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1. Uvod

1.1. Klisvata

Klistataradime do kmene Arthropoda, podkmene Chelicer#idy Arachnida a ddadu
Acarina. ¥li se do 2 zakladnicteledi: Ixodidae (klitata) a Argasidae (kifaci). Doceledi
Ixodidae jefazeno 13 roil a 650 drufi, zatimcoceled Argasidae zahrnuje 5 roda 170
druhi (Sonenshine, 1991 eled’ Ixodidae se dalesi na skupiny Prostriata (rokode3 a
Metastriata (rodyRhipicephalus, Amblyomma, Dermacentor, Haemaplsyddiraloma aj.).
Jednotlivételedi se liSi v ontogenezi, fyziologii, morfologiieprodukni strategii.

Klistata jsou krev sajici ektoparazité vysSich obratlpvkteré nalezneme ve vSech
terestrickych oblastech. Jsou zavisla tigru proteiri z hostitelské krve, které jsouldzité
pro jejich vyvoj a reprodukci (Grandjean, 1984).di&e komafi jsou kli¥ata druhou
nejvyznamgjSi skupinou penaseéu raznych patogein které se do stva kliSéte dostanou
s nasatou krvi a odtud mohou migrovat do slinnyldz & touto cestou pak mohou byt
pieneseny na dalSi hostitelect$ina patogennich mikroorganignvyuziva kli§ata jako
vektory pro definitivni hostitele. Na lidech panagi hlavre dosglci a nymfy. BBhem sani
mohou genaSetadu Giznych bakterialnich, virovych a protozoélnich onendai z jednoho
hostitele na dalSiho (Jongejan a Uilenberg, 20@$pu hlavnimi vektory patogén
zpasobujicich nemoci jako je hatka skalistych hor, ehrlichidza, lymska borelioza,
theileriéza a babezidza (Sonenshine, 1991) r&i&rodu Argasidaerenasi vodce Africké
horetky prasat a spirochéty rodBorrelia, pivodce navratnych hotek (Piesman a Gage,
1996).

1.2. KliSté obecné [xodesricinus)

Druh Ixodes ricinuge nefastjsSi druhem v Evrof Tento krev sajici parazituji¢ienovec je
fazen doieledi Ixodidae, mezi tzv. ,tvrda kliata“. Zatimco u samce jéld kryté hHbetnim
Stitkem, u samice kryje Stitek jeegnicast jejiho &la. Tim je zadéek samice velmi sikn
roztazitelny a samice se takube po pijmuti potravy z¢tSit az do velikosti jednoho
centimetru. Red samotnymétem se nachazi jako zvlastni oddil gnatosoma dgradistrojim.
Chelicery jsou tvieny uzkymi klepitky, které s&uji do stran. Ob kycle makadel vpedu
uprosted sfistaji v jeden protahly saci organ setagmi h&ky zvany hypostom, ktery
pronikd pomoci cheliceripsani do kZe hostitele. V&2 je hypostom v pibé¢hu sani
ukotven cementem. Na doltasti grednich nohou se nachazi Hailerorgan, umodujici



detekci CQ pii hledani kdaisti, coz je pro klig& dulezité, nebé je slepé. €ni dutinu
(hemocoel) vypluje tekutina, kterd se nazyva hemolymfa. Jéewa hemocyty a plasmou.
Vyznamnou sloZzku plasmy tWiohumoralni faktory, které majitteZitou funkci v procesu
rozpoznavani vlastnich a cizich slozek a v aktivamiannych reakci (Sonenshine, 1991).
Klist¢ obecné se vyskytuje v celé Eviope vihkych lesich s bujnym bylinnym aikeym
patrem, ale také na lesnich okrajich a vihkych é&mhk Obyva nadnieké vysky i za hranici
1000 m. n. m. (Gray, 1991). Pohybovat s€iza @i teplo€ vzduchu kolem 7°C. iP
zvySovani teploty prostdi dochazi ke zrychleni vyvoje ki, ale jen do teplot kolem
32°C. [ulezita je takeé relativni vihkost vzduchu. Yinodk se Ize s kligtem setkat odilezna
do fijna. Hladové Kkli&t (dokaze hladoit i jeden rok) sedi na konci¢twe nebo jinych
vy¢nivajicich mistech sitpdnima nohama Sikmo zdvizenyma t&zh Vyhledani hostitele je
pasivni, nebd klistt vyckava v tra¢ na gimy kontakt s hostitelem (Sonenshine, 1991).
Klisté 1. ricinus pati mezi 3 - hostitelské druhy (Singh a GirschickD20 Sani krve na
hostitelich je pro kligt dilezity fyziologicky proces paebny k gemené na dosplého
jedince. Rijem krve gedstavuje pro kligthlavni zdroj Zivin a energie pro vyvoj dalSich
stadii a produkci vajek u dosplych samic. Traveni krve poté probiha intracelutarn
v bunkach stevniho epitelu. Délka vyvojového cyklu Kki& zavisi na konkrétnich
podminkéach, pohybuje se v rozmezi dvoudsit let. Zivotni cyklus klidite zahrnuje 4

vyvojova stadia: vagko, larva, nymfa a dosfec (Obr. 1; Obr. 2).

Samice

_".."""’
Vajitka \

lfﬁ! Larve
P!

1 Nymfa

Obr. 1: Schéma vyvojového cyklu 3 — hostitelskychligtat



Kazdé stadium saje jedenkrat krev hostitele. Lawivatadium klisite saje pedevSim na
hlodavcich a dalSich mensich savcich. Nymfy sapitaaich a $edrgé velkych savcich. Jako
dosglci saji krev jiz jen samice a to n&t¥ich savcich, mezi které pat ¢clovék. Po nasati
samice naklade v&ja (az 5000) a umira. Z végk se na konci léta lihnou Sestinohé larvy,
které ¥tSinou saji az nasledujici léto. Po nasati, které v rozmezi 1-10 dni, prokdhji
piengnu na jiz osminohé nymfy. U obou stadii nelze razya pohlavi. Poslednigmina na
dosplce probihd ¥tSinou koncem léta nebo &kem podzimu a nasledujici Iéto dochazi ke
kopulaci, sani a kladeni végk. Samice saji 8-10 dni, jsou schopny nasat a@ t@krve a
ZVeétSit swvij télesny objem az 200x (Kaufman, 1989). N#pi objem krve fjimaji

oplodreéné samice &ghem posledni faze sanghem tzv. ,rapid engorgement”.

Samice Samec Nymfa Larva

3,5-45mm 2,2-25mn,0-1,4mm 0,5 mm

Obr. 2: Zivotni stadia klidtéte I. ricinus a jejich velikosti (nenasata; bez &fitka; prevzato z
HajduSek, Ph.D. thesis, 2009)

Mezi nejzavazgsi patogeny fenasené klistem |. ricinus se fadi spirochétaBorrelia
burgdorferi sensu lato a virus klidvé encefalitidy (Nutall, 1999). iezité je, Ze kliBata
zustavaji infikovana po celou dobu jejich Zivota.dkée se fenasi z larvy na nymfu a dale

na dospilce.

1.3. Vztah kliS& — hostitel

Po pisati se snazi kli§tmandibulami penetrovat pokozku a udrZzet se porsekietovanych
latek na hostiteli (Kaufman, 1989).riPsani se kli& snazi potléit obranné imunitni
mechanismy hostitele sekreci biologicky aktivnicitek ze slinnych Zl4z, které maji
antikoagulani, vazodilatani a imunosupresivni vlastnosti (Valenzuela, 20@@praiu;ji tak
rozsahlé zatlivée reakci v poSkozené tkani (Ribeiro, 1985). bBazi k potlégeni Thl

subpopulace, ktera je s@sti imunitni odpokdi hostitele. VySSi mirou se tedy podili na



imunitni odpo¥di Th2 subpopulace (cytokiny IL-4, IL-10, IL-13)0Z je @Fiznivé pro klisg,
neba dochézi k potkeni zagtu v mist sani. Imunomodutami molekuly obsazené ve
slinnych Zldzach kligte umouji prenos patogan které jsou klig&tem genaseny a tento
jev, kdy slozeni kligcich slin usnatluyje penos patogen do hostitele, se nazyva SAT
(Salivary Activated Transmission). Imunomodiia molekuly také potkauji schopnost
fagocytdzy a produkci zabiskych NK burtk hostitelem, coz usnadje zmirgnou infikaci
hostitele patogenyipnaSenymi kligtem.

V prabéhu sani kligtte se tvei silna imunitni odpodd’ hostitele, kterou se snazi kést
potl&it. Obranna imunitni reakce hostitele &p@ v zawtlivé reakci s pitomnosti
lymfocytt, eozinofii a mikrofag v misg prisati. Svou roli v obrahhostitele proti veelci
hraje i hypersenzitivni reakce IV. typu — DTH (Dgdd type hypersensitivity), které se
Gcastni bazofily (Allen, 1973). V mistsani dochazi také k mechanickému poskozéné k
coz vede k nespecifické imunitni odgdv v podol& lokalizovaného zéaftu (Brossard a
Fivaz, 1982). Restoze sani kliste pedstavuje velky zasah do organismu hostitele, iggekl
schopno sani dokéit. V nekterych gipadech ale ize DTH reakce zjsobit i smrt kliste.
Klist¢ se snazi také co nejvice poitahemostazu, ktera je reakci hostitele na pamam
jejimz vysledkem je vznik fibrinové srazeniny v misani klistte zamezujici ztratam krve.
Dulezitou roli v organismu hostitele irqrdstavuje agregace deésk, vazokonstrikce a
koagul&ni kask&da. V mistporaréni pisobi dale také histamin, serotonin a bradykinirz, co
jsou latky zodpo¥#dné za bolest a 8s¢ni. Tyto reakce mohou veést k odstan klis€te

z pokozky samotnym hostitelem.

1.4. Stevo

Strevo (midgut) je nej#tsSi €lesny organ kligte a je hlavnim zasobnim organem. Traveni
krve probiha vyhradhintracelularg za kyselého pH (Sojka a kol., 2008). Odehravavsdétiu
burgk strevniho epitelu v endo/lysozomalnich ¢eich, které se do baéného prostoru
dostanou ze &vniho lumen fevazi pomoci pinocytdzy a fagocytézy (Sonenshine, 1991).
Strevo kli¥’at neobsahuje extracelularni travici enzymy naitaxtkrev sajiciho hmyzu, kde
jsou travici enzymy sekretovany ddéestniho obsahu (Terra a Ferreira, 1994). iNepnost
extracelularnich travicich enzyimumoziuje skladovani nenatravené potravy viegt po
dlouhou dobu. Pravs ohledem na tuto skuteost jsou kliata schopna vydrzet dlouhou
c¢asovou periodu bez figmani potravy (Sonenshine, 1991). Zamvele absence

extracelularnich enzynumo#ziuje patogefim prezivat ve sew klistat a byt pi dalSim sani



pienaSeny (Sonenshine, 1991). Tyto patogeny moho@ pugrovat do slinnych Zlaz a
infikovat pii sani napadené hostitele. Zré&g patogeny igdstavuji také hrozbu pro samotna
infikovana kli¥ata. Proto existuji dité mechanismy, které chrani kligred gitomnymi
invadujicimi patogeny. V prvriiack to jsou malé antimikrobialni proteiny zvané defepns
(Kocan a kol., 2008), které jsou sekretovany devst DalSi dlezitou obrannou gvni

bariéru tvai peritrophicka membréna, ktera bude popsana v siatmeé kapitole.

1.4.1. Travici proteazy

Travici proteazy maji obeéndilezité funkce v mnoha fyziologickych procesech jgko
traveni, aktivace a modelace profeiriTyto enzymy byly identifikovany v biologickém
systému od vir az po obratlovce. U Klfat zastavaji travici proteazyildzité funkce pi
traveni hemoglobinu, coZrigdstavuje vysoce dynamicky systém odbouravéaijat@ho
hemoglobinu Bhem sani krve klistem na hostiteli. Tyto kli8ti proteolytické enzymy byly
popsany naiklad ve stewe Haemaphysalis longicorni@Miyoshi a kol., 2004; Naotoshi a
kol., 2008),Boophilus microplugMendiola a kol., 1996) & ricinus (Sojka a kol., 2007).
Travici procesy ve B\ kliStéte predstavuji slozité a vzajerarpropojené mechanismy.
Rizeni klis&ciho traveni spoléh4 na evdid konzervovanou 8€i cysteinovych a
aspartatovych peptidaz (Sojka a kol., 2008). V jalol Horn a kol. (2009) byly tyto travici
protedazy popsany veist/ni tkanil. ricinus a autdi se zangfili na popsani i dalezitych
endo- a exopeptidaz. Konkrétee jedna o aspartatovou proteazu cathepsin D JleCdbanu
AA, ktery ma vyraznou proteolytickou aktivitutiptrdveni hemoglobinu. Do skupiny
cysteinovych protedz patpapainové protedzy cathepsin B (IrCB), cathepsi(irCL) a
cathepsin C (IrCC) z klanu CA. Dale pak asparagivglendopeptidaza (IrAE, legumain)
z klanu CD (Horn a kol., 2009). Cysteinové i aspiané peptidazyifspivaji vyznamnym
dilem k odbouravani hostitelského hemoglobinu Atgakrve (Mendiola a kol., 1996).
Asparaginylovd endopeptiddza (SmAE) prpatobré prispiva k aktivaci ostatnich
cysteinovych a aspartatovych proteaz, jak bylo gppsuS. manson{Sajid a kol., 2003).
Inkubace SmCBL1 pro-peptidu s IrAE v kyselém piexdit vedla k vytvéeni aktivni formy
peptidu SmCB1 (Sojka a kol., 2007). Je mozné, zéhdpain B (IrCB) ul. ricinus
podstupuje podobnou aktivaciigpbenim IrAE. Ul. ricinus bylo zjiS€no, Ze IrAE je
exprimovan vyhradh ve stevni tkani a nejvyssi aktivitu vykazuje za kyselépd v
hodnotach 5.5 az 6 (Sojka a kol., 2007). Ostateietyove proteazy maji nejvyssiinost
pii pH v rozmezi 5 az 6 a aspartatove protedzpld 3 az 4 (Horn a kol., 2009).



1.4.2. Traveni krve

Traveni krve je u Kkligat pongérné pomaly proces, ktery vyZzaduje kyselé piedi pro
spravnou funkci travicich proteaz verestnich intracelularnich véich (Grandjean a
Aschliemann, 1973). @ezitou funkci steva je schopnost vypédat se s velkym mnoZzstvim
hemu, ktery vznika proteolyzou hemoglobinu z nakété a ve své volné fortrje pro klist
toxicky. Po poreni hostitelské krve dochazi nejprve k hemolyzérecyti ve stevni lumen
(Agbede a Kemp, 1985; Miyoshi a kol., 2007) a fowdu velkych hemoglobinovych
krystali vlumen dgteva. Jiz zmiénd absence extracelularniho traveni pépedobré
umoziuje ukladani krystal hemoglobinu ve #tvni lumen (Horn a kol., 2009).fiBina
formovani €chto krystah ale neni doposudigs® znama. Postugndochazi k endocytéze
uvolréného hemu travicimi bikami do hemocoelu, kde nasleduje intracelularmvema
endo/lysozomalni odbourani hemoglobinu cysteinovgraspartatovymi proteazami (Coons
a Alberti, 1999). Degradace hemoglobinu byla &jiatjako nejdinnéjsi v rozmezi pH 3,5 az
4,5 (Horn a kol., 2009), coz odpovida kyselému tpeos, které se vyskytuje v travicich
vaécich (Lara a kol, 2005). Degrafid proces je iniciovan cathepsinem D a cathepsibem
ktery je podporovan legumainem. Nasleduje aktiyarmteaz cathepsinu C a cathepsinu B,
které pokrauji v odbouravani velkych fragmeénto podoby dipeptiid (Horn a kol., 2009).
Cely proces je ukafen ukladanim uvobmého toxického hemu v hemosomech. Tyto
specialni organely jsou proto povazovana za hldetdxika&ni mechanismus kifat (Lara,
2003). Hemosomy jsou uskupovany v travicichikach. Po nahrom&di mnoha odpadnich
produkti dochazi k uvoléni travicich butk z epitelu a naslednémiigsunu do lumenigva,
kde postupé dojde k jejich odstraimi jako odpadniho materialu (Coons a Alberti, 1999)

1.4.3. Cathepsin B

Cathepsin B je lysozomalni cysteinova proteaza ipapého typu. Je lokalizovan ve
sttevnim epitelu a zodpovida za intracelularni odboupdoteiri v lysozomechRadi se do
tiéidy globularnich lysozomalnichietnich proteaz s nejvyssi aktivitou v kyselé oblpkL
Jeho hlavni funkce spiva tedy v zajidini degradace protairv lysozomech. Spolu s dalSimi
travicimi protedzami hraje vyznamnou roti pravené velkych hemoglobinovych fragmént
(Horn a kol., 2009). Jak jiz bylo zmdmo, je mozné, Ze veiswni tkani kliskte je funkce
cathepsinu B (IrCB) umoZna pisobenim peptidazy legumainu (IrAE). K potvrzemi

vyvraceni této hypotézy bude peiva jedt podrobny vyzkum. Na rozdil od ostatniélena



rodiny cysteinovych protedz vykazuje cathepsin Blopeptidazovou i exopeptidazovou
aktivitu (Nagler a kol., 1997). Jako exopeptidéga¢hopen od&povat dipeptid z C-konce
cilového degradovaného substratu (Barrett a Kirschi©81). Schopnost cathepsinu B
fungovat jako dipeptidyl karboxypeptidaza j&spzovana fitomnosti dvou histidinovych
zbytki His™'® a His** (Krupa a kol., 2002) v tzv. ,occluding loop®, c{# vloZeny segment o
velikosti 20 AK lokalizovany v molekule cathepsiBu

DuleZitd skuténost je pravépodobna existence vice isoforem IrCB. Sojka a Ka008)
popsal za pouziti screeninguiestni cDNA degenerovanymi primery specifickymi pro
jednotlivé peptidazy moznost vyskytu IrCB veéest klistéte ve dvou nepatinodliSnych
formach, zatimco ostatni v této praci klasifikovat@vni protedzy byly prezentovany jen
jednou formou enzymu. Zji&ti existence dvou isoforem cathepsinu B je srovnéte daty
prezentovanymi 8. manson{Sajid a kol., 2003) drichobilharzia regentiDvorak a kol.,
2005), kde byla popséana vice nez jedna isoformaepatnu B. D¥ isoformy cathepsinu B
podrobené vlivu RNAI byly v této diplomové pracinaeny jako cathepsin B1 (cathBl) a
cathepsin B2 (cathB2). U cathepsinu B2 se jevite jpatrna upregulace po sani kiigt S
vyuzitim RT-PCR bylo #&ejmé, Ze IrCB je fitomen ve vSech vyvojovych stadiich kdistl.

ricinus krome vajicek a exprimovan je pouze véestni tkani (Sojka a kol., 2008).

1.5. Slinné zlazy

Slinné Zlazy jsou neftSimi v €le klis€te. Jsou tvieny shluky sekr@ich vakua (acini),
které jsou spojeny systémem karialie slinnymi dukty. Hlavni dukt se uvhilinné zlazy
vétvi na mnoho kratSich dukt které dale usti do jednotlivych aginHlavnim skrnym
kanalkem téou sliny do salivaria, coz je vgbek ustni dutiny. U saek kliS€te I. ricinus
jsou @itomny dva typy acié — agranularni (pyramidalni) a granula sekretyjgalashov,
1979). Slinné Zlazy zastavajildzitou funkci g sani na hostiteli a zarofrgsou primarnim
mistem penosu Sirokého spektra patogeneba zde fisobi jiz zmigny slinami aktivovany
pienos patogendo hostitele (SAT). Slinné Zlazy obsahujzmé enzymy, proteiny, soli a
farmakodynamické modulatory, kterésmbi proti hemostatickym a zélivym slozkam
imunitniho systému hostitele a tim ushag piijem krve do kliite. DileZité antikoaguléni
vlastnosti kli&cich slin (SGE-Salivary gland extract) jsou dadiggmnosti molekularnich
inhibitori koagul&nich faktoti V a VIl (Gordon a Allen, 1991) a také&ifpmnosti apyrazy
(ATP-difosfohydrolaza), ktera zalingge agregaci krevnich desk v mist sani klistte
(Ribeiro a kol., 1985). Slinné Zlazy zajigi i dalSi funkce, mezi které gatabsorpce vody

z ovzduSi Bhem obdobi, kdy kligtneparazituje na hostiteli (Wikel a kol., 1994)ekrece



elektrolyti, vody a cementu, pomocimoz se klig&t ukotvi v kizi napadeného hostitele
(Munderloh a Kurtti, 1995). Kligti sliny maji také schopnost suprimovat nebo naopak
zvySovat produkci ¢kterych cytokiri pii sani na hostiteli (Kopecky a kol., 1999).

1.6. Peritrophicka membrana

Peritrophickd membrana (PM) funguje veéest vétSiny krev sajicictelenoval jako fyzicka
bariéra. Vyskytuje se ve 2 formach (PM-1 a PM-2Y1-P je syntetizovana a sekretovana
bunkami stevniho epitelu v tksledku poreni potravy. PM-2 je syntetizovana neustale
nezavisle na ifljmu potravy ve specializovaném organu zvaném Q@arkliery se naléza
v anteriorni oblasti géva (Peters, 1992)riomnost PM byla zatim zaznamenéna pouzé u t
druhia klistat. Vyskyt peritrophické matrix byl popsan u Kistixodes dammin{Rudzinska

a kol., 1982), uOrnithodoros moubata celedi Argasidae (Grandjean, 1984) a ve vSech
vyvojovych stadii klidtte I. ricinus (Zhu a kol., 1991). Svym sloZzenim se podoba
peritrophické membr& hmyzu (Martoja a Ballaufrancais, 1984). #@sna chemicka
struktura PM je stale nejasna, aleegpoklada se, Ze je tkena pevazri proteoglykany,
raznymi proteiny a chitinem, ktery je jejiakzitou strukturni sloZzkou. Funkce této
membrany sp&iva v obklopeni paené krve a jeji izolaci od epitelialnich kn Dalsi jeji
funkce je vytvéeni bariéry ped moznymi patogennimi mikroorganismy, které jséijaty

v nasaté krvi a mohly by ohrozit samotné KlifPeters, 1992). iBdpoklada se, Ze tia
obnova PM se odehrav&hem celé periody sani kit a kazda nova generacéeshich

bungk syntetizuje svou novou matrix (Grigorieva a Ames02004).

1.6.1. Peritrophiny

Peritrophiny sé&adi do velké rodiny chitin vazajicich protéirmato skupina proteinje silné
asociovana s peritrophickou membranou (PM). V t@@Embrag jsou proteiny vazany na
chitinova vlakna nebo jiné peritrophiny (Tellam al.k 1999). Tato vazba je umaira
piitomnosti chitin vazajici peritrophin A domény. Déma se sklada z 65-70 aminokyselin a
obsahuje konzervovanou pozici 6-ti cysteifPodle prace Wanga a Granadose (2001) se
predpoklada, Ze struktura chitin vazajici domény ntymphinech ma za nasledekegiizeni

a vazbu chitinovych vlakentiptvorb¢ PM. Biologicka funkce peritrophinneni zatim flis
objasréna, ale pedpoklada se, Zze maji vliv na traveni, obranu dsgam fed infekci,
ochranu gevni struktury nebo i vygmu plyni v trachejich. Pravposledni zmiéna funkce

peritrophiri byla objastina u Drosophily melanogastefBarry a kol., 1999), kde byl



izolovan protein z rodiny chitin vazajicich protein tracheji, nikoliv tedy ze igvni tkar,
jeden zastupce ze skupiny chitin vazajicich prdtend funkci nejen ve svni peritrophické
matrix D. melanogasterale i v trachejich a pragdodobrt i ovariich. Vzhledem k prokazani
piitomnosti peritrophif i v trachejich mohou zastavat takélefitou roli jako spojovaci
¢lanek mezi hmyzem a okolnim priedim, zejména ip vyméné plyni a @i eliminaci

vhiknuti parazit do organismu.

1.6.2. Chitin binding protein — peritrophin A

Chitin véazajici protein (CBP) s&di do rozsahlé skupiny peitrophijrktera byla podrokh
popsana hlavhu fady drutii hmyzu (Barry a kol., 1999; Tellam a kol., 1999%riRophin A
doména se nachazi v chitin vazajicich proteineefména v peritrophické matrix protéin
hmyzich a zwecich chitindz. Je to extracelularni doména, ktetdsahuje Sest
konzervovanych cystein které pravépodobré tvori téi disulfidické mustky. Chitinova
vazba byla prokazana pro protein obsahujici povze d&chto domén. Peritrophin A, jedna
z komponent peritrophické matrix, byl poprvé izdlovze steva hmyzu. Slouzi k ochran
organisnii pred napadenim mikroorganismy a k stimulaci travetigvy.

Chitin je R-1,4 homopolymer N-acetyl-D-glukosamindle to nerozpustny strukturni
polysacharid, ktery zastavaildzitou funkci jako stavebni sloZzka extracelulamngtruktur
v exoskeletonu ¢lenoval veetre Kklistat (You a kol., 2003). Chitinové mikrofibrily
spolupracuji s proteiny ip formovani chitin6znich struktur epidermis a tag@# vzniku
zminované peritrophické matrix (PM) veistni lumen klidtte po séani krve (Shao a kol.,
2001).

1.7. RNA interference

RNA interference (RNAI) je teprve v nedavné histaibjasrény evoliné konzervovany
proces, ktery umaiuje regulovat vnitrobwtnou expresi sledovaného genu nha
posttranskripni Urovni. V tomto molekulégbiologickém procesu fragmenty dvouvlaknové
RNA (dsRNA) spolu s dalSimi slozkami tohoto meckami interferuji s komplementéarni
MRNA, dochazi k jeji vysoce selektivni degradaciaalednému potteni exprese cilového
genu (Bernstein a kol., 2001). N@pmnost sledovaného proteinu pak umgg sledovat
mozny fenotypovy projev. Poté, co byl tento propepsan na molekularni arovni, bylo
ziejmé, Ze RNA interference je vyznamnou formou pasgkrigniho genového utlument,

pii kterém dvouSroubovice RNA indukuje degradaci hlmgoich transkript. Tim je



napodoben d&inek pipadné ztraty funkce genu nebo snizeni jeho aktivee vysledku tedy

RNAI inhibuje aktivitu cilového genu a tedy i prdaikédovaného proteinu v tkanich.

Teprve ale popsani metody RNAI u hlisti@aenorhabditis eleganéFire a kol., 1998)
znamenalo vyznamny pokrok v obj&sn tohoto procesu. Ameéiti védci Andrew Fire ze
Stanfordovy univerzity a Craig Mello z Massachudettuniverzity popsali fenomén RNAI a
odstartovali tak revoluci v molekularni biologiitvwdné se autéi tohoto objevu pokouSeli o
inaktivaci genuunc-22 v C. eleganspomoci injikovani antisense-RNA komplementarni
k cilové mRNA. Podle jejich fiedpokladu mllo dojit ke tvork RNA duplexa z dodané
antisense-RNA a mRNA. Vzniklé duplexyé za dkol branit translaciifslusné mRNA a
nasledné expresi gerunc-22 Jako kontrolu pouZili hiatka injikovana sense-RNA. Poté
ovSem pekvapiw zaznamenali stejny mutantni fenotyp u pokusnykbntrolnich jeding.
Tuto skuténost nasledhobjasnili tim, Ze injikované RNA pouzité v pokusyy piipraveny

in vitro transkripci, ktera ovSem ifgs svou vysokou specifitu tiourcitou dsRNA
kontaminaci. A pra¥ picitomnost dsRNA byla naslediprokdzana jako vlastni interfexen
agens, které umanje specifickou degradaci mRNA. V roce 2006 ziskaldrew Z. Fire a
Craig C. Mello za tento objev Nobelovu cenu zadi@jii a Iékdstvi. V nasledujicich letech
se zjistilo, Ze mechanismus RNAIi se vyvinul prgwbobr jako obrana genomu
eukaryotické biiky pred napadenim (ds)viry a transpozony, jejichz gekétinformace je
uloZzena v Bkterych Zivotnich stadiich ve fokm dsRNA (Tabara a kol., 1999).
Dvourettzcova RNA v normalnim procesu exprese genetickernmiice nevznika, aléasto
byva meziproduktemipreplikaci zmignych viri. Mnoho eukaryotickych organisntudiz
na gitomnost dsRNA reaguje obrannymi mechanismy v pdd®NAi. Proces RNAI byl
zjisten u wtSiny eukaryot (Cogoni a Macino, 2000¢kaliv u nékterych organisr se zda
byt naopak téwt potlaien, napiklad u Saccharomyces cerevisiae, Trypanosoma cruzi,

Leishmania majoa Plasmodium falciparunCerutti a Casas-Mollano, 2006).

Mechanismus RNA interference je schematicky zn&zoma obrazku (Obr. 3). Po vstupu
dsRNA do btiky, je tato dvouSroubovice za spelty ATP (Zamore a kol., 2000; Nykdnen a
kol., 2001) &tpena specifickou RNAazou Ill, ktera se nazyva DICEernstein a kol.,
2001). Ta ji roz&pi na kratké nekodujici dveéeiczcové molekuly siRNA (Elbashir a kol.,
2001), coz jsou oligonukleotidy obsahujici 19-25ap#€asi, které obsahuji fosfatovou
skupinu na 5" konci a volnou — OH skupinu na 3" diolwzniklé siRNA se dale vazi na
specificky multiproteinovy komplex s helikazovoutigkou zvany RISC (RNA-induced

silencing complex) (Hammond a kol., 2000). &msii RISC komplexu je i proteinova
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komponenta Argonaute (Cerutti, 2003). Vtomto RI®Gmplexu dochazi k rozpleteni
dvourettzcovych struktur siRNA a s RISC komplexemistAva asociovano pouze ,anti-
sense” vlakno siRNA (,sense” vldkno je degradovani@kto vznikly komplex vykazuje
endonukleazovou aktivitu, siRNA je schopna rozezZk@nplementarni cilovou sekvenci
MRNA a komplex RISC zahdji nasledn&p&ni molekuly mRNA uprostd oblasti
homologie (Elbashir a kol., 2001).épeni zajiguji svou nukledzovou aktivitou zitované
proteiny z rodiny Argonaute. Poté je rag@na mRNA degradovana kignymi RNAazami.
Nasled® dochazi k znemoZni pouziti odbourané mRNA jako templatu pro tracisla
sledovaného proteinu. aiPodni molekula sSiRNA &hem SEpeni cilové mRNA neni
spotebovana, odpoji se a cely proces s&Zenopakovat. Timto Zgobem niZze jedna
molekula siRNA pomoci vyhledat a inaktivovat mnaholekul konkrétni mRNA. Doposud
ne@ilis znamou skupinou proteintykajici se amplifikace RNAI signalu jsou spedifc
RNA dependentni RNA polymerazy (RdRP), které molpou skoeni procesu vyuzit
jednotlivéiettzce siRNA jako primery a dosyntetizovat novou dsRN#shikura, 2001). Ta
se pak stane @p substratem pro DICER a cyklus se opakuje. Jedolekula dsRNA tak
muze zmsobit likvidaci velkého p&u molekul komplementarni mRNA. Timto Ize vytit
relativné dlouhodobou &innost RNA interference uékterych organisrin (Hannon, 2002).
Napiklad v genomu Kligte |I. scapularisbylo zaznamenano sediiznych RARP polymeraz
(Hajdusek, Ph.D. thesis, 2009), avSak popséedrnEho fisobeni a funkci zjishych RARP
molekul bude vyZzadovat j@Sinnohocasu. Tyto polymerazy ale nebyly doposud detekovany
u lidi a dalSich obratlovg coz by mohlo v budoucnu pomodii yytvaieni protiklistécich
vakcin (HajduSek, Ph.D. thesis, 2009).
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Obr. 3: Struéné schéma popisujici mechanismus RNAI

Co se tyk&d moznosti uplatmi fenoménu RNAI v kligci problematice, tak dbec prvni
studie pojednavajici o existenci RNAi u K&§ byla publikovana v roce 2002 (Aljamali a
kol., 2002). V dalSi praci se tito atit@aanetili na moznost utlumeni HBP (histamin vazajici
protein) u nenasatych samic Kb Amblyomma americanurfAljamali a kol., 2003). Po
injikaci HBP dsRNA dochéazelo u testovanych jedike snizeni schopnosti slinnych zZlaz
vazat histamin. Utlumeni pomoci RNAifgsto nebylo dpIné, nebourcitym ruSivym
elementem po aplikaci dsSRNA mohlo byt nasledné khg&iat, kdy dochazi ke z¥Sovani
télesného objemu a k fyziologickym 2mam klis¢écich tkani. S podobnymi komplikacemi se
potykal Boldbaatar a kol. (2006) H. longicornis pii objasiovani funkci longepsinu, u
ktereho také nebylo dosazeno kompletniho vypnutframaskrigni drovni pomoci RNA.I.
Naopak pozitivnich vysledkpii pouziti RNAi dosahl Ramakrishnan a kol. (2005)stediu
funkci kliS€cich slinnych Zlaz. Metoda RNAI byla vyuZita ii pbjasréni funkci proteir
synaptobrevinu a cystatingheem sani krve . americanun{Karim a kol., 2005). Vysledny
efekt dsSRNA ve s$ew na rozdil od slinnych Zlaz ale nebyl 100%, nebdumeni mRNA
kodujici gen pro cystatin vetstni tkani bylo nestabilni aébem rekolika dni doslo

k opétovnému dosyntetizovani mRNA na normalni transkriphladinu. Vcelku Usggného
utlumeni exprese sledovanych proteipomoci RNAI bylo dosazeno veiete klistat

v dalSich studiich (Pal a kol., 2004; Miyoshi a.k@007). Jiné pokusy pomoci RNAI byly
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provedeny k analyzovani funkce subolesinixades scapularigde la Fuente a kol., 2006).
Testované samice prokazovaly nizSi schopnéstipani, séani i kladeni vagk. Potl&eni
exprese genu u safhepisobilo nejen poruseni funkcaeta a slinnych zlaz, ale i sterilitu.
Urcité komplikace s pouzitim RNAI u kiiat mohou nastat vidledku velkeé variability gen

u jednotlivych druli klistat, coz niZe vést k jen omezenému utlumenii@eomoci RNAI a
tedy vysledny efekt utlumeni je nedostate (Soares a kol., 2005). Fenomén RNAI byl
uplatrén také u kligat Boophilus microplus, A. americanum, D. variabilid.ascapularis
(Nijhof a kol., 2007; Kocan a kol., 2007¥ipvyzkumu vlivu RNAI proti subolesinu na
klistéci potomstvo. Injikace dsRNA do hemolymfy nasatygamic zgisobila prokadzané
utlumeni exprese subolesinu v nasledném larvalrtadiits AvSak potléeni sledovaného
genu jiz nebylo znatelné u daspi (Nijhof a kol., 2007). Tento vysledekiie hovdit proti
moznosti amplifikace procesu RNAI u ki&, ktera byla naopak prokazan jako skotest
zaji¥ujici dlouhodobé trvani silencingu i v dalSich gawéch uC. elegangVastenhouw a
kol., 2006). De la Fuente a kol. (2005) ve své ipnaen&il moznosti vyuziti RNAI také
detekovani kligcich ochrannych antigén které znamenaji velkouigkazku pi vyvoji
protikliSttcich vakcin. DalSi vyuziti RNA interference bylop&&né u kligtte 1. ricinus
(Decrem a kol., 2008), kde napomohla k objasrfunkci metalloproteadz (Metis 1 a 2) ve
slinnych Zlazach testovanych jedincUtlumeni gefi pro Metis 1 a Metis 2 Zsobilo
¢asté&né snizenou schopnost séni u &iSinjikovanych specifickou dsRNA a s@asré byla
zaznamenana i vysSi mortalita KBE Pomoci RNA interference byla zkouméana také ¢enk
travici protedzy longipainu ve feinim epitelu uH. longicornis (Tsuji a kol., 2008).
Utlumeni exprese longipainudho za nasledek zvySené mnozstvi paraBadesia jehoz je
H. longicornisvektorem. Vyuziti metody RNAI vedlo ke zji&ti, Ze longipain jewezity pro
pieziti kliséte a niize hrat roli i v penosu parazit8abesiau H. longicornis.Metoda RNAI
pomohla také k identifikaci tdezitého proteinu ferritinu 2, ktery hraje vyznamnooli
ve slozitém procesu metabolismu Zeleza u &BSt. ricinus a konkrétré se podili na
transportu Zeleza meziifstem a tkaémi. Utlumeni exprese ferritinu 2 pomoci RNAEIm
za nasledek zhorSené sani tidiSa jejich zasychani na hostiteli, proto by tatatenost

mohla byt vyuzita v budoucnu k vyvoji vakcin prkiistatim (HajduSek a kol., 2009).
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2. Cile prace

Cilem diplomové prace bylo pokusit se o aplikacitadg RNA interference k utlumeni
exprese proteinu CBP ve slinnych Zlazach a traviproteaz cathepsinu B1 a cathepsinu B2
ve stew samic kliskte I. ricinus béchem 6Hiznych period sani na m@atech. Vliv RNAI byl
hodnocen po injikaciéi kapilarnim séni specifické dsRNA pomoci metody-ROIR a

Western blot u jednotlivych testovanych skupintidts
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3. Material a metody

3.1. Pouzité chemikalie a kity

PCR; RNA a DNA elektroforéza

10x TBE pufr

0,89 M Tris; 0,89 M kys. borit4; 20 mN&EDTA; DEPC H0

1x TBE pufr 10x TBE puffeccny DEPC HO
50x TAE pufr 200 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA
1x TAE pufr 50x TAE puftedény DEPC HO
EtBr Ethidium bromid (0,5ug/ml)
Agarbza 1% agarosa pro ELFO
Polymeraza Taq polymeraza (Top-bio s.r.0.)

6x Loading Dye

0,25% bromfenolova magd 0,25% xylencyanol; 30% glgcol
1,2% SDS; 60 mM fosfat sodny

PCR HO filtrovand, destilovana, autoklavovana voda (iddte)
DNA Ladder GeneRuléY 100bp DNA Ladder Plus (MBI Fermentas)
RNA Ladder High Range RNA Ladder (MBI Fermentas)
DEPC H0 dletylp,yrokarb,onat 1000x fedny vdest. HO, odstats
autoklavovana
Média a pidy pro péstovani bakterii
- 2% bacto-trypton; 0,5% bacieast extract; 0,05% NaCl; 2,5n
SOC medium KCI; 10 mM MgSQ; 20 mM glukéza; pH 7,0; sterilni
0, _ - 0, _ . 0
LB médium 1% .ba}cto trypton; 0,5% bacto-yeast extract; 0,5%INaH 7,0
sterilni
LB agar 1,5% bacto-agar v LB médiu
IPTG isopropyl-3-D-thiogalactoside (zasobni roztbit)
Antibiotika ampicillin (zasobni roztok: 50 mg/mL®)

Pouzité kity

Izolace PCR produkt
z agar6zoveho gelu

HIET Quick Gel Extraction Spin Kit (Genomed)

Cisteni PCR produktu

JET Quick PCR Purification Kit (Genomed)

Liga¢ni reakce

pPpGEM T-easy Kit

Izolace plazmid

QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen)

Syntéza ssRNA

MEGAscript® T7 High Yield TranscrgotiKit (Ambion)

Syntéza cDNA

Enhanced Avian HS RT-PCR 100 Kit (Sagm
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SDS-PAGE a Western Blot

5x
pufr

Elektroforeticky

0,125 M Tris/HCI; 0,96 M glycin; 0,5% SDS

5x Gelovy pufr

1,875 M Tris/HCI; pH 8,8

1x Vzorkovy pufr

50 mM Tris/HCI (pH 6,8); 100 mMlithiotreitol; 2% SDS; 0,2
bromophenol blue; 10% glycerol

Odbarvovaci pufr

methanol:kys. octova:desD k25:10:65)

LMW - proteinov) LMW Electrophoresis Calibration Kit (Amersham)

marker

Barvici roztok 0,05% Coomassie Brilliant Blue; 5@%thanol; 10% kys. octové
PBS — Tween 1x PBS; 0,05% Tween 20

Blotovaci pufr

0,125 M Tris; 0,96 M glycin; 0,1% SPD20% methanol

Blokovaci pufr

5% suSené mléko v PBS Tween 20

TEMED

N,N,N",N" - tetramethylenediamine

Substratovy roztok

~10 mg diaminobenzidin; 5Al H,0; 100 ml 0,1 M Tris/HCI (p
7,8)

Primarni protilatky

Ra X CBP; Ra X cathB

Sekundarni protilatka

SWAR/P¥egEni 1:1000)

Piiprava dsRNA

Proteinaza K

1 pl proteindza K (20 mg/ml) v 15@ 10 mM Tris-HCI (pH 8) a 2
mM CaCb

10% SDS dodecylsiran sodny
Izolace totalni RNA
RNaseZap® RNase decontamination solution (Ambion)
Tri Reagent” Sigma®, technical Bulletin MB - 205, 1999
Software
Editace DNA sekvenciEditseq (DNASTAR)
Analyza,DNA NBCI (www.ncbi.nlm.nih.gov)
sekvenci
Navrh primeti Primer Select (DNASTAR)
Clustal W MegAlign (DNASTAR)
Fotodokumentace AlphaDigiDoc RT (Kodak)
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3.2. Pouzité primery
Pouzité primery byly navrZzeny v programu Primeresel(DNASTAR) a nasledn
ob¢dnany u firmy Generi Biotech (Tab. 1).

Tab. 1: Oligonukleotidy pouZzité v diplomové praci

Nazev Forward primery 5°-3" Reverse primery 5°-3°

CBP TGC TTC GAG CTC CAG C AAT GCT TCG CAA ACA AC
CathB1 | CCG CGACCAGTCCACCT CCC AGG CTG CCG CCGTA
CathB2 | CCA TAT CGG ACC GAATC AGC GGT GTC TCC ACCTE G
Aktin CCG TGC CGT GTT CCC CTC CAT CCG GCC GGC CAAGCAGA

3.3. Klisrata
3.3.1. S& a chov klisrat

KliStata Ixodes ricinusbyla sbirana vlajkovanim vegetace bilou flaneloldtikou v lesni
lokalité u Ceskych Budjovic. Klidtata byla nasbirdna do zkumavek, kam byldgma trava
pro udrZzeni vlhkosti. Nasledn byla kli¥ata umistna do laboratorniho chovu
Parazitologického Gstavu AUR v Ceskych Budjovicich, kde byla chovanaipteplot 25-
26°C s fotoperiodou L:D 12:12. V nasledujicich pedech kligata sala na laboratornich
mortatech, na jejichz e€ byla upevina pomoci pryZového kloboku (Obr. 4)

piekrytého shora gdvinou (na obrazku jet3vina odstizena).

Obr. 4: KliStata v pryZzovém klobowku béhem sani na moketi
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3.3.2. Aplikace dsRNA do kligat

V klistéci problematice jsou znandyyii ruzné techniky aplikace dsRNA do kb&: injikace
dsRNA, kapilarni sani dsRNA, nasaknuti dsRNA eném kliS¢éte do suspenze a produkce
dsRNA samotnym kligtem po virové infekci. V této diplomové praci bydpuzity prvni d¢

popsané metody k vyvolanéiaku RNAI ul. ricinus.

3.3.2.1. Injikace dsRNA

Injikace je nejkznejSi metoda k dorteni dsRNA do Kkligte a poprvé byla pouzita k injikaci
dsRNA do samic kligte A. americanunfAljamali a kol., 2002). V mé diplomové préci byla
injikace dsRNA provagha pomoci mikrokapilary umigié na mikromanipulétoru (Narishige)
pro lepSi manipulaci a snadnou kontrolu injikovamébbjemu. Tento postup popsal
Narasimhan a kol. (2004). Vpich byl pro¥addo hemolymfy mezi I. a Il. Kelnim kloubem
na vertikalni straq klistéte. Injikovano bylo 0,5ul nasyntetizované dsRNA o koncentraci 3
pg/ul. Nasledrt byla injikovana kligata ponechanatippokojoveé teplat po dobu 24 hodin ve

vihkém prostedi a poté nasledovalo sani na éatech (Obr. 4).

3.3.2.2. Kapilarni sani dsRNA

Metoda kapilarniho sani byla popsanaifidad v praci Gern a kol. (1990) na deékgich 1.
ricinus a kapilarni sani roztoku dsRNA u nyrhfscapularisvyuzil a popsal jako jeden
z prvnich Soares a kol. (2005). V naSeiipad: byly nejprve samice upewvny dorsalni
stranou pomoci oboustranné lepici pasky na podlskln. Pak byly fixovany z ventralni
strany lepici paskou. Skla s fixovanymi KAy byla umistna na plastovy noSia naproti
astnimu Ustroji kligat byla na okraj vika nalepena modelovaci hmotahyyestom a palpu
klistat byly pod stereomikroskopem nasazeny skiérmikrokapilary s fipravenou dsRNA.
Druhy konec mikrokapilar byl upe¥n do modelovaci hmoty (Obr. 5). Takto byla &dita
pripravena k sani a umésia do termostatu o teptoB4 °C, kde byla vysSi vihkost chranici
klistata ged dehydrataci (Broadwater a kol., 2002).é8hto podminkach trvalo kapilarni
sani 3 hodiny a klisStata byla schoprigndm této doby fijmout priblizné 0,5 ul dsRNA z
mikrokapilary. Nasledujici den byla kfgta umisina na matata, kde pokr&ovala

Vv prirozeném sani.
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Obr. 5: Kapilarni sani dsRNA klistaty upevrénymi na plastovém nosti

3.3.3. lIzolace tkani z kliBat

Klistata byla uchycena na Petriho misku s tuhym voskemitw@na sterilnimi nastroji
oSetenymi RNAse Zapem® pod binokularnim mikroskopemB&Ppufru. Pomoci izek
byla odstratna posteriorni kutikula, pozadované tkdyly vypitvany, promyty v nadbytku
PBS a urychleh ukladany jak do 1,5 ml popsanych mikrozkumavek méslednou analyzu
Western Blotem, tak i do 1,5 ml mikrozkumavek s @5Trireagentl™ pro izolaci totalni
RNA. Vypitvané tk&s byly uloZzeny do -80 °C.

3.4. RNAI protokol
1) PCR amplifikace

Prvnim krokem v procesu tvorby dsRNA byla PCR afikalce cDNA ze slinnych Zlaz a
streva samic & dni nasatych pomoci navrzenych specifickych prim{@ab. 1). Reakni
smés byla namichana dle nasledujiciho postupu.

19



Reakni smes:

10x Tag buffer 1l

dNTPs (10 mM kazdy) | 0,25ul

primer — Forw (10 mmo|)1 ul

primer — Rev (10 mmol) 1 pl

Taq polymeraza (Topio

S.r.o.) 1yl

cDNA 1ul

dH.0 4,75ul
Celkovy objem Al

Program pro PCR:

1) dvodni denaturace ...... 94 °C......5. minut

2) denaturace .................94 °C...... 30 sekund
annealing................... 55 °C......... 30 sekun 30 cykia
elongace................. 72°C........... 1 minuta

3) kone&na elongace......... 72°C......... 10 minut

Amplifika¢ni reakce byla prové&da v 0,2 ml mikrozkumavkach v termocycleru
Mastercycler® (Eppendorf). Vysledky byly analyzoyam 1% TAE agar6zovém gelu
obsahujicim ethidium bromid (0,fg/ml). Elektroforéza probihalatipl00V po dobu 30

minut. Gel byl poté vizualizovan na UV iluminatawyfocen.

2) Extrakce DNA z gelu

PCR produkt byl viiznut z gelu a fistén pomoci JET Quick Gel Extraction Spin Kit
(Genomed) podle postupu uagho vyrobcem. DNA byla eluovana BbdH,0.
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3) Restrikce

Restrikni reakce plazmidu pl 10 a ziskaného PCR produkabipala pomoci restrikich
enzymi Apa | a Xba | po dobu 2 hodirtiieplot 37 °C v nasledujicim sloZeni:

plazmid PCR

pl 10 produkt
Buffer TANGO 10x 3ul 3ul

Enzym (APA |, XBAl) | 1 ul kazdy | 1pl kazdy

DNA 3ul (0,5ug)| 20 pl
H20 23 ul 6 ul
Celkovy objem: 3l 3Qul

4) Purifikace

DalSim krokem byla purifikace PCR produktu a pladunipomoci JET Quick PCR
Purification Kitu (Genomed) dlefiioZzeného navodu.

5) Ligace

Ligacni reakce byla ffipravena s pouzitim pGEM T-easy kitu a probihaesmoc p 4 °C.

Schéma slozZeni ligai snesi bylo nasledujici:

Buffer 5ul

Nastipany plazmid pl 10 2 pl

DNA (PCR produkt) 2ul

T4 ligaza 1p

Celkovy olvje 1@l
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6) Transformace plazmidu do TOP 10 busik

Buiiky OneShot® TOP 10 (Invitrogen) byly vyjmuty z -8C & nechany 10 minut rozmrazit
na ledu. K 251l burék bylo piidano 10l pripravené ligani snesi a snés byla inkubovana
25 minut na ledu. Pak nasledoval tepelny Séktgplot 42 °C po dobu 1 minuty, aby
bakterie byly schopnyipmout vektorovou DNA. Poté byla sfs ihned zchlazena po dobu 2
minut na ledu. Nasledovaldgigani 400ul SOC média a inkubace g1 na tepace 1 hodinu
pii teplog 37 °C. Ziskana sés byla nakonec ve flow-boxu nalita do Petriho mjskigra
obsahovala LB médium s ampicilinem (5@/ml). Suspenze byla roxeha po celé ploSe
agaru a miska byla ponechanagnoc p 37 °C. Narostlé kolonie byly dalSi den vybrany a
prekiizkovany do nové misky, kde nasledovalatokultivace ges noc. Déle bylo nutné
zjistit pomoci PCR $itomnost plazmidu nesouciho sledovany gen v jethyott narostlych
bakterialnich koloniich a tedy &kit speSnost transfomace plazmidu do bakterialnichékun
Vybrané pozitivni klony byly nasledrpouzity pro peatkovani do pipraveného LB média

s ampicilinem (5Qug/ml). Jejich kultivace probihalags noc naiepace (i teplot 37 °C.

7) Izolace plazmidi

Plazmidy byly izolovany a iecisttny z 2-3 ml narostlych bétnych kultur pomoci
QIAprep® Spin Miniprep Kitu (Qiagen) podle manualiskana plazmidova DNA byla
eluovana 3Qul dH.0. Jeji mnozstvi bylo progheno na UV spektrofotometru &ifwmnost

zaklonovaného genu byla &ena osekvenovanim v sekveénalaboratdi.

8) Restrikce purifikovaného plazmidu

Pti restrikci byly pouZzity enzymy Apa | a XBA I. Sleai reakci bylo nésleduijici:

10 ug plazmid 3qul

Buffer TANGO 5ul

Enzym (Apal; Xbal) |6l

H20 oul

Celkovy eln: 5@l
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Takto gipravené restriéni reakce poté probihaly 2 hodinyi 87 °C a uspSnost restrikce

byla owtrena elektroforézou.

9) Purifikace linearizovaného plazmidu

K nasStipanému plazmidu bylaigano ve sterilnim boxu 2fl proteindzy K a 3,7%l 10%
SDS. Takto fipravend srés byla inkubovana po dobu 30 minut za teploty 5Q °C
Nasledovalo pidani 80ul fenol-chloroformu, promichani na vortexu a cdotgace 5 minut
pii nejvysSich oté&kach. Poté bylo odebranofilpizné 80 yl vodné faze do nové
mikrozkumavky a k ni fsdano 80ul chloroformu. Ogt byla sngés promichana a stena po
dobu 5 minut. Nasledovalo dalSi odebréiiblEné 80 pl vodné faze, pdani 80 pl
izopropanolu a promichani na vortexu. Ziskanésshyla nechana 15 minutipaboratorni
teplot a pak stéena v centrifuze 30 minut. Ziskany pelet byl pror@gtul 80% EtOH a
centrifugovan 8 minut. Po odsani EtOH byla nechail@ozkumavka ve sterilnim boxu cca
10 minut, aby vyschly zbytky EtOH. Plazmidovy pdigt poté rozpush v 20ul DEPC HO.

MnoZstvi gecisteného plazmidu bylo na zé&vspektrofotometricky zgteno.

10) Syntéza ssRNA

Reakni smesi pro syntézu sense i antisense vidken ssRNA piiyraveny mimo led.
Syntéza jednoviaknové RNA probihalia 7 °C v termostatu po dobu 10 hodinigppavené
reakéni smési byly lehce promichavany kazdé 2 hodiny. Syntseauskuténila pomoci
reagencii z MEGAscript® T7 High Yield Transcriptidtitu (Ambion) dle nasledujiciho

schématu:

dNTPs (A,U,G,C) | 8pl (2 ul kazdy)

Buffer (37 °C, vortex) 2 pl

Lin. plazmid Xyl (1 pg, max 8ul)

Enzyme mix (led) 2 ul

H>0 doplnit do 20ul (H,0+plazmid=8ul)

Celkovy objem: 2Qul
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11) Purifikace ssRNA

Nasledovala purifikace obou vidken ssRNAg&opomoci MEGAscript® T7 High Yield
Transcription Kitu (Ambion). Nejprve se k vzdik pidal 1 ul DNAzy a po inkubaci 15
minut @i 37 °C se pidalo 115ul DEPC HO a 15pl acetatu amonného (5 M). Poté seism
promichala na vortexu. Dale sé&dalo 150l fenol-chloroformu, siés se promichala na
vortexu a stéila 5 minut v centrifuze. K odsaté vodné fazi oevbjy ~ 150ul bylo pfidano
150 pl chloroformu, promichano a steno 5 minut. K dalSi odebrané vodné fazi o objemu
opét ~ 150 pl se gridalo 105ul izopropanolu a promichalo. Vytiena reakni snés se
nechala fisobit po dobu 30 minut v -20 °C. Pak bylac¢stwa 30 minut § nejvyssSich
otatkach v centrifuze. Po odsati izopropanolu se nechrakrozkumavka kratce vyschnout
ve sterilnim boxu a ve finalni fazi byla jednovlék@ sense i antisense RNA rozgast 10
pul DEPC HO. Poté se koncentrace ssRNA (musi byt > 3Q@Pml) pronefila
spektrofotometricky $ vinové délce 260 nm na spektrofotometru Biophadtan

(Eppendorf).

12) Hybridizace — syntéza dsRNA

Tento krok byl posledniip syntéze dsRNA. Sgdval ve smichani vytuenych sense a
antisense vlaken ssRNA v poém 1:1. Vyslednd koncentrace museiait 3 ug/ul. Po
namichani pozadované koncentrace, byl vzorek ami sklegného odmirného valce o
objemu 2 litry. Do valce byla nalita vrouci vodacay jeho povrch byl obalen hlinikovou
folii. Vzorek byl pak inkubovan s noc ve valci. Vysledek hybridizace byl zjistna

agarézovém TBE gelu (Obr. 8) za pouziti Ambion logdlye (naneseno byloglg RNA):

3.5. SDS-PAGE a Western Blot

Proteiny byly rozdleny pomoci vertikalni polyakrylamidové elektrofayeSDS-PAGE f
konstantnim nafti 100V. Po ukodeni elektroforézy byl gel sipravenou membranou a
filtra¢nimi papiry promyt cca 10 minut v blotovacim pufrunmetanolem. Poté byl sestaven
blotovaci sendv¥i nasledujicim z@sobem: blotovaci papir Whatman, membrana, gel a
blotovaci papir Whatman (Obr. 6). Po sestavenioblatiho sendvée byly proteiny z SDS-
PAGE gelu peblotovany na nitrocelul6zovou membraniti proudu 150 mA po dobu 90
minut. Poté byl otiznut marker a obarven spolu s kontrolféisti membrany v 0,1%

amidoblack v odbarvovacim pufru. Membrana byla dadtkovana v 5% roztoku suseného
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mléka v PBS-Tween po dobu 1 hodiny. Poté byla mémbmpromyta v PBS-Tween (3x5
minut). Pak byla inkubovana 2 hodiny v primérniligiaprotilatce fedéni 1:100 v PBS-

Tween). Nasledh byla ogt promyta v PBS-Tween (3x5 minut). Poté byla membara
inkubovana 1 hodinu v sekundarni k&afprotilatce SWAR/Pxiedni 1:1000 v PBS-Tween).
Nasledovalo posledni promyti v PBS-Tween (3x5 nmjinNiakonec byl sledovany protein
vizualizovan v substratovém roztoku 3,3"- diaminatidinu (DAB), ktery se oxidujednem

reakce peroxidazy s peroxidem vodikw@ a zabarvi se do Bda. Reakce byla ve finalni

fazi zastavena promytim membrany vodou.

g filter paper \

gel

membraneg “\\
filter paper \\j
@ \J

JRISUES JO UDap

Obr. 6: Schéma popisuijici sloZeni blotovaciho senide pouZzitého v metod Western blot

3.6. I1zolace totélni RNA

Pro izolaci RNA ztkani je nutné pouzit dgete nastroje a autoklavované roztoky.
Vypitvané vzorky byly nejprve homogenizovany stanhi nastroji v mikrozkumavce s 0,5
ml Tri Reagent" ve sterilnim boxu. Dale bylfian chloroform (0,1 ml chloroformu na 0,5
ml Tri Reagent{! ), nasledovalo promichani na vortexu, inkubace Butyi i pokojové
teplo€ a centrifugace 12000g, 15 minutj g °C. Poté byla horni vrstva s RNA odséata do
noveé 1,5 ml mikrozkumavky, nasledovaltdani isopropanolu (0,25 ml isopropanolu na 0,5
ml Tri Reagent"), preklopeni mikrozkumavky, promichani na vortexu aulméce 10 minut

v -20 °C. Pak pro¥hla dalSi centrifugace 12000g, 10 minuti $ °C a supernatant byl
odstran. K peletu byl pidan 75% ethanol (0,5 ml ethanolu na 0,5 ml Tri deead™),
nasledoval vortex a centrifugace 75009, 5 mindt, 4 °C. Supernatant byl pak &p
odstragn a mikrozkumavka s RNA se nechala vyschnout odnetlu cca 15 minut na
vzduchu ve sterilnim boxu. V poslednim kroku izeldsylo gidano 30ul DEPC HQO,
promichano a inkubovano 10 minuti 55 °C. Vysledné mnoZstvi izolované RNA bylo

zmeteno pomoci spektrofotometru proti sterilni DEPED I vzorek RNA byl zkontrolovan
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pomoci gelové elektroforézy ast ze ziskané mRNA byla naslédpouzita pro reverzni
transkripci na cDNA a zbytek mRNA byl ulozen do &0

3.7. Reverzni transkripce
Tato metoda byla provedena pomoci kitu Enhancedm®WHS RT-PCR 100 Kit (Sigma).
RNA izolovand z jednotlivych tkani ricinus byla gidana tak, aby finalni koncentrace RNA

v reakci byla 0,3ug/ul. Postupovalo se dle navoduéelito krocich:

BNA ..o ot
Deoxynucleotide mix............ dl
(@] [ToTol (014 ) YHUUTURRI l
Ho0 (Kit)..oweeieeiiiiiiiiiiiiieennd p
celkovy objem 10

Bntrifugace a inkubace reak smési 10 minut v 70 °C
Bkubace 2 minuty na ledu, centrifugacerialan:
DHxibuffer for eAMV-RT....... il

Enhanced avian RT............... ML
RNase inhibitor...................... il
Ho0 (Kit).eoevieiiiieiiiiiiiiiiinens 16l
ziskana cDNA 20

5) na za¥r inkubace 50 minutipteplot 45 °C
@®té zamrazit -20 °C pro RT-PCR

3.8. PCR amplifikace cDNA (RT-PCR)

Templatem pro RT-PCR pak byla ziskand cDNAi¢dena 1:10) ziiznych tkani (sevo,
slinné Zlazy, vajéniky) kliat I. ricinus. Pro kontrolni reakce byly pouzity specifické
primery pro aktinovy gen, ktery je exprimovaniibfizné stejném mnozstvi ve vSech tkanich

a jeho transkripce neni ovligna sanim.
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4. Vysledky

4.1. Utlumeni exprese chitin vazajiciho proteinu medou RNAI

Nukleotidova a aminokyselinova sekvence kti#to chitin vazajiciho proteinu (CBP) je
zobrazena vifiloze ¢. 1. Délka cDNA sekvencéini 653 bazi. Redpokladana molekulova
hmotnost maturovaného proteinu byla stanovena ndndia 14323 Da a hodnota
izoelektrického bodu (pl) na 3,92. Jednim #ciéto diplomové prace bylo prokazat
piedpokladanou lokalizaci CBP ve slinnych Zlazachsw 1. ricinus (HajduSek,

nepublikovano). Dale bylo nutné nasyntetizovat GBRNA podle iz popsaného protokolu.
Nasled® jsem se pokusil o utlumeni exprese CBP metodou iRN#moci injikace

hybridizované dsRNA do samic kk#&t I. ricinus, které byly vzagti ponechany k sani po
dobu gti dni na laboratornich méatech. Po dané deélsani byly pezivsi samice odebrany
a bylo zjis¢no, zda dinek RNAI nel néjaky efekt na snizeni exprese CBP na transghkrip

proteinové urovni.

4.1.1. Syntéza CBP dsRNA

Prvnim krokem fipravy dsRNA byla amplifikace cDNA ze slinnych Zlaamic @t dni
nasatych pomoci navrzenych priringro CBP (Tab. 1) a byl ziskan PCR produkt o vedtko
345 bp (Obr. 7A). Hprava a pibéh PCR reakce, restrikce plazrjdyntéza vlidken RNA a
finalni hybridizace dsRNA (Obr. 7B,C) byla jiz p@ma podrob® v kapitole ¥nujici se
celému piibchu RNAI protokolu.

(A) (B) (©)

<+— 345 bp

Obr. 7: P¥iprava CBP dsRNA. Panel A — PCR amplifikace cDNA. ricinus (M — marker, 1 —
PCR produkt)Panel B —Klonovani do plazmidu pl10 a restrikce pomoci ik&trich enzyn Apa |

a Xba | (M — marker, 2 — pl 10, 3 — Apa |, 4 — XlnaPanel C— Hybridizace dsRNA (5 — sense RNA,
6 — antisense RNA, 7 — dsRNA, M - marker).
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4.1.2. Injikace CBP dsRNA a nasledné sani samic pobu 5 dni

Nasyntetizovana dsRNA byla naslédpouzita k pokusu na samicit¢hricinus. Do prvni
skupiny nasbiranych samic bylo pomoci mikrokapilémykovan 0,5 ul kontrolni GFP
dsRNA (Levashina a kol., 2001), nebento vysoce specificky protein ziskany z orgamism
Aequorea victoriamize v klistti spolehliv fungovat jako inertni kontrola RNAI. Do druhé
skupiny samic byla ve stejném mnozstvi injikovaraymtetizovana CBP dsRNA. Poté se
nechaly samice sat po dobu 5idma motatech. Po dané délbyl zjiS&n paiet prezivsich
nasatych samic a byly zaznamenany hodnoty jejidiy \@ab. 2). Vysledek nazdaval
mozny negativni dopad eliminace CBP pomoci RNAI s@oopnost sani a mortalitu

testovanych samic.

Tab. 2: Shrnuti vysledki RNAi experimentu po aplikaci dsSRNA pro CBP mikroinjikaci do
samicl. ricinus

GFP kontrola CBP dsRNA
Praimérna Primérna
Pacet pred| Pacet po ] | Paetped| Paetpo| N
o o vaha po sarji o o vaha po sarji
sanim sani sanim sani
(mg) (mg)
sani 5 dni 20 13 26,4 20 8 21,9

4.1.2.1. O¥reni Winnosti RNAI na expresi CBP pomoci RT-PCR

Z prezivSich nasatych samic s GFP dsRNA a CBP dsRNx hgjprve vypitvany seva,
slinné Zlazy a vajmiky. Nasledovala izolace totalni RNA a jeji kvalibyla oeiena

elektroforézou (Obr. 8).
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(A) (B)

GUBG OVA GUTSG OVA

Obr. 8: Kvalita vyizolované RNA z jednotlivych tkéni I. ricinus byla potvrzena elektroforézou.

Panel A— RNA ze steva, slinnych Zlaz a vajeikia samicl. ricinus injikovanych s kontrolni GFP
dsRNA. Panel B- RNA ze steva, slinnych Zlaz a vajeikd samicl. ricinus injikovanych s CBP
dsRNA.

Po izolaci totalni RNA néasledovalagpsani RNA reverzni transkripci do podoby cDNA.
Nasledr byla provedena RT-PCR ke z{igt efektu RNAi. Na nasledujicim obrazku (Obr. 9)
lze vidkt pomeErné Usgsné utlumeni exprese chitin vazajiciho proteinu RLBe slinnych
Zlazadch pomoci RNAI. Timto byla zaraveotvrzena exprese CBP vyhrg&dwe slinnych

zlazachl. ricinus.

CBP KD
GUT SG OVA
+ - + - + -
B A
T L X .1 ..

Obr. 9: Tkanové specificka exprese CBP KD pomoci RT-PCR ze igva, slinnych Zlaz a

vaje¢nika |. ricinus potvrdila pFedpokladanou expresi CBP vyhrad# ve slinnych Zlazach a

zarovein prokazala efekt RNAI na sniZzeni exprese CBP v téttkani. Symbolem ,plus” jsou

oznaeny vysledky amplifikované cDNA z jednotlivych tkaklistat injikovanych kontrolnim GFP
dsRNA a symbolem ,minus” tk&nz jedindi injikovanych s CBP dsRNA. Aktin byl pouZzit jako
vnittni kontrola.
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4.1.2.2. O¥reni exprese CBP po RNAiI metodou \&stern blot

Metodou Western blot jsem se dale pokouSel potwygitedek z pedchoziho pokusu s RT-
PCR, ktery nazrval pongrné UsmSné utlumeni sledovaného CBRspbenim RNAI.
Vysledek Western blotu je na nasledujicim obraziglo 10. Po provedeni pokusu byl
detekovan band CBP odpovidajici velikosti (cca 143 jen ve vzorku ziskaného ze
slinnych Zlaz samic injikovanych s kontrolni GFPRYRA. Toto zjiS€ni naznduje, Ze
pravéEpodobrg viivem RNAI doSlo ke zngnému utlumeni exprese CBP ve slinnych Zldzach
samic gt dni nasatych injikovanych s CBP dsRNA, nélkzde nebyl band po vyhodnoceni

westen blotu detekovan.

kDa

94 -
67 -

. «<— CBP

Obr. 10: Stanoveni exprese CBP v homogenéatech zénelch Z14z po RNAI metodou Western
blot u samic I. ricinus 5 dni nasatych (M — marker molekulovych hmotnosti LMW; 1,2 —
proteinovy profil; 3, 4 — Western blot s RaX CBRtdétkou; 1, 3 — GFP KD; 2, 4 — CBP KD).

Zjisténé vysledky z RT-PCR na urovni RNA a z Westerniblm proteinové urovni ukazuiji,
Ze RNA interference sobi jako dinny nastroj k potléeni exprese daného sledovaného
proteinu. Utlumeni chitin vazajiciho proteinu (CBPpmoci dsRNA bylo ietelné ve
slinnych Zldzach testovanych samic kiiét. ricinus. K tomuto tvrzeni pspiva i skuténost,

Ze Ehem sani na méatech byla zaznamenana vysSi umrtnost u jédimjikovanych s CBP
dsRNA ve srovnani s jedinci injikovanymi s kontioFP dsRNA (Tab. 1).

Klistata s CBP KD byla zahrnuta i do experimentu tesitupi schopnost kli&tich hemocyi
fagocytovat spirochetlB. burgdorferi (BureSova, nepublikovano).éBem tohoto pokusu
bylo testovano asi 15 RNAi molekul zahrnujicich iildlpd thioesterové proteiny, lektiny

ixoderinového typu, chitinazu, ferritin 2 a také EBUtlumeni CBP pomoci RNAI jako
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jediné vyznamé snizilo schopnost kli&ich hemocyt fagocytovat B. burgdorferi
(konkrétré z 29,75% na 21,97%) ve skupiklistat injikovanych s CBP dsRNA v porovnani
s kontrolni skupinou injikovanou s kontrolni GFRR#A (Obr. 11).

RNAi CBP, B.b.

OGFP OCBP

40 -
35+
30 +---------- T

25 4o J. ——————— ?|'

20 +---------— J_ ————————————
B+t b
0+---—--——--—-{

Pahgocytic hemocytes (%)

B.b.
OGFP 29,75
OCBP 21,97

Obr. 11: Vliv CBP KD na schopnost kliSécich hemocyfi fagocytovat spirochetuB. burgdorferi
(BureSova, nepublikovano)

4.2. Utlumeni exprese cathepsinu B1 a cathepsinu B#todou RNAI

DalSim cilem mé prace bylo pokusit se o p@ttd exprese dvou foremistni travici
protedzy cathepsinu B. Konkrétae jednalo o cathepsin B1 (cathBl) popsany v [Bajy

a kol. (2008) a dalsi dosud nepublikovanou isofocatihepsin B2 (cathB2).

Nukleotidova a odvozena aminokyselinova sekvendbBdaje zobrazena fjpoze ¢. 3.
Délka cDNA sekvence cathB1 (GenBank: EF42820&) 1073 bazi. Teoretickd molekulova
hmotnost maturovaného proteinu byla vjé@na na 35725 Da a hodnota izoelektrického
bodu (pl) na 5,76. Vifpad cathB2 je nukleotidova a aminokyselinova sekveral@azena

v priloze ¢. 4. Délka cDNA sekvence cathB2 je 1072 bazi. Tiezk& molekulova hmotnost
proteinu byla stanovena na 37772 Da a hodnotagktrglkého bodu (pl) na 6,27. Alignment
nukleotidovych sekvenci obou znifrych isoforem cathepsinu B provedeny v programu
BioEdit je zobrazen viflozec. 2.

31



Predl®zné vysledky naziavaly, Ze exprese cathB2 je vyrézizv. ,upregulovana“ v rané
fazi sani klis&tte, coz by znamenalo, Ze intenzita exprese catl@B&evni tkani nenasatych
samic bude niZ8i ve srovnani s cathBl. Tuto hypogatvrdila RT-PCR, ke které byla
pouzita cDNA ze $eva nenasatych samiicricinus (Obr. 12A,B). Tké&ovy profil ze steva,
slinnych Zlaz a ovarii vypitvanych zaediré nasatych samic potvrdil lokalizaci obou forem

cathepsinu B vyhradrve stevni tkanil. ricinus (Obr. 12C).

(A) (B) (©)

GUT GUT GUT SG OVA
N .. . D
B ... B .. DD

= ...

Obr. 12: Panel A —Exprese cathB1 veist¢ nenasatych samicricinus. Panel B— Exprese cathB2

e

upregulaci isoformy cathB2 az po sani kit Panel C - Tkénova lokalizace exprese cathBl a
cathB2 pomoci RT-PCR uistre nasatych samic kli&e I. ricinus. Potvrdila se lokalizace obou
isoforem vyhrad#é ve stew I. ricinus. Aktin byl pouZit jako vnitni kontrola.

4.2.1. Syntéza cathB1 a cathB2 dsRNA

Proces vedouci k vytveni dsRNA pro cathepsin B1 a BXahobdobi jako v gipad CBP
amplifikaci cDNA ze devni tkag samic gt dni nasatych pomoci navrzenych priringro
cathB1 i cathB2 (Tab. 1), pomoci niz byl ziskan RE8&dukt cathB1 o velikosti 179 bazi a
PCR produkt cathB2 o velikosti 119 bazi. Dale poéval proces fipravy dsRNA podle
RNAI protokolu a finalnim krokem byla hybridizaceRINA pro ok isoformy cathepsinu B
(Obr. 13 a Obr. 14).
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(A) (B) (C)

<«— 179 bp

Obr. 13: Priprava cathBl dsRNA. Panel A -PCR amplifikace(M - marker, 1 — PCR produkt).
Panel B- Klonovéani do plazmidu pl10 a restrikce pomociyenz Apa |, Xba | (M — marker, 2 — pl
10, 3 — Apa |, 4 — Xba I)Panel C— Hybridizace dsRNA (5 — sense RNA, 6 — antisenN& R/ —
dsRNA, M - marker).

(A) (B) (C)

<«— 119 bp

Obr. 14: Priprava cathB2 dsRNA. Panel A- PCR amplifikacgM - marker, 1 — PCR produkt).
Panel B- Klonovéani do plazmidu pl10 a restrikce pomociyeni Apa |, Xba I(M — marker, 2 — pl
10, 3 — Apa |, 4 — Xba IPanel C— Hybridizace dsRNA (5 — sense RNA, 6 — antisenS& R/ —
dsRNA, M - marker).

4.2.2. Injikace dsRNA pro cathepsin B1 a cathepsiB2 a nasledné sani samic po dobu 5
dna

Do nasbiranych samic kl&e I. ricinus byla pomoci mikrokapilary injikovanatipravena

cathB1 dsRNA nebo cathB2 dsRNA. Do dalSi skupinyisayla injikovana kontrolni GFP
dsRNA. Pa@ty samic, které byly pouzity k injikaci a naslednésani na méatech po dobu
5 dni, jsou zobrazeny v tabulee 3.
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4.2.2.1. O¥reni Winnosti RNAI na expresi cathB a cathB2 pomoci RT-PR ve stew
samic 5 dmi nasatych

DalSim krokem bylo vypitvani svni tkag z preZivSich samic, které saly na rsatech po
dobu g@ti dni a izolace sevni RNA (Obr. 15).

Obr. 15: Kuvalita vyizolované RNA ze stevni tkané samic |. ricinus byla potvrzena
elektroforézou (M — marker, 1 — GFP KD, 2 — cathB1 KD, 3 — cathi)

Po izolaci totalni RNA byla dle protokolu nasyrzetrana cDNA, ktera byla poté pouzita
k owéteni exprese cathBl1 a cathB2 pomoci RT-PCR (Obr. Zs3kané vysledky

nazn&ovaly ucité sniZzeni v intenzit exprese cathBl i cathB2 vefestni tkani u samic

injikovanych s dsRNA oproti expresi ve tkanich ntolni skupiny samic injikovanych s
GFP.

(A) (B)

cathBl1 KD cathB2 KD

GUT GUT

+ - + -
= cathB1 — cathB2
—_—— ... —_— .

Obr. 16: Exprese cathB1l KD a cathB2 KD pomoci RT-PR ve sf#ew I. ricinus samic 5 dni
nasatych. Panel A— Exprese cathB1l zeista samic injikovanych s cathB1 dsRNRanel B -
Exprese cathB2 zefsva samic injikovanych s cathB2 dsRNA. Aktin byugit jako vnitni kontrola.
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4.2.2.2. O¥ieni exprese cathBl a cathB2 po RNAi metodou &gtern blot ve stewé

samic 5 dnmi nasatych

Nasledovala detekce exprese na proteinové Uroviiduoa Western blot, ktera ukazala malé

utlumeni exprese jen wipact cathB2 KD (Obr. 17).

kDa
94 -
67 - S
43 - G
30 ) .

Obr. 17: Stanoveni exprese cathBl a cathB2 verstnich homogenatech po RNAI

metodou Western blot u samicl. ricinus 5 dna nasatych (M — marker molekulovych

hmotnosti LMW; 1-3 Western blot s RaX cathB1 péikibu; 1 — GFP KD, 2 - cathB1 KD, 3
- cathB2 KD).

4.2.3. Injikace dsRNA pro cathepsin B1 a cathepsiB2 a nasledné sani samic po dobu 3

dniw, 6 dni a do pIného nasati (FF)

Ve druhém pokusu, ve kterém bylaébpouzita metoda RNAI na potieni dvou isoforem
proteazy cathepsinu B u samic Kistl. ricinus, byly opit samice injikovany mikrokapilarou
s pipravenou dsRNA. Tentokrat ale byla Ka$a rozdlena do 4 skupin. Do prvni skupiny
byla injikovana kontrolni GFP dsRNA, do druhé cati®RNA, doiteti cathB2 dsRNA a do
¢tvrté sowdasre cathBl i cathB2 dsRNA (B1+B2). Jednotlivé skupgamic jsou rozepsany
v tabulce 3. Vliv RNAI na potk&eni exprese sledovanych proteinyl stanoven vypitvanim

strevni tkark po 3 dnech sani, po 6 dnech sani a po UplnémirgEatsamic na maéatech.
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Tab. 3: Shrnuti vysledki RNAIi experimentu po aplikaci dsRNA pro cathepsin B a cathepsin
B2 mikroinjikaci do samic I. ricinus

sani 5 dni | sani 3 dny| sani 6 dni | pIlné nasaté
Patet gred sanim 18 15 15 15
GFP

Patet po sani 15 13 12 12
kontrola

Praimérna vaha po

o 26,6 25,1 27,5 30,5

sani (mg)

Patet pred sanim 18 15 15 15
cathB1 o

Patet po sani 11 12 9 7
dsRNA

Primérna vaha po

o 23,4 22,1 25,5 26,8

sani (mg)

Patet pred sanim 18 15 15 15

Patet po sani 12 12 8 6
cathB2

Praimérna vaha po
dsRNA o 24,7 14,9 28,9 26,2

sani (mg)

Pcatet pred sanim | --—---- 15 15 15

Pxetposani | - 10 7 7

cathB1+B2

Primérné vaha po
dsRNA R B 19,8 26,5 22,9

sani (mg)

4.2.3.1. O¥reni innosti RNAI pro cathB1 a cathB2 pomoci RT-PCR vetgewé samic 3
dny, 6 dni a plné nasatych (FF)

Opet byla stejnym zfisobem jako v fedchozich pokusech nejprve izolovana totalni RNA

Z nasatych samic (Obr. 18) a potébpavena cDNA reverzni transkripci.
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(A) XB (©)

M 1 2 3 4 M5 6 7 8 M9 10 11 12

Obr. 18: Kontrola kvality izolované RNA ze stevni tkdné samicl. ricinus. Panel A— RNA ze
samic 3 dny naséatych (M — marker, 1 — GFP KD, athB1 KD, 3 — cathB2 KD, 4 - cathB1+B2 KD).
Panel B— RNA ze samic 6 dnnasatychM — marker, 5 — GFP KD, 6 — cathB1 KD, 7 — cath,

8 - cathB1+B2 KD)Panel C- RNA ze samic plnasatych (M — marker, 9 — GFP KD, 10 — cathB1
KD, 11 — cathB2 KD, 12 - cathB1+B2 KD).

S nasyntetizovanou cDNA byla provedena PCR amplitkcDNA (RT-PCR) pro vSechny
stupré nasatych samic (Obr. 19). Po vyhodnoceni vysidojdo zZejmé, Ze injikace obou
isoforem cathB1 a cathB2 (cathB1+B2 KD) sgotedo prvni skupiny samic, které sély po
dobu 3 dif, zpisobila znatelné utlumeni exprese. To znamenalo,mB&toda RNAI
pravdEpodobri ¢casténe zafungovala u samic v ranych fazich nasati poegpéimn injikovani
dsRNA pro cathB1 a cathB2. Vysledek RT-PCR utkli$hiasatych 6 dnukazal jen nepatin
snizenou expresi cathBl a u glnasatych jedinc bylo nejvice patrné pottani exprese
cathB2. Nejprokazatedjsi pokles exprese byl tedy pozorovan ve vzorcimhovanych ze
sttev samic v ranych fazich sani (3 dnyj gvojitétm KD po mikroinjikaci cathB1+B2,
¢emuZ odpovidala i nejvySSi umrtnost samic a znatetikles vahy nasatych jedinoproti
skupirg nasété kontrolnim GFP dsRNA (Tak3).
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(A) (B) (C)
3d 6d FF

GUT
+ - - -

I .ine1

I 52
s s — —

GFP Bl B2 B1l+B2 GFP B1 B2 B1l+B2 GFP Bl B2B1+B2

Obr. 19: Exprese cathBl a cathB2 po cathB1 KD, caBR KD a cathB1+B2 KD pomoci RT-
PCR ve skew samic I. ricinus. Panel A —Exprese u samic 3 dny nasatych (3danel B —
Vysledek RNAI u samic 6 dnnasatych (6d)Panel C —Exprese u samic ptmaséatych (FF)GFP -
RNAI kontrola. Aktin byl pouZit jako vniti kontrola

4.2.3.2. ZjiSéni exprese cathBl a cathB2 na proteinové urovni p@plikaci RNAI

metodou Western blot ve skevé samic 6 dmi a pIné nasatych (FF)

K dalSimu ujaséni predstavy o fisobeni RNAI byla provedena metoda Western blot pro
skupinu samic nasatych 6ida plré nasatych (FF) injikovanych s GFP dsRNA a sfaies
cathB1+B2 (Obr. 20). Analyza pro stadia nasatd3jemy nebyla provedena, nebdrovei
exprese cathepsinu B veege kliStéte véasném stadiu sani byla na hranici detekovatelnosti
(Franta, nepublikovano). Po vyhodnoceni analyzyooai Western blot byl efekt potieni
exprese u cathB1+B2 u obou stadii jen negatmatelny zhruba jako ipad provedené
RT-PCR. VIiv na nedostaieé utlumeni exprese pomoci RNAI élm s vysokou
pravdEpodobnosti i mnohonasobné zvySené aktivity cathBdawtB2 ve sew KliStte

béhem pozdniho stadia sani (Franta, nepublikovano).
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20,1 -

14,4 -

Obr. 20: Stanoveni exprese cathBl a cathB2 verstnich homogenatech po RNAiI metodou

Western blot u samicl. ricinus 6 dni nasatych a plg nasatych (M — marker molekulovych

hmotnosti LMW; 1-4 proteinovy profil; 5-8 WestertobRaX cathB1 protilatkou; 1, 5 — GFP KD 6d,;
2,6 —B1+B2 KD 6d ; 3, 7— GFP KD FF; 4, 8 — B1+BD FF).

4.2.4. Aplikace cathB1l dsRNA spoimé s cathB2 dsRNA kapilarnim sanim a nasledné

sani samic po dobu 4 a 6 din

V tomto pokusu byla aplikovana metoda kapilarnildmisjako dalSi moZnost daweni
hybridizované dsRNA (Soares a kol., 2005) do samidcinus. Tato metoda aplikace
dsRNA pgedstavovala v této diplomové praci alternativu ktod&injikace dsRNA, ktera
byla vyuzZita v pedchozich pokusech k utlumeni exprese CBP, cath&ithd82. S ohledem
na vcelku piznivé vysledky RNAI zji&iné v gredchozim pokusu u samic naséatych 3 dny po
injikaci cathB1 dsRNA spotm¢ s cathB2 dsRNA (B1+B2), byla naslédmetodou
kapilarniho sani aplikovana do skupiny testovanyedinai . ricinus pouze smés
cathB1+B2. Do druhé skupiny samic bylaébppravena kontrolni GFP dsRNA. Pomoci
kapilarniho sani nasledmprobshly dva pokusy, které se liSily v déléasového Useku, ve
kterém samicd. ricinus po kapilarnim nasati dsRNA saly na laboratorniabr¢atech.
V prvnim pokusu saly samice po dobu 4idhentoc¢asovy interval byl zvolen s ohledem na
piedchozi pokus, ve kterém byl zaznametast&ény KD v ranych fazich sani. Ve druhém
pokusu se samice nechaly doséat delSi dobu, kork@tini na matatech. Data o ptu

nasatych kligat jsou v tabulce. 4.
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Tab. 4: Shrnuti vysledki RNAi experimentu po aplikaci dsSRNA pro cathepsin B a cathepsin
B2 kapilarnim sanim do samid. ricinus

GFP kontrola cathB1+B2 dsRNA
Praimérna Praimérna
Patet pred | Pclet po ) Patet pred | Paotet po )
o o vaha po o o vaha po
sanim sani o sanim sani o

sani (mg) sani (mg)

sani 4 dny 16 13 26,4 16 8 21,9

sani 6 dni 19 17 27,1 19 9 26,3

4.2.4.1. O¥reni Winnosti RNAI na expresi cathB1 a cathB2 pomoci RT-EBR

Ke zjiS&€ni mozného utlumeni exprese sledovanych traviciotepz ve sew klistat pomoci

kapilarreé aplikované dsRNA bylo ptebné z nasatychrgzivSich samic nejprve dpizolovat
totalni RNA (Obr. 21).

(A)

(B)

Obr. 21: Kontrola kvality izolované RNA ze sf¥evni tkané samicl. ricinus kapilarn & nasatych s
cathB1+B2 dsRNA. Panel A- RNA ze samic naséatych 4 drifM — marker, 1 — GFP KD, 2 —
cathB1+B2 KD).Panel B- RNA ze samic nasatych 6 @M — marker, 1 — GFP KD, 2 — cathB1+B2

KD).
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Ziskana RNA byla zfinou transkripci dle protokoluig@psana na cDNA, pomoci niz
nasledovala PCR amplifikace cDNA (Obr. 22) ki@ni Einnosti RNAI. Analyza ziskanych
vysledii nazngila pravdpodobnécasténé utlumeni exprese cathBl ve vzorcich ziskanych

ze stevni tkar samic nasatych 4 dny i 6ln

(A) (B)

4d 6d

GUT
+ -

cathi1 B ...

catne? B .
akir -

Obr. 22: Stanoveni exprese cathBl a cathB2 veiet€ samicl. ricinus pomoci RT-PCR po
aplikaci cathB1+B2 dsRNA kapilarnim sanim. Panel A- Vysledek RNAIi u samic nasatych 4 dny
(4d). Panel B -Vysledek RNAI u samic nasatych 6td(6d). Aktin byl pouZit jako vnitni kontrola.

4.2.4.2. O¥reni exprese cathB1 a cathB2 po RNAI metodou &¥tern blot

Vysledek Western blotu nazfaval, Ze pravépodobré doSlo ogt k utlumeni jen jedné
formy cathepsinu B u samic nasatych 4 dny nateto(Obr. 23, Panel A). Viditelny byl totiz
ziejmé pouze jeden band po reakci s Ki@lprotilatkou proti cathepsinu B1 ve vzorku
ziskaného ze mvni tkar samic kapilaré nasatych s cathB1+B2. \tipadt analyzované
strevni tkd® ze samic naséatych s kontrolnim GFP dsRNA byl pmalizaci membrany
pozorovan dvojity band naz&igici s velkou pravépodobnosti fitomnost obou forem
cathepsinu B. Po kapilarnim nasati cathB1+B2 dsRIN#lo i ke znéné umrtnosti samic (8
z 16) po dokoeném sani na m&eti a zaznamenana byla i niZSiup€rna hmotnost
nasatych samic s ohledem Kipkrné vaze kontrolnich jedifc(Tab. 4). Tyto poznatky
nas\édcuji tomu, Ze vliv RNAI byl relativa znany, kdyZ pravédpodobré dokazal napomoci
k Uhynu zn&ného mnozstvi testovanych samic. Vizualizace vyslexk stevni tka samic
6 dmi nasatych metodou Western blot (Obr. 23, Panelé®apn#ovala potl&eni exprese
cathepsinu B v takové &l jako u samic kapilaéhnasatych po dobu 4 dpale jisty pokles

exprese Ize zpozorovat.
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Obr. 23: Stanoveni exprese cathB1l a cathB2 versvnich homogenatech samid. ricinus
metodou Western blot po aplikaci cathB1+B2 dsRNA kapilarnimsanim. Panel A, B 1 —
marker molekulovych hmotnosti LMW; 1,2 — proteinopyofil; 3-4 Western blot RaX cathB1l
protilatkou) Panel A —Exprese u samic 4 dny nasaty@h3 — GFP KD; 2, 4 — B1+B2 KDPanel B
— Exprese u samic 6 timasatyci{1,3 — GFP KD; 2, 4 — B1+B2 KD).

42



5. Diskuze

Jiz rekolik let je metoda RNAI dlezitym nastrojem v oblastech vyzkumu mnokidackych
tymu pii zkoumani funkci gel) metabolickych drah afpvyvoji novych druli 1€Civ a vakcin.
Molekuly siRNA byly doposud vyuzivany mimo jiné rédgad v medicid zejména fi
vyhledavani novych nastifopro I&bu riznych virovych infekci, chorob imunitniho systému,
kancerogeneze, neurodegenerativnich a metaboliotielnocini (Lochmanova a Bartos,
2008). Od znalosti metody RNAI si medicina do budau slibuje vyznamné pokroky v
lé¢eni dosud netdtelnych onemocéni na molekularni bazi. Jednalo by se tedy o obdobu
genoveé terapie,ipkteré by vSak nehrozila trval4d Zma DNA pacienta, ale utlumil by se
pouze projev cilového genu. Teoreticky by metodaARMohla byt v budoucnu vyuZzitatip
lécb¢ raznych zavaznych chorob dgobenych nadémnou expresi witého proteinu
(Lieberman a kol., 2003). Metoda RNAI se tedy ul@azuyt v rékolika poslednich letech
acinnym nastrojem Kk utlumeni exprese sledovanychugen ucovani jejich funkci

v modelovych organismech.

Pomoci RNAI se jizada autal pokouSela o detailni charakterizace a popsanicfuiknych
proteini také u kligat (HajdusSek a kol., 2009; Aljamali a kol., 2003rin a kol., 2005; Pal
a kol., 2004; Miyoshi a kol., 2007; Decrem a k@008; aj.). Co se tyka konkrétni aplikace
RNAI v kliStéci problematice, tak zde se jako velmi perspektwiZiti jiz nyni ukazuje
zejména moznost aplikace RNAI jak@inného nastroje v budoucim vyvoji vakcin proti
klistatim (HajduSek a kol., 2009).

V pribéhu mé diplomové prace jsem pouzilédmnoznosti aplikace dsRNA do kiégiho
organismu k vyvolani efektu RNAi. Metoda injikaceRNA se ukazala byt oéoo mér
efektivni nez aplikace dsRNA kapilarnim sanimi\ppct experimeni s cathepsinem B2. V
piipadt injikovani dsRNA pro chitin vazajici protein (CBB¢ ale ukazovala injikace jako
velice (Einna a fungujici P utlumeni exprese CBP ve slinnych Zlazach testpslasamid.
ricinus. Injikace dsRNA byla také vyuzita k jiz zn¢éimemu utlumeni CBP, kterédho za
nasledek vyznamné snizeni schopnosti ddish hemocyt fagocytovatB. burgdorferi
(BureSova, nepublikovano; Obr. 11). WSpé vyuziti funkce RNAI ve slinnych Zlazach po
injikovani dsRNA byla popsana i ¥kolika publikacich (Ramakrishnan a kol., 2005; iKari
a kol, 2005; aj.).

Urcitd omezeni Ize zaznamenat pyuZziti RNAI ve stevni tkani kligat, kde se jevi tento

mechanismus o&o0 meér ucinny nez v ostatnich tkanich. V kistm stew se zda byt
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v n¢kterych gipadech pogkud problematické vyuziti RNAI, protoze praymbdobré dochazi

k vyraznému ogtovnému obnoveni transkeipi hladiny cileg utlumeného proteinu. DalSim
moznym vys¥tlenim niz8i dinnosti RNAI v této klistci tkdni mize byt nedostatea
schopnost distribuce dsRNA doiesta metodou injikace dsRNA mikrokapilarou do
hemolymfy. Tomu nasidcuji i zawry vyvozené po provedeni experimemhé diplomoveé
praci, kde jsem se pokouSel o utlumeni exprasrsich travicich proteaz cathepsinu Bl a
cathepsinu B2. Z provedenych pokuge vyvodit zavry, které naznéuji, ze Ehem sani
klistéte je &inek RNAI ve stew KliStéte v jisté mife eliminovan vyraznym zvySenim
exprese sledovanych protéirV prabéhu provedenych poktsu dvou isoforem cathepsinu B
se toto vyznamné zvySeni aktivity odehravalo pégedobré mezi ranou (3-4 dny) a pozdni
fazi sani (6 di) na motatech. Tato hypotéza odpovida i dalSim vysiedkzjiS€nych i
shaze popsat expresi cathepsinu &edm KhHznych period sani l. ricinus (Franta,
nepublikovano). Obdobné potize s kompletnim getlém exprese sledovanychesinich
proteini na rozdil od slinnych Zl4z zaznamenal i Karim d. KQO0O5) u kliskte A.
americanum neba béhem rékolika dni po za&atku sani doSlo navzdoryagobeni RNAI k
dosyntetizovani pottenych stevnich proteifi na normalni hladinu. Vzhledem k vysokému
naristu aktivity stevnich proteaz zhruba kolem patého az Sestéhorgmauphostitelské krve
ve srovnani s jejich aktivitou v ranych fazich sgravdpodobré dochazi k jistému omezeni
funkce RNAI na utlumeni expresechto cilenych gevnich protei. Mira exprese
jednotlivych proteaz totiz strénstoupa pedevsSim v pozfjSich fazich sani a proto efekt
RNAI ziejm¢ ztraci na své dinnosti. S timto jevem jsem se s ngfi pravépodobnosti
setkal Bhem studia &inku RNAI na utlumeni exprese cathB1 a cathB2.

Je ale pravghodobné, Ze aplikace RNAI byla nakonec v utlumedpirese cathB1 a cathB2
relativne asgsSna. A to z toho wodu, Ze analyzované tkarbyly ziskany z fezivsSich
jedinai, u nichz tedy #&jm¢ nedoSlo vliivem RNAI k dostateému utlumeni exprese
sledovanych gaen Naopak Usgsné sniZzeni projevu cathBl a cathB2 bylo s velkou
Mozné zlepSeni funkce RNAI e v budoucnuimést zvysSeni dodanych davek dsRNA do
klistéte nebo také delstasovy interval mezi injikaci dsRNA a nasledném ddinstat
(Hajdusek, Ph.D. thesis, 2009).
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6. Zawr

Prvnim Ukolem mé diplomové praci bylo pokusit sempoi RT-PCR usgne potvrdit
lokalizaci chitin vazajiciho proteinu (CBP) vyhr&dwe slinnych Zldzach izolovanych
z nasatych samic kli&e 1. ricinus. Nasled® byla aplikovana metoda RNAi procesem
injikace CBP dsRNA do kli&ti hemolymfy k potlaeni exprese CBP ve slinnych Zlazach.
Uspssné utlumeni projevu sledovaného genu bylo poterzeetodou RT-PCR, metodou
Western blot a také z&@ou umrtnosti samic injikovanych s CBP dsRNA veveémi

s kontrolni skupinou injikovanou s GFP dsRNAhbm sani na moatech. Porérné
vyznamm byla snizena i @imérna hmotnost f@zivSich jeding injikovanych CBP dsRNA
oproti kontrolni skupia.

Druhym 0kolem byla aplikace RNAi k vyvolani utlumeexprese dvou isoforemistni
protedazy cathepsinu B - cathepsinu B1 a cathepBiwPo potvrzeni jejich lokalizace
v klistécim stew byla zjiS€na nepatré nizsi hladina vyskytu isoformy cathB2 veéest u
nenaséatych samik ricinus. Po nasledné injikaci cathBl a cathB2 dsRNA bylavedeno
srovnani dinku RNAI na potlgeni exprese v jednotlivych stupnich nasati. Rfpedobré
nejwtsiho utlumeni bylo dosazeno ve skupisamic s aplikovanym dvojitym KD
(cathB1+B2) a nasatych jen péme kratkou dobu na méatech, konkréth3 dny. Proto se
nabizela myslenka pokusit se o utlumeni expresdaah cathB2 v jinémiasném stadiu sani
klistat pomoci dvojitého KD a s pouzitim jinéhoigpbu aplikace dsRNA. Vybran byl tedy
casovy Usek 4 dny (a 6 dni) sani na &etir kterému pedchazela aplikace cathB1+B2
dsRNA kapilarnim sanim. Vyra#j$i pokles exprese byl pozorovanéopg raném stadiu po 4
dnech sani po vyhodnoceni metody Western blotic¢gjiByl také pokles gmeérné vahy
nasatych Kkligat s ohledem na kontrolni skupinu s GFP dsRNA, ou#hlo znamenat
ovlivnéni schopnosti sani na hostiteli metodou RNA..

Dosazené vysledky po Ggmém utlumeni exprese CBP ve slinnych Zlazach samunus
demonstruji vyznamné schopnosti RNAI jakoniného nastroje k utlumeni projevu cilového
genu. Pesto je je&t nutné v budoucim vyzkumu této perspektivni metobjasnit fizné
zjiStené nejasnosti a rozpory, s kterymi jsem se potykalé diplomové préciip aplikaci

RNAI na snizeni expresasvnich proteaz cathepsinu B1 a cathepsinu B2.
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8. Prilohy:

ACACAAACGCCAGCTGGATTCATTCAT TCGGCCGAGGAACT AACCAAGAAAGGAAACAAAA

TGCAACT GACGGT GCAAGT GECGEGT CCCCCTCGT GECTGCAGT GATGGTGGTCTGI CCTG
M QL TVQVAVALVAAVMVYVCTP
TCAGCGCACAGCT GGT GGACT GCCCEECCGT GGAGGECAAAGACGACAACGCGACGT TGT
vV S AQL V DCWPAVEGKUDIDNATL
TCTACAACCCGTACAACT GCTCCACCTACTACGT GTGCGACCACGGTACACCGGT GCTGA
FYNPYNCSTYYVCDMHG GTPVL
TGCCCTGCCCECTGEECACCCACT TCAACGACGT GTCGAAGATCTGCGACCATCCCGATG
MPCPLGTMHUE FNDWVSI K11l CDMHPD
ACGCCAACI CCTTCGAGCT CCACCCGCCCACCGAGGCGCCCGCGACGGAAGCAGCGCCAG
DANCFELQPWPTEAPATEAAP
AGGAGGACCAGCCGCT CACCGAGAAGATCATCATTACCAAGACGACGCGAGGAGATCATCA
E EDQPLTEKI I I T KTTEE I I
GGCCCGT TGACCCCGT GCCGECAGT TGAACCCGT CGCGIGAAGCGAAGCGT CTTCGCGCA
R PV DPV P AV EPV A

GI'TGCCGAAGT CCGT CTCAACGACGAACGAT CACCGCCCT CCAGT CECTGCTCCGGICTC

ACGCCAGT CATTTACGCGCCCACGATATAAATTATATCCCCGT CGGATTGCCCGT TAGTA
AAAGGT CTCACTGI TGCTGGTATTGANATAAATAAAGI TG T TGCGAAGCATTAAAAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Priloha 1: Kompletni nukleotidova a od ni odvozena amokyselinova sekvence genu pro CBP.
Start a Stop kodon jsou zvyr&ny zeler. Zlutou barvou je ozri@na signalni sekvence peptidu.
Modre jsou znaeny PCR primery.
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cathBl 1

cathBz 1
cathB1 81
cathBz 81
cathB1 161
cathBz 161
cathB1 24
cathBz 241
cathB1 321
cathBz 321
cathB1 401
eathBz 401
cathB1 481
cathBz 481
cathB1 561
cathBz 661
cathBl 64
cathBz 64
eathBl 721
cathBz  TI1
eathBl 801
cathBz 801
cathB1 881
cathBz 881
cathB1 - 961
cathB2 961

Priloha 2: Alignment ORF sekvenci isoforem cathepsinB — cathB1 a cathB2
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ct cggt gcct gcaaacagccact aacagacatgct gaagt ccct cct ggt cgt gggect t
M L K S L L VV G L
ctggccgetgtttgetttggacgt gagatt cat cct aaaagat ggcacccact ct ccgac
L AAV CFGREI HPIKIRWHPL S D
caaat gat caact t cat caacaagat caacacaact t ggaaggcaggaaggaact t cgac
QMI NFI NKI NTTWKAGRNFD
aaat ccat ct ccat gagct acat caggggt ct gat gggagt gaaccccaagagcaaggag
K sl § MSYIl RGL MGVNUZPK S K E
t accgcct gccagagt t t gt gcacgaagagat cccagacgacct ccct gaaagct t cgat
Y R L P EFV HEIEI P DDWLUPE S F D
gcacgggagaagt ggt cccact gcgcat caat t aacct t at §égeégaccagticcacetigc
AR EKWSHU CAS SI NLI RDOQSTC
ggttcct gct gggect tt ggcgeccgecggaggcegat gt cggaccgt gt ct gcat t cacagce
G S CWAFGAAEAMSU D RYTZCI H'S
gaaggagggat ccaggt aaacat ct ct gccgaagacct cct ggact gct gcgact cct gc
E GGI QV NI S A EDULL DT CZCD S C
ggt gccggcet gcgacggcggati@cecggeggeagectgggaat act ggaaggagagcgga
GA GCDGGYUPAAAWEY WKE S G
ct cgt gagt gat ggcct ct acggcacccccgacggcet gcaagectt act ccct cget ccce
L vsDGLYGTWPID GC CIKWPY SL AP
t gcgaacaccacaccaagggtt ct ct gcct aact gcaccgggaccgt gcccacgcccaaa
CEHHTIKGSULPNCTGTVPTP K
t gcgt gcacct ct gcaggaagggct acggcaaggact accagcat gacaagcact t cggc
CVHLI CRIKGYGKDY QHDIKHF G
aagaaggt gt at t caat t t cgagcaacgagaagcaaat ccagaccgagat ct t caagaac
K K vY SI S SNZEIKOQI QT E 1T F K N
ggacct gt ggaggct gactttaccgtttacgccgactt cct gagct acaaat ct ggcgt g
G PVEADUZFTVYADU FL SY K S GV
t accagcaccacagcggt gacgt act cggaggccacgct at t cgaat cct t ggat ggggce
Y Q HH S GD VL GGHAI RI1I L G WG
acagagaacggcaccccttact ggct cgt ggccaact cct ggaacgaagat t ggggcgac
T ENGTPY WL V ANUSWNEDWGD
cacggttatttcaagattcttcgcgggaaggacgagt gt ggaat t gaagacgacatt aac

H GY F KI L RGKDETCOGI E DD I N
gccgggat ccccaaggacgaatagcet t t aat aaat t att t gt caaaagcagt t aaaa
A G I P K D E

Priloha 3: Kompletni nukleotidova a od ni odvozena aimokyselinova sekvence genu pro
cathepsin B1.Start a Stop kodon jsou zvyra&my zelew. Zluté je ozn&ena signalni sekvence
peptidu. PCR primery jsou z&eny mode. Tzv. ,occluding loop* zodpadné za exopeptidazovou
aktivitu je twné zvyrazrgna Wetné dvou histidiri.
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t cct ccct gcaaacggt cacaaacaaac@t gct gaaat cact cct ggt agt gggtattttg
ML K S L L VV G I L
ggcgct gtt cget tt ggacgagagat t cat cct aagacat ggcacccgct ct ccgaccaa
G AVRFGREI HPIKTWHPTL S D Q
at gat caact t cat caacaagat caacacaact t ggaaggccggaagaaact t t gacaaa
M I NF I NKI NTTWIKAU GRNTFDK
t ccat ct ccat gagct acat caggggt ct gct gggagt gaaccccaaaagcaaggagt ac
S1 S MSYIl RGLL GVNWPIKSKEY
cgt ct ggcagagt t cgt gcacgaagagat ccct gacgacct cccggaaagct t cgacgca
R L AAEFV HETEI P DDULUPE S F DA
cgggagaagt ggt cccat t gcgcat cgat t cacctt at ccgcgaccagt t ccgcggeggt
R E K WSHU CASI HL I RDQFRGG
at ct gct gggcat t t ggcgccgt ggaggécatiatcggaccgaatct gcat t cacagcaaa
I C WA F GAVEAI S DRI CI1 H S K
ggcaaaat t caggt gaacat ct cggct gaagacct cct ggagt gct gccat acct gcggt
G KI Q VNI S AEDWLULETCTCHTCG
gacggct géaacggtiggagacaccgctigcggt ct gggaat act ggaaggaaaacggact c
D GCNUGGDTAAVWEY WKENGL
gt gagcggaggcct ct acggcacccccgacggcet gcaagcect t act ct ct cgccccct gt
v S 6666 L Y GTUPD GTCIKWPY SL A PC
gaacacct gaccaagagct ccct gcccaact gt accggaagcgt gcccacgcccaagt gc
E HL TKSSLPNZ CTGSV PTP KC
gt gcacct ct gcaggaagggct acggaaaggact accagaat gacaagcact t cggcaag
V HL CRKGY G KDY QNUDIKHUF G K
acggtctattctatttctaaagacgagaagcaaat ccagaccgagat ctt caagaacgga
T VvVY SI S KDUEIKQI QTTEI F KNG
cctgt ggaggcttccttattcgtttacget gacttcttcagcet acaaat ct ggcgt gt ac
PV EASLFVY ADU FFSY K S GVY
cagcat cacagt gat gact ggct cggagt ccacgct at t cgcat cct cggat ggggcaca
QHHSDDWL GV HAI RI L GWGT
gagaat ggcacccct t act ggct agt agccaact cct ggaacgaagact ggggcgacaac
E NGTPY WL V A NSWNEUDWGD N
ggttatttcaagattcttcgcggacaggat gagt gt ggaat t gaagaggacat t aacgcc
G Y F KI L RGQQDETCGI EEIDI NA
ggt at ccccaagagcgaataggcct aat aaat gct t t gt cgaaagt gct gcaaaa
G I P K S E

Priloha 4: Kompletni nukleotidova a od ni odvozena aminokyselinova sekvence genu pro
cathepsin B2.Start a Stop kodon jsou zbarveny zélefiuté je ozn&ena signalni sekvence peptidu.
PCR primery jsou zbarveny mied Tzv. ,occluding loop“ je tné zvyrazréna.
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