JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH
PRIRODOVEDECKA FAKULTA

Vyuziti technologie cDNA vakcin
pro imunizaci vybranymi proteiny

klistécich slin

Diplomova prace

Be. Karolina Subrtova

Vedouci prace: Doc. RNDr. Jan Kopecky, CSc.
Skolitel specialista: RNDr. Jindfich Chmelaf



Subrtovd, K. 2009. Vyuziti technologie cDNA vakcin pro imunizaci vybranymi proteiny
klistécich slin. (Immunization against proteins from tick saliva using cDNA vaccine
technology) — 69 p. Faculty of Science, University of South Bohemia, Ceské Bud&jovice,
Czech Republic

Annotation:
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1. Uvod

V poslednich desetiletich piispélo detailni studium hematofagnich clenovcli nejen
k odhaleni novych biologickych zakonitosti, ale 1 k objevu néckterych farmakologicky
ucinnych latek. Rozvoj novych experimentdlnich metod umoznil dokonce charakterizaci
nékterych konkrétnich molekul, které se podili na interakci parazitd s hostiteli a prendSenymi
patogeny (Chmelaf a spol., 2008).

Hostitel¢ krevsajicich klistat ptfichdzeji do kontaktu ptedevSim s Gistnim Ustrojim a
slinami téchto Clenovcii, a proteiny slin a dalSi obdobné latky (napf.cement) jsou tedy
hlavnimi antigeny v imunitni odpovédi hostitele. Hematofagové si jako obranu pied
imunitnimi a hemokoagulacnimi mechanismy hostitele vyvinuli mnoho rtiznych faktorti a
ucinky (Gillespie a spol., 2000).

Proteomické, molekuldrné biologické a bioinformatické metody nam umoziuji tyto
latky 1épe prozkoumat, charakterizovat a ptipadné¢ dale farmakologicky vyuzit. Naptiklad
imunosupresivni protein klistéte Ixodes scapularis Salpl5 byl identifikovan jako tzv. SAT
(Saliva activated transmission) faktor, ktery usnadiuje pienos bakterie Borrelia burgdorferi
ze sajiciho klistét¢ do hostitele (Ramamoorthi a spol., 2005). U molekuly Salpl5 bylo
prokézano selektivni inhibi¢ni plisobeni na hostitelovy T lymfocyty, coz by mohlo byt
vyuzito v pfipadech, kdy je tato imunosuprese potiebnd (napiiklad pii alogennich
transplantacich) (Motameni a spol., 2004). Popsané uc¢inky nové objeveného proteinu byly jiz
dokonce vyuzity k uspéSnému potlaceni experimentdlné vyvolaného alergického astmatu u
mysi (Paveglio a spol., 2007).

Vyzkum celych sialomi (transkriptomt ze slinnych Zlaz) kliStat poskytuje tedy bohaty
zdroj novych potencidlné farmakologicky vyuzitelnych molekul. Sialomové projekty byly
vypracovany na klistéti Amblyomma variegatum (Nene a spol., 2002), Ixodes scapularis
(Valenzuela a spol., 2002; Ribeiro a spol., 2006), Ixodes pacificus (Francischetti a spol., 2005)
a Dermacentor andersoni (Alarcon-Chaidez a spol., 2007).

Ma magisterskd prace navazuje na projekt, ktery poprvé zmapoval transkriptom
slinnych zlaz evropského klistéte Ixodes ricinus (Chmelat a spol., 2008). Cilem prace byla
optimalizace nové metody cDNA vakcinace, kterou by bylo mozné ziskat protilatky proti
proteinim klistécich slin vyuzitelné pro dalsi vyzkum ziskaného unikatniho souboru gent

Laboratofe interakci vektor-hostitel.



2. Literarni prehled

2.1 Klisté obecné (Ixodes ricinus)

Nejbéznéjsim zastupcem &eledi Ixodidae v Ceské republice je klisté obecné (Ixodes
ricinus). Je to krevsajici ektoparazit suchozemskych obratlovcu, patii mezi tzv. tvrda klistata
do tfadu Ixodida (Metastigmata). Vyskytuje se v mirném pasu po celé Evropé na pastvinach,
vlhkych loukach a v kfovinach az do nadmotské vysky 1100 m. n. m. ( Materna a spol., 2008).

Ixodes ricinus ma tfi vyvojova stadia - larvu, nymfu a dospélce, kazdé stadium
parazituje na jiném hostiteli a musi nasat dostatecné mnozstvi krve, aby mohlo uspésné
pokracovat ve vyvoji. Larva a nymfa tedy pokroc¢i k vy$§imu vyvojovému stadiu, dostatecné
nasatd dospéla samice klade vajicka (az nékolik tisic). Po vykladeni vajicek dospélec umira.
Cely zivotni cyklus klistéte trva 2-3 roky, ale za nepfiznivych vnéjSich podminek se miize
prodlouzit i na 6 let (Gardiner a Gettinby, 1981). Na ¢loveéku parazituji hlavné dospélci a
nymfy, ktefi na né¢j béhem sadni mohou pienést fadu zavaznych onemocnéni; jednd se o
zoondzy jako je lymeska borelioza, klistova encefalitida, erlichioza a dalsi. Klisté se vétSinou
nakazi v larvalnim stadiu sdnim na infikovanych hlodavcich ¢i ptacich (Gray a spol., 1999;
Olsén a spol., 1995) a takto ziskany patogen se nasledné s klistécimi slinami dostdva do
obratlovce.

Vzajemné interakce mezi kliStétem (vektorem), hostitelem a patogenem tedy tvoii
trojuhelnik, ve kterém je kazda strana ovlivnéna zbyvajicimi dvéma ¢leny. Pii séni klistéte je
patogen prenaSen z klistéte do hostitele, hostitel si vyviji mechanismy k odvrhnuti sajiciho

klistéte, a klisté se témto obrannym hostitelskym mechanismim brani (Nuttall, 1998).

2.2 Obrana hostitele, uéinky klistécich slin a SAT

Sani klistéte na hostiteli je dlouhodoby (3 az 10 dni) a komplexni proces. Po nalezeni
vhodného mista se ektoparazit prichyti pomoci hypostomu v kizi hostitele. Uz od pocatku
sani sekretuje kliSt€ ze slinnych 7Zlaz tzv. cement, ktery slouzi k ukotveni v tkanich
napaden¢ho obratlovce, a sliny obsahujici mnoho farmakologicky aktivnich molekul
(Kaufman, 1989; Gillespie a spol., 2000). Obratlovci se hematofagnim ¢lenovciim brani tfemi

ucinnymi systémy: hemostazi, zanétem a specifickou imunitni odpovédi.



2.2.1 Hemostaze

K hemostazi dochazi u hostitele brzy po prisati klistéte. Tento proces slouzici
k zastaveni krvéaceni je odstartovan naruSenim cév. Sklada se ze tii souvisejicich Casti:
vazokonstrikce, koagulacni kaskady a agregace a degranulace krevnich desticek (Law a spol.,
1992; Ribeiro a Francischetti, 2003).

Konstrikce cév je kratkodoby, ale vyznamny déj, ktery v postizené oblasti zpomaluje
pratok krve. Navic zzeni cévy stla¢i protilehlé endotelové vystelky cév proti sobé€, a to
zpusobi ze k sob¢ ptilnou. Vazokonstrikce a piilnuti stén cév je nicméné ucinné po delsi dobu
pouze v uplné nejmensich cévach mikrocirkulace. Spolehliva zastava krvaceni je predevSim
ukolem dvou zbyvajici procesii: koagulace krve a tvorby destickové zatky (Windmaier a spol.,
2006).

Koagula¢ni kaskada muaze byt spusSténa vnitini 1 vnéjsi aktivacni cestou. Vnéjsi cesta
koagulace je aktivovana pii kontaktu krve s tkanovym faktorem (TF, tkanovy tromboplastin),
proteinem obsazenym v membran¢ bunck cévni stény, ktery se uvoliiuje pii jejim poskozeni.
Oproti tomu prvnim krokem vnitini drahy koagula¢ni kaskady je aktivace faktoru XII, ke
které¢ dochazi kontaktem s urCitym typem povrchu (vlakna kolagenu uvolnénd pii poruseni
cévniho endotelu) (Law a spol., 1992; Windmaier a spol., 2006).

Oba typy aktivace jsou na sobé nezavislé, presto ale obé dvé cesty vedou ke Stépeni
faktoru X na faktor Xa, klicovou molekulu nezbytnou k Gspé$Snému srazeni krve. Serinova
proteaza faktor Xa totiz preménuje protrombin na trombin, enzym, ktery Stépi fibrinogen na
fibrin. Molekuly fibrinu tvoii sit, na kterou se vazi dalsi krevni komponenty (desticky). Na
konci celého procesu vznikd srazenina, ktera uzavird misto poranéni (Law a spol., 1992;
Windmaier a spol., 2006).

Primdrnim a nejrychlejSim mechanismem k uzavieni poskozeni cévni stény je vSak
agregace a degranulace desticek. Tento déj miiZze byt opét zprostiedkovan tfemi rdznymi
zpisoby: pies kolagen, trombin a ADP (adenosin difosfat). Poskozeni cévni stény naruSuje
endotel a zpojivové tkané je tak uvolnovan kolagen. Desticky se vazi na kolagen
prostiednictvim von Willebrandova faktoru. Vazba desticky-kolagen spousti v krevnich
destickach degranulaci jejich sekrecnich vezikul a navic dochdzi k syntéze novych
efektorovych molekul. Z desti¢ek se tak uvoliiuje nékolik aktivnich latek, mezi nimi ADP,
serotonin a tromboxan A,. Tromboxan A, a serotonin zpusobuji vazokonstrikci cév. Ostatni
molekuly, predev§im ADP a trombin (ktery je produktem koagula¢ni kaskady) aktivuji dalsi
desticky a pusobi jako mediatory agregace, pti které nové adheruji na piivodni a rychle tak

vznikd destickova zatka (Law a spol., 1992; Windmaier a spol., 2006).



Vsechny tfi Casti procesu hemostaze jsou tedy vlastné vzdjemné propojené, molekuly
vzniklé v ramci jednoho procesu plsobi na dalsi slozku. V organismu je vSak nutné nejen
hemostézi rychle odstartovat a bezchybné provést, ale také je nutnd jeji inhibice, jinak by se
srazenina mohla rozsifovat i do neposkozenych mist. Proto v tomto komplexnim procesu
vznikaji 1 molekuly s inhibi¢ni funkci. PGI, (prostaglandin I;) a NO (oxid dusnaty) jsou
produkovany buitkami endotelu a pfimo inhibuji funkce desti¢ek, ¢imz podstatné zmenSuji
rozsah celé srazeniny. K nim se jest¢ ptipojuje inhibice tkdfilového faktoru, inhibice proteinem
C a antitrombinem III. Po ukonfeném hemostatickém procesu je pak samotna sraZenina

rozlozena fibrinolytickym systémem (Windmaier a spol., 20006).

2.2.2.1 Antihemostatické molekuly klistécich slin

Klistata si vyvinula Siroké spektrum antihemostatickych opatieni, ktera jsou nezbytna
pro uspésné sani na hostiteli a v podstaté¢ tedy pro samotné pieziti krevsajicitho ¢lenovce
(Maritz-Olivier a spol., 2007). Krev hostitele musi zlstat tekuta a to nejen v misté sani, ale i
v ustnim ustroji a ve stfevech klistéte (Bowman a spol., 1997). Ve slinach klistat byly
objeveny molekuly s vazoditalacnimi G¢inky, inhibitory agregace desti¢ek i antikoagulanty.
Stejné¢ jako hemostaze obratlovcl, 1 antihemostatika klistécich slin tvofi redundatni a
komplexni systém (Law a spol., 1992), a tak neni jednoduché tyto molekuly pfesné rozdélit
do funkénich skupin, protoze jejich u€inky jsou Casto pleiotropni.

Ptikladem mohou byt proteiny z antitrombinovou aktivitou, které nasledkem jeho
inhibice zamezuji 1 agregaci desticek (viz. dale). Do roku 2007 bylo identifikovdno 17
klistécich molekul, které néjakym zplisobem funkci trombinu (klicového enzymu hemostazy)
narusuji. Nazvy téchto ucinnych molekul jsou vétsinou odvozeny od druhového oznaceni
klistéte, ve kterém byly detekovany: ornithodorin, amblin, boophilin, savignin a dal$i (Maritz-
Olivier a spol., 2007).
pratok krve v misté sani, a tak ho vlastné urychluji (Champagne, 1994). Ve slinach klist'at
skupiny Ixodidae byly detekovany vysoké koncentrace prostaglandinti (PGE,, PGF,,, PGI), u
kterych byly prokdzany nejen U¢inky vazodilatacni, ale rovnéz inhibicni vliv na agregaci
desticek (Champagne, 1994, Bowman a spol., 1997). U PGE; byly také zkoumany G¢inky na
specifickou imunitu hostitele (Gillespie a spol., 2000).

Latky zKklistécich slin jsou zamétfeny 1 proti koagulacni kaskad€. Vnitini cesta

koagulac¢ni kaskédy je klistaty inhibovana pomoci proteini patficich mezi tzv. Kunitz-serpiny.



Mezi tyto molekuly patti BmTI-A (Boophilus microplus trypsin inhibitor A), RsTIQ2
(Rhipicephalus sanguineus trypsin inhibitor Q2), ptsobici na systém kallikrein-kinin (Tanaka
a spol., 1999; Azzolini, 2003) a také haemaphysalin (z Haemaphysalis longicornis), ktery
inhibuje vzajemnou aktivaci kallikreinu a faktoru XIIa (Kato a spol., 2005).

faktor Xa (u kterého se pravé obé drahy sbihaji), a tato serinova protedza tak vytvari pro
klistata atraktivni cil k inhibici celého koagula¢niho procesu. Dosud byly u klistat objeveny
napiiklad FX inhibitor Ixolaris; TF inhibitor Pethalaris (TFPI, tissue factor pathway inhibitor),
ktery inhibuje komplex faktoru VIla a tkanového faktoru; FXa inhibitory Salpl4 a zatim
nejlépe charakterizovany TAP (tick anticoagulant peptide) z klist'aka Ornithodoros moubata.
Mnoho klistécich antikoagula¢nich molekul strukturné patii mezi inhibitory serinovych
protedz s Kunitzovou doménou (Maritz-Olivier a spol., 2007).

Pro sajiciho hematofdga je obzvlaste¢ dilezité zablokovat funkce desticek, protoze
nastup jejich ucinku je velice rychly. U vsSech dosud zkoumanych hematofagnich ¢lenovca
vcetné klistat byl objeven enzym apyrdza (ADP/ATP difosfohydroldza), ktery odstraniuje
ADP (ATP) z mista sani a zabrafnuje tak agregaci desti¢ek (Champagne 1994; Champagne
2005). V klistécich slinach byly objeveny mimo prostaglandini a apyrazy i jiné molekuly
s podobnym uéinkem. U klistéte Ornithodoros moubata moubatin, disagregin a TAI (Tick
adhesion inhibitor) a u Dermacentor variabilis variabilin (Bowman a spol., 1997),

Ornithodoros savignyi savignygrin (Mans a spol., 2002) a savignin (Nienaber a spol., 1999).

2.2.2 Imunitni odpovéd’ proti kliStatim a imunomodulaéni uéinky klistécich slin
Klistata rodu Ixodes potiebuji oproti vétsing krevsajicich ¢lenovcet sat delsi dobu (3-10

dni), aby se naséla dostatecné (Gillespie a spol., 2000). Vysledkem toho je, Ze kliSt'ata musi
celit také specifické imunitni odpovéedi hostitele. Tato odpovéd’ mize mit za nasledek snizeni
mnozstvi krve nasaté klistétem, snizeni jeho plodnosti, mize ovlivnit svlékani, a nakonec
zpusobit jeho piedCasné odpadnuti. Klisté tak mtize zahynout vyhladovénim a vyschnutim
(Wikel, 1996; Gillespie a spol., 2000). Obecné lze hostitele rozdé&lit na pfirozené, ktefi nejsou
schopni klist¢ odvrhnout, a nepfirozené, ktefi toho schopni jsou. Imunitni reakce
neptirozen¢ho hostitele mize byt jak nespecifickd (Wheeler a spol., 1989) tak i specificka

(Brossard a Fivaz, 1982) a je zaméfena proti antigentim slin (Wikel, 1984).



Ptestoze byl jiz popsan rozvoj rezistence i u piirozené¢ho hostitele (Dizij a Kurtenbach,
1995), ptevladd hypotéza, ze v piirozenych podminkich doslo k jisté koevoluci klistat,
hostiteli a klistaty pfenasenych patogentii a tento proces by mohl byt z ¢asti fizen vyvojem

imunosupresivnich faktort klistécich slin (Gillespie a spol., 2000).

2.2.2.1 Nespecificka imunitni odpovéd’
Na misté prichyceni ektoparazita vznika v disledku mechanického naruseni tkani

lokalizovana zanétliva odpovéd’ (Brossard a Fivaz, 1982), kterd se typicky projevuje bolesti,
otokem, zvySenou teplotou a zarudnutim. Na misto sani infiltruji neutrofily, monocyty,
makrofagy, bazofily a eosinofily (Kovaf, 2004). Z hostitelovych bunék a tkani jsou
uvolnovany mediatory hemostaze a zanétu jako je ATP, histamin, serotonin a bradykinin
(Ribeiro, 1989). Histamin a serotonin inhibuji sani, histamin mutze zpisobit az odpadnuti
klistéte z hostitele (Paine a spol., 1983). Dochazi i1 aktivaci komplementu alternativni cestou a
uvolnéni anafylatoxind, které dale stimuluji imunitni bunky (Ribeiro, 1987).

U vétsiny hostitelskych bunck a efektorovych molekul, které se podileji na nespecifické
imunitni odpovédi proti sajicimu hematofagovi, byla pozorovédna jejich inhibice néjakym
klistécim faktorem. Ze slin byly popsany naptiklad histamin vézajici proteiny (Paesen a spol.,
1999), inhibitory komplementu (inhibuji aktivaci komplementu alternativni cestou) (Ribeiro,
1987; Valenzuela a spol., 2000), inaktivatory anafylatoxinu (Ribeiro a Spielman, 1986) a
karboxypeptidaza $tépici bradykinin (Ribeiro a Mather, 1998). Byla pozorovana inhibice
ruznych funkci neutrofili (Ribeiro a spol., 1990). U makrofagt potom snizena produkce NO a
prozanétlivych cytokinli (Ramachandra a Wikel, 1992; Urioste a spol., 1994; Kopecky a
Kuthejlova, 1998) a potlaceni cytotoxického ucinku NK (natural killer cells) bun¢k (Kopecky
a Kuthejlova, 1998).

KIisté tedy ve vysledku muze potlacit bolest a svédéni varujici hostitele a celkove snizit

infiltraci efektorovych bunék na misto sani (Ribeiro a Mather, 1998; Kovar, 2004).

2.2.2.2 Specifickd imunitni odpovéd’
Specificka imunitni odpoveéd’ hostitele zac¢ind v lokdlnich miznich uzlindch prezentaci

klistécich antigenti Langerhansovymi buiikami T lymfocytim (Allen a spol., 1979). Nasledné
dochazi ke vzniku cytotoxickych Tc a pomocnych Th lymfocytd, Th lymfocyty se diferencuji
na subpopulace Thl a Th2, které se odlisuji produkci cytokini (Mosmann a Coffman, 1989).



Uginnou odpovédi proti sani klistéte je tzv. kozni bazofilni hypersenzitivita, forma DTH
reakce (oddalené¢ho typu piecitlivélosti) kterd je zprostiedkovavana Thl subpopulaci (Allen,
1973). Thl lymfocyty produkuji IL (interleukin)-2, IL-3, IFN (interferon)-y a TNF (Tumor
necrosis factor)-a (Mosmann a Coffman, 1989). Produkované chemokiny nasledné pftitahuji
dals$i imunitni buiiky jakymi jsou neutrofily, monocyty, makrofagy, eozinofily a bazofily.
V misté sani dochazi k zanétlivé reakci a k produkci protilatek IgG a IgE (Brown, 1985),
které senzibilizuji infiltrované bazofily a lokéalni Zirné bunky. Degranulaci aktivovanych
bunék jsou uvoliovany efektorové molekuly jako je napf. histamin a serotonin.

K obranné reakci proti klistatim rovnéz prispiva aktivace komplementu klasickou
cestou cirkulujicimi imunokomplexy. Komplementova slozka C5a je chemotaktickym
faktorem pro monocyty, makrofagy a dalsi bazofily (Gordon a Allen, 1991).

Krom¢ inhibice nespecifickych imunitnich slozek a efektorovych bunék popsané vyse,
je klisté¢ schopné ovlivnovat i ziskanou specifickou obranu hostitele. Slozky klistécich slin
ovlivituji migraci dendritickych bunék (Oliveira a spol., 2009), snizuji humoralni odpovéd
lymfocytlh B (Fivaz, 1989; Wikel, 1985) i proliferaci T lymfocyth po aktivaci mitogenem
(Ribeiro a spol., 1985; Ramachandra a Wikel, 1992). Nékteti autoii pfipisovali tuto funkci
prostaglandinu PGE,, ale existuji prace, které tento nazor zase vyvraceji. Naptiklad u klistéte
Dermacentor andersoni byl objeven glykoprotein Da-p36 inhibujici proliferaci T lymfocyta
stimulovanych konkavalinem A, ale jeho pfesny imunosupresivni mechanismus nebyl dosud
objasnén (Bergman a spol., 2000).

Ve slinach klistat byly dale objeveny imunoglobuliny vazajici proteiny (IGBP, IgG
binding proteins), ale tyto latky slouzi pravdépodobné spiSe pro ochranu samotného parazita
pfed poSkozenim jeho organt hostitelovymi protilatkami, které se dostavaji do stfev sajiciho
¢lenovce spolu s hostitelovou krvi (Wang a Nuttall, 1994).

U riznych klistat bylo rovnéz pozorovano ovlivnéni profilu sekretovanych
hostitelskych cytokini (Gillespie a spol., 2000). Zda se, ze klist¢ ma schopnost modulovat
imunitni reakci od Thl lymfocytové odpovédi (vedouci k DTH a odvrhnuti sajiciho
ektoparazita) smérem k mén¢ u¢inné Th2 (Kopecky a spol., 1999). Byla popsana inhibice Thl
a dalSich prozanétlivych cytokini (produkovanych makrofagy) jako jsou IL-2, IL-6, IL-8, IFN
-y a TNF-a a naopak vzrist produkce Th2 cytokinu IL-4, ktery potlacuje proliferaci Thl
subpopulace. V piipadé¢ dalSiho Th2 cytokinu IL-10 nejsou vysledky tak jasné, byl popsan jak
narust tak i1 pokles jeho produkce (Ribeiro a spol., 1985; Christe a spol., 1996, Ramachandra a
Wikel, 1992).



Jednim z faktorii odpovédnych za posun cytokinové exprese a celkové inhibice
proliferace lymfocytd by mohl byt protein izolovany z kliStéte Ixodes ricinus nazvany Iris
(Ixodes ricinus immunosupressor), u kterého byla prokazana inhibice produkce IL-6, IFN -y a
TNF-a (Leboulle a spol., 2002). Dalsi zajimavou molekulou je Salp15 inhibujici proliferaci
Th (CD4+) lymfocytl. Diky tomuto proteinu je celkovy vyvoj Th bunécné odpovédi hostitele
zpomalen a produkce IL-2 se snizuje (Anguita a spol., 2002). Klisté navic jesté¢ produkuje

IL-2 vazajici proteiny, a tak je specificka imunitni obrana hostitele vyznamné potlacovana

(Gillespie a spol., 2001).

2.2.3. Slinami aktivovany prenos
Vyse popsany imunoaktivni protein Salp15 byl prvni konkrétni molekulou, u které byla

prokdzana i¢ast na fenoménu SAT. Slinami aktivovany pfenos (saliva activated transmission,
SAT) byl objeven vroce 1989 na arboviru Thogoto. Tento jev je charakterizovan tim, ze
prenasené patogeny vyuzivaji imunomodulacnich uc¢inkt klistécich slin (Jones a spol., 1989).

V experimentu, kde byl tento virus injikovan do morcat spolecné s extraktem ze
slinnych Zlaz (salivary gland extract, SGE) neinfikovanych klistat, se infikovalo desetkrat
vice klist'at sajicich na téchto zvifatech v porovnani s klistaty, kterd sdla na zvifatech bez
injikovaného SGE. Pokud dochazi k SAT efektu, nemusi byt splnéna podminka vysoké
parazitémie hostitele, aby doSlo k pifenosu patogeni mezi klistaty sajicimi spolecné na
hostiteli (Jones a spol., 1992). K ptenosu patogena muze dojit dokonce 1 v pfipadé, ze je
hostitel viici nému imunni (Labuda a spol., 1997).

SAT byl prokazan u dalSich patogent prenaSenych klistaty, napiiklad u viru klistové
encefalitidy (Labuda a spol., 1993) a u bakterie Anaplasma phagocytophilum (Ogden a spol.,
2002). Z klistécich slin bylo popsdno mnoho faktorti ovlivitujicich obranné mechanismy
hostitele, pomérné dlouhou dobu ale nebyl zndm zadny konkrétni SAT faktor, ktery by pfimo
zvyhodnoval pfenaSeného patogena.

Pralomovy protein Salpl5 byl izolovan v roce 2005 z klistéte Ixodes scapularis. Bylo
prokazano, ze tato molekula je indukovana ve slindch klistéte boreliovou infekei, vaze se na
povrch bakterie Borelia burgdorferi, a tim ji pfed imunitou hostitele chrani (Ramamoorthi a
spol., 2005).



2.3 Identifikace proteinu z klistécich slin a protikliStéci vakcina
S rozvojem novych molekularnich metod v poslednich letech se parazitologicky

vyzkum posunul ze zkoumani farmakologickych ucinka klistécich slin na popis jednotlivych
molekul. Oproti klasickému proteomickému ptistupu, pii kterém je postupovano od proteinu
ke genu, se zacal prosazovat novy high-throughput pfistup, vyuzivajici postup od genu
k proteinu. Tato metoda kombinuje rozsahlé sekvenovani vysoce kvalitnich full-lenght cDNA
knihoven slinnych zlaz, izolaci genii kodujicich sekretované proteiny a bioinformatické
zpracovani jejich sekvenci. Nahodn¢ provedenym vybérem klonit z cDNA knihovny je mozno
ziskat soubor stovek riznych gent, které jsou podle Cetnosti a homologie s jiz zndmymi
sekvencemi rozdéleny do klastri.

Novy protein se stdva vhodnym kandidatem pro dalsi vyzkum, pokud je u n¢j
zjisténa homologie s n¢jakou molekulou s jiz popsanymi imunomodula¢nimi ucinky nebo
pokud je vyrazné zvySena jeho exprese po pfisati. Lze jej rekombinantné ptipravit a nasledné
otestovat jeho predpokladanou biologickou aktivitu, nebo proti nému ziskat protilatky
vyuzitelné pro dalsi funkéni testy (Valenzuela, 2002). Tento postup byl jiz vyuzit pfi
zkoumani sialomu (transkriptomu ze slinnych zldz) mnoha druhii klistat, jako napf.
Amblyomma variegatum (Nene a spol., 2002), Ixodes scapularis (Valenzuela a spol., 2002;
Ribeiro a spol., 2006), Ixodes pacificus (Francischetti a spol., 2005), Dermacentor andersoni
(Alarcon-Chaidez a spol., 2007) a rovnéz Ixodes ricinus (Chmelat a spol., 2008).

Klasicky i novy metodicky pfistup vedl k identifikaci mnoha novych molekul,
z nichz nékteré jsou vhodnymi kandidaty na protikliStéci vakcinu. Nové vakciny by byly
vhodnou alternativou k chemickym pfipravkiim na hubeni téchto ektoparazitli, které jsou
v dnesni dob¢ Siroce vyuzivany. Samotnd infestace hostitele klistaty a rovnéz infekce
pfenaSenymi patogeny (hlavné babezidza a anaplazmoéza) zpiisobuji zavazné hospodarské
ztraty v dobytkarském pramyslu. Pfitom nevyhod soucasn¢€ pouzivanych chemickych latek
ptibyva, velkym problémem je rychle se rozvijejici rezistence klistat na tyto pfipravky a
kontaminace Zivotniho prostfedi (Mulenga a spol., 2000; Fuente a spol., 2007).

Imunizace hostitele klistécimi molekulami ma tedy mnoho nespornych vyhod, vedla
by totiz nejen k ochrané pted infestaci ektoparazity, ale i k zamezeni pfenosu patogenti (Wikel,
1999). Antivektorova ,,trans-block® vakcinace by nechranila hostitele pouze pfed zndmymi
patogeny, ale i pfed témi dosud neobjevenymi (Titus a spol., 2006).

Idedlni molekulou pro piipravu vakciny je ta, kterd je imunogenni a zaroven
vyvolava vznik rezistence. Tyto dvé vlastnosti se bohuzel vzdy neshoduji, protein miize sice

spustit tvorbu protilatek, ale rezistenci proti klistéti nevyvola (Das a spol., 2000).



2.3.1 Vakcinace skrytymi a exponovanymi antigeny
V patrani po vhodnych kandidatech lze pouzit dva odlisné ptistupy. Ptihodnou

molekulu lze hledat mezi tzv. exponovanymi (exposed) antigeny z kliStécich slin (se kterymi
hostitel prichdzi bézn¢ do kontaktu), anebo mezi skrytymi (concealed) antigeny, které jsou
exprimovany ve stievech vektora.

Imunizace skrytymi antigeny byla vyuzita pti vyvoji vakciny GAVAC (TickGARD),
ktera obsahuje protein Bm86 z epitelialnich stfevnich bunék klistéte Boophilus microplus,
zavazného prenaSece babeziozy v Africe. Je to zatim jedind komeréné vyrabéna vakcina proti
klistatim (Fragoso a spol., 1998). Mechanismus jejiho u¢inku je zalozen na tom, Ze béhem
sani se do téla klistéte dostavaji spolu s krvi 1 hostitelské protilatky, které mohou interagovat
se sttevnimi kliStécimi antigeny (Nuttall a spol., 2006).

Rovnéz byla popsana i imunizace purifikovanym 20 kDa integumentovym
antigenem  klistéte Rhipicephalus appendiculatus (Rutti a Brossard, 1992) a
antihemostatickymi proteiny klistéte Haemophysalis longicornis HLS-2 (H. longicornis
serpin-2) z hemolymfy a HLS-1 (H. longicornis serpin-1) ze stieva (Mulenga a spol., 2000).

Dnes se ovSem zdd, ze vhodnéj§im a U€inn&j$im piistupem je pouziti antigent
exponovanych, protoze imunizace skrytymi antigeny nemusi zabranit pienosu patogena.
Navic bylo pozorovdno vytvofeni rezistence sanim neinfekénich klistat. U hostitelt
vakcinovanych témito antigeny neni potfeba k udrzeni vysoké hladiny protilatek opakovana
imunizace, protoze piichdzeji do styku skliStécimi proteiny piirozené pii sani parazitl
(Mulenga a spol., 2000; Fuente a Kocan, 2007).

Imunomodulator ze slin klistéte Ixodes scapularis, sialostatin L2 pfi vakcina¢nich
pokusech zamezil klistéti plné se nasat, prodlouzil dobu sadni a umoznil hostiteli rozvinout
zénétlivou odpovéd (Kotsyfakis a spol., 2008). Problémem pii vyzkumu exponovanych
antigent je, ze proteiny klistécich slin s imunosupresivnimi u¢inky, nebudou pravdépodobné
prilis imunogenni (Mulenga a spol., 2000). Nadéjnymi kandidaty na vakcinu se tak stavaji
v soucasné dobé zdaji byt nejzajimavéjsi serpiny a cementové proteiny (napiiklad RIM36
imunodominantni 36 kDa protein a 64TRP 15 kDa protein zklistéte Rhipicephalus
appendiculatus) (Maritz-Olivier a spol., 2007; Imamura a spol., 2009; Trimnell a spol., 2005).
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2.3.2 Proteinova nadrodina serpinu
Nazev serpin vznikl pavodné jako akronym pro inhibitory serinovych protedz

(SERine Protease INhibitor), které se v organismu podileji na regulaci mnoha fyziologickych
procest (viz. Obr.1) (Potempa a spol., 1994). Tyto proteiny se déli podle pfitomnosti urcitych
strukturnich domén do né¢kolika skupin, existuji naptiklad serpiny s Kunitzovou ¢i Kazalovou
doménou. U klistat jsou znamy napiiklad BPTI-Kunitz trombinové inhibitory (Salpl4 a
trypsinové inhibitory z Boophilus microplus) (Maritz-Olivier a spol., 2007).

Slovo serpin vSak také miZe odvozené oznacovat protein z nadrodiny strukturné
konzervovanych molekul (oznaceni pouzité v této préci), ktery nemusi mit vici serinovym
proteazam prokéazanou inhibi¢ni aktivitu (Gettins, 2002).

Serpiny jsou 40-60 kDa glykoproteiny stzv. serpinovym jadrem (zéklad jejich
terciarni struktury), jehoz velikost (360 az 390 aminokyselin) je viceméné shodna u vsech
serpind. Oproti tomu se vramci nadrodiny proteiny odliSuji pfitomnosti dlouhych
aminokyselinovych tusekidi na N nebo na C konci proteint. Dal§im variabilnim tsekem
serpinovych molekul je RCL (Reactive center loop, reaktivni smycka), ktera je exponovana
na povrchu molekuly a slouZi k navadzani cilového proteinu (serinové proteazy) (Gettins,

2002).

(1} Extracellular matrix remodeling

(14) Blood coagulation Prohormone conversion (2}

(13) Complement cascade '\'\ //[mraucl lular proteolysis (3)

(12) Fibrinolysis __» Blood pressure (4)

T SERPIN —
S
(11} Protein folding 7 H\Tﬂ Tumor suppression (5)
{10y Cell muigration / ‘ \ Hormone transportation (6)
(%) Cell differentiation Viral or parasite pathogenicity (7)

(8) Modulation of inflammatory response

Obr. 1. Vy¢et fyziologickych procest organismu s ucasti serpint.
Pievzato z Potempa a spol., 1994.

U c¢lenovcu bylo objeveno nékolik proteint patficich pravé do serpinové nadrodiny
(superfamily). U serpinil izolovanych z klistat (hemolymfy a slin) se pfedpoklada, ze jejich
funkci je naruSovani obrany hostitele a udrzovani homeostdzy samotnych hematofagi. Tyto

glykoproteiny tak tvofi zajimavy cil pravé pro vyvoj protiklistéci vakciny (Imamura a spol,
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2005). Je vsak otazkou jestli imunizace proteiny, které se ucastni mnoha fyziologickych
procest, nemiiZze zpisobit zkiiZenou reaktivitu (Maritz-Olivier a spol., 2007).

U raznych druhti klist'at bylo jiz identifikovano né€kolik molekul z nadrodiny serpinti
naptiklad u klistéte Haemophysalis longicornis (HLS-1 a 2) (Maritz-Olivier a spol., 2007;
Imamura a spol, 2005), Rhipicephalus appendiculatus (RAS-3 a 4, R. appendiculatus serpin 3
a4) (Imamura a spol., 2009), a Ixodes ricinus (Leboulle a spol., 2002).

2.3.3 Budoucnost protiklistécich vakcin
Z vyse uvedenych fakth vyplyva, Ze by vybér klistécich antigenti pravdépodobné

tedy nemél zaviset na tom, jestli jsou skryté ¢i exponované, ale na tom, jakou maji funkci.
Daji se oc¢ekdvat experimenty provedené se smési raznych antigenti. Vybér vhodné molekuly
bude pravdépodobné zaviset na tom, jestli je schopnd hostitele ochranit nejen pted infestaci
klistaty, ale hlavné pted infekci pfenaSenymi patogeny (Mulenga a spol., 2000; Maritz-
Olivier a spol., 2007). Ideélni protiklistéci vakcina by rovnéz méla byt ucinna proti vice
druhim a riznym vyvojovym stadiim klist’at (Nuttall a spol., 2006).

Skupina S. Imamury vytvofila smés rekombinantnich proteinti klistéte
Rhipicephalus appendiculatus RAS-3, RAS-4 a RIM36. U skotu vakcinovaného touto smési
byla detekovana protektivni imunita, kterd u dospélych stadii klistéte zptisobila smrt. Rovnéz
bylo zjisténo, ze u imunizovanych zvifat dochazi ke zpomaleni infekce prvokem Theileria
parva, ktery klistata prendseji (Imamura a spol., 2008).

Dalsi klistéci protein nazvany subolesin (4D8, viz. dale) prokazal v experimentech
protektivni charakter proti vSem vyvojovym stadiim klistéte Ixodes scapularis, nedavné
pokusy potvrdily tento efekt i u Dermacentor variabilis a Amblyomma americanum. Navic u
nymf |. scapularis sajicich na imunizovanych zvifatech byla o 30% sniZena jejich infekce
bakterii Anaplasma phagocytophilum (Fuente a Kocan, 2007).

Velmi nadéjnd vakcina, zalozend na imunizaci cementovym proteinem 64TRP
z klistéte Rhipicephalus appendiculatus, ucinkuje dvéma zpiasoby: jednak je vyvolanou
zanétlivou a imunitni odpovédi hostitele oslabeno sani klistéte, a navic specifické anti-64TRP
protilatky reaguji s antigeny klistéciho stfeva, poSkozuji ho a sajici klist¢ tak usmrcuji
(Labuda a spol., 2006). V naslednych experimentech s 64TRP byla objevena zkiizena
reaktivita i s antigeny dalSich druhu klistat (Rhipicephalus sanguineus, Ixodes ricinus,
Amblyomma variegatum a Boophilus microplus), a to u dospélcti i nymf (Trimnell a spol.,
2005).
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Vakcinace mys$i timto proteinem navic zabranila pfenosu viru klistové encefalidy
(TBEV, Tick-borne encephalitis virus) ptenaSenym . ricinus. Experiment s infekci TBEV byl
rovnéz proveden s komeréné dostupnou protikliStéci vakcinou zaloZzenou na antigenu Bm86.
Pti srovnani vysledkti Bm86/64TRP vyslo najevo, Ze ochrana mysi pted pfenosem viru TBE
(,,transmission blocking effect*) z nakazenych klist’at je u obou pouzitych vakcin srovnatelna.
Na rozdil od Bm86 vSak imunizace 64TRP chrani zvite i pied letalni infekei virem klistové
encefalitidy (Labuda a spol., 2006).

Nové technologie jako RNAi (RNA interference), vyzkum celych sialomi a
bioinformatické zpracovavani dat objevovani novych proteint, pfipadnych kandidatti na
vyvoj protiklistéci vakciny, velice urychluji. Do vyzkumu klistat byla rovnéz zavedena

pomérné nova metodika k rychlému a efektivnimu ziskavani protilatek, DNA vakcinace.

2.4 DNA vakciny

Ptestoze prvni zprava o pokusech s injikaci DNA molekul do tkdné Zivého organismu
byla publikovana jiz roku 1962 (Atanasiu, 1962), byl rozvoj této technologie odstartovan az
studii Wolffa a spol. vydanou v ¢asopise Science roku 1990.

Principem DNA vakcinace je vneseni plazmidového (Ci virového) vektoru koédujiciho
protektivni antigen do sav€ich bunék, ktery v téchto buitkdch vyvold expresi kodovaného
proteinu (Ivory a Chadee, 2004). Tento vysledek byl velikym ptekvapenim, protoze se obecné
ptedpokladalo, ze plazmidova DNA nemutze in vivo vstoupit do buiiky bez néjakého
podptirného systému (nosi¢e jako napi. kationickych lipidi). Nasledujici studie navic
prokazaly, ze plazmid zlstava v bunice extrachromozomalné, nedochazi k jeho replikaci ani
k integraci do genomu transfekovaného zvifete.

Tato zjisténi naznacila, Ze DNA vakciny mohou byt novou, uzite¢nou a bezpecnou
technikou k expresi exogennich proteini v savCich buiikdch (Montgomery a spol., 1997) a
mohly by tedy byt vyuzity k vyvolani imunitni odpovédi proti antigeniim riznych patogent

(Tang a spol., 1992).

Experiment s vakcinaci mysi chfipkovym nukleoproteinem prokéazal, ze metoda je
schopna u vakcinovaného organismu uspésné vyvolat protektivni imunitu (Ulmer a spol.,
1993). Po této demonstraci se nova technologie zacala v 90. letech zkouSet na dalSich
zvifecich modelech proti mnoha zndmym cilovym patogentim. Z virti naptiklad proti viru

hepatitidy B, viru herpex simplex a viru HIV, zbakteridlnich patogenti potom proti
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Mycoplasma pulmonis ¢i Mycobacterium tuberculosis, a také proti protozoarnim parazitim
jakymi jsou Plasmodium yoelii a Leishmania major (Montgomery a spol., 1997). Nové
vakciny se zacaly vyvijet i proti autoimunitnim chorobam, alergii a nékterym druhiim
rakoviny (Ulmer a spol., 2006).

Inovativni technologie genetické imunizace ma Sirokou vyuzitelnost, protoze je
levna, pomérné snadno dostupnd a je schopné vyvolat jak bunécnou tak i humoralni imunitni
odpovéd’ (oproti subjednotkovym polysacharidovym vakcindm) (Barry a spol., 2004; Talaat a
Stemke-Hale, 2005). Navic s sebou nenese riziko potencialni nezadouci replikace patogentl,

jak je tomu v ptipad¢ zivych atenuovanych vakcin (Talaat a Stemke-Hale, 2005).

2.4.1 Odpovéd imunitniho systému na DNA vakcinaci
Ptesny mechanismus u¢inku DNA vakcin byl dlouho zkouméan, souc¢asny pohled na

néj shrnuje Obr. 2. Krok 1: Buiiky mohou pfijmout ,,nahé* molekuly DNA bud’ samotné nebo
pomoci néjakého nosice (adjuvans, mikrocastice). Kdyz se molekuly dostanou do APC
(antigen presenting cells, antigen prezentujici buiiky), kdédované proteiny jsou zde
exprimovany, v cytoplazmé degradovany na peptidy, které jsou poté pies endoplazmatické
retikulum a Golgiho aparat exportovany ven z butiky a na jejim povrchu prezentovany pomoci
MHC tiidy I (major histocompatibility complex, hlavni histokompatibilni komplex) ptimo
naivnim T lymfocytim (Krok 2: ,,direct priming®). Vznikd bunécnd imunitni odpoved’
(cytotoxické T lymfocyty). Dal§i moznosti je, kdyz jsou antigeny uvolnéné z transfekovanych
bun¢k (napft. apoptézou) pohlceny okolnimi specifickymi APC (dendritickymi buiikami) a ty
je pak prezentuji na povrchu spolu se svymi MHC molekulami tfidy II (Krok 3: ,,cross
priming®). Vznika protilatkova imunitni odpoveéd'.

Urcit¢ CpG motivy z DNA bakteridlnich plazmidovych vektorii mohou dale
interagovat s TLR9 (Toll like receptor 9) na membrané¢ endozomu dendritickych a jinych
imunitnich bunék (Krok 4), coz vede k dalsi stimulaci imunitniho systému.

Cely proces tak vede k vyvoji silné imunitni odpovédi proti antigenu kédovanému
DNA vakcinou (Ulmer a spol., 2006; Montgomery a spol., 1997). Ur¢itym designem DNA
vakciny se navic dd docilit zesileni humordlni ¢i bunécné slozky obranného systému

imunizovaného organismu (Barry a spol., 2004).
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Obr. 2. Mechanismus u¢inku DNA vakcin.
Ptevzato z Ulmer a spol., 2006

2.4.2 Imunizace expresni knihovnou
Pfes mnoho rdznych problémi, které se objevily, se vyvoj nové technologie

posunuje stale dal. V soucasnosti jsou jiz komeréné dostupné pfinejmenSim Ctyfi veterinarni
DNA vakciny s licenci. Prvnim pfipravkem uvedenym na trh byla vakcina proti koniskému
viru West Nile (EWNV, equine West Nile virus), za ni tésné nasledovala vakcina proti viru
infekéni hematopoetické nekrézy (IHNV infectious hematopoietic necrosis virus) u
jeseterovitych ryb, dostupny je také produkt dopliujici prase¢i ristovy hormon (GHRH
growth hormone-releasing hormone) (Frelin a Séllberg, 2009; Ulmer a spol., 2006).

Znaénym zlepSenim metodiky DNA vakcin bylo zavedeni protokolu ELI, high-
throughput pristupu, ktery je zaloZzen na imunizaci expresni knihovnou (Expression library
immunization) (Barry a spol., 1995). Prestoze je genetickd imunizace U¢inna, vyzaduje
znalost genli kodujicich protektivni antigenni proteiny. Proto u mnoha patogenti, jejichz
genomy nebyly prozkoumany a nezndme vhodné antigeny, je tento fakt prekazkou pii
pripravé DNA vakciny. Aby bylo pfekondno toto omezeni byl vyuzit samotny imunitni
systém vakcinovaného zvifete ke screeningu potencialnich vakcina¢nich kandidatt z celého
genomu patogena (Barry a spol., 2004).

ELI protokol (viz. schéma na Obr. 3) miize v zédsad¢ zredukovat jakykoliv genom
patogena (osekvenovany i dosud neosekvenovany) na nékolik antigend, které vyvolavaji

protektivni imunitni reakci. Hlavni mySlenkou tohoto pfistupu je vyuziti hostitelského
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imunitniho systému k identifikaci nejlepSich kandidati pro vakcinu. Cely genom je rozdélen
na mensi fragmenty, zaklonovan do vektori (s eukaryotickym promotorem), a takto vytvoiena
knihovna muze exprimovat vSechny c¢teci rdmce (ORF, Open reading frames) patogena.
Knihovna je rozdélena do subgenomovych souborti (,,pool”) klonti, plazmidova DNA je
purifikovana, a injikovana do pokusnych zvifat. Zvifata jsou imunizovana vSemi genovymi
soubory a zaklonované antigeny patogena u nich vyvolaji imunitni odpovéd’. Imunizovana
zvitata jsou poté vystavena infekci. Z vysledki imunitnich testli je v zavéru jasné, kterd
skupina klonti vyvolala protektivni imunitu. Takto vybrané pozitivni soubory mohou byt dale
rozdéleny a opét testovany. Po nékolika opakovanich ELI protokolu miizeme ziskat jednotlivé

protektivni antigeny, vhodné kandidaty na vyvoj vakciny (Talaat a Stemke-Hale, 2005).

Nehul:ze Slleared ==

DN A ——] Genetic Immunization
DN O Vector
Genomic DNA CPlasmid sibbing/grouping”
v v
Poo] 1 Pool 2 Pool 3 Pool n

i
Cf ® =

(‘mup 1 rnup Group 3 T Groupn

Pathogen
Challenge

l
| |

Array Protective Clones and Retest

Obr. 3. Schéma ELI protokolu.
Pievzato z Talaat a Stemke-Hale, 2005.

Metoda imunizace expresni knihovnou byla vyuzita pfi screenovani genomu
n¢kolika parazitt, naptiklad u Leishmania donovani, Taenia crassiceps, Trypanosoma cruzi,
Toxoplasma gondii a dalsich (Talaat a Stemke-Hale, 2005).

V klistécim vyzkumu byla ELI vyuzita Almazdnovou a kol. pro identifikaci
protektivnich antigend z klistéte Ixodes scapularis. Nejprve byla pfipravena cDNA expresni
knihovna z bun&né linie IDES (odvozené ze zarodeénych stadii |. scapularis). Jednotlivé
soubory cDNA klond byly vystaveny nékolika imuniza¢nim testim. Na vakcinovanych a

kontrolnich mysich pak saly klistéci larvy. Imunita proti infestaci klistaty byla ur¢ena jejich
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nedostateCnym nasatim a ptipadnym pfechodem do stadia nymfy. Jednotlivé klony ze souborti,
které prokazaly imunogeni u€inky, byly castecné osekvenovény, a ndsledné rozdéleny do
skupin na zaklad¢ jejich predpokladané funkce. Timto screeningem bylo identifikovano
nékolik antigenii vyvolavajicich protektivni imunitu proti infestaci klistéte Ixodes scapularis
(Almazan a spol., 2003).

Pro hlubsi charakterizaci byly vybrany tfi: 4F8 (s homologii k nukleotiddze), 4D8 a
4E6 (s neznamou funkci). Bylo zjiSténo, Ze vSechny tii antigeny jsou exprimovany ve vSech
vyvojovych stadiich kliStéte a maji tkanovou lokalizaci. Konzervovana sekvence a exprese
4D8 byla objevena u dalSich Sesti druha klist'at (Ixodes ricinus, Ixodes pacificus, Amblyomma
americanum, Dermacentor variabilis, Boophilus microplus, Rhipicephalus sanguineus).
Vsechny tii klistéci polypetidy byly rekombinantné vyrobeny. S pfipravenymi proteiny byly
provedeny dal$i imunizacni testy na mySich a pozdéji i na ovcich s infestaci larvami, nymfami
i dospélci Ixodes scapularis. Zvifata byla vakcinovana jednotlivymi proteiny i jejich smési.
Ziskana protilatkova odpoveéd’ ovlivnila u klistat produkci vajicek a v ptipadé 4D8 a 4F8
signifikatné zredukovala infestaci ektoparazity (Almazan a spol, 2005a; Almazdn a spol,
2005b).

Nejlepsich vysledkti bylo vSak dosazeno pii imunizaci rekombinantnim proteinem
4D8. Tento protein byl nazvan subolesin a pomoci RNAi bylo zjisténa jeho funkce pii sani a
reprodukei klistat (Fuente a spol., 2006). Analyzy kodujici DNA a proteinové sekvence
objevily podobnost s proteiny jedenacti dalSich druht klistat skupiny Ixodida. Subolesin je
tedy vysoce konzervovanym proteinem, pti imunizaci vyvolava u zvitat protektivni odpoveéd’,
a navic byla pfi experimentech s infekci bakterii Anaplasma phagocytophilum prokazana jeho
role pfi pfenosu patogena na sajici klist'ata (Fuente a Kocan, 2007).

Cely vyse popsany proces dokazal, ze technologie DNA vakcin (ELI protokol) miize

byt u¢innym nastrojem pii vyzkumu klistécich molekul.
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3. Cile prace:

Cilem této prace bylo optimalizovat a vyuZzit technologii DNA vakcin k ziskéni

protilatek proti proteinim ze slin klistéte Ixodes ricinus.

1. Ptiprava cDNA vakcin
Z cDNA knihovny vybrat kandidaty vhodné pro imunizaci a ptipravit konstrukty pro
cDNA vakcinaci.

2. Optimalizace metody cDNA vakcinace
Pomoci prvnich experimentii optimalizovat vakcinaéni ddvku a vakcina¢ni schéma,

vybrat nejvhodnéjs$i kmen mysi a nejvyhodnéjsi metodu k testovani vyvolané imunity.
3. Testovani ucinnosti metody cDNA vakcinace

Otestovat imunitni odpovéd’ na jednotlivé cDNA vakciny a detekované reakce

porovnat.
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4. Material a metody

4.1 Priprava DNA vakcin

4.1.1 Konstrukce cDNA vakcin

Ze zndmych genl ziskanych sekvenaci cDNA knihovny byly vybrany geny Contigl4
(dale cl4), IRS (Ixodes ricinus serpin)-1, IRS-2, IRS-4 a IRS-8. Tyto cDNA byly
zaklonovany do plazmidu VR2001, ktery byl specidln¢€ navrzen v laboratoii J. G. Valenzuely
(Laboratory of Parasitic Diseases, National Institute of Health/ National Institute of Allergy
and Infectious Diseases, Bethesda, Maryland, USA) a vyroben firmou Invitrogen.

Plazmid VR2001 obsahuje gen pro rezistenci na kanamycin, lidsky cytomegalovirovy
(CMV) promotor a signalni peptid pro lidsky TPA (tissue plasminogen activator, aktivator
tkanového plasminogenu). VR2001 umoznuje piimé TOPO zaklonovani amplifikovanych

genll pomoci adeninovych ptevisil.

Accl - 14

BamHI - 193
QPO cloming site - 194
BamHI - 210
Helll - 216
Sphl - 423

Pl - 4903
BspEl - 4638

Sphl - 4294

VR2001-TOPA
Neel -3772

Nelel - 3386

EcoQ - 1091 - 3191

XNhol - 2863 .
{A) Smal - 2591 Hindlll - 2343

TPA signal peptide TOPO cloning site

Ala WVal Phe Val Ser Fro Ser Gly Thr Gly Ser Leu

5%. GCA GTC TTC GTT TCG CCC AGC GGT ACC GGA TCC CTT-TOFO GGGATCC .. 37
3r.., CGT CAG AAG CAA AGC GGG TCG CCA TGG CCT AGG GA TOPO-TTCCCTAGSE |, 57
(B) BamH I BamH I

Obr. 5 : Mapa plazmidu VR2001.
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4.1.2 PCR amplifikace vybranych cDNA

Primery specifické pro jednotlivé geny z cDNA knihovny byly navrzeny manualné
podle sekvence vybraného genu bez signalniho peptidu. Sekvence vSech pouzitych primera

jsou uvedeny v Pfiloze 2. SloZeni PCR smési bylo nésledujici:

0,5 ul vzorku

2 ul forward primeru (100 uM)

2 ul reverse primeru (100 uM)

10 pl 2 x Master mixu (MBI Fermentas)
5,5 ul ddH,O

PCR amplifikace byla provedena v termocykleru (Applied biosystems) za pouziti

nasledujiciho programu:

1. pocatecni denaturace: 93 °C, 3 minuty

2. denaturace: 93 °C, 30 sekund

3. annealing: teplota specifickd pro kazdy gen, 45 sekund 30 cykla
4. elongace: 72 °C, 1 minutu

5. extenze: 72 °C, 7 minut

Krok ¢. 5 umozni vytvoreni adeninovych pfevisti. Vysledek reakce byl zkontrolovan
elektroforézou pii napéti 100 V v 1% agar6zovém gelu (1% agaréza v TAE pufru)
obsahujicim ethidium bromid (1 pl na 100 ml gelu). 10 pl PCR reakce bylo smichano se 2 pl
6x Loading Dye Solution (MBI Fermentas). Pod UV lampou byla ur¢ena velikost produktu
porovnanim s DNA standardem GeneRuler 100bp DNA ladder (MBI Fermentas).

TAE pufr 40 mM Tris-HCIL, 1 mM EDTA, zasobni 10x

Ethidium bromid 10 mg/ml

4.1.3 lzolace PCR produktd kitem JETQUICK Gel Extraction Spin Kit (Genomed)

PCR produkt byl pted ligaci do plazmidu VR2001 purifikovan z agar6zového gelu, pii
izolaci bylo postupovano podle firemniho ndvodu, vSechny uvedené centrifugacni kroky byly

provedeny pii 13 000 RPM po dobu 1 minuty a pii laboratorni teploté. Pomoci kitu byla
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izolovana amplifikovand DNA a vSechny nezadouci necistoty (napi. ostatni slozky PCR
reakce) byly odstranény. Izolovany a pfecistény PCR produkt byl rozpustén ve 40 pl ddH,O.

Poté byla spektrofotometricky stanovena jeho koncentrace (Biophotometer 1.2., Eppendorf).

4.1.4 Ligace produkti PCR do plazmidu VR2001
Ligace do vektoru VR2001 byla provedena podle standardniho protokolu pro TOPO TA

cloning kit (Invitrogen). Byla ptipravena nasledujici ligacni reakce:

0,5 ul plazmidu VR2001
1 pl Salt solution (Invitrogen)
3,5 ul PCR produktu

Ligacni reakce probihala 5 minut pfi laboratorni teploté.

4.1.5 lzolace pozitivnich klont E.coli transformovanych plazmidovou DNA

Kompetentni bakterie E.coli OneShot TOP10 (Invitrogen) byly transformovany
nasledujicim postupem: Alikvot kompetentnich bunék (50 ul) byl ponechan 5 minut na ledu,
pak k nému byly ptidany 4 pl liga¢ni smési. Bunky s ligacni reakci byly opatrné promichany
pipetovou Spickou a ponechany dalSich 30 minut na ledu. Poté byly buiiky vystaveny po dobu
1 minuty teplotnimu Soku (42 °C) a ihned zchlazeny na ledu. K transformovanym bakteriim
bylo ptidano 250 pul SOC média a suspenze byla kultivovana 90 minut (37 °C, 230 RPM).

Pro ziskani jednotlivych kloni bylo 20 pl suspenze rozetieno na Petriho misku s LB
agarem a kanamycinem (50 pg/ml) a ponechano pii 37 °C pies noc. Z narostlych (nesoucich
vektor VR2001) kolonii bylo nahodné¢ vybrdno vétsi mnozstvi klond, to bylo dale
pieockovano na novou plotnu a otestovano na piitomnost insertu metodou PCR za pouziti
gen-specifickych primerd a na sprdvnou orientaci za pouziti vektorového 5’ primeru a gen-
specifického 3’ primeru. Petriho misky s narostlymi koloniemi byly pro pfipadné dalsi pouziti
uchovavany pfii 4 °C.

Na zéklad¢ obou néslednych PCR reakci bylo vybrano n¢kolik pozitivnich klond, ze
kterych byly vyizolovany plazmidy (viz kapitola 4.1.6). Spravnost sekvenci byla ovéfena
sekvenacni analyzou. Bakterialni kolonie se spravné zaklonovanym plazmidem byly

preockovany do 200 ml LB média s kanamycinem (50 pg/ml) a kultivovany pies noc (37 °C,
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230 RPM). Plazmid byl vyizolovan pomoci JETSTAR 2.0 Plasmid Maxi LFU Plasmid
Purification Kit (Genomed, viz kapitola 4.1.7).

SOC médium 2 % bacto-trypton; 0,5 % bacto-yeast extract;
0,05 % NaCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgCly;
10 mM MgSQO,, 20 mM glukdéza; pH 7,0

LB (Luria-Bertani) médium 1 % bacto-trypton; 0,5 % bacto-yeast extract;
0,5 % NaCl; pH 7,0
LB agar 1,5 % bacto-agar v LB médiu
Kanamycin zasobni roztok 50 mg/ml H,O

4.1.6 lzolace plazmidtl kitem JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit (Genomed)

Pro ovéfeni zaklonované¢ho genu sekvenovanim v sekvenacni laboratofi byly plazmidy
izolovany miniprepovym kitem. Pfi izolaci bylo postupovano podle firemniho navodu
(vSechny centrifugaéni kroky probihaly pii 12 000 g a laboratorni teplot€). K izolaci byly
pouzity 2 ml narostlé bakterialni kultury. Pomoci kitu byla izolovana plazmidova
dvouvlaknovd DNA, zatimco RNA, proteiny a dalsi pripadné nezddouci nelistoty byly
odstranény. Plazmidovd DNA byla eluovana 50 pl ddH,O, jeji koncentrace byla nésledné
stanovena spektrofotometricky (Biophotometer 1.2., Eppendorf). Vyizolované plazmidy byly

uchovavany pii -20 °C.

4.1.7 lzolace plazmidt kitem JETSTAR 2.0 Plasmid Maxi LFU Plasmid
Purification Kit (Genomed)

Pro ptipravu cDNA vakciny bylo tfeba velké mnozstvi koncentrované DNA, proto byla
plazmidova DNA izolovéna kitem JETSTAR 2.0 Plasmid Maxi LFU Plasmid Purification Kit
(Genomed), kterym byla zaroven odstranéna vétSina  bakteridlniho  endotoxinu
(lipopolysacharid, LPS), aby jeho vysledna koncentrace ve vakcinac¢ni davce byla co nejmensi
a pokud mozno neptesdhla pyrogenni hranici (1 EU/kg vahy). Bylo postupovano podle
firemniho ndvodu. K izolaci bylo pouzito 200 ml narostl¢ bakterialni kultury. Bunky byly
ziskany centrifugaci (10 minut, 7000 RPM, 4 °C), supernatant byl kompletn¢ odstranén.
Promyti bakterialniho lyzatu na LFU (lysate filter unit) kolon¢ promyvacim roztokem E5 bylo
oproti pfedepsanému postupu provedeno dvakrat. Plazmidova DNA byla z kolony vymyta

15 ml eluéniho pufru E6. Ziskand DNA byla zroztoku vysraZena isopropanolem (70 %
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objemu vysledku izolace) po dobu 10 minut pii laboratorni teploté, a zcentrifugovéana
(30 minut, 12 000 g, 4 °C). Pelet obsahujici plazmidovou DNA byl 2x promyt 70% ethanolem,
ze kterého byl nakonec ziskdn centrifugaci (5 minut, 12 000g, 4 °C). Ziskany pelet byl
ponechan k vyschnuti 30 minut ve sterilnim boxu pii laboratorni teploté. Ziskana plazmidova
DNA byla eluovana ve 100-200 pl ddH,O. U vyizolovanych plazmidi byla
spektrofotometricky stanovena koncentrace DNA (Biophotometer 1.2., Eppendorf) a pomoci
LAL testu i koncentrace obsazeného LPS. Takto pfipravené plazmidy byly uchovavany pfi
-20 °C a dale pouzity jako cDNA vakciny.

4.1.8 Limulus Amebocyte Lysate (LAL) Test QCL-1000 (Cambrex)

V cDNA vakcinach, piipravenych podle vysSe uvedené¢ho postupu, bylo stanoveno
mnozstvi bakteridlniho LPS LAL testem. Bylo postupovano podle firemniho navodu. Metoda
byla provedena za uziti endotoxine-free laboratorniho vybaveni a LAL reagencni H,O.
Vsechny roztoky byly ptedehiaty na 37 °C. Byla pfipravena ctyftbodova standardni
endotoxinova fedici fada (C = 1,0; 0,5; 0,25; 0,1 EU/ml). 50 ul testovaného vzorku bylo
smichano s 50 pl chromogenniho lyzatu z amébocytl ostrorepa Limulus polyphemus. Smés
byla inkubovana 10 minut pii 37 °C na termobloku, poté se k ni piidalo 100 pl substratového
roztoku, po dalSich 6 minutach byla reakce zastavena pfidanim 100 pl stop-roztoku. Vzorky
byly ptepipetovany do 96-jamkového panelu a na vertikalnim spektrofotometru (Labsystems
Multiskan MCC/340) byla zméfena jejich absorbance pifi 405 nm. Namétfend absorbance je
pfimo umérnd mnozstvi LPS ve vzorku, takze jeho piesnd koncentrace byla zjiSténa

porovnanim se ziskanou kalibra¢ni standardni kiivkou.

LAL (Limulus amebocyte lysate) 5x lyofilizovany lyzat, rozpustény v LAL
reagencni H,O, uchovavan pti -20°C
Endotoxin 1x29 EU lyofilizovaného endotoxinu

z E.coli, resuspendovan v 1 ml LAL
reagencni H,O, uchovavat pti 4°C

Substratovy roztok (chromogenni) 2 x 7 mg lyofilizovany substrat;
resuspendovan v 6,5 ml LAL reagen¢ni H,O;
chranit pred svétlem; uchovavat pti 4°C

Pievod jednotek EU (endotoxine unit) 1 EU = 0,1 ng lipopolysacharidu
(pyrogenni ucinek zacina
pti 1EU/kg hmotnosti)
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4.2 Ziskavani klistécich slin

Klitata byla nachytédna v okoli Ceskych Budgjovic vlajkovanim a ponechéna sedm dni
st na morcatech. Nasaté samice byly pfichyceny na podlozni sklicko lepici paskou, na
hypostom a jednu palpu se jim nasunula kapildra, na hibet klistéte bylo pipetou rozetieno
podle velikosti klistéte 1-2 pl 3% (w/v) roztoku pilocarpinu (v 70% ethanolu). Klistata byla
nasledn¢ uchovavana pii zvysené koncentraci CO, a 37 °C. Kazdych 15 minut byla klist'ata
kontrolovana a pfipadné ziskané sliny byly z kapilary odstranény pomoci balonku s hadickou.
Po hodiné byla klistata potfena 1-2 ul 70% ethanolu, ktery rozpustil zbytkovy pilocarpin.
Béhem celého procesu byly klistéci sliny uchovavany na ledu. Po 2-4 hodinach byly vSechny
kapilary vyprazdnény a ziskavani slin ukonceno. Sliny byly piefiltrovany pies 0,22 pum filtr
Millex (Millipore). Ve slindich byl zmétfen obsah celkového proteinu (metodou podle

Bradfordové) a pilocarpinu (hmotnostni spektrometrii). Sliny byly pfed pouzitim uchovavany

pii -70 °C.

4.2.1 Méreni koncentrace proteinu metodou podle Bradfordové

Koncentrace celkového proteinu v klistécich slindch byla zméfena metodou podle
Bradfordoveé (1976). Nejprve byla pfipravena albuminové fedici fada (C = 100, 200, 400, 600,
800, 1000, 1500 pg/ml). Do dvou jamek bylo napipetovano 5 pl slin. Do vSech jamek bylo
poté ptidano 100 pl cinidla. Absorbance vSech vzorkii byla zméfena na vertikdlnim
spektrofotometru (Labsystems Multiscan MCC/340, Finsko) pifi 595 nm. Pfesnd koncentrace

proteinu byla zjisténa porovndnim se ziskanou standardni kiivkou albuminu.

4.3 Vakcinace mysi

K pokustim byly pouzity nésledujici kmeny mysi: outbredni CD-1 a inbredni BALB/c,
C3H/HeN, C57BL/6 (Anlab, CR). Byly pouzity samice ve véku 6-8 tydnd. Mysi byly
chovany ve zvéfinci Parazitologického ustavu Biologického centra AVCR v Ceskych
Budg&jovicich za standardnich podminek (teplota vzduchu 22 °C, relativni vlhkost vzduchu 65
%). Mysi byly krmeny krmivem pro hlodavce (Racio s.r.o., Bieclav, CR) a byly napajeny
vodou ad libitum. Anestezie mys$i byla provedena inhala¢ni (halothanum Narcotan), pozdéji
intraperitonealni metodou (injikaci 75 pl narkotizaéni smési) . MyS$i byly vakcinovany
intradermalné do ucha 10 ¢i 20 pg cDNA vakeiny v 10 pl ddH,O, ptipadné 12 pl klistécich

slin o pfiblizné koncentraci celkového proteinu 850 pg/ml.
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Smés pro intraperitonealni anestezii 8 ml 5% Narkamon (Spofa), 2 ml 2%

Rometar (Spofa), 10 ml PBS

4.4 Ziskavani mysich sér

Po tiech az Sesti tydnech od posledni vakcinaéni davky byly myS$i usmrceny. Ziskana
krev byla ponechéana ptes noc pfi 4 °C, vznikla krevni srazenina byla odstranéna, sérum bylo
ziskano centrifugaci (10 minut, 2 500 RPM). Vznikly supernatant (sérum bez krevnich

komponentti) byl uchovavan pti -70 °C.

4.5 Priprava rekombinantnich proteint

4.5.1 Priprava rekombinantnich proteinti v CHO bunkach

CHO (Chinese Hamster Ovary cells) je sav¢i bunécéna linie vyuzivana bézné k expresi
rekombinantnich proteini. V kultufe bunky adheruji ke sténé nddoby. Bunky byly
kultivovany pii 37 °C, 3,5 % CO,, pasdzovany kazdé 2-3 dny. Pro expresi v CHO buiikach
byly geny zaklonovany do vektoru pcDNA4/TO/myc-His pomoci restriktaz Xhol a Agel.

Pied transfekci piipravenymi plazmidy byly bunky pasdzovany 24 hodin ptfedem,
k ptipravé rekombinantniho proteinu bylo pouzito 150 ml kultury. Reakce probéhla v médiu
D-MEM piipravenym bez BOFES. Transfek¢ni smés byla pfipravena rozpusténim 30 pg
plazmidové DNA, a 150 pl PEI (linearni polyethylenimin, transfekéni médium) v 3,5 ml
média. Reakce byla ponechana 15 minut pfi laboratorni teploté, mezitim byly buiiky zbaveny
média a 3x promyty. K rozpusténé plazmidové DNA s PEI bylo po 15 minutach ptidano
dalSich 15 ml média a transfekéni smés byla poté smichdna s pfipravenou buné¢nou suspenzi.
K transfekovanym buitkam bylo pted kultivaci pfidano odpovidajici mnozstvi antimykotik a
antibiotik.

Po 48 hodinach byl z kultury ziskén supernatant centrifugaci (4 °C, 7 minut, 1250 RPM)
a dale zpracovavan na ledu. Ziskany pelet byl odstranén, supernatant byl prefiltrovan ptes
0,22 pum filtr. Kolony pro separaci proteini nad 10 kDa (Amicon Ultra-15, I0NMWL,
Millipore) byly 2x promyty ddH20 a ptes pfipravené kolony byl postupné zcentrifugovan
(4°C, 4300 RPM) veskery ziskany supernatant. Kone¢ny objem po zakoncentrovani
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supernatantu (cca 1 ml) byl opatrné pfepipetovan z kolony a po piidani azidu (NaNs) na
findlni koncentraci 0,05 % (w/v) uchovavan pti 4 °C. Pii izolaci c14 (5 kDa) byl naopak po

centrifugaci ptes kolonu uchovan pelet.

D-MEM komplet D-MEM (Sigma) s 5% BOFES,

1 % Antibiotik a Antimykotik (Penicilin,
streptomycin, amfotericin B), 1% glutamin, a
0,1% merkaptoethanol

4.5.2 Exprese rekombinantnich proteint v bakterialnim systému

Pro expresi testovanych rekombinantnich proteinii byl pouzit i bakteridlni expresni
systém, konkrétné buitkky BL21(DE3)pLysS (Invitrogen) spolu s vektorem pET17 (Novagen).
Pouzité bunky byly pfipraveny diive, jejich pfiprava nebyla soucasti této prace.

Ze zéasobniho glycerol-stocku bylo naockovano 10 ml LB média s ampicilinem
(50 pg/ml) a chloramphenicolem (37 pg/ml) a kultivovano v 37 °C (230 RPM, ptes noc).
Z narostlé bunécné kultury byly odebrany 2 ml, které byly pfeneseny do 200 ml LB média
s antibiotiky, kultura se nechala rst a pravideln¢ byla métena OD (optical density). Pfi
ODgoo = 0,6 bylo ptidano IPTG (vyslednd koncentrace 1mM) a kultura byla ponechana
3 hodiny pfi tfepani 230 RPM ve 37 °C. Bakterie byly ziskany centrifugaci (8500 RPM,
10 minut, 4 °C).

Zbytky LB média byly odstranény a pelet byl resuspendovan v 10 ml resuspendac¢niho
pufru. Buiiky byly rozsonikovany ultrazvukem (3 x 15 s) na sonikatoru (Hielscher) Vysledny
bakterialni lyzat obsahujici rekombinantni proteiny byl pfed pouzitim na SDS PAGE

dialyzovéan 1 hodinu proti destilované vod¢ a poté uchovavan pii -20 °C

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalaktosid (zasobni roztok
1 M)
Resuspendacni pufr 20 mM Tris-HCI, pH 8,0
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4.6 Testovani imunity vyvolané cDNA vakcinaci

4.6.1 Western blot

Na SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) byly
pfipraveny polyakrylamidové gradientové gely 5%-17,5%. Polymerizace gel probihala pies
noc, gely byly uchovavany pii 4 °C.

5x Gelovy pufr 1,875 M Tris; pH 8.8
Akrylamidovy roztok 30% Acrylamid a bisacrylamid
10% (w/v) SDS Laurylsulfat sodny

TEMED N, N, N’, N’- tetramethylenediamin
10% (w/v) APS Ammonium persulfat

Proteiny ze zahu§téného supernatantu bunék CHO, ptipadné z bakteridlniho lyzatu byly
rozdéleny podle velikosti pomoci metody SDS-PAGE. Pied nanesenim na gel bylo 20 pl
vzorku smichano s 5 pl vzorkového redukujiciho pufru. Vzorky byly nasledné denaturovany
povafenim (5 minut pii 100 °C) a cely objem byl nanesen na gel. Elektroforéza prob¢hla
v elektrodovém pufru nejprve pii napéti 100 V a po zarovnani vzorkll v gelu bylo napéti
zvySeno na 200 V. Jako proteinovy standard byl pouzit LMW Electrophoresis Calibration Kit
(Amersham).

Proteiny rozdélené pomoci SDS-PAGE byly pieneseny metodou Western blot z gelu na
nitrocelul6zovou membranu. Blotovaci sandwich byl slozen z vrstvy filtraéniho papiru,
nitrocelul6zové membrany, polyakrylamidového gelu a vrstvy filtraniho papiru. VSechny
soucasti blotu mimo gelu byly nejprve promyty v blotovacim pufru. Pfenos probihal po dobu
75 minut pii 250 mA. Z nitrocelulézové membrany s pieblotovanymi proteiny byla odfiznuta
¢ast obsahujici standard a jeden vzorek zkazdého proteinu. Tato Cast membrany byla
nasledné¢ obarvena v 0,1% amidocerni rozpusténé v odbarvovacim pufru. Barveni bylo
zastaveno promytim v odbarvovacim pufru.

Mezi v§emi nasledujicimi uvedenymi kroky byla membrana diisledné promyta v PBS-
Tween (3 x 5 minut) a veSkeré inkubace probihaly pii laboratorni teploté pii 230 RPM. Na
zbytku membrany byla 1 hodinu blokovdna nespecifickd mista 5% roztokem laktozy
v PBS-Tween. Dale byla membrana rozdélena na prouzky s jednotlivymi proteiny. Ty byly
poté inkubovany 1 hodinu v primarni protilatce (mysi séra) fedéné 1:100 ¢i 1:10

v PBS-Tween a 1 hodinu v sekundarni, peroxiddzou znacené protilatce proti konstantni ¢asti
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mysich IgG (SWAM/Px, SEVAC Praha, CR, ptipadné Anti-Mouse Polyvalent
Immunoglobulins produced in Goat, Sigma) fedéné v PBS-Tween v poméru 1:1000
(SWAM/Px) ptipadné 1:500 (Anti-Mouse Polyvalent Immunoglobulins produced in Goat).
Membrana byla obarvena roztokem DAB, reakce byla odstartovana ptidanim 50 ul H,O,. Po

uspesném obarveni byla reakce zastavena destilovanou vodou.

Vzorkovy redukujici puftr (5x) 2,27 g Tris-HCI; 1,25 g SDS; 12,5 ml
glycerol; 0,25% bromfenolova modf; 25 ml
ddH,O; pH 6,8

pied pouzitim piidat 1 mg DTT/20 ml

Elektrodovy pufr (10x) 15 g Tris, 72 g glycinu, 5 g SDS, 500 ml
ddH,0O

Blotovaci pufr (10x) 15,5 g Tris; 72 g glycinu; 2,5 g SDS; 500 ml
ddH,O; pted pouzitim fedit 50 ml pufru, 100
ml methanolu, 350 ml destilované vody

PBS-Tween 0,05% Tween 20 v PBS
Odbarvovaci pufr 25% methanol, 10% kyselina octova
Roztok DAB 10 mg 3,3’- diaminobenzidin; 30 ml 0,1 M

Tris-HCI, pH 7,5

4.6.2 Nepfima ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay)

Pfitomnost, specificnost a titr protilatek ze ziskanych mysich sér byla stanovovana
metodou ELISA, modifikace podle Hollisterové a Canningové (1987).

Do jamek 96-jamkového panelu byly naneseno 50 pl bakteridlniho lyzatu obsahujiciho
rekombinantni proteiny nafedéné¢ho ve vazebném pufru na koncentraci 20 pg/ml. Panel byl
inkubovan ptes noc ve vlhké komitrce pii 4 °C. Poté byl panel vysusen vyklepnutim na
filtra¢ni papir. Nespecifické vazby byly vyblokovany piidanim 200 pl blokovaciho roztoku do
kazdé jamky. Desti¢ka byla ponechana ve vlhké komiirce 30 minut pii 37 °C. Roztok byl poté
3x vymyt promyvacim roztokem. Do odpovidajicich jamek bylo naneseno 100 pl
zkoumaného mysiho séra nafedéného v fedicim roztoku. Panel byl ponechan 1 hodinu ve
vlhké komurce pii 37 °C a poté 6x promyt promyvacim roztokem. Do jamek bylo
napipetovdno 50 pl peroxiddzou znacené protilatky proti konstantni ¢asti mySich IgG
protilatek (SWAM/Px, SEVAC Praha, CR piipadné Anti-Mouse Polyvalent Immunoglobulins
produced in Goat, Sigma) fedéné v fedicim roztoku vpomeéru 1:2000 resp. 1:1000.

Nasledovala inkubace 1 hodinu ve vlhké komtirce pii 37 °C a poté opét promyti desticky 3x
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promyvacim roztokem. Enzymova reakce byla vyvolana pfidanim 100 pl substratového
roztoku (s 5 pl 30% H,0; a 5 mg ortofenylendiaminu na 10 ml) do jamky a po 10 minutach
inkubace zastavena pfidanim 100 pul 2M H,SO,4. Absorbance byla zméfena na vertikdlnim

spektrofotometru (Labsystems Multiscan MCC/340) pti 490 nm.

Vazebny pufr 1,59 g Na,COs; 2,93 g NaHCOs; 11 H,O; pH
Blokovaci roztok 2:V6o BOFES v PBS
Promyvaci roztok 0,05% Tween 20 v PBS
Redici roztok 2% BOFES v PBS
Substratovy roztok 1,84 ¢ Na,HPO,4. 12H,0; 0,51 g
CsHgO7 .H,0; ve 100 ml H,O pH 5,0

4.7 Statistické zhodnoceni namérenych dat

Ziskana data byla statisticky zhodnocena jednocestnou analyzou variance (jednocestna
ANOVA), post hoc comparision (Tukey HSD test) v programu Statistica 6.0 (StatSoft).
Standardni odchylky byly stanoveny v programu Excel (Microsoft). Byly pouzity hladiny

vyznamnosti 0,05 a 0,01.
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5.Vysledky
5.1 Priprava cDNA vakcin

5.1.1 Priprava konstrukt pro cDNA vakcinaci

Celkem 6 genu bylo zaklonovéano do vektoru VR2001 — GFP, c14, IRS-1, IRS-2, IRS-4
a IRS-8. Sekvence téchto geni jsou uvedeny v Piiloze 1. Pfipravené konstrukty byly nasledné
transformovany do kompetentnich bunék TOP10 (postup je uveden v kapitole 4.1.). Jako
ptiklad ptipravy cDNA vakciny je uveden vysledek z ptipravy GFP konstruktu, ktery byl
vyuzit v prvnich pokusech pro vakcinaci kontrolnich skupin.

Selekce uspésné transformovanych (obsahujicich vektor VR2001) klon@ byla provedena
pomoci antibiotika kanamycinu, na ktery nese plazmid VR2001 rezistenci. U pozitivnich
klont byla ovétena ptitomnost zaklonovaného genu pomoci PCR s gen-specifickymi primery,
jejichz sekvence je uvedena v piiloze 2. Vektor VR2001 se liguje pomoci TOPO technologie,
proto se mohou spojit dohromady 1 konce prazdného plazmidu. Z tohoto diivodu bylo tieba
ov¢tit pomoci PCR s gen-specifickymi primery velké mnozstvi klont, jak je vidét z Obr. 6.
V ptipadé GFP se jednalo o 52 kolonii. Vektor VR2001 navic neumoziiuje direkciondlni
klonovani. S pozitivnimi klony byla proto provedena dal§$i PCR pomoci vektorového
5’ primeru a gen specifického 3’ primeru. PCR produkt mohl tedy vzniknout pouze v ptipade,
ze insert byl zaklonovan ve spravné orientaci. Timto zpiisobem bylo ze souboru klonli z prvni
PCR reakce (u GFP z 15 klonl) dale vybrano 4-5 klonl (viz Obr. 7). Spravnost jejich
sekvence byla ovéfena sekvenaci v Laboratoii genomiky na pfistroji ABI PRISM 3130xl
(Applied Biosystems). Pro dalsi praci byl vybran jeden spravny klon. Stejnym postupem byly
pfipraveny i vSechny ostatni konstrukty.

Pro prvni testy koptimalizaci celého vakcinaéniho procesu byly pfipraveny
konstrukty genti pro IRS-1, c14 a GFP. Pro dalsi experimenty byly pfipraveny cDNA
vakciny s geny pro IRS-1, IRS-2, IRS-4, IRS-8 a s prazdnym plazmidem VR2001, ktery byl
pouzit k pfipravé negativniho séra. V nasledujicim textu budou vSechny cDNA vakciny
uvedeny pod zkratkou vac s oznacenim zaklonovaného genu (seznam zkratek vSech pouzitych

cDNA vakcin uvadi Tabulka 1).
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Tabulka 1: Seznam zkratek pouZivanych v textu pro jednotlivé cDNA vakciny.

c¢DNA vakcina Insert ve vektoru VR2001
vacCl4 Contigl4

vacGFP GFP

vaclRS-1 IRS-1

vaclRS-2 IRS-2

vacIRS-4 IRS-4

vaclRS-8 IRS-8

vacVR2001 Bez insertu

Obr. 6: PCR z kloniu transformovanych konstruktem VR2001- GFP s primery pro GFP.
Z puvodnich 52 klonti bylo na zaklad¢ této reakce vybrano 15 pozitivnich klonti (PCR produkt o
velikosti 720 bp) obsahujicich konstrukt se zaklonovanym GFP genem.
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Obr. 7: PCR 15 klonii (s ovéirenou piitomnosti genu GFP) s VR2001 forward a GFP reverse
primerem. Na zaklad¢ této amplifikace bylo vybrano 5 klont, které obsahovaly vektor VR2001
s GFP zaklonovanym ve spravné orientaci.

5.1.2 Priprava jednotlivych cDNA vakcin

Mnozstvi plazmidové DNA potiebné pro vakcinaci bylo izolovano z 200 ml bakterialni
kultury pomoci kitu Maxiprep LFU Plasmid Isolation kit (Jetstar 2.0, Genomed). Koncentraci
izolované dvouvldknové DNA jednotlivych cDNA vakcin uvadi Tabulka 2, pomér absorbance

260/280 byl u vsech ptipravenych cDNA vakcin v rozmezi 1,6-1,8.

Tabulka 2: Vysledna koncentrace izolované DNA pripravenych cDNA vakcin.

c¢DNA vakcina Koncentrace izolované DNA
[ng/ml]

vacCl4 2 040

vacGFP 2 600

vaclRS-1 Prvni izolace 2 560
Druh4 izolace 4 050

vaclRS-2 4 560

vaclRS-4 Prvni izolace 1 410
Druha izolace 2 270

vaclRS-8 4 650

vacVR2001 4700
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Vakciny vacC14, vacIRS-1 a vacGFP byly pro prvni imuniza¢ni experimenty natfedény
na koncentraci 1 pg/pl. Z divodu zvySeni ucinnosti vakcinace byly v dalSich pokusech
vacIRS-1, vacIRS-2, vacIRS-4, vacIRS-8 pouzity v koncentraci 2 pg/pl.

Pomoci pouzitého izolacniho kitu byla z izolované DNA eliminovana vétSina LPS, které
muze u obratloveil 1 pfi nizkych koncentracich zplsobit organové selhani. Mnozstvi LPS
v pfipravenych cDNA vakcinach bylo jesté pro jistotu stanoveno pomoci LAL testu (QCL-
1000, Cambrex), aby bylo zajisténo, Ze jedna vakcinacni davka bude obsahovat mén¢ nez

1 ng LPS. Naméfené hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3: MnoZzstvi LPS v jednotlivych cDNA vakcinach namérené LAL testem.

cDNA vakcina Mnozstvi LPS ve vakcinaéni davce
[ng]

vacCl4 0,2

vacGFP 0,3

vaclRS-1 0,5

vaclRS-2 0,3

vaclRS-4 0,5

vaclRS-8 0,6

vacVR2001 0,1
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5.2. Vakcinovani mysi

5.2.1 Imunizace vacC14, vaclRS-1 a vacGFP

Pro prvni imuniza¢ni testy k optimalizaci metody cDNA vakcinace byly pouzity dva
kmeny mysi: outbredni kmen CD-1 a inbredni BALB/c. Mysi byly imunizovany tfemi cDNA
vakcinami: vacC14, vacIRS-1 a vacGFP (kontrola). Kazda skupina obou kmenti obsahovala 5
my$i. Mysi byly vakcinovany dvéma davkami cDNA vakcin (10 ug DNA v 10 ul ddH,0)

intradermalné do pravého ucha. Bylo pouzito nasledujici vakcinaéni schéma:

1. davka: cDNA vakcina do pravého ucha mysi

pauza 14 dni

2. davka: cDNA vakcina do pravého ucha mysi

pauza 14 dni

(3. davka: klistéci sliny do levého ucha mysi)

Po tfech tydnech po injikaci kliStécich slin byly myS$i usmrceny. Ziskand séra byla
testovana na piitomnost protilatek pii fedéni 1:100 a 1:10 metodou Western blot. Jako antigen
bylo pouzito zakoncentrované médium bunék CHO obsahujici odpovidajici rekombinantni
proteiny.

U skupiny myS$i CD-1 imunizovanych vacIRS-1 byla pii fedéni 1:10 detekovéana slaba
reakce proti IRS-1. U skupin vakcinovanych vacCl4 a vacGFP nebyla detekovana
v predikované velikosti zadna reakce. U inbrednich mysi BALB/c jsme nedetekovali reakci
v zadné pokusné skupin¢.

Cilem injikace klistécich slin provedené vramci tohoto pokusu bylo zjistit zda
imunizace vacC14 ¢i vacIRS-1 nevyvola u mys$i imunitni odpovéd’ proti antigeniim klistécich
slin. Injikace klistécich slin do levého ucha mysi simulovala sani kliStéte na hostiteli.
Predpokladali jsme, Ze se na pravém uchu mysi vytvoii zanét, ktery potvrdi ptitomnost
imunitni odpovédi vyvolané c¢cDNA imunizaci. Vznik zanétlivé odpovédi vSak nebyl

pozorovan.
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5.2.2 Imunizace vaclRS-1, vaclRS-2, vaclRS-4 , vaclRS-8 a vacVR2001

Dalsi experimenty byly provedeny opét s outbrednim kmenem mysi CD-1, ktery
v ptedchozim pokusu vykazoval odpovéd’ na vakcinaci a dale pak s inbrednimi kmeny
C3H/HeN a C57BL/6. Mysi téchto tii kmenl byly imunizovany ¢tyfmi serpinovymi cDNA
vakcinami vacIRS-1, vacIRS-2, vacIRS-4, vacIRS-8 a kontrolni skupiny vacVR2001.

Kazda experimentdlni skupina CD-1 a C3H/HeN se skladala ze 6 mysi, skupina
C57BL/6 z 5 myS$i. VSechny mysi byly vakcinovany tfikrat zvySenou davkou 20 pg DNA
v 10 pl ddH,O intradermalné do ucha. Vakcinacni schéma bylo pifi téchto pokusech

nasledujici:

1. davka cDNA vakcina

pauza 14 dni

2. davka cDNA vakcina

pauza 14 dni

3. davka cDNA vakcina

Bohuzel u mysi kmene C3H/HeN doslo k imrti mnoha jedinct pravdépodobné kviili
pouzitému typu anestézie (inhalace Narcotanu), takZze pokus nebyl uspésné dokoncen, na
konci byla ziskéna séra z n€kolika malo jedincii. U né€kolika my$i CD-1 rovnéz doslo k této
negativni reakci, ale na konci pokusu bylo ziskdno dostatecné mnozstvi vzorkii (minimalné
4 z kazdé skupiny). Kvuli negativni zkuSenosti s timto typem anestézie byla dale u mysi

C57BL/6 pouzita anestézie intraperitonealni.

5.3 Testovani imunity vyvolané cDNA vakcinaci

5.3.1 Vakcinace mysi CD-1 a BALB/c - metoda Western blot

Prvni séra ziskand imunizaci mysi CD-1 a BALB/c cDNA vakcinami vacC14, vacIRS-1
a vacGFP byla testovana metodou Western blot. Antigenem pro imunodetekci byl
zakoncentrovany supernatant sav¢éi bunécné kultury CHO obsahujici odpovidajici
rekombinantni proteiny. Polyklondlni protilatky z mySich sér byly nejprve fedény v poméru
1:100, poté 1:10.

Touto metodou byla detekovana pti fedéni sér 1:10 slaba reakce proti proteinu IRS-1 u

skupiny CD-1 mysi imunizované vacIRS-1. VSechna polyklondlni séra v testu neo¢ekavané
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reagovala s neznamym antigenem ze zahus$téného média bunééné kultury CHO o pfiblizné

velikosti 66 kDa.

5.3.2 Vakcinace mysi CD-1, C3H/HeN, C57BL/6

Mysi CD-1, C3H/HeN, C57BL/6 byly imunizovany vakcinami vacIRS-1, vacIRS-2,
vacIRS-4, vacIRS-8 a vacVR2001. Vsechna séra ziskand imunizaci byla testovana nejprve
metodou ELISA (v fedéni 1:100), na zaklad¢ které byly vybrany vzorky s nejsilnéjsi odpovedi.
U téch byl poté rovnéz metodou ELISA zjistovan titr protilatek (fedénim v poméru 1:250,
1:500, 1:1000 a 1:2000) a testovana specifi¢nost protilatek (zkiiZzenou reakci s ostatnimi
testovanymi serpiny). Pfitomnost protilatek byla navic jesté ovéfena metodou Western blot pti
fedéni sér 1:100. Jako antigen pro vSechny testy byl pouzit bakterialni lyzat bunék E. coli
BL21 obsahujici exprimované rekombinantni proteiny.

Ptitomnost protilatek vytvofenych cDNA vakcinaci byla pouzitymi metodami
detekovéana u vSech tfi imunizovanych myS$ich kment. Vzhledem k timrti mnoha jedinc mysi
C3H/HeN b&hem pokusu bylo vsak na konci ziskano od tohoto kmene malé mnozstvi vzorki
(maximalné dv¢ séra z kazdé skupiny). Vysledky vSech imuniza¢nich pokusti u jednotlivych
kment mysi jsou popsany déle. V nésledujicim textu jsou experimentalni skupiny oznacovany
zkratkami uvedenymi v Tabulce 4.

V uvedenych grafech jsou oznaceny statisticky prikazné rozdily oproti kontrolnim
sérim skupiny VR oznaceny jednou (hladina vyznamnosti 0,001) ¢i dvéma hvézdickami
(hladina vyznamnosti 0,05). Titrem protilatek je v nasledujicim textu oznacovana reakce sér
skupin I-1, 1-2, 1-4 a I-8, kterd byla pii stejném fedéni protilatek priikaznd (na hladiné

vyznamnosti 0,05) proti nejsilngjsimu séru skupiny VR.

Tabulka 4: Zkratky pouzité pro oznaceni jednotlivych pokusnych skupin mysi.

Pouzita cDNA vakcina Oznaceni pokusné skupiny
vaclRS-1 I-1

vaclRS-2 I-2

vacIRS-4 I-4

vaclRS-8 I-8

vacVR2001 (bez insertu) VR

36



5.3.2.1 Vysledky vakcinace mysi kmene CD-1

U outbredniho kmene mysi CD-1 byly detekovany protilatky ve vSech vakcinovanych
skupinach. Béhem pokusu doslo k imrti nékolika mysi z riznych skupin. Z ptivodnich Sesti
vzorkl tak bylo u skupiny I-2 ziskano pét a u skupin I-4, I-8 a kontrolni VR pak Ctyfi séra.

Séra jednotlivych mysi se v ramci skupin v protilatkové odpovédi lisi. Vysledky reakce
jednotlivych sér pti fedéni 1:100 uvadéji Grafy 1 a 2, ve kterych jsou porovnana vSechna séra

skupin I-1, I-2, [-4 a I-8 se séry kontrolni skupiny VR.

Mysi CD-1 imunizované vaclRS-1 a vaclRS-2
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Graf 1: Testovani sér kmene CD-1 (skupiny I-1 a I-2).
Proti serpintim IRS-1 a IRS-2 jsou vynesena jednotliva séra vakcinovanych mysi vzdy z odpovidajici
skupiny. IRS-jednotliva séra mysi vakcinovanych vacIRS-1 a vacIRS-2. VR-séra mysi kontrolni
skupiny vakcinované vacVR2001.

Nejsilngjsi reakce byla zjisténa u polyklonalnich sér mysi vakcinovanych vacIRS-1 a
vacIRS-2 (Graf 1). U nejsilnéjsiho séra I-1 skupiny byla detekovéana Ctyfnasobné silnéjsi
reakce nez u nejsilngjsiho séra kontrolni skupiny VR. Skupina I-1 navic vykazovala i nejvétsi
homogenitu v namétenych hodnotach zatimco u skupiny I-2 byly naméteny vyraznéjsi rozdily
mezi jednotlivymi séry. Reakce nejsilnéjsiho séra ze skupiny I-2 byla oproti nejsilnéjSimu

séru VR silngjsi Sestindsobné, zatimco reakce nejslabsiho séra byla silngjs$i pouze trojnasobné.
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Mysi CD-1 vakcinované vaclRS-4 a vaclRS-8
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Graf 2: Testovani sér kmene CD-1 (skupiny I-4 a I-8).
Proti serpintim IRS-4 a IRS-8 jsou vynesena jednotliva séra vakcinovanych mysi vzdy z odpovidajici
skupiny. IRS-jednotliva séra mysi vakcinovanych vacIRS-4 a vacIRS-8. VR-séra mysi kontrolni
skupiny vakcinované vacVR2001.

U vsech sér skupiny vakcinované vaclRS-4 (Graf 2) byla detekovéana jen slaba reakce
srovnatelnd se séry kontrolni skupiny VR. Vyrazné rozdily mezi jednotlivymi séry v ramci
skupiny byly pozorovany ve skupiné I-8 (Graf 2), kde zvySenou reaktivitu vykazovala pouze
dvé séra ze Ctyft, zbyvajici dvé séra reagovala srovnatelné se vzorkem kontrolni skupiny.

Fakt, Ze nejvyssi reaktivitu v testu prokazala séra skupin I-1 a I-2 byl podpoten i
vysledkem titraéniho testu, ve kterém byla pozitivni reakce proti IRS-1 a IRS-2 zaznamenana
jeste pii fedeéni 1:500, u ostatnich skupin byla detekovatelna reakce pii fedéni 1:100.

Zkiizena reaktivita s ostatnimi proteiny byla testovana za vyuziti sér, ktera pii prvnim
testovani prokazala nejsilnéjsi reakci ze skupiny. Z vysledkt, které uvadi Graf 3, vyplyva, zZe

zadné testované sérum nema striktni specifitu.

38



Mysi CD-1 zkrizena reaktivita
3,5 -
£ o :
o
@ 25 - * I
5 2]
o * *
2 15 | * *
€ N . VI
2 1 VR !
° VR ' N vl VR
2 05 - il v ’% v vinvVR I I
0 2
IRS-1 IRS-2 IRS-4 IRS-8
Protein

Graf 3: Testovani sér mySi kmene CD-1 na zkFiZenou reaktivitu.

Proti serpinim IRS-1, IRS2, IRS-4 a IRS-8 jsou vynesena nejsilnéjsi séra ze vSech skupin
vakcinovanych mysi. I-sérum mysi vakcinované vacIRS-1, II-sérum mysi vakcinované vacIRS-2,
IV-sérum mysi vakcinované vacIRS-4, VIII-sérum mysi vakcinované vacIRS-8, VR- sérum mysi

vakcinované vacVR2001.

Proti serpinu IRS-1 reagovalo nejsilnéji sérum myS$i imunizované vacIRS-1 (Ctyfikrat
siln€ji nez kontrolni sérum VR). S timto serpinem reagovalo silné¢ rovnéz sérum mysi
imunizované vaclRS-4, reakce séra byla oproti reakci kontrolniho vzorku VR dvojnasobné
siln€jSi. Séra skupin I-2 a I-8 reagovala se serpinem IRS-1 slabé.

S dal$im serpinem IRS-2 reagovalo nejsilnéji sérum mysi imunizované vacIRS-2, tato
reakce byla nejsilngjsi z celého testu. Pii srovnani s reakci kontrolniho séra VR byla reakce
séra ze skupiny [-2 sedminédsobna. Slabsi reakci u proteinu IRS-2 jsme zaznamenali i1 u séra ze
skupiny I-1 (dvojndsobna sila reakce séra VR). Séra skupin [-4 a I-8 reagovala se serpinem
IRS-2 slabg, srovnatelné s kontrolnim sérem VR.

S proteinem IRS-4 reagovala slabé séra vSech skupin. Signifikatné siln€j$i oproti séru
VR bylo sérum ze skupiny I-1. U séra skupiny I-4 nebyla s proteinem IRS-4 pozorovana
Zzadna zvySena reaktivita v porovnani s kontrolnim sérem. Se serpinem IRS-8 reagovalo
nejsilngji sérum skupiny I-8. Detekovana reakce séra skupiny I-8 byla oproti reakci séra VR
dvojnéasobné silngjsi . Se serpinem IRS-8 reagovalo silnéji 1 sérum mysi vakcinované vacIRS-

1.

39



Pritomnost a specificnost protilatek ziskanych cDNA vakcinaci byla potvrzena metodou
Western blot. Na Obr. 8 a 9 jsou vidét reakce sér skupin I-1, I-2, I-4 a -8 proti serpinim IRS-
1 (Obr. 8) a IRS-2 (Obr. 9).

anti  anti anti  anti
IRS-1 IRS-2 IRS-4 IR5-8 IRS-1 M [kDa]
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Obr. 8: Imunodetekce serpinu IRS-1.
M — proteinovy standard, IRS-1- bakterialni lyzat obsahujici rekombinantni IRS-1 (42 kDa) obarveny
v amidocCerni., anti IRS-8- reakce séra skupiny I-8, anti IRS-4-reakce séra skupiny I-4, anti IRS-2-
reakce séra skupiny I-2, anti IRS-1- reakce séra skupiny I-1

Proteiny bakteridlniho lyzatu (obsahujiciho rekombinantni protein IRS-1) byly
rozdéleny SDS-PAGE a porovnany s proteinovym standardem. Rekombinantni serpin IRS-1
ma velikost 42 kDa. Pfi imunodetekci reagovalo polyklonélni sérum skupiny I-1 s proteinem
odpovidajici velikosti. Na obrazku je vidét, ze séra skupin I-2, I-4 a I-8 slabé zkiizené

reagovala s bakteridlnimi proteiny riznych velikosti.
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Obr. 9: Imunodetekce serpinu IRS-2.
M - proteinovy standard, IRS-2- bakterialni lyzat obsahujici rekombinantni IRS-2 (pfiblizné 42 kDa)
obarveny v amidocerni., anti IRS-1- reakce séra skupiny I-1, anti IRS-2- reakce séra skupiny I-2,
anti IRS-4-reakce séra skupiny I-4, anti IRS-8- reakce séra skupiny 1-8
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Sérum mysi ze skupiny I-2 pfi Western blotu reagovalo nejsilnéji s proteinem, jehoz
velikost odpovida IRS-2. VSechna pouzitd séra zkiizené reagovala s rliznymi bakterialnimi

proteiny.

5.3.2.2 Vysledky vakcinace mysi kmene C3H/HeN

U mysi inbredniho kmene C3H/HeN bylo ziskédno na konci pokusu malé mnozstvi sér,
presto lze z vysledkid usoudit, ze cDNA vakcinace byla i u téchto mysi uspésna. Vysledky
testovani vyvolané imunity pii fedéni polyklonalnich sér 1:100 shrnuje Graf 4. VSechna séra
skupin vakcinovanych ¢tyfmi serpinovymi cDNA vakcinami (vacIRS-1, vacIRS-2, vacIRS-4

a vacIRS-8) jsou porovnana s kontrolnim sérem mysi imunizované vacVR2001.
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Graf 4: Testovani sér kmene mySi C3H/HeN.
Proti serpintiim IRS-1, IRS-2, IRS-4 a IRS-8 jsou vynesena jednotliva séra vakcinovanych mysi vzdy
z odpovidajici skupiny. IRS-jednotliva séra mysi ze skupin I-1, I-2, I-4 a [-8. VR-sérum mysi
kontrolni skupiny vakcinované vacVR2001.

S proteinem IRS-1 reagovala siln¢ ob¢ séra skupiny I-1 (vice nez dvojnasobek reakce
kontrolniho séra VR). Nejsilngjsi reakce v ramci testu byla ov§em zaznamenéna u serpinu
IRS-2. Sérum mysi vakcinované vaclRS-2 reagovalo stimto serpinem pé&tkrat silnéji nez
kontrolni sérum VR. Vysledek této reakce byl podpoien i vysledkem titracniho testu, ve
kterém byla reakce séra z 1-2 skupiny oproti reakcim ostatnich ziskanych sér detekovatelna
jesté pti fedéni 1:250.

Se serpinem IRS-4 reagovala ob& séra mySi ze skupiny I-4 slabé (srovnatelné
s kontrolnim vzorkem VR). Rovnéz reakce séra ze skupiny imunizované vacIRS-8 se

serpinem IRS-8 (s pfihlédnutim k velikosti smérodatné odchylky) je pomérn¢ slaba.

Zkiizena reaktivita s ostatnimi proteiny byla testovana za vyuziti sér, ktera pii prvnim
testovani prokazala nejsilngj$i reakci. Vysledky testu jsou uvedeny v Grafu 5.
U polyklonalnich sér inbrednich my$i C3H/HeN byla stejné jako u outbrednich mysi CD-1

zaznamenana zkiizena reaktivita s ostatnimi serpiny.
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Graf 5: Testovani sér mySi kmene C3H/HeN na zk¥iZenou reaktivitu.

Proti serpintim IRS-1, IRS2,IRS-4 a IRS-8 jsou vynesena nejsilnéjsi séra ze vSech skupin
vakcinovanych mysi. I-sérum mysi vakcinované vacIRS-1, II-sérum mysi vakcinované vaclRS-2,
IV-sérum mysi vakcinované vacIRS-4, VIII-sérum mysi vakcinované vacIRS-8, VR- sérum mysi

vakcinované vacVR2001.

Se serpinem IRS-1 reagovalo sérum ze skupiny I-1 prikazné pii porovnani s reakci
kontrolniho séra VR. Silné€j§i reakce proti IRS-1 vSak byla detekovana u séra mysi
vakcinované vacIRS-4. Tato reakce séra skupiny I-4 byla pfi srovnani s reakci séra VR
dvojnasobné silnéjsi.

S proteinem IRS-2 nejsilnéji reagovalo odpovidajici sérum ze skupiny I-2. Detekovana
reakce byla ctyfikrat siln€jS$i neZ reakce séra VR. Se serpinem IRS-4 reagovala vSechna
ziskana séra slab¢, skupiny I-1 a I-4 byly srovnatelné s VR kontrolni skupinou.

Se serpinem IRS-8 prikazné reagovalo (oproti séru VR) pouze sérum skupiny I-8.

5.3.2.3 Vakcinace mysi C57BL/6

U kmene mys$i C57BL/6 byly rovnéz detekovany protilatky ve vSech vakcinovanych
skupinach (viz. Grafy 6 a 7). VSechna séra skupin vakcinovanych ¢tyfmi serpinovymi cDNA
vakcinami (vacIRS-1, vacIRS-2, vaclRS-4 a vacIRS-8) jsou porovndna se séry kontrolni

skupiny mysi imunizované vacVR2001.
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Mysi C57BL/6 vakcinované vaclRS-1 a vaclRS-2
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Graf 6: Testovani sér kmene mySi C57BL/6 (skupiny I-1 a 1-2).
Proti serpintim IRS-1 a IRS-2 jsou vynesena jednotliva séra vakcinovanych mysi vzdy z odpovidajici
skupiny. IRS-jednotliva séra mysi ze skupin I-1 a [-2. VR-séra mysi kontrolni skupiny vakcinované
vacVR2001.

Proti serpinu IRS-1 méla Ctyti z péti sér ve srovnani s nejsiln€jSim vzorkem skupiny VR
signifikatné vyssi reakci. Dvé séra reagovala oproti nejsiln¢jSimu VR séru dvakrat silnéji.
U proteinu IRS-2 byla zaznamendna silnéjsi reakce u tii z péti sér ze skupiny I-2. Reakce
nejsilngjsiho séra skupiny I-2 byla dvakrat siln€j$i nez reakce nejsilngjsiho kontrolniho séra

VR.
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Mysi C57BL/6 vakcinované vaclRS-4 a vaclRS-8
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Graf 7: Testovani sér kmene mysi CS7BL/6 skupiny 1-4 a I-8.
Proti serpintim IRS-1 a IRS-2 jsou vynesena jednotliva séra vakcinovanych mysi vzdy z odpovidajici
skupiny. IRS-jednotliva séra mysi ze skupin I-1 a [-2. VR-séra mysi kontrolni skupiny vakcinované
vacVR2001.

Nejveétsi reaktivita v ramei testu byla detekovana u sér skupiny vakcinované vacIRS-4.
Reakce jednotlivych sér skupiny I-4 byly homogenni. VSech pét sér skupiny [-4 ve srovnani
s nejsilnéjSim sérem VR prikazné reagovalo se serpinem IRS-4. Reakce nejsilnéjsiho 1-4 séra
byla oproti reakci nejsilnéjSiho séra VR trojndsobna.

Detekované reakce sér skupiny I-8 proti proteinu IRS-8 byly naopak variabilni. Dvé
z péti sér ve srovnani s nejsilnéjSim vzorkem skupiny VR vykazovaly signifikantné silnéjsi
reakci. Nejsilnéjsi sérum ze skupiny I-8 reagovalo oproti nejsilnéjSimu VR séru se serpinem
IRS-8 trikrat silnéji.

Silna reakce detekovana u sér vakcinovanych vaclRS-4 byla potvrzena 1 vytitrovanim
nejsiln€j$iho vzorku az na pomér 1:500. Reakce vzorkl u ostatnich skupin byla detekovana

pouze do fedéni 1:100.

Zktizena reaktivita byla testovana za vyuziti sér z kazdé skupiny, kterd pii prvnim

testovani prokazala nejsilné;si reakci. Vysledky uvadi Graf 8.
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Graf 8: Testovani sér mysi kmene C57BL/6 na zkfiZenou reaktivitu.
Pozn.: Proti serpintim IRS-1, IRS2, IRS-4 a IRS-8 jsou vynesena nejsilnéjsi séra ze vSech skupin
vakcinovanych mysi. [-sérum mysi vakcinované vacIRS-1, [I-sérum mysi vakcinované vacIRS-2,
[V-sérum mysi vakcinované vacIRS-4, VIII-sérum mysi vakcinované vaclRS-8, VR- sérum mysi
vakcinované vacVR2001.

Proti serpinu IRS-1 priikazné reagovalo pouze sérum ze skupiny I-1. U serpinu IRS-2
byla pfi porovnani sér s nejsilnéjSim kontrolnim sérem VR naopak zaznamenana silnéjsi
reakce séra ze skupiny I-4. Sérum skupiny I-4 reagovalo s IRS-2 siln€. Jeho reakce byla ve
srovnani s reakci séra VR silngjs$i témét tiikrat, zatimco odpovidajici sérum skupiny I-2
reagovalo se serpinem IRS-2 pouze dvakrat silngji nez sérum VR.

U proteinu IRS-4 byla detekovana nejsiln€j$i reakce u séra ze skupiny vakcinované
vacIRS-4. Reakce séra skupiny [-4 s IRS-4 byla pfi porovnani s reakci séra VR trojnasobné
vy$$i. Sérum ze skupiny I-4 reagovalo silné rovnéZ se serpinem IRS-8. Reaktivita sér ze
skupiny I-4 a odpovidajici skupiny I-8 proti proteinu IRS-8 je srovnatelnd, v obou ptipadech

je reakce sér tikrat silngjsi nez reakce kontrolniho séra VR.
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6. Diskuze

V poslednich letech bylo diky vyuziti high-throughput pfistupu objeveno mnoho novych
klistécich molekul (Francischetti a spol., 2009). Vysledkem sialomovych projekti, které se
zabyvaly raznymi druhy klistat, je velky soubor gent, ktery je potfeba dale roztiidit a
nasledn¢ podrobnéji charakterizovat expresi a funkci jednotlivych proteini (Valenzuela,
2002).

Tato diplomova prace navazala na projekt zkoumajici sialom klistéte Ixodes ricinus
(Chmelar a spol., 2008). V ramci tohoto projektu byla ptipravena cDNA knihovna ze slinnych
7laz Gty fazi sani dospélych samic Ixodes ricinus (nenasaté samice a samice po jednom,
¢tyfech a sedmi dnech sani). Ze Ctyt ziskanych knihoven bylo osekvenovéano ptiblizné 600
genu, které byly déle roztiidény podle ptibuznosti nebo funkéni podobnosti. Ziskany unikatni
soubor gent je nyni k dispozici pro podrobnéjsi zkoumani funkce jednotlivych proteint.

Pti high-throughput postupu je po pfipravé a bioinformatickém zpracovani cDNA
knihovny jednim zdalSich navrhovanych krok ziskani protilatek proti jednotlivym
proteinim pomoci vakcinace rekombinantnim proteinem ¢i DNA vakcinaci (Valenzuela,
2002). Vzhledem k naroc¢nosti piipravy rekombinantnich proteind, a s ptihlédnutim k dal$im
potencidlnim problémiim (napiiklad spravny refolding) se jevi jako vhodnégjsi metoda pro
pilotni vyzkum vét§itho mnozstvi proteini DNA vakcinace.

Cilem moji prace bylo tedy optimalizovat novou metodu cDNA vakcinaci pro Laboratof
interakce vektor-hostitel, aby bylo mozné rychle a jednoduse ziskat protilatky proti proteinim

slin klistéte I1xodes ricinus vyuzitelné pro dalsi vyzkum.

6.1 Priprava cDNA vakcin

Z ptipravené cDNA knihovny byly nejprve vybrany geny cl14 a IRS-1. Vysledky
vakcinac¢nich pokust s témito proteiny vSak nebyly piili§ Gspésné, takze dalsi experimenty
byly provedeny s geny IRS-1, IRS-2, IRS-4 a IRS-8.

Vsechny geny z cDNA knihovny sialomu I. ricinus, které jsme vybrali pro DNA
vakcinace, byly zaklonovany do expresniho plazmidu VR2001. Vektor VR2001 obsahuje gen
pro rezistenci na kanamycin a cytomegalovirovy promotor. CMV promotor je silnym

promotorem, ktery je v expresnich vektorech zkonstruovanych pro DNA vakciny casto
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pouzivan. Promotory virového pavodu zajistuji vin vivo systémech vé&tsi expresi
zaklonovanych gent, neZ kterékoli jiné eukaryotni promotory (Garmory a spol., 2003).
Zkonstruované cDNA vakciny byly izolovany z bakterii E. coli purifika¢nim kitem
eliminujicim zizolované DNA bakteridlni endotoxin lipopolysacharid. Tento krok je pfi
piipravé DNA vakcin nezbytny, protoze LPS vyvolava u obratloveil bouilivou imunitni
odpovéd, projevujici se vysokou horeckou, kterd mize vést az k organovému selhani a smrti.
Pritomnost a mnozstvi LPS bylo v pfipravenych vakcinach ovéfeno LAL testem. Nékolik ng
LPS vjedné vakcinacni ddvce mulze byt pfi imunizaci dokonce prospé$né, protoze LPS
ucinkuje jako nespecificky mitogen bunck imunitniho systému obratlovce, a tak vlastné

v DNA vakciné funguje jako adjuvans.

6.1.2 Kandidati pro cDNA vakcinaci

Vybrany gen contig 14 je exprimovan ¢tvrty den po piisati klistéte (ve stiedni fazi sani),
gen koduje maly SkDa peptid, ktery patii mezi tzv. Collagen-like secreted proteins (CLSP).
CLSP tvofi rodinu proteind, kterd je béhem sani klistéte nejvice upregulovana, exprese
jednotlivych proteint je zavisla na fazi sani. Jedna se o malé peptidy (u Ixodes ricinus 4,4 -
5,5 kDa), kter¢ jsou stejné¢ jako kolagen bohaté na aminokyseliny glycin a prolin. Tyto motivy
by teoreticky mohly byt cilem hydroxylace, stejného procesu, pii kterém vznikaji kolagenova
vlakna. Jejich funkce je prozatim neznama, predpoklada se, ze mohou hrat roli pfi pfichyceni
klistéte, nebo naruSovat tvorbu kolagenu u hostitele (Chmelat a spol., 2008). Homologické
CLSP proteiny byly objeveny u klistat I. scapularis (Ribeiro a spol., 2006) a I. pacificus
(Francischetti a spol., 2005).

Geny oznacené IRS-1, IRS-2, IRS-4 a IRS-8 koduji proteiny z nadrodiny serpint, ktera
je podrobnéji popsana v oddilu Literarni prehled. Serpiny byly jiz zkoumany u nékolika druhii
klist’at jako potencidlni kandidati pro vyvoj protiklistéci vakciny (Francischetti a spol., 2009).

U druhu 1. ricinus byl objeven intracelularni serpin o velikosti 44 kDa, ktery byl nazvan
Iris (I. ricinus immunosuppressor). Pfipraveny rekombinantni protein mél inhibi¢ni u¢inky na
proliferaci mysSich lymfocyt, snizil produkci nékterych prozanétlivych cytokind
produkovanych T-lymfocyty, antigen prezentujicimi buiikami a makrofagy. Celkové vysledky
testll naznacuji, Ze Iris moduluje imunitni odpovéd’ hostitele smérem k Th2, kterd je proti
sajicimu klistéti méné ucinna (Leboulle a spol., 2002). Pozdéji byla u tohoto proteinu
prokézana 1 slaba antihemostaticka aktivita. Iris se tak stal prvni klistéci molekulou

s prokédzanymi imunomodula¢nimi i antithemostatickymi G¢inky (Prevot a spol., 2006).
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Ptestoze Iris nenese signalni peptid, bylo popsano, Ze je tento serpin indukovan sanim
klistéte na hostiteli a pfitomen ve slindch dospélcti i nymf (Leboulle a spol., 2002; Prevot a
spol., 2007). Imunizace rekombinantnim proteinem vyvolala u vakcinovanych zvifat tvorbu
protilatek a protektivni imunitni odpovéd’, ktera vedla ke snizeni hmotnosti, prodlouzeni ¢asu
sani a k 30% amrtnosti sajicich klist'at (Prevot a spol., 2007).

Séra proti Iris navic skiizené reagovala s dalSim proteinem z klistécich slin o ptiblizné
velikosti 54 kDa (Prevot a spol., 2007). Toto zjisténi naznacuje, ze intracelularni proteiny se
mohou dostavat do kliStécich slin, nebo ze je ve slinach klistat exprimovana multigenni
proteinova rodina a séra proti Iris tak rozeznavaji jiny, ale antigenné pfibuzny serpin I. ricinus
(Prevot a spol., 2007; Francischetti a spol., 2009).

Kandidati pro cDNA vakcinaci serpiny IRS-1 a IRS-8 jsou exprimovéany ve
slinnych Zlazach klistéte Ixodes ricinus beéhem celého procesu sani. IRS-2 je ve slinnych
zlazach exprimovan nejvice Sesty den po piisati klistéte, jeho exprese byla rovnéz
zaznamenana ve stievech a ovariich sajicich klist’at. K nejvétsi expresi serpinu IRS-4 dochazi
ve slinnych Zlazach pln€ naséatych klistat, je vSak exprimovan i ve stfevech sajicich klist’at

(Chmelaft, nepublikované vysledky).

6.2 Injikace klistécich slin

Pokus s injikaci klistécich slin provedeny v radmci prvniho imunizaéniho experimentu
mél simulovat sani dospélych samic I. ricinus na mysich. Obecné vystaveni hostitele infekci
parazitem je soucasti protokolu ELI (Expression library immunization, Barry a spol., 2004)
navrzené¢ho pro jakéhokoliv parazita, a obdobny postup byl rovnéz pouzit pii testovani
imunity proti slinam Phlebotomus papatasi, kdy byly usi mysi vystaveny sani piipadné do
nich byl injikovan homogenat slinnych Z7l4z tohoto vektora (Valenzuela a spol., 2001).
Setkani hostitele s patogenem (parazitem) mé provéefit imunitni odpovéd’ vyvolanou DNA
vakcinaci (Barry a spol., 2004).

Sani klistat na mySich pfitom muselo byt nahrazeno injikaci kliStécich slin, protoze
infestace dospélcii klist’at na laboratornich mysich by mohla vést k thynu zvitat. Zaroven sani
dospélcti nemohlo byt nahrazeno sanim nymf, protoze cDNA vakciny byly pfipraveny
z cDNA dospélych samic. Pfedpokladali jsme, ze u skupin vakcinovanych vacIRS-1 a vacC14
(do pravého ucha mysi) dojde na misté vpichu slin (Ilevé ucho) k vytvoreni zanétu, oproti
kontrolni skupin€ vakcinované vacGFP. Touto reakci by byl potvrzen vznik imunitni

odpovédi proti antigeniim z klistécich slin vyvolané cDNA vakcinaci. Vytvofeni zadnétu na
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levém uchu mysi by zaroven potvrdilo, Ze tato odpoveéd’ neni lokalizovana na jedno misto na
ktzi vakcinovaného zvitete, ale je celosystémova. K ocekavané reakci vSak nedoslo, coz je

diskutovéano v nasledujici kapitole.

6.3 Optimalizace procesu cDNA vakcinace

Pti vakcina¢nich pokusech byl vyuzit protokol vytvofeny pro imunizaci proteiny slin
ptenaSece leishmanidzy Phlebotomus papatasi (Valenzuela a spol., 2001). Pfestoze jsou
vétsinou DNA vakciny aplikovany intramuskuldrné (Garmory a spol., 2005), jak tomu bylo i
pii tplné prvnim pouziti této technologie (Atanasiu, 1962), byly mysi vSech pouzitych kment
a skupin vakcinovany intradermalné do ucha.

Intradermalni aplikace ma totiz oproti intramuskularni né€kolik vyhod. Ve svalové tkani
je celkové mnozstvi antigen prezentujicich bunck nizsi a svalové bunky pfimo transfekované
plazmidovou DNA postradaji potfebné kostimula¢ni molekuly, k vyvoladni imunitni odpovédi
je tak potieba vétsi mnozstvi DNA. Pti intradermalni aplikaci maji k injikované DNA lepsi
ptistup antigen-prezetujici buniky (Langerhansovy dendritické buniky) a Gispé$né vakcinaci je
tedy dostacujici davka v fadech desitek pg DNA (McAllister a Proll, 2004). Navic produkce
antigenu v kuzi vice odpovida situaci, kdy jsou proteiny vpraveny do hostitele spolu s
kliStécimi slinami.

K prvnim vakcina¢nim pokusim slouzicim k optimalizaci celé metody byly vybrany
dva kmeny mysi, inbredni mySi kmene BALB/c a outbredni CD-1, které byly vakcinovany
pripravenymi cDNA vakcinami vacC14 a vacIRS-1. Kontrolni skupiny obou kment byly
vakcinovany vacGFP. U outbrednich mysi CD-1 byla detekovana slaba reakce proti serpinu
IRS-1. U mysi BALB/c nebyla zjiSténa Zadna protilatkova odpovéd’.

V piipadé vakcinace vacCl4 je otdzkou, jestli predikovand velikost exprimovaného
proteinu (5 kDa), ktery gen koduje, nemohla byt pravé tim problémem pfi vytvareni imunitni
odpovédi. Proteiny o velikosti 5-10 kDa jsou totiz obecné malo imunogenni (Krejsek a
Kopecky, 2004).

Protilatkova odpoveéd nebyla vSak detekovédna ani u kontrolnich skupin vakcinovanych
proti GFP. Je tedy mozné, ze mnozstvi injikované plazmidové DNA (10 pg), a pouzité
vakcinacni schéma, pii kterém byly mysi vakcinovany pouze dvéma davkami cDNA vakciny,
nevedlo ke vzniku dostatecné silné protilatkové odpovédi ani u jedné z imunizovanych skupin.
Pti dalSich experimentech byla tedy koncentrace DNA ve vakcina¢ni davce zvySena a mysi

byly imunizovany tieti davkou cDNA vakciny.
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V dalsim pokusech jsme tedy pokracovali s imunizaci my$i outbredniho kmene CD-1 (u
kterého byla detekovana slaba reakce proti IRS-1) a vakcina¢ni schéma bylo upraveno tak, Ze
k u¢innému vyvolani imunitni odpovédi byly mysi vakcinovany tfeti davkou cDNA vakcin
misto kliStécimi slinami a davka cDNA vakciny byla zvysena z 10 ug na 20 pg. K vakcinaci
jsme vybrali opét gen IRS-1 a dale pfipravili cDNA vakciny z gent ze stejné proteinové
nadrodiny serpint IRS-2, IRS-4 a IRS-8.

Ptipravenymi cDNA vakcinami a za pouziti modifikovaného protokolu byly
imunizovany mysi kmene CD-1 a inbredni kmeny C3H/HeN a C57BL/6. Béhem pokusu vSak
doslo k neocekavanému umrti nékolika CD-1 a mnoha C3H/HeN mysi, pravdépodobné
dasledkem pouziti inhala¢niho anestetika Narcotanu, u které¢ho je velmi uzké rozmezi mezi
ucinnou a letalni davkou. Z vakcinace mysi kmene C3H/HeN jsme tedy neziskali dostatecny
pocet sér k dostatecnému prikazu ucinnosti imunizace pfipravenymio cDNA vakcinami.
Rovnéz pocet vyslednych vzorkli u kmene CD-1 byl sniZzen. V poslednim experimentu

s kmenem mys$i C57BL/6 byla tedy i pies vétsi naro¢nost vyuzita anestézie intraperitonealni.

6.4 Testovani imunitni odpovédi vyvolané cDNA vakcinou

Ziskana séra z prvnich vakcinacnich pokusti s vacCl4 a vacIRS-1 byla testovana
metodou Western blot, kterd se bézné pouziva k testovani protilatek vyvolanych cDNA
vakcinaci (Almazan a spol., 2003). Polyklonélni séra byla nejprve fedéna 1:100 poté 1:10.
Jako antigeny byly pouzity rekombinantni proteiny piipravené v savcich CHO buikéach.
Jediné detekované protilatky byly ze sér mysi kmene CD-1 pii fedéni 1:10. V pouzitém testu
se navic objevila nespecifita o pfiblizné velikosti 66 kDa, ktera by mohla byt vysvétlena tim,
ze protilatky ze sér reagovaly zkiizené s néjakym proteinem z bunék CHO pouzitych pro
ptipravu rekombinantnich proteind, ¢i z jejich kultivacniho média. Tuto metodu jsme tedy pro
primarni testovani polyklondlnich protilatek shledali jako nevhodnou. Vysledky z téchto
pokusti nejsou v praci uvedeny.

Mysi séra ziskana z dalSich vakcinacnich experimenti byla tedy testovéna citlivejsi
metodou ELISA, kterd je vhodnéjsi pro testovani vétSiho mnoZzstvi vzorki. Jako antigeny byly
pouzity rekombinantni proteiny pfipravené v bakteriich E. coli. Nejprve byly testovany
vSechny vzorky pii fedéni 1:100, na zadkladé vysledkd prvniho testu byla vybrana séra
z nejsilngjsi odpovedi, u téch pak byl zjistovan titr protilatek a ptipadna zkiizend reaktivita

proti ostatnim pfipravenym rekombinantnim proteintim.
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6.5 Vysledky imunizace serpinovymi cDNA vakcinami

Protilatky proti serpiniim vyvolané cDNA vakcinaci byly zjistény metodou ELISA u
outbredniho kmene CD-1 i u inbrednich kmenit C3H/HeN a C57BL/6. Reakce proti antigenu
(bakterialnimi lyzatu obsahujicimu rekombinantni proteiny) byla zaznamendna rovnéz u sér
kontrolni skupiny VR vakcinované prazdnym vektorem VR2001.

Ptitomnost zvySené reaktivity sér z kontrolnich skupin VR by mohla byt vysvétlena
nékolika zplsoby. Je mozné, Ze i pii vakcinaci prazdnym vektorem VR2001 dochézi k expresi
vektorového signalniho peptidu TPA (tissue plasminogen activator) a mysSi jsou jim
imunizovany. Pouzit¢ cDNA vakciny mohou byt pii izolaci rovnéz kontaminovany malym
mnozstvim bakteridlnich proteini. Ptipadné také muze dochazet k nespecifické zkiizené

reakci polyklonalnich sér.

6.5.1 Porovnani vysledku reakci sér kmenti CD-1, C3H/HeN a C57BL/6

Grafy 9 az 10 shrnuji vysledky detekovanych reakei sér ze skupin I-1, I-2,1-4 a I-8.

Specifita ziskanych sér byla vyhodnocena na zdkladé testu zkiizené reaktivity.
Testovana séra nebyla striktné specifickd proti jednotlivym serpiniim, tato reakce vSak mohla
byt ocekavana, vzhledem k tomu, ze serpiny pouzité pro cDNA vakcinaci patii do stejné
proteinové rodiny. Jejich terciarni struktura je podobnd, je tedy pravdépodobné, ze sdileji
nékteré imunodominantni epitopy.

Séra vSech imunizovanych mysi reagovala pomérné specificky se serpinem IRS-2. Séra
my$i CD-1 a C57/BL/6 skupin I-8 reagovala rovnéz nejspecifictéji s IRS-8.

Oproti tomu séra skupin I-1 vykazovala zktizenou reaktivitu proti IRS-4. Je mozné, Ze
serpin IRS-4 nese imunonodominantni epitop, se kterym zkiizen¢ reaguji séra mysi
vakcinovanych vacIRS-1. Pii testovani mySi C3H/HeN na zkiiZzenou reaktivitu pfitom
reagovalo sérum proti IRS-4 silnéji proti proteinu IRS-1 nez proti samotnému IRS-4.

Reakce polyklondlnich sér kmene mysi C3H/HeN a kmene CD-1 maji v odpovédi na
imunizaci proti IRS-1, IRS-2 a IRS-4 podobny trend. Reakce séra mysi C57BL/6 se lisi od
obou kmenl predevSsim ve skupiné [-4. Sérum mysi C57BL/6 ze skupiny -4 zkiizené
reagovalo s IRS-2 a IRS-8. Je mozné, Ze imunizace mysi C57BL/6 vacIRS-4 tedy vyvolala u

téchto mysi tvorbu protilatek proti epitopu antigenné pribuznému epitoptim IRS-2 a IRS-8.

Z vysledkt vSech provedenych pokust Ize usoudit, Zze optimalizovanou metodu cDNA

vakcinace Ize pro rychlé ziskani protilatek vyuzit, ziskané protilatky jsou vSak pomérné
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nespecifické, je nutno pocitat sjejich zkiizenou reaktivitou. Ta je ale snejveétsi
pravdépodobnosti zplsobena tim, Ze imunizacni pokusy byly provedeny s piibuznymi
proteiny. Rovnéz bylo zjisténo, Ze dochédzi k imunitni odpovédi na samotnou cDNA vakcinu
(u skupin VR). V experimentech je tedy vzdy nezbytna piitomnost pozitivni kontrolni
skupiny vakcinované prazdnym vektorem, aby bylo mozno ostatni testovana séra s timto

vzorkem porovnat.
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7. Souhrn

Byly pfipraveny cDNA vakciny s geny c14, IRS-1,IRS-2,IRS-4 a IRS-8. K vakcinaénim
pokusiim byly vybrany mysi outbredniho kmene CD-1 a mysi inbrednich kmentit BALB/c,
C3H/HeN a C57BL/6. Vakcina¢ni schéma a metoda k testovani imunity vyvolané cDNA
vakcinaci byly optimalizovany. Nejvyhodnéj§im zvolenym postupem k ziskani protilatek
proti proteintim klistécich slin bylo vakcinovani 20 pg plazmidové DNA intradermalné do
ucha mysi, tiikrat po Ctrnacti dnech, pfi pouziti prdzdného vektoru jako kontroly a
v experimentech pouzit intraperitonealni zplsob anestézie. Pro citlivé a rychlé otestovani
protilatkové odpovédi je vhodnd metoda ELISA za pouziti proteini pfipravenych
rekombinantné v bakteriich a pfi fedéni testovanych sér 1:100. Pfi dodrZeni tohoto postupu
byla Gspésné€ vyvolana a nasledné detekovana protildtkova imunitni odpoveéd’ proti IRS-1,IRS-

2, IRS-4,IRS-8 u kmene mysi CD-1 C3H/HeN a C57BL/6.
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Priloha 1: Sekvence pouzitych geni.

Sekvence serpinti IRS-1, IRS-2, IRS-4 a IRS-8 jsou uvedeny bez signalniho peptidu.

Sekvence c14 se signdlnim peptidem.

IRS-1
CAAGGCAACGATAAACTTACCTTCGCCAACAATCAGTTCGGCCTGCGATTACTGA
ATACTCTTCCAAGTCCTCCAGAAGAAAACGTATTCTTCTCGCCCTATAGTGTATC
CACAGCCCTCGGAATGGCGTACGCCGGAGCTAGGGGAGACACACAAGAAGAGCTC
TCGGAACAGCTAGGTTATACCGCCGCTGGGCTAAGCCAGGATGACGTCTTCAACG
CGTACTCTGACCACACGCAGTGGCTAAAGGCTTCTAGGTCCAACTCGACTCTAAG
CGTGGCGAACGCCGCCGTCCTACATGATAAAGTGGGGCTCCGTTACACGTTCCAA
AGAACCATCGATCACGCTTTCGACGCCGACATTCTGAAGGTCGACTTCGTCAACG
AACGTAAAGGAGCCGTGGATCGCATCAACTACTGGGTGAAGGACAAGACGAACGG
AAAGATTCGGTCGCTTTTTAACAAGCCGCTAGAGTCTGAGACGAGACTTGTTCTG
CTCAACGCCATCTACTTCAAGGGATCCTGGAATACCAGGCTCAACAAGAGTAGGA
CCGAAAAGACCGAGTTCCTCAATGGCGGCGTCACTCCGACCAAGGTTGACATGAT
GATGGGGAGCATGAACATCGGCCACCATTTCTTCAGGGACCTGCAAATTGATGTG
GCGGATTTCCCGTACCAGGGGCGGGACTACAGCATGACAGTCATCCTGCCCTGGA
GGAACGACGGCGTAGAAGCGATCAAGCAGAACCTCACCCTGGACCTGTTTCAGAA
GCTGGTGTCGGAGCTGAGGGAAAGAAGGGTCTTCGTGTTATTITCCAAAGTTCAAA
ATAGAGGCAGAGTACTCCCTGAAGGAACCCCTCCAGAACCTGGGCATCAAACAGA
TCTTCAGTGGTGGCTCCGACCTTTCCGGCGTCACAAACGACAACGATCTGGTGGT
GTCCGCCGTCGTCCACAAAGCGGTCCTGGAGGTCAACGAAGAAGGCAGCGAAGCA
GCAGCCGTGTCGAGTGTTGTGGCCGTCACAAGGATTGGCACGCAGGCATTCGAGT
TCAACGTCGACCATCCTTTCCTCTTCTTCATACGCAACACGGTCACCAATGACAT
CCTGTTTGCGGGACAAGTGAACAGTGTC

65



IRS-2
CAAGAAGAAGCCAAGCTCACCAAGGCCAACAACCGTTTCGGCTTGCGTCTGCTCC
GCGCGCTGCCAAGCGGCCCAGAAAAGAACGTCTTCTTTTCGCCCTACAGCGTGTC
CGCCGCCATGGGAATGGCCTTCGCTGGAGCCAGAGGCCAAACCCAGCAAGAACTT
TCGCAAGGTTTGGGCTTCTCAGACGTTGATCTCACCGATGCTGGGGTCTTGGACG
CTTACACGCATCACACGGAGCGACTGAAGTCGACCCCTTCCAACTCGACGCTCGA
TGTGGCGAACGCCGCCGCTATCCAGAGGACCCTGGCACTTCTGAACTCGTACGAA
AGCGCTCTGCAGAGTTCCTTCGGTGCCGAACTCCACAAGGTCGACTTCGCCGGAG
AACCGCAGGCCGCCGTGGACTTTGTTAACAACTGGGTGAAGAGGAAAACGCACGA
CAAGATCGAAAAACTGTTCAATGAGCCGCTGGATCCGGACACTCTGCTCGTCTTG
CTGAACGCCATTTACTTCAAGGGAGAGTGGAACACAGCATTTGTCAAGGAGCACA
CGGAAAAGCGGCAGTTCTTCAACGGTGGCGTGACGCCCGTCGAGGTGGATACCAT
GAGGCTGGAGGCCCGCATCAAGTACCGTTTCTTCGATGACTTGCAAGTAGAGGTC
GTGGAGCTGCCCTACCGCGGTCTCGACTACACCATGGCCATCCTGTTGCCCAAGG
AGAACACCGGCGTCGAGGGGCTCAAGCAAAACCTTACTGTCGACCGTTTCCAAAA
CTACCTTTCCGATCTGAGGGAACGCAAGATCACAGTACTCCTTCCCAAGTTCAAG
CTGGAGACCAAGTACTCCCTGAAGGCACCCCTGCAGTCCCTGGGCATCAAGCAGA
TCTTTGAATCGGGCGCCGACCTGTCCGGCATCAATGACGAGAGGCTCCGGGTGTC
AGCCGTGGAACACAAGGCGGTCGTCGAGGTCAACGAAGAAGGGACCGTGGLCGGLC
GCGACCACGGGTGTGGTCATAGTCCCATACAGCCTGGGACCAGAGCCGGTGGTGT
TCAGGGTCGACCATCCGTTCCTGTTCTTCATCCGCAACACTCGGACGGATGACAT
TTTTTTCGTGGGACAGGTTAACAAGCTG
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IRS-4
CTCCACGAAGATCGTCTGACCCTCGCCAACAACCGCTTCGCCATTTCCCTGTTGC
ACAACCTTCCGACTAGCACAGAGACAAATATTTTCTTCTCACCATACAGCATCTC
CGTAGCGCTGGGAATGGCGTTTGCCGGAGCTAGAGGAGAAACTAGGGAAGATCTG
TTTCAGGGGTTCGGCTACCCACGATCCGACATCGACGACGATGCAGTCTTAGAAG
CGTACGCCAGCCAAACAAGGCGACTAAAATCCTTGCGATCAAATTCTACTCTCGA
TGCGGCCATCGGGGCTGCTATTCATGAACGAATTTCTCTGCTGAGTTCTTTCGAA
GATGTACTGAACAACTCGTTCGGCGCCGACATCCTGAAAGTGGACTTCATAAACG
GAGGACAGGCAGCGGTCGACGTCATCAATGGCTGGGTACACAGGAAAACCCGCGG
CAAAATTAACCTCCTGTTCGGTGAACCCCTCGAGACGATCATACGACTGGTCCTG
CTGAATGCCATCTACTTCAAGGGTACGTGGGACACGGTGTTTGATCAGCGGCTAA
CGACCAAGAAACCCTTTATGAACGCATGCTCTACACCGACTGAAGTTGACACGAT
GAGAGGAGAGGTCTATGTTCGCCACAAGTCGTTTCCTCTTCTTGGAGTGGACATT
GCGGAAATTCCTTACCGTGGCATGGACTACAGCATGACGATTCTGCTACCCACTC
GAATCGATGGAGCGGAGGTGCTCAAGCGTAACATCACGGAACACCTGTTGCAAGA
CCTTGTGAAGCAGCTGGTTGAACAACAGGTCACCGTATATCTTCCGAAATTTAAG
CTGGAAACCGAATACCTACTCAAGGACCACTTGAAGAAACTGGGAATCAACCGAA
TCTTCGGTTCCGGTGCGGACTTCTCGGGCATCACGCACGATGCGAACCTGGCAGT
GTCCGATGTGGTCCACAAGACCGTCCTGGAGGTCCACGAGGCAGGCACCGAGGCG
GCCGGTGCTACAGGTGTCATCATTGTCGCAGAAAGTCTTGTGGAGAGCGTCGAGT
TCAGAGTCGATCACCCGTTCATCTTCTTCATCCGAAACACTCAAACCAAGGACAT
CCTCTTTGTGGGACAGGTCAATCATCTT
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IRS-8
ATGCAAGACGAAATCAGCCAAGACAAGTGGAAGCTGGCACGAGCCAACAACTACC
TGGGGCTCAATCTTCTCAAGCAGCTTCCCAGCAACGACAAGACCAACGTGTTCCT
TTCGCCGTTCAGCGTGTCCACAGCCATGGGCATGGCCTACGCCGGCGLCCCGLGEGE
GACACCCTGGAACAGTTGACGTTGAACTTCGGTTATGCTGCGGATGAACTCAACG
AAGGCAAGGTTCTCGCCTTGTTCAAGGAACAGCTCCAGTCGACCAACGACCTACC
GCACGACTACACGCTCAACATCGCCAACGCAGCCGTGGCCCAAGAAGGGTACGGT
ATCCTTCCTGAGTACACCGACGCACTCACGAGTTCCTTCGGTGCAGAGTACATCG
AAGCCGACTTCCAGAAACGCGGTCAAGAGGCCATACAGAAGATCAACGCTTGGGT
TAGCAACAGGACACATGGGAAGGTACAGAGTCTGTTCGACGAACCACCGGACTTC
TCGACTCGATTGATCCTCCTCAACGCCATCTACTATAAGGGGACGTGGCTGTACG
AGTTCGACAAGACGAAAACAAAGCCGAGGTCGTTCTACAACGGCGGTGTCGAGAA
GGTTCAGGTACCCATGATGCGGCTCAAGTCAACTCTTAACCACACGTACAACGCC
ATCCTCAACGCTGACCTTGTAGACCTGCCTTACGTCGGCAATGACTTCAGCATGA
CCATCATTCTGCCCAGAGAGAAAACCGGATTGGCTTCGCTCAAGTCGGTTCTGAC
GTCGCAGACGCTTAACCTCGCCCTCCAGAACATGTACCCCAAGGACATGAAGCTG
AAGCTTCCAAAGTTTAAGCTGGACACCAAATACACTCTCAAGCCCCCGCTCGAAG
CCATGGGCATCACAAAGATTTTTTCGGCCGACGCCGATCTTTCGGGTATCAGCGG
TTCGCGAAACCTCTACGTGTTTGATGTCCTACACAAGGCTGTGCTGGAGGTCAAT
GAAGAAGGCAGCGAAGCCGCTGCCGTTACGGGTTTTGTCATCCAGCTAAGAACGG
CCGCGTTTGTGACGCCCCCCCCGTTGCCAAAGGTGTACGTAGATCATCCCTTCAT
TTTCCTCATCAGGAACTCTAAAACCAACACCATCATGTTCCTGGGGGAGATCAAC
GCCCTTTGA

Cl4
ATGAAGGCAACGCTCATCGCCATTTGCTTCCTCGCTGCAGTAACGTTCTCAATGG
GAGATTCGTATGGAAGCAGCACGCCCTGCCCGGGTGGACCCGGAGAACCTTGCGA
TTCGGCACCAGGCCCGCAAGGACCCTCCAATCCGCCCCACCAACCCGGCACGCGA
AGCCCTCAAGCACCTGGCAGCTCCAGAAGCTAA
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Pifloha 2: Seznam pouzitych primeru

Primer

Sekvence 5°-3°

Contig 14 forward

GATTCGTATGGAAGCAGCACGCCC

Contig 14 reverse

CAGCGAGACCTTAGCTTCTGGAGC

GFP forward

ATGGCTAGCAAAGGAGAAGAAC

GFP reverse

TCAGTTGTACAGTTCATCCATGC

IRS-1 forward

CAAGGCAACGATAAACTTACCTTCGCCAACAATCAG

IRS-1 reverse

TTAGAGACTGTTCACTTGTCCCGCAAACAGGATGTCATT

IRS-2 forward

CAAGAAGAAGCCAAGCTCACCAAGGCCAACAACCGT

IRS-2 reverse

TTACAGCTTGTTAACCTGTCCCACGAAAAAAATGTCATC

IRS-4 forward

CTCCACGAAGATCGTCTGACCCTCGCCAACAACCGC

IRS-4 reverse

TCAAAGATGATTGACCTGTCCCACAAAGAGGATGTCCTT

IRS-8 forward

CAAGACGAAATCAGCCAAGACAAGTGGAAGCTGGCA

IRS-8 reverse

TCAAAGGGCGTTGATCTCCCCCAGGAACATGATGGTGTT

VR2001 forward

ACAGGAGTCCAGGGCTGGAGAGAA
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