 pl). VSechny vzorky byly stoeny a pelet zmrazen pfi -
20°C. Kontrola exprese a pfitomnosti rekombinantnich proteinti byla provedena u vSech

vzorkll pomoci SDS-PAGE.
5.3.13. Kontrola exprese rekombinantniho proteinu: SDS-PAGE

Vzorky bunéénych peletl z pilotni exprese byly resuspendovany v 50 pl pufru
TE (pH 8). 20 pl vzorku bylo odebrano a smichéno s proteinovym vzorkovym pufrem,
ktery obsahoval dithiothreitol (DTT). Po povateni pti 100°C 10 minut nasledovala in-
kubace po dobu 3 minut na ledu, vzorek byl sto¢en. Supernatant byl nanesen na SDS-
PAGE gel. Gel byl sloZen ze dvou ¢asti - zaostfovaciho (4%) a rozdélujiciho (12%)
gelu. Gely a pufry byly pfipraveny dle navodu. Elektroforéza probihala na aparatufe
Hoefer SE 250 pti napéti 130V 1,5 hodiny. Po dokonceni elektroforézy byl gel 3x pro-

myt v destilované vodé a obarven v roztoku PageBlue (MBI Fermentas).
5.3.14. Western Blot a detekce rekombinantniho proteinu

Vzorky rozdélené SDS — PAGE elektroforézou byly pfeneseny na PVDF mem-
branu (Millipore). Pfenos probihal 1,5 hodiny pii 250 mA (aparatura Idea Scientific
Company, USA). Po ukonceni ptfenosu byla membrana oplachnuta v destilované vodé,
usuSena a uchovana pii 20°C. Detekce rekombinantniho proteinu ve vzorcich byla pro-
vedena za pomoci anti-His Ni-NTA HPR (horseradish peroxidase) konjugatt (Qiagen),
které se vazi na histidinovou kotvu na N- konci rekombinantniho proteinu. Membrana
byla 2x promyta v TBS po dobu 10 minut, inkubovana 1 hodinu v 3% BSA v TBS puf-
ru a promyta 3x 10 minut v TBST. Nasledovala inkubace 1 hodinu v Ni-NTA HRP kon-
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jugatu a promyti 3x 10 minut v TBST. Barvena reakce prob¢hla v substratovém roztoku

chromogenu 4-chloro-1-naftolem a byla zastavena promytim v destilované vode¢.
5.3.15. Nativni purifikace rekombinantniho proteinu

Pro nativni purifikaci byly pouzity proteiny v rozpustné formé, které byly pfi-
praveny v expresnich buiikich Champion™ pET 100/D-TOPO®. Jeden gram bun&né-
ho peletu byl resuspendovan ve 4ml lyzaéniho pufru. Byl pfidén lysozym v konecné
koncentraci 1mg na 1ml resuspendovanych bunék. Probéhla inkubace 30 minut na ledu
a smes byla sonifikovana na pftistroji Bandelin Sonoplus pii 20 kHz (6 x 10 sekund).
Nasledovala centrifugace, po které bylo odebrano 20 pl supernatantu (na kontrolu po-

moci SDS-PAGE) a zbytek byl uchovan pro nativni purifikaci.

Kolonka (1 ml Ni-NTA agardza) byla promyta 2 ml lyza¢niho pufru a poté byly
pridany 4 ml lyzovanych bunék. Bunky byly inkubovany 1 hodinu pfi 4°C za mirného
ttepani. Prvni vzorek (FT) byl odebran a kolonka byla 3 x promyta 4 ml promyvaciho
pufru. Po kazdém promyti byly odebrany dalsi vzorky (W, W», W3). Cilovy protein byl
eluovan z kolony elu¢nim pufrem (4 x 0,5 ml - vzorky E,, E,, Es, E4). Kontrola jednot-

livych frakei probéhla pomoci metody SDS-PAGE.
5.3.16. Izolace genomové DNA

Genomova DNA byla izolovana z plné nasatych samic 1. ricinus. 1zolace pro-
b&hla s pouzitim DNeasy” Tissue kit (Qiagen, Germany) podle nivodu. Genomova

DNA byla eluovana z kolony 200 pl vody.

6. Vysledky

6.1. Izolace RNA a syntéza jednovlaknové cDNA

Celkovda RNA (350 pg/ml) byla vyizolovana z 10 nasatych neinfikovanych
klistat Ixodes ricinus. Jednovldknova cDNA (203 pg/ml, Obr. 7) byla syntetizovana
z celkové RNA a pouzita jako templat v reakci amplifikace genu, kodujiciho Salp25D
(homolog glutathionperoxidazy).
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10000 bp

1000 bp

250 bp

Obr. 6 cDNA

6.2. PCR

Pouzitim metody PCR se specifickymi primery pro Salp25D byl z cDNA klistéte
Ixodes ricinus ziskan gen Salp25D o velikost 666 bp. PCR produkt byl purifikovan,
ligovan do vektoru pCR® 4-TOPO® a osekvenovan. Srovnani ziskané sekvence (tabul-

ka 4) se sekvencemi dostupnymi v Gen Banku (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

prokazalo 100% homologii s ¢astecnou sekvenci glutathionperoxiddzy (ACI49692) u
Ixodes ricinus a z 97% homologii s glutathionperoxiddzou (AAK97814) u klistéte Ixo-

des scapularis.
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1 ATGGGTCCCCTGAACCTCGGCGATCCTTTCCCCAACTTCACCTGCGACACA
1 M G P L NWLGUDUPZFUPNU FTTCTDT
52 ACCGAGGGCAAGATCGACTTCCACGAATGGCTCGGCAACTCGTGGGGCATC
18 T E G K I D F HEWULGNS WG I
103 CTGTTCTCGCACCCCGCCGACTACACCCCGGTGTGCACGAGCGAACTGGCC
35 L F S HPADYTW®PWVCTSETL A
154 AGGGCAGCTCAGCTGCACCACGTCTTTCAAAAGAAGGGTGTCAAGCTCATC
52 R AAQ L HHV F Q KK GV K LI
205 GCTCTCTCCTGCGACAGTGTGGAGAGCCACCGTGGTTGGATCAAGGACATC
69 A LSCDSVESHRGWTI1I K DI
256 AACGCCTTTGGGGAGCTGCCGGACGGGCCCTTCCCGTACCCCATCATCGCG
86 NAF GEULUPDGW®PFPY P 1 1 A
307 GATGAGAAGCGCGACATTGCCGTCAAGCTGGGCATGCTGGACCCCGTGGAG
103 D EKRDI AV KLSGWMULDP V E
358 AAGGACAAGGAAGGGCTGCCTCTCACCTGCAGGGCGGTGTTCATCATTGGT
120 K DK EGLPLTZ CRAVEF 1 1 G
409 CCCGACAAGAAAATGAAGCTCTCCATGCTGTATCCCGCCACGACTGGAAGG
137 P DK KMIKL SMULY P ATTG R
460 AACTTCGACGAGGTCCTGCGTGCCACCGATTCCCTGCTGGTGACGGAGACC
154 NF DEVLRA AT DSULULVTET
511 AGGAAGGTGGCGACGCCTGCTGGTTGGCAGAAGGGCACCCCGTGCATGGTC
171 R K vV A TP AGWQ K G TUPCMYV
562 CTGCCTTCGGTGACCGAGGAAGAGATTCCCAAGCTGTTCCCGACGGGCATC
188 L P SV TEEEI P KL F PTG I
613 AAGCAGTACGAAGTTCCGTCTGGCAAGAACTACCTCCGAACAACCATGGACTGA
205 K Q Y EV P S G KNY L RTTMD
Tabulka 4 Nukleotidova a pieloZena proteinova sekvence genu pro Salp25D

Molekulova hmotnost genu Salp25D je 24 549 Da. Sklada se z 221 aminokyse-
lin, z toho je 25 aminokyselin bazickych (K, R), 29 kyselych (D, E), 73 hydrofobnich
(A,LLL,F, W, V)a47 polarnich (N, C, Q, S, T, Y).

6.3. Exprese genu pro Salp25D v riznych tkanich I. ricinus

Pro zjisténi exprese genu pro Salp25D v rtiznych tkanich klistéte obecného, byla

vyizolovana RNA ze slinnych zlaz, malpigické trubice, ovarii, stfeva a hemolymfy na-

saté samice Ixodes ricinus. Nasledovala syntéza cDNA. Koncentrace ¢cDNA vSech

vzorkd byla vyrovndna, fedénim upravena na piiblizné stejnou koncentraci a stejné

mnozstvi bylo pouzito pro PCR reakci s gen-specifickymi primery pro Salp25D, ktera

prokazala riiznou expresi v tkanich (Obr. 8 a Obr. 9). Bylo prokazéano, ze Salp25D je

pritomen ve vSech testovanych tkanich, ale nejvice je exprimovan ve slinnych zlazach,

stfeve a ovariich.
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Obr. 8 Pozitivni kontrola - exprese genu kédujici ferritin

SG — slinné zlazy HL — hemolymfa - negativni kontrola
G — stfevo OV - ovéria
MT — malpigicka trubice + - pozitivni kontrola (7 dni nasata samice)

6.4. Exprese genu pro Salp25D v riiznych vyvojovych stadi-

ich klistéte I. ricinus

Pro zjisténi exprese genu pro Salp25D v ruznych stadiich klistéte bylo postupo-
vano jako v kapitole 6.3. Jako vzorky byla pouzita jednotliva stadia klistéte (larva, nym-
fa, dospélec) a to jak nasatd i tak i1 nenasatd. Bylo prokdzano (Obr. 10), Ze exprese genu
pro Salp25D je vyrazngjsi u nasatych samic nez u nenasatych. Déle bylo prokéazano, ze
Salp25D je pritomen vkazdém stadiu klistéte, nejmensi exprese byla prokazana
u nenasaté samice. U zbylych vyvojovych stadii byla exprese genu témét shodna, coz
muze potvrdit dilezitost Salp25D v Zivotnim cyklu kliStéte /. ricinus. Ptedchozi zmin-
ku o funkci Salp25D, jako o jednom ze skupiny antioxidativnich enzymil zahrnutych
v detoxikacnim procesu organizmu, podporuje jeho pfitomnost ve vSech zkoumanych

stadiich a tkanich.
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Salp25D:
ferritin: 1D 3D 3D 7D
ferritin: LF IN NFF BFF BFM

Obr.9 Rozdilna exprese genu pro Salp25D u razné nasatych stadii klistéte s pozitivni kontrolou
exprese ferritinem

1D — I den nasata samicka FL — piné nasata larva NFF — nenasata samicka
3D — 3 dny nasata samicka NL — nenasata larva BFF - piné nasdata samicka
5D — 5 dni nasata samicka FN - plné nasata nymfa BFM - plné nasaty samec
7D — 7 dni nasata samicka NN — nenasata nymfa

6.5. Exprese rekombinantniho proteinu

Po transformaci kompetentnich bundk BL21 Star'™ (DE3) One Shot® rekombi-
nantnimi plazmidy, byla provedena pilotni exprese proteinu. Po 4 hodinach rtstu byl
odebran vzorek (Cas 0) a bylo pridano IPTG a v ¢asovych intervalech (1 hodina, 2 hodi-
ny a 3 hodiny), byly odebrany dalsi vzorky. Vysledky byly vyhodnoceny pomoci SDS —
PAGE (viz Obr. 11). Rekombinantni protein o molekulové hmotnosti pfiblizné 28 kDa
byl exprimovan jiz od 1 hodiny po indukci a nérast jeho exprese byl pozorovan do 3.
hodiny. Po pfenosu na membranu byla provedena detekce His-tag fiizniho Salp25D
pomoci za pomoci anti-His tag protilatek (Obr. 12). Nejvyssi exprese po 3 hodinach

byla potvrzena.
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Obr. 10 Exprese rekombinantniho protei- Obr. 11 Rekombinantni protein detkovin
nu Salp25D pomoci Ni NTA konjugati

0h — kontrola 1h-3h pocet hodin od zacatku exprese

6.5.1. Nativni purifikace rekombinantniho proteinu

Lyzat byl nanesen na kolonku s Ni-NTA agar6zou. Kolonka byla promyta a ci-
lovy protein byl eluovan elu¢nim pufrem. Vysledky byly vyhodnoceny pomoci SDS-
PAGE (viz Obr. 13). Koncentrované frakce proteinti byly naneseny na gel SDS-PAGE a
rozdéleny podle diive popsaného postupu. Salp25D byl pozorovan ve velké miie ve
vSech elucnich frakcich. Po ptfenosu proteinii na PVDF membranu a néasledné detekci
pomoci anti-His protilatek, byly zaznamenany prouzky na membrané 2, 3, 4. elu¢nich

frakcich (viz Obr. 14).

35
25 g ‘
4E 3E 2E 1E 4W 2W 1W FT lyz M AF 3F 2E 1E
Obr. 12 SDS - PAGE gel —nativni purifika- Obr. 13 Detekce rekombinantniho Salp25D
ce pomoci Ni NTA konjugatii p¥i nativnich
podminkach
Lyz — lyzat 1W-3W — promyvaci frakce
FT - Flow through- proteiny nenavazané na kolonu 1E-4E — elu¢ni frakce

6.6. Hmotnostni spektrometricka analyza

Pomoci hmotnostni spektrometrické analyzy byla uréena ¢astecna aminokyseli-
nova sekvence purifikovaného proteinu s naslednym srovnanim identifikovanych pepti-

di s proteinovou sekvenci odvozenou z nukleotidové sekvence genu glutathionperoxi-
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dazy klistéte 1. ricinus. Shodnost byla prokdzana ze 40,7 %, coz znamena, ze produkce

rekombinantniho proteinu Salp25D v systému klonovanym genem byla potvrzena.

1 MGPLNLGDPF PNFTCDTTEG KIDFHEWLGN SWGILFSHPA DYTPVCTSEL
51 ARAAQLHHVF QKKGVKLIAL SCDSVESHRG WIKDINAFGE LPDGPFPYPI
101 IADEKRDIAV KLGLMDPVEK DKEGLPLTCR AVFII1GPDKK MKLSMLYPAT
151 TGRNFDEVLR ATDSLLVTET RKVATPAGWQ KGTPCMVLPS VTEEEILKLF
201 PTGIKQYEVP SGKNYLRTTM D

Obr. 14 Identifikace rekombinantniho proteinu Salp25D

Zluta - shodné aminokyseliny se sekvenci glutathionperoxidazy

6.7. Genomova struktura genu kddujiciho Salp25D

Genomova DNA, kterad byla izolovdna z pln¢ nasatych samicek klistéte 1. rici-
nus, byla pouZita pro ovéfeni pfitomnosti intront v genu kodujicim Salp25D pomoci
metody PCR s pouzitim stejnych primerti jako v ptipadé amplifikace genu Salp25D z
cDNA. Tii PCR produkty amplifikované z genomové DNA, cDNA a plazmidové DNA
klistéte 1. ricinus potvrdily, ze gen Salp25D v sobé nenese zadné introny. Analyza sek-

vence pomoci programu Genewise (http://www.ebi.ac.uk/Wise2/index.html), potvrdila,

ze gen pro Salp25D zadné introny nema4, coz odpovida nasim vysledkim.

genom ¢DNA  plaz

Obr. 15 Ovéreni genomové struktury genu pro Salp25D
Genom — genomova DNA plaz — osekvenovany plazmid

cDNA — cDNA ze slinnych 714z nasaté samice - negativni kontrola

6.8. Funkd¢ni aktivita rekombinantniho proteinu

V tomto experimentu by mélo byt prokazano, ze Salp25D dokéze chranit ,,su-
percoiled DNA pied jejim rozstépenim OH radikaly. 3 mM FeCl;, 0,1 mM EDTA a 10
mM DTT v HEPES pufru (pH 7,2) byly inkubovany pii 37°C 1 hodinu pro vytvofeni
hydroxylovych radikal. Nasledovalo ptfidani 1 mg ,supercoiled” pBR322 plasmidu
(New England Biolabs) a inkubace pokracovala dalsi 4 hodiny v pfitomnosti nebo ne-

pritomnosti vzrustajicich koncentraci proteinu Salp25D. Reakcvéetné produkti ni smés
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byla vyhodnocena elektroforézou na 0,8 % agar6zovém gelu a vizualizovana pod UV

svétlem. Experiment zatim probiha, ale nemohl byt dosud dokoncen.
7. Diskuse

Klistata jsou pozoruhodni Zivocichové. Klisté obecné Ixodes ricinus, ptenase¢
lymské borrelidzy, je schopno pfilnout k nic netusicimu hostiteli, do podkozi vnofit
ostnaty hypostom a z vytvorené kapky krve ziskavat potravu po dobu 5-7 dnti. Toto vSe
se odehrava bez védomi hostitele. Aby klist¢ zabranilo odhaleni své pfitomnosti, sekre-
tuje do mista poranéni sliny, které snizuji drazdivost hostitele a hraji tak klicovou roli v
interakcich pfenasec-hostitel-patogen. Ve slindch se nachazi mnoho farmakologicky
aktivnich komponent, které zahrnuji vazodilatatory, antikoagulanty, inhibitory hroma-
déni krevnich desticek, inhibitory komplementu a imunosupresory, které spolecné
usnadiuji sani krve (17, 18, 19). Na zaklad¢ jejich ucinné a cilené biologické aktivity
pozménuji komponenty ze slinnych zlaz klistéte misto kousnuti, a umozinuji vektorem
prenaSenym patogeniim uspésné infikovani hostitele (17, 20, 21). Salp25D je jedna
z mnoha molekul ucastnicich se v tomto procesu. Je to protein, ktery je homologem
glutathionperoxidéazy, pattici do velké rodiny peroxidaz zavislych na thioredoxinu. Tyto
peroxidazy jsou pritomné v bakteriich, rostlinach a savcich a jsou zapojeny do enzyma-
tické degradace peroxidu vodiku, lipidové hydroperoxidy a peroxidusitan (22). Salp25D
je exprimovan ve slinnych Zlazadch a stfevu klistéte (16). Prokazalo se, Zze gen pro
Salp25D u klistéte 1. ricinus je exprimovan ve vSech organech, ale s rliznou intenzitou.
Nejvétsi exprese byla potvrzena ve slinnych zlazach, ovariich a ve stteveé. Tyto organy
jsou vystaveny pusobeni antigent z hostitele s pfijimanou potravou. Exprese Salp25D
v téchto organech neni piekvapenim a mize souviset s obranou klistéte. Dale se proka-
zalo, ze gen pro Salp25D je exprimovan u vSech stadiich klistéte. Podle predpokladu
nejsiln€jsi exprese, byla zjisténa u nasaté samice a to potvrzuje, Ze sani krve skute¢né

indukuje expresi genu, ktery ma detoxikacni funkci a slouzi k ochrané klistéte.

Salp25D uspésné potlacuje kyslikové radikaly produkované aktivovanymi ne-
utrofily. I kdyz Salp25D nema vylucovaci signalni sekvenci, hostitel imunni proti klis-
téti vyviji protilatky proti tomuto proteinu. Z toho vyplyva, ze Salp25D musi byt pfito-
men ve slinach klistéte. Mlze byt syntetizovan v rozdilnych typech bunck ve zlazach,

které maji holokrinni nebo apokrinni sekreci a miize byt takto zaclenén do slin, bud’
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bunécénou degradaci nebo jejich netésnosti. Dale mize byt Salp25D sekretovan dalsi

neznamou cestou (16).

Podafilo se nam izolovat cDNA genu Salp25D z klistéte /. ricinus, kterd obsahu-
je otevieny cteci ramec (666 bp) kodujici 221 aminokyselin, proteinu o molekulové
hmotnosti 24,5 kDa. Porovnani Salp25D I. ricinus s antioxidativnimi proteiny z riznych
organismu odhalilo vysokou turoveit homologie mezi nimi a prokézalo zachovani jejich
témet nezmeénéné sekvence v pribehu evoluce (16). Prokazat funkéni aktivitu rekombi-
natniho proteinu pifi pouzitych koncentracich Salp25D se zatim nepodafilo. Pfi¢inou
muze byt nedostate¢né mnozstvi aktivni bilkoviny nebo nespravna posttranslacni tprava

bilkoviny. Pro vyfeseni tohoto problému musi byt podminky optimalizovany.

Reaktivni kyslikové skupiny (O,", H,O,, HO") vytvofené v pribéhu metabolismu
mohou zpusobit bunééna poskozeni. Glutathion, pomoci glutathionperoxidazy a gluta-
thionreduktazy, hraje roli jako soucést antioxidativniho systému chraniciho tkan. Také
v prub¢hu lokalniho poranéni tkan¢ je reaktivni kyslik syntetizovan v odumielé tkani

leukocyty, které migruji do poranéného mista (16).

Zminéné procesy byly dikladné popsany diive. Naopak existuje jen velmi malo
informaci o opacném procesu — jak patogeny pickonavaji nepratelské prostredi vytvore-
né soupefenim mezi klist€tem a imunitni odpovédi hostitele pii interakci klisté — hosti-

tel.

Protoze klisté¢ béhem sani krve vylucuje sliny, miize pfijimat svoje vlastni sliny
zpét s hostitelskou krvi a patogeny. Degradace hemu a tvorba kyslikovych radikald,
kterd nastava v prabéhu traveni ve stievu klistéte, predstavuje problém pro ziskané spi-
rochéty pripadné pfenesené z hostitele do stieva klistéte. Bylo prokdzéano ze Salp25D ze
slin I scapularis miZze chranit borelie ve stfevé klistéte, stejn€ jako na kiizi hostitele.
Posledni zpravy ukazuji, Ze oxidativni stres ve stfevé mouchy tsetse ovliviiuje vyvoj
trypanozém. Dodéni antioxidanti do travené krve chrani trypanozomy pted kyslikovy-
mi radikaly ve stievé pfenasece, coz poukazuje na dulezitost antioxidantl pro pieziti
patogenil ve stievu pienaseCe (23). Na rozdil od ostatnich arthropod, klistata museji
zUstat pfisata na kuzi hostitele delSi casové obdobi, aby se dokoncilo krmeni, proto neni
prekvapivé, Zze pocet a rozmanitost slinnych transkripti je u klistat mnohem vétsi ve
srovnani s ostatnimi pienaseci, jak dokazuji nedavné vysledky vyzkumu genomiky slin-

nych zlaz klistéte (16, 19). Ve slinach klistéte byly popsany rizné molekuly, které
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ovlivityji hostitelsky imunitni systém a mohou ovlivnit pfenos patogenil. Patii mezi né
inhibitory B-, T- a NK bunék, inhibitory makrofagt a neutrofilové aktivity, cytokinové
a chemokinové modulatory a cystatiny (19, 20, 21). Nicméné identita molekul zodpo-
védnych za vétSinu téchto procesti zlstava neznamd. Genomika slinnych zlaz klistéte
v kombinaci s funkénimi ptistupy (jako je vypinani genti metodou RNA interference,
diferencialni exprese jejich exprese a jejich produktil) pomahaji identifikovat molekuly
ve slinach, které se uplatiiuji pii krmeni klistéte krvi 1 pfi imunosupresi hostitele, rovnéz
také molekuly vyuzivané patogeny k usnadnéni jejich ,,zabydleni se* v hostiteli a
v pfenaseci. Prace autord Narasimhan a kol. (2007) piedstavuje prvni piiklad proteinu
ze slin klistéte Ixodes scapularis, Salp25D, ktery miize pomoci boreliim pieZzit neptizni-
vé prostiedi ve stieve kliStéte a na kiizi hostitele a ochranit je pii migraci z hostitele do
prenasece. Klist€ Ixodes ricinus stejn€ jako I. scapularis je kompetentni prenaSec spiro-
chét B. burgdorferi, ptedpokladame proto, ze protein Salp25D ma stejnou funkci u
obou druht klistat rodu Ixodes. Tato data pomahaji vyplnit mezery v nasem chapani
funkce klistécich molekul, které se U€astni pfenosu patogenil. Poznatky o biologicky
aktivnich molekulach ze slin kliStéte zdlraziuji jejich rozhodujici roli v pfenaseni pato-
genu a predpokladaji jejich mozné vyuziti jako prostfedkii, pro kontrolu onemocnéni

prenasenych arthropody.

ngidermis

Dermis

3
B ‘3 Q iﬂ‘-?’\j‘s? Host

Obr. 16 Schéma piisobeni Salp25D ze slin kli§téte na ochranu a pi‘enos B. burgdorferi (25)

Migrace borélii ze savéiho hostitele do klistéte je prozkoumana méné, ale nyni
se jevi, ze Salp25D neutralizuje ¢inky riznych druhti reaktivniho kysliku (ROS) vytva-
fenych aktivovanymi neutrofily. Tim usnadiiuje a umoznuje boréliim proniknout do
vnitiniho prostiedi klistéte s krvi hostitele. Uloha téchto nebo dal§ich antioxidantil ve

stievu kliStéte jesté neni prozkoumana.
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8. Zavér

U klistéte Ixodes ricinus se pomoci metody PCR podafilo izolovat gen (666 bp)
kodujici Salp25D (24,5 kDa), homolog glutathionperoxidazy, ktery prokézal 97% ho-
mologii s glutathionperoxidazou klistéte Ixodes scapularis. Exprese Salp25D je induko-
vana sanim krve. Bylo prokazano, ze Salp25D je produkovan u vSech nasatych i1 nenasa-
tych stadii klistéte 1. ricinus, ale s riznou Grovni exprese. Bylo prokazéano, ze Salp25D
je produkovén ne jen ve slinnych zlazach klistéte 1. ricinus, ale i ve stievé, ovariich (u
kterych se nachazi s vysokou expresi), malpigickych trubicich a hemolymf¢. Analyza
nukleotidové sekvence genu kodujiciho Salp25D amplifikovaného na cDNA a genomo-
vé DNA [ ricinus ukéazala, ze gen Salp25D v sobé& nenese Zadné introny. Hmotnostni
spektrometrickd analyza prokazala, Ze rekombinantni Salp25D produkovany v bakteri-
alnim expresnim systému odpovidd predpokladané proteinové sekvenci odvozené

z nukleotidové sekvence genu.
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10. Pouzité zkratky

GPx — glutathionperoxidaza

ROS — Reaktivni kyslikové skupiny

IPTG - isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid

DTT — dithiothreitol

HEPES - N’-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2 ethanesulfonova kyselina
EDTA - Ethylendiamintetraoctova kyselina

PHGPx - fosfolipid hydroperoxid glutathionperoxidéza

PGN - peptidoglykany

LPS — lipopolysacharidy

GPI - glykosyl fosfatidyl inositol
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