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1. Uvod

1.1. KliSté obecné

Klisté obecné (Ixodes ricinus) spada pod fad Acarina (rozto¢i), podiad Ixodida a celed’
Ixodidae (Volf a kol., 2007). I. ricinus je u nas nejznamé&j$im a medicinsky nejvyznamnéj$im
zastupcem této ¢eledi. Behem zivotniho cyklu prochazi tfemi vyvojovymi stadii: larva —
nymfa — dospélec. Larva je nejmensi a ma pouze 6 nohou, na rozdil od nymfy a dospélce,
kteti maji nohou 8. Nymfa se od dospélce 1isi mimo jiné absenci pohlavniho otvoru. VSechna
vyvojova stadia parazituji na hostitelich (Votava a kol., 2003), jimizZ mohou byt savci (vetné
¢loveka), ptaci a plazi (Sauer a kol., 1995). Z dospélct saji krev pouze samice, které po nasati
kladou vajicka. Jedna sntiska obsahuje az tisic vajec a samice po vykladeni umira.

Oblast rozsifeni I. ricinus zahrnuje kromé nejsevernéjsi ¢asti celou Evropu a zapad severni

Afriky. Na vychod¢ zasahuji az do severniho Iranu.

Leékatsky vyznam klistéte obecného spociva hlavné v pfenosu plivodct fady zavaznych
virovych a bakteridlnich onemocnéni. Z arboviri je to predevsim virus klistové encefalitidy,
patiici do Celedi Flaviviridae, z bakterii zejména Borrelia burgdorferi sensu lato, ptivodce
Lymeské boreliozy. Klisté¢ mize rovnéz pienaset nékteré prvoky- napi. Babesia spp., pivodce

babeziozy (Votava a kol., 2003).

1.2. Interakce mezi imunitnim systémem hostitele a kliStétem

Jak jiz bylo zminéno, klist'ata jsou vyznamni krev sajici clenovci. Jejich cca 300 milionu let
trvajici evoluce vedla k vyvinuti strategii, které témto parazitim umoznuji interagovat

S rozmanitym mnozstvim hostitelti (Sauer a kol., 1995). Porozuméni déjiim, které pomahaji
klistéti vyhnout se imunitni odpovédi hostitele, je z I1ékaiského hlediska zasadnim

pfedpokladem v boji s patogeny pfendSenymi témito parazity.

Sliny klistéte jsou ucinnou smési stovek raznych proteinii a dalSich farmakologicky aktivnich
molekul (Chmelaf a kol., 2008), jejichz piesna funkce nebyla doposud u vétsiny z nich
prozkoumana a popsana. Patii sem také zastupci novych, pro klist'ata unikatnich,

proteinovych rodin (Francischetti a kol., 2009). A pravé toto rozmanité spektrum bioaktivnich



latek pomaha klistéti vyhnout se imunitni odpovédi hostitele a uspesné dokoncit sani, které u
. ricinus obvykle trva 7-9 dni (Ribeiro & Francischetti, 2003; Wikel a kol., 1994).

Krev je pro klisté jedinym zdrojem zivin, proto neni divu, Ze béhem dlouhého procesu
evoluce se u klistat vyvinula schopnost Gspésné Celit hostitelské obran¢ namifené proti ztraté
krve (hemostazi) a smérem k vyvoji zanétlivé reakce (Ribeiro & Francischetti, 2002). Jelikoz
kliste I. ricinius zustava prichyceno k hostiteli nékolik dni, vyvinulo i zptsob, jak obejit
specifickou imunitni odpovéd’ zavislou na prezentaci antigenu, klondlni expanzi T a B

lymfocyta a tvorbé specifickych protilatek.

Role hemostatického systému spociva v ochrané pied ztratou krve po poranéni tkane.
Hemostaticky systém tvofti tii zakladni slozky: vazokonstrikce (snizuje tok krve), agregace
krevnich desticek (slouzi k tvorbé krevni zatky) a koagulaéni kaskada (vede ke vzniku krevni
srazeniny). VSechny tyto tii slozky ptedstavuji pro klist'ata skute¢nou hrozbu (Valenzuela,
2004), nebot’ pro uspésné nasati je rozhodujici nepferuseny piisun krve do mista kousnuti
(Francischetti a kol., 2009). Klistata vyuzivaji k potlaceni hemostaze mechanismu, které

mohou byt pro rizné druhy unikétni, ale mohou se i shodovat.

K boji proti vazokonstrikci produkuje klistéte specifické molekuly, tzv. vazodilatory, které
popsaného napt. u Ixodes scapularis, je mozné uvést prostacyklin (Ribeiro a kol., 1988) nebo
prostaglandin E, (PGE_) (Ribeiro a kol., 1985).

V obrang proti ztraté krve pii poranéni tkané dochdzi také ke srazeni krevnich desti¢ek
(Valenzuela, 2004). Ty jsou aktivovany mnoha riznymi agonisty, napt. adenosin difosfatem
(uvoliiovan poskozenymi buitkami a aktivovanymi krevnimi destickami), kolagenem (hojné
zastoupen v extracelularni matrix) nebo trombinem (centralni enzym v koagula¢ni kaskad¢)
(Francischetti a kol., 2009). Aktivované desti¢ky se shlukuji, ¢imz vytvareji krevni zatku, a
uvoliuji vazokonstriktory. Klistata mohou Celit agregaci desti¢ek jednak produkci
specifickych molekul, které znemoziuji vzdjemnou interakci mezi krevnimi destickami, a
jednak pfitomnosti enzymu, jez ni¢i agonisty krevnich desticek (Valenzuela, 2004).

Na neaktivovanych krevnich destickach se nachéazi inaktivni receptor integrin allbf3, ktery po
své aktivaci reguluje agregaci a adhezi krevnich desti¢ek (Ferguson & Zaqqa, 1999). Tento

receptor vaze fibrinogen, a tim je umoznéna interakce: krevni desticka-fibrinogen-krevni



desticka, anebo shlukovani krevnich desticek sesiténim fibrinu, kone¢ného produktu

koagulac¢ni kaskady (viz nize).

Jednou ze strategii klist'at namifenou proti agregaci desti¢ek je vazba na vySe zminény
receptor krevnich desti¢ek, ¢imz dojede k utlumeni interakce: krevni desti¢ka-fibrinogen-
krevni desticka (Valenzuela, 2004). Napftiklad u klistéte Dermacetor variabilis byl popsan

protein variabilin, ktery se na tento receptor vaze, a tim jej inhibuje (Wang a kol., 1996).

Dalsi strategie branici agregaci desticek je hydrolyza ADP, k niz dochazi ptisobenim enzymu
apyrazy (Valenzuela, 2004). Aktivita tohoto enzymu byla popsana u mnoha druhi klist’at,
véetné |. scapularis (Riberio a kol., 1985). Klistata mohou agregaci desti¢ek zabranit také
inhibici aktivity trombinu. Trombin je dulezity enzym koagula¢ni kaskady, $tépici fibrinogen
na fibrin, ktery spolu s destickami tvoii krevni zatku. Kromé toho aktivuje trombin receptory
na krevnich desti¢kach, coz zpusobi jejich aktivaci a naslednou agregaci.

Posledni soucasti hemostaze je koagulace neboli srazeni krve. Jadrem koagulace je tzv.
koagula¢ni kaskada- soubor po sob¢ jdoucich proteolytickych aktivaci proenzymu na aktivni
enzymy, na jehoz Konci stoji aktivace trombinu, jenz $tépi fibrinogen na fibrin. Zesiténi
fibrinu zptisobi tvorbu srazeniny (Valenzuela, 2004). Jednim z antikoagula¢nich mechanismt
objevenych u klistéte Ixodes scapularis je protein ixolaris, ktery funguje jako inhibitor
tkanového faktoru (,.tissue factor®, TF) (Francischetti a kol., 2002). TF stoji na pocatku tzv.
vnéjsi cesty aktivace koagulacni kaskady. Pokud dojde k poranéni tkané, navaze se TF na
faktor FVIla, ¢imz dojde ke vzniku katalyticky aktivniho komplexu TF/FVlla (Obr.1A),
iniciujiciho koagula¢ni kaskadu (Francischetti a kol., 2009). Tento komplex preménuje faktor
FX (Obr.1B) na faktor FXa (Obr.1C). Aktivni proteaza FXa pak postupné aktivuje protrombin
(Obr.1D) na trombin (Obr.1E) a ten nasledné §tépi fibrinogen na fibrin. Cely tento sled
aktivaci vede k tvorb¢ krevni srazeniny (Obr.1F) (Valenzuela, 2004). Ixolaris je asi 16kDa
velky protein, ktery je tvofen dvéma Kunitzovymi doménami (Francischetti a kol., 2002) a
specificky inhibuje aktivaci faktoru FX komplexem TF/FVlla (Obr.1G) (Valenzuela, 2004).
DalSimi, av§ak endogennimi zastupci antikoagulantti, jsou napf. antitrombin (inhibuje faktor
FXa a trombin- viz Obr.1H) a heparin kofaktor 1l (inhibuje trombin- viz Obr.1l) (Francischetti
a kol., 2009).
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Obr.1: Zjednodusené schéma koagula¢ni kaskady a jeji regulace (Francischetti a kol.,
2009). A- komplex FVI1a/TF; B,C- pfeména FX na FXa; D, E- aktivace protrombinu na
trombin faktorem FXa; F- tvorba krevni srazeniny pfeménou fibrinogenu na fibrin, G-
inhibice TF vdzaného na FVIla; H- inhibice faktoru FXa a trombinu antitrombinem; |-

inhibice trombinu heparin kofaktorem I1.

Soucasti vrozené imunity, ktera se uplatiiuje proti klistatim, je také zanét. Zanét vznika
v dtsledku lokalniho poranéni (Valenzuela, 2004) a zanétlivé reakce se ucastni bunky patfici
do imunitniho systému (neutrofily, makrofagy, lymfocyty, endotelové buriky, eozinofily,

zirné bunky, trombocyty), multienzymové systémy krevni plazmy (komplement,

-----

vvvvvv

hlavni funkci je pohltit a zabit invazni mikroorganismy protedzami a kyslikovymi radikaly
(Valenzuela, 2004). Klistata jsou schopna inhibovat vétSinu aktivit neutrofilti (napt. produkci
kyslikovych radikali, uvolnovani enzymu, fagocytézu bakterii aj.) (Ribeiro a kol., 1990).
Migrace leukocytt béhem zanétlivé reakce je spousténa chemokiny, pochéazejicich zejména

z makrofagu, ale také napft. z trombocytd. Chemokin interleukin-8 (IL-8) funguje jako
chemoaktraktant pro neutrofily (Valenzuela, 2004). IL-8 zahaji aktivaci neutrofild, jejich
naslednou adhezi a migraci pies endotelium na misto poranéni. Proti tomuto chemokinu byla
zaznamenana aktivita u riznych druht klist'at (Valenzuela, 2004), v¢etné 1. ricinus (Hajnicka
a kol., 2001)

Histamin je velice u¢inny mediator zanétu a vazoaktivni faktor. Vaze se na H1 a H2
receptory. Tato vazba ma za nasledek vazodilataci a zvySeni propustnosti kapilar, coz vede ke
vzniku edému (otoku) a erytému (zarudnuti ktize). Histamin je uvoliiovan aktivovanymi
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zirnymi buiikami a bazofily. Kromé toho vazbou na H1 nebo H2 receptory muze histamin

regulovat odpovéd” T-lymfocyti (Jutel a kol., 2001).

Sliny Klistat vykazuji protihistaminovou aktivitu. Naptiklad ve slinach klistéte Rhipicephalus
appendiculatus se vyskytuje rodina proteind (lipokaliny) vazicich histamin (Paesen a kol.,
1999) a jiné biogenni aminy- napft. serotonin s podobnou aktivitou jako histamin. Serotonin se
nachdazi v zirnych bunikéach hlodavci, jimiz je sekretovan (Valenzuela, 2004). Vyvolava
kontrakce hladké svaloviny, zvysSuje propustnost malych cév a indukuje vazokonstrikci
velkych cév (Ferencik a kol., 2004). Protein vazici se na serotonin byl izolovan ze slinnych
zlaz klistéte Dermacentor reticulatus (Sangamnatdej a kol., 2002). Tento protein patii téz
mezi lipokaliny, které byly identifikovany i u klistéte 1. scapularis a I. ricinus (Valenzuela,
2004; Chmelaf a kol., 2008).

Dalsi podstatnou roli v zanétlivé reakci hraje komplement, ktery je dulezity v obrané proti
bakteridlnim patogentim (Joiner, 1988). V kaskad¢ komplementu jsou produkovany zanétlivé
mediatory C5a a C3a (Hugli & Muller-Eberhard, 1978). Tyto dva tzv. anafylotoxiny jsou
chemotaktické pro neutrofily a mohou zpisobit uvolnéni histaminu z zirnych bun¢k a
bazofilii. Poslednim krokem kaskady komplementu je vznik komplexu napadajici bakterialni
sténu. Tento proces zpusobi lyzu invaznich mikroorganismi. Krev sajici paraziti se mohou
vyhnout zanétlivym reakcim a soucasné€ se chranit proti lyze stteva, pokud dojde k pozménéni
nebo inhibici této kaskady komplementu. Klisté 1. scapularis ma ve slinach protein nazvany
Isac (,,l. scapularis salivary anticomplement®) (Valenzuela a kol., 2000), ktery specificky
inhibuje kaskadu komplementu (Ribeiro, 1987).

Vzhledem k dlouhé dobé¢ sani klistéte ma hostitel dostatek ¢asu na rozvinuti specifické
imunitni odpovédi, ktera zacind prezentaci antigenu Langerhansovymi bunikami
T-lymfocytim v lokalnich miznich uzlinach. Vznikaji pomocné Th (,,helper T-cell*) a
cytotoxické T lymfocyty. Ty lymfocyty dale diferencuji na Th1 a Th2 subpopulace podle
produkce odlisnych cytokint. Zatimco Thl lymfocyty produkuji IL(interleukin)-2, IL-3, IFN
(interferon)y a TNF (,,Tumor necrosis factor*) a, Th2 subpopulace se vyznacuje produkci
IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 a IL-13. V ucinné odpovédi na klistéci sani se uplatituje zejména
Th1 typ imunitni odpovédi. Klisté dovede potlacit produkei cytokint T-lymofocyty (Chmelat,
2005).



Ve své praci se zabyvam piedevsim vrozenou (nespecifickou) imunitou a proteolyzou, nebot’
pfedmétem mé prace jsou dva zastupci Kunitz inhibitori, tedy inhibitorti serinovych

proteinaz, mezi néz patii napi. hlavni koagula¢ni faktory- viz nasledujici kapitoly.

1.3. Serinové proteinazy a struktura koagula¢nich faktoru
Serinové proteinazy se déli na dvé zdkladni podskupiny: chymotrypsinové (u prokaryontnich
i eukaryotnich organismu) a subtilisinové (pouze u bakterii) (Hartley 1970; James 1976).
Do rozsahlé rodiny chymotrypsinovych serinovych proteinaz patii také katalytické domény
hlavnich koagulacnich faktorti (FVIla, FIXa, FXa, FXla, FXIla a trombinu). Na rozdil v§ak
od typického zastupce, trypsinu, jsou tato katalyticka mista vice specificka- preménuji jen
jeden nebo né€kolik malo substratl a §tépi pouze omezené mnozstvi peptidickych vazeb
(nejcastéji jednu). Sekvence katalytickych domén lidského a kravského trombinu a faktoru
FXa jsou porovnany s katalytickou sekvenci kravského trypsinu na Obr. 2 (Corral-Rodriguez
a kol., 2009).
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Obr. 2: Alignment sekvenci katalytickych domén lidského/kravského trombinu, faktoru

X a kravského trypsinu (Corral-Rodriguez a kol., 2009). Pro zjednoduseni bylo opomenuto

ne€kolik aminokyselinovych zbytkl u sekvenci lidského trombinu a obou faktorti FX

na C-konci. Hvézdic¢kou je vyznacena katalyticka trojice aminokyselinovych zbytk,

pismenem ,,H* zbytky podilejici se na vazb¢ heparinu. Hlavni strukturni jednotky vyznacené

pod alignmentem odpovidaji struktuie lidského a-trombinu.

Odhalenim struktury trombinu bylo ur¢eno umisténi jeho aktivniho centra, tvofeného trojici

aminokyselinovych zbytki: His®, Asp102 a Ser

195 . N
, na konci pomérné uzkého zlabku. Tento

zlabek je obklopen dvéma velkymi, pro trombin specifickymi smyc¢kami (v pozici 60 a 149),

které jsou tvofené vétSim poctem aminokyselinovych zbytkl nez v piipadé trypsinu. Diky



svému strukturalnimu usporadani neni katalyticky aparat trombinu snadno piistupny riznym
makromolekulam substrati nebo inhibitord, na rozdil od jinych serinovych proteinaz. Dalsi
zvlastnosti trombinu je napadné nerovnomérné povrchové rozlozeni naboje- viz Obr.3A.
Aktivni centrum, vykazujici vysoce kysely charakter (tedy zaporny naboj), je vlozeno mezi
dvé rozsahlé oblasti s kladnym nabojem. Tato dvé mista se nazyvaji vedlejsi vazebna mista I a
IT (,,exosite I, 1) a hraji dalezitou roli pii regulaci interakci trombinu se substraty, kofaktory
a inhibitory. Zaporny naboj aktivniho centra je zptisoben predevsim pfitomnosti postranniho
fetézce glutamatu v pozici 192. Postranni fetézec Glu® Hdi vstup substratu do katalytického
mista a vét§in¢ Kunitz inhibitoriim znemoziuje obsazeni trombinu (Bode a kol., 1989;

Bode a kol., 2008)

Na rozdil od trombinu, sekvence katalytické domény faktoru FXa se tolik nelisi od katalytické
sekvence trypsinu. Smycka v pozici 60 ma pouze o dva aminokyselinové zbytky vice nez
trypsin. Smycka v pozici 149 je dokonce o jeden zbytek kratsi- viz obr. 2 a 3B (Brandstetter a
kol., 1996; Kamata a kol., 1998; Padmanabhan a kol., 1993; Stubbs a kol., 1995). Toto
usporadani dovoluje zastupciim Kunitz proteinti (napt. inhibitoru tkanového faktoru TFPI-
,»tissue factor pathway inhibitor*) i€inn¢ inhibovat faktor FXa . Podobné jako trombin ma

i FXa napadné povrchové rozlozeni naboje (Manithody a kol., 2002)- viz Obr. 3B.

Ptirozené inhibitory trombinu dovedné vyuzily téchto vlastnosti trombinu a faktoru FXa
(unikatnich slozek aktivniho centra a kladné nabitych vedlejSich vazebnych mist, vazicich

makromolekuly), a tim dosahly neobycejné ti¢innosti a specifity (Corral-Rodriguez a kol.,
2009).

) A

Active site \
53

Obr. 3: Povrchové rozloZeni naboje, aktivni centrum, vedlejSi vazebna mista (exosite | a
I1) (Corral-Rodriguez a kol., 2009). A- lidsky trombin; B- lidsky faktor FXa; ¢ervené jsou

vyznaceny zéporn¢ nabité oblasti, modie oblasti nabité¢ kladné.
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1.4. Inhibitory serinovych proteinaz
Inhibitory serinovych proteinaz se déli do deseti rodin (Laskowski & Kato, 1980), z nichz tfi
prevladaji: Kunitz (PTI), Kazal (PSTI) rodina a rodina serpinti. V prvnich dvou ptipadech se
jedna o relativné malé proteiny (okolo 60 aminokyselinovych zbytki na doménu), vyznacujici
se vysokym obsahem disulfidickych mustka (Richardson, 1981). Jejich pomérné malé
velikost pfedchazi vzniku rozsdhlych struktur hydrofobnich jader. Disulfidické mistky
zajist'uji proteintim dostate¢nou stabilitu (Read & James, 1986). Dal$im spole¢nym znakem
téchto inhibitor je reaktivni smycka- tzv. RSL (,,reactive-site loop*), ktera se zasouva do
aktivniho centra proteindzy zpisobem, ktery napodobuje vazbu substratu (tzv. kanonicky
mechanismus) (Bode & Huber, 2000; Perona & Craik, 1997). V piipad¢ trombinu je
kanonicky zptsob vazani spiSe vyjimkou. Napfi¢ zlabkem jeho aktivniho centra se misto
reaktivni smycky, stabilizované disulfidickymi mustky, vkladaji N-koncové zbytky, jako
napf. u hirudinu (Griitter a kol., 1990; Rydel a kol., 1990, 1991) a haemadinu (Richardson a
kol., 2000)

1.5. Kunitz inhibitory u kli§’at a mechanismus jejich inhibice
Na zékladé fylogenetické analyzy antikoagulanti obsahujici Kunitz domény se dospélo
k zavéru, ze inhibitory z Ixodidae a Argasidae si nejsou blizce ptibuzné. Z toho vyplyva, ze
obé¢ tyto skupiny klistat vyvinuly antihemostatické mechanismy nezévisle na sobé (Mans a
kol., 2002).
Na Obr. 4 je znazornén alignment sekvenci Kunitz inhibitori koagulaéni kaskady z klistat
(Ixodidae) a klist'aki (Argasidae). Sekvence nékolika vybranych zastupci Kunitz inhibitori
jsou porovnany s BPTI a prvnimi dvéma N-koncovymi doménami z lidského TFPI.
V alignmetu jsou zelen¢ oznacené prisné konzerované aminokyselinové zbytky- jedna se
piedevsim o cysteiny, které mezi sebou tvoti disulfidické mastky- vyznaceny pod alignmetem
zlutymi spojnicemi. Aminokyselinové zbytky inhibitori trombinu identické nebo velmi
podobné (Arg/Lys, Phe/Tyr...) BPTI/TFPI jsou u Ixodidae vyznaceny hnédg.
Aminokyselinové zbytky shodné s inhibitory trombinu u Argasidae, ale nenalezené u
inhibitort z Ixodidae, jsou vyzna¢eny modie. Aminokyselinové zbytky tvorici RSL jsou

zaramovany.
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Obr. 4: Alignment sekvenci Kunitz inhibitora koagula¢ni kaskady izolovanych

z Ixodidae a Argasidae (Corral-Rodriguez a kol., 2009).

Mezi zastupce Kunitz inhibitorQ patii napt. aprotinin (tzv. BPTI- ,,bovine pancreatic trypsin
inhibitor*)- viz Obr. 5A. Jedna se o u¢inny a hojné zastoupeny inhibitor trypsinu,
chymotrypsinu, plazminu a kallikreinu (Ascenzi a kol., 2003). Dal§im zastupcem je TFPI
(,,tissue factor pathway inhibitor*), tfidoménovy endogenni inhibitor pocatecniho kroku
koagulac¢ni kaskady. Svoji N-koncovou doménou se vaze na tkanovy faktor TF navazany na
FVIla a svoji sttedni doménou na faktor FXa (Broze, 1995; Girard a kol., 1989). V protikladu
s ustfedni roli Kunitz inhibitort na zacatku koagulacni kaskady, je jejich u€innost v ptipade
trombinu omezena. Trombin je Spatné inhibovan BPTI, TFPI i dalSimi pfibuznymi
kanonickymi inhibitory (Ascenzi a kol., 1988; Broze a kol., 1990; Pintigny & Dachary-
Prigent, 1992). Odolnost trombinu vii¢i Kunitz inhibitordm souvisi s uzkym zldbkem v jeho
aktivnim centru, do n¢hoz se nemuze vlozit pomérné velka reaktivni smycka kanonickych
inhibitorti (Bode a kol., 1989, 2008). Dalsi pti¢inou této odolnosti je pfitomnost postranniho

e 192
fetézce Glu

- viz kap. 1.3. Pies vSechna tato zjisténi byly vSak z klist’at i klistakd izolovany
ucinné a specifické dvoudoménové Kunitz inhibitory trombinu- napi. boophilin z kliStéte

Rhipicephalus microplus (Macedo-Ribeiro a kol., 2008). Boophilin je slozen ze dvou Kunitz
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domén a kanonickou reaktivni smyc¢ku obsahuje v N-koncové Kunitz doméné (viz Obr. 5B).

Krom¢ trombinu také uc¢inné inhibuje dalsi serinové proteinazy- napt. trypsin nebo plazmin.

Obr. 5: 3D struktura Kunitz domény BPTI a boophilinu. A- Kunitz doména BPTI; B- N-

koncovéa doména boophilinu.

Mechanismus inhibice trombinu boophilinem je znazornén na Obr. 6 a 7B. Z Obr. 6 je
patrné, ze aminokyselinovy zbytek lysinu Lys161, ktery tvoti aktivni misto v RSL

Vv N-koncové doméné boophilinu, je zcela pfistupny a schopny interagovat s dal§imi ,,trypsin-
like* serinovymi proteindzami (napf. s trypsinem nebo faktorem FXa) kanonickym zplisobem
(Corral-Rodriguez a kol., 2009). Proto muze vznikat stabilni komplex: trombin-boophilin-
trypsin, popi. FXa (Macedo-Ribeiro a kol., 2008). Boophilin tedy inhibuje zaroven FXa
(vazany na membranu nebo na faktor FVa) a meizotrombin (MzT; meziprodukt aktivace

protrombinu)- viz Obr. 7B (Corral-Rodriguez a kol., 2009).

Obr. 6: Mechanismus inhibice trombinu boophilinem (Corral-Rodriguez a kol., 2009).

Sedy model znazoriuje trombin, modrozeleny model boophilin.
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Na obrazku Obr. 7A je schematicky znazornén proces inhibice tii doménovym Kunitz
inhibitorem TFPI. TFPI neinteraguje s volnym faktorem FVlIla, ale vyzaduje pfedchozi
tvorbu faktoru FXa komplexem TF/FVIla (viz Obr.1A-C, kap.1.2). Az pak miiZe interagovat
zaroven s FXa a FVlla (Girard a kol., 1989).

Proces inhibice ixolarisem je zobrazen na Obr. 7C. Ixolaris se nejdiive vaze na vedlejsi
vazebné misto faktoru FXa (aktivni misto FXa zlstava neobsazeno) a nasledné interaguje
s FVIla vazaném v komplexu TF/FVl1la (Francischetti a kol., 2002; Monteiro a kol., 2005).
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Obr. 7: Proces inhibice komplexii koagula¢ni kaskady vicedoménovymi Kunitz

)
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¢

inhibitory (Corral-Rodriguez a kol., 2009). A- mechanismus inhibice komplexu TF/FVIla
endogennim TFPI, blokovani faktoru FVIla vazanym na TF N-koncovou Kunitz doménou,
nasledna interakce stfedni domény s FXa; B- piedpokladany mechanismus inhibice
komplexu protrombinazy (FVa-FXa) dvoudoménovym Kunitz inhibitorem- boophilinem; C-

inhibice faktoru FVIla vazaného na TF a faktoru FXa dvoudoménovym ixolarisem.

Mezi jednodoménové Kunitz inhibitory patii mnou zkoumané proteiny Monolaris 1 a
Monolaris 2, které byly predmétem této prace.
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2. Cile prace
a) Piipravit dSRNA pro knock-down multigenni skupiny Kunitz-serpint ze slinnych zlaz

klistéte Ixodes ricinus.

b) Ptipravit rekombinantni protein jednoho vybraného zastupce zkoumané skupiny

Vv bakteridlnim expresnim systému.

c) Pouzit rekombinantni protein pro pfipravu polyklonalnich protilatek v kralikovi.
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3. Material a metody

3.1. Pouzité roztoky, média, chemikalie, vektory, buiiky a kity

Tab.1.: PouZité roztoky, média, chemikalie, vektory, buiiky a Kity.

Roztoky, mé

dia, chemikalie, vektory, buiiky

Nazev

SloZeni, upiesnéni

PCR; Elektroforéza v agar6zovém gelu

2x PCR Master mix (Fermentas)

10x High Fidelity polymeraza
(Fermentas)

10x buffer (Fermentas)

dNTPs (Fermentas)

Water nuklease-free (Fermentas)

1x TAE pufr

40mM Tris-HCL, 1ImM EDTA

Ethidium bromid

Agarose for DNA electrophoresis

(Serva)

6x DNA Loading dye (Fermentas)

Ambion loading dye (Ambion)

DEPC H,0O

odstaty pies noc, autokldvovany

DNA Ladder

100bp Plus DNA Ladder (Fermentas)

Restrikce; Ligace

TANGO pufr (Fermentas)

Restrikéni endonukleazy

Apal, Xbal, Xhol, Ndel (Fermentas)

10x pufr (Fermentas)

Vektory

pET 17b (Merck), PLL10

T4 ligaza (Fermentas)

Pésto

vani a kultivace bakterii

Kompetentni buiiky

E. coli Top10 (Invitrogen)

S.0.C. médium (Invitrogen)

14

Dietylpyrokarbonat ve sterilni vodé (1000x fedény),




LB médium 1% bacto-trypton; 0,5% bacto-yeast extract; 0,5%
NaCl; pH 7,0; sterilni

LB agar 1,5% bacto-agar v LB médiu

Antibiotika 1000x Ampicilin (100mg/ml)

Priprava dsRNA

Proteinaza K

1 ml proteinazy K (20 mg/ml) v 150 ml 10 mM Tris-
HCI (pH 8) a 2mM CacCl,

10% SDS (dodecylsiran sodny)

Fenol-chloroform

Chloroform
Izopropanol
80% etanol (-20°C)
DEPC H,0 Dietylpyrokarbonat ve sterilni vodé (1000x fedény),
odstaty pies noc, autoklavovany
Exprese, purifikace a refolding rekombinantniho proteinu
Expresni buiky E. coli BL21pLysS (Invitrogen)

S.0.C. médium (Invitrogen)

LB médium 1% bacto-trypton; 0,5% bacto-yeast extract; 0,5%
NaCl; pH 7,0; sterilni

LB agar 1,5% bacto-agar v LB médiu

Antibiotika Ampicilin (100 pg/ml), chloramfenikol (35ug/ml)

IPTG (isopropyl-83-D-
thiogalactoside) (Invitrogen)

Lyza¢ni pufr

0,4M NaCl, 0,1M KCI, 10% glycerol, 0,5% Triton X-
100, 10 mM imidazol

Resuspendaéni pufr

20 mM Tris/HCI, pH 8,0

Izola¢ni pufr

2M mocovina, 20 mM Tris/HCI, 0,5M NaCl, 10mM
imidazol, 1ImM 2-merkaptoetanol, 2% Triton X-100,
pH 8,0

Solubiliza¢ni pufr

6M guanidin hydrochlorid

Redukéni ¢inidlo

100x Dithiotreitol (DTT) 1M (Fermentas)

Refoldovaci pufr

50mM Tris base, pH 8

Dialyzacni roztok

50mM octan sodného
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Pufry pro FPLC chromatografii

Pufr A: 50mM octan sodny (pH 6)
Pufr B: 50mM octan sodny 1M NaCl (pH 6)

Elektroforéza v SDS polyarylovém gelu a Western blot

Vzorkovy pufr

NuPAGE®™ LDS Sample buffer (4x) (Invitrogen)

Redukeéni ¢inidlo

NuPAGE® Sample Reducing agent (10x) (Invitrogen)

Redukeéni ¢inidlo

100x Dithiotreitol (DTT) 1M (Fermentas)

Jodoacetamid (Sigma)

Marker

See Blue®” Plus 2 Prestained Standard (Invitrogen)

Gel pro SDS-PAGE analyzu

NuPAGE® Bis-Tris gel (Invitrogen)

Elektroforeticky pufr

1x NUPAGE® Bis-Tris Running buffer (Invitrogen)

Barvici roztok

0,05% Coomassie Brilliant Blue R-250; 50%

methanol; 10% Kkys. octova

Odbarvovaci pufr

methanol:kys. octova:destilovana H,0 (25:10:65)

Blotovaci pufr

0,125 M Tris; 0,96 M glycin; 0,1% SDS; 20% metanol

Blotovaci pufr

5% odtu¢néné susené mléko, 1x PBS, 0,05% Tween

Ziskani protilatek z krevniho séra; navazani protilatek; izolace tkani klistat

Na acetatovy pufr

Kyselina octova (99%), hustota 1,05; M= 6,5; 2,88ml

kys.octové do 1litru destilované vody

Kyselina kaprylova

Dialyzaéni roztok

5SmM Na;HPO4

2% azid (NaN3)

PBS Tween

1x PBS 0,05% Tween

Sekundérni protilatka

SWAR/Px (Sevapharma a.s.)

Substratovy roztok

0,6% (cca 10mg) 3,3"- diaminobenzidin
tetrahydrochlorid, 100ml 0,1M Tris/HCI (pH 7,8),
100}11 HzOz

10x PBS

80g NaCl, 2g KCl, 14,4g Na;HPOQOy4, 2,4g KH,PO4, pH
7,4,11H0
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Pouzité soupravy (Kity)

Metoda Nazev soupravy

Cisténi PCR produktu z agarézového/EtBr JET Quick-Gel Extraction kitu (Genomed)

gelu

Cisténi produktu z restrikéni reakce JET Quit PCR product purification spin
Kit/250 (Genomed)

Izolace plazmidu z bun¢k Jet Quick- Plasmid Miniprep (Genomed)

Piecisténi plazmdiu JET star LFU/Plasmid purificitaion MAXI
Kit/20 (Genomed)

Syntéza ssRNA MEGAscript® T7 High Yield Transcription
Kitu (Ambion)
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3.2. Polymerazova retézova reakce (PCR)
Primery pro vSechny aplikace byly navrzeny pomoci programu Oligoanalyzer na serveru

http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/. Jako templat jsem pouzila cDNA

(contig 102) vyizolovanou ze slinnych zlaz samicky klistéte Ixodes ricinus (4. den sani).
a) Primery pro pfipravu konstruktu pro RNA interferenci:

RNAIi_c102_Fwd_Xbal: 5'- AAT CTA GAATGA AGG CAACCCTCGTAGC-3
RNAIi_c102_Rev_Apal: 5- TTG GGC CCT TAG AAGTTCTTG CCG G -3

b) Primery pro piipravu konstruktu pro expresi:

c102_Fwd_Ndel: 5'- AAC ATA TGA GGC TGT CCG AGG GAC AAT G -3
c102_Rev_Xhol: 5'- TTC TCG AGT TAG AAG TTC TTG CCG GGC TTC -3'

PCR probihala podle programu uvedeného v tabulce Tab.ll.

Tab.ll.: Program PCR.

Proces Teplota Cas Pocet
[°C] [min] cyklu

Uvodni denaturace | 93 )

Denaturace 93 0,5

Annealing 55 0,5 30 cykla

Elongace 72 0,5

Konec¢na elongace | 72 8

Pro RNAI byl pouzit 2x PCR Master mix (Fermentas), pro expresi High Fidelity polymeraza

(Fermentas). Reakéni smési jsou uvedeny v tabulkach Tab.Ill a Tab.IV.

Tab. 111: PCR reakce pro RNAI.

2x Master Mix (Fermentas) | 12,5 ul

Fwd primer (10uM) 2,5 ul

Rev primer (10uM) 2,5 ul

DNA templat 2 pl (cca4ng cDNA)
H,O 55ul

Celkem 25 ul
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Tab.lIV.: PCR reakce pro expresi.

10x pufr 2,5 ul
Fwd primer (10uM) 2,5 ul
Rev primer (10uM) 2,5 ul
dNTPs (10uM) 2,5 ul
High Fidelity polymeraza | 0,25 ul
DNA templat 2 ul
H.O 12,75 pl
Celkem 25 ul

3.3. Elektroforéza v agarézovém gelu
Do vsech 25ul PCR smési bylo ptidano Sul 6x DNA loading dye (Fermentas).
K separaci byl pouzit 1% TAE agar6zovy gel s ethidium bromidem (minimalné 1ul ethidia
bromidu na 100ml 1% agar6zy v TAE pufru). Jako DNA marker byl pouzit 100bp Plus DNA
Ladder (Fermentas). Elektroforéza bézela pii napéti 100V po dobu 15 — 30 min podle
velikosti gelu. Pod UV svétlem byl gel vyfocen. PCR produkt byl poté z gelu vytiznut
a precistén pomoci JET Quick-Gel Extraction kitu (Genomed). PieciSténi probihalo dle

navodu vyrobce.

3.4.Restrikce
PCR produkt byl zaklonovan do pfislusného plazmidu pomoci restrik¢énich endonukleaz a T4
ligdzy. Plazmid pro RNA1i jsem pro reakci dostala jiz po restrikei pfisluSnymi enzymy.

Slozeni jednotlivych restrikénich reakci je uvedeno v Tab.V.

Tab.V.: SlozZeni reakéni smési pro restrikci.

Restrikce: PCR produkt (pro | PCR produkt (pro | Plazmid pET 17b
RNAI) [pl] expresi) [ul]- (pro expresi) [ul]-
DNA 30 30 0,3
(cca0,11pg DNA) | (cca 0,14pg DNA) | (cca 0,15ug
plazmidu)
TANGO pufr 8 8 8
(Fermentas)
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Enzym 1 (Fermentas) | 1 (Apal) 1 (Xhol) 1 (Xhol)
Enzym 2 (Fermantas) | 1 (Xbal) 1 (Ndel) 1 (Ndel)
H.0O 0 0 29,7
Celkem 40 40 40

Restrik¢éni reakce probihaly 2 hodiny pfti teploté 37°C. Poté byly precistény pomoci kitu JET
Quit PCR product purification spin kit/250 (Genomed) a bylo postupovano podle navodu.

3.5. Ligace
Nastipany a ptecistény PCR produkt byl zaligovan do ptislusného vektoru pomoci T4 ligazy

(Fermentas). SloZeni reak¢ni smési je uvedeno v tabulce Tab.VI.

Tab.VI.: SloZena reaké¢ni smési pro ligaci.

10x pufr (Fermentas) 2 ul
Plazmid 5ul
Nastipnuta cDNA 5ul
Enzym ligaza (Fermentas) | 2 ul
H.0 6 ul
Celkem 20 ul

Sm¢és byla ponechana ptes noc pii laboratorni teploté.

3.6. Transformace
K transformaci byly pouzity buiiky E.coli Top10 (Invitrogen). K 25ul bunék jsem pfidala
6ul ligacni smési. Tato smés byla nejprve 30 min inkubovéna na ledé€, posléze ponechdna
1 min v termobloku pfi teploté 42°C (k dosazeni teplotniho Soku) a nakonec dana opét na
2 min na led. Po ptidani 125u1 S.0.C. media (Invitrogen) se smés dala na 1,5 hod tiepat
pii 37°C. VSechny buiiky (asi 150 pul) byly vysety na LB agarové plotny obsahujici

100u1/ml ampicilinu a inkubovany ptes noc pii 37°C.
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3.7. Priprava a izolace plazmidové DNA
Jednotlivé pozitivni kolonie byly kultivovany v tekutych kulturach 4ml LB media s
4ul ampicilinu (100mg/ml) pies noc pii teploté 37°C a pii tiepani 225 otacek/min.
K vyizolovani plazmidu byl pouzit kit Jet Quick- Plasmid Miniprep (Genomed) a bylo
postupovano dle navodu. Pro ovéfeni tspésného vlozeni insertu do plazmidu byla provedena

PCR pomoci vektorovych primerti (T7 Fwd a T7 Rev).

3.8. Sekvencni reakce
Sekvenace byla provedena na automatickém sekvenatoru ABI PRISM 3130xI (Applied
Biosystems) v Laboratofi genomiky, BC AV CR.

3.9. Piiprava maxiprepu pro RNAIi a jeho purifikace
Kolonie bakterii nesouci plazmid PLL10 s vloZenym insertem se dala narast do tekuté kultury
80ml LB media s ampicilinem (100ug/ml). Kultura se téepala pti 37°C a 225 otacek/min
ptes noc. Pro ptecisténi byl pouzit kit JET star LFU/Plasmid purificitaion MAXI Kit/20
(Genomed) a bylo postupovano dle navodu. Pomoci spektrofotometru NanoDrop 1000

(Thermo Scientific) jsem zméfila koncentraci precisténého plazmidu.

3.10. Restrikce precisténého plazmidu
Plazmid byl stipnut restrikénimi endonukleazami Apal a Xbal (Fermentas), a to ve dvou
oddélenych reakcich. Smés pro restrikci je uvedena v tabulce Tab.VII. Mnozstvi plazmidu

bylo spocteno tak, aby v reakci bylo 10ug DNA.

Tab.VII.: Reakéni smés pro restrikci plazmidu.

Restrikce enzymem: Apal Xbal
[ul] [ul]
Plazmid pET 17b 3,75 3,75
(c=2663,8ng/ul)
TANGO pufr (Fermentas) 5 5
Enzym (Apal/Xbal) 6 6
H,0 35,25 35,25
Celkem 50 50
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Sm¢és byla ponechana 2 hodiny ve vodni lazni pti 37°C.

3.11. Purifikace linearizovaného plazmidu
K obéma 50pul reakcim jsem ptidala 25ul proteinazy K a 3,75ul 10% SDS. Smés jsem nechala
inkubovat 30min pti 50°C a pak k ni pfidala 80ul fenol-chloroformu (Sigma), fadné
zvortexovala a stocila Smin pfi maximalnich otackéach. Vznikly dvé faze. Horni (vodni) fazi
(cca 80ul) jsem odebrala a ptidala k ni 80ul chloroformu, zvortexovala a opét sto¢ila Smin
pi1 maximalnich otackéch. K vodni fazi (cca 80ul) jsem piidala 56l izopropanolu, smés jsem
zamichala (nevortexovala) a nechala inkubovat pii -20°C po dobu 30min. Centrifugaci
(maximalni otacky, 30min, 4°C) ziskany pelet byl promyt 80ul 80% etanolu (-20°C). Smés
byla znovu stocena (maximalni otacky, 8min, 4°C). Nasledn¢ vysuSeny pelet jsem rozpustila
ve 20ul DEPC H,0 (1ml DEPC v 1000ml H,O ponechan pies noc a poté zautoklavovan).
Poté jsem zméfila koncentrace obou linearizovanych plazmidi, které¢ musely dosahovat

hodnoty > 120 ng/ul.
3.12. Syntéza jednoretézcové RNA (ssRNA)
Syntéza byla provedena pomoci MEGAscript® T7 High Yield Transcription Kitu (Ambion).

Jednotlivé komponenty smési jsou uvedeny v tabulce Tab.VIII.

Tab.VIIIL: Reakéni smés pro syntézu ssRNA.

Syntéza ssSRNA pro Apal [ul] Xbal [pl]
plazmid Stipnuty:

ATP 2 2
CTP 2 2
GTP 2 2
UTP 2 2
Pufr (37°C, 2 2
zvortexovany)

Cisty plazmid (1pg 2,95 3

do reakce) (c=340 ng/pul) | (=334 ng/ul)
Enzymovy mix 2 2
H20 5,05 5
Celkem 20 20
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Smés jsem nechala inkubovat pies noc ve vodni lazni pii 37°C. Zkumavky byly zalepeny

parafilmem, aby nedoslo k vypateni vzorku.

3.13. Purifikace ssRNA
K obéma smésim jsem ptidala 1ul DNazy a inkubovala 15min pii 37°C ve vodni lazni.
Pak jsem piidala 115ul H,O a 15ul octanu amonného (5M, 100mM EDTA) a v§e zamichala.
DNaza, H,O a octan amonny byly pouzity z kitu MEGAscript® T7 High Yield Transcription
Kit (Ambion). Pak jsem ptidala 150pl fenol chloroformu (Sigma), zvortexovala
a zcentrifugovala Smin pfi maximalnich otdckéach. K vodni fazi (cca 150pul) jsem ptidala
150ul chloroformu, opé€t zvortexovala a stocila Smin pfi maximdalnich otackach. K vodni fazi
(cca 150ul) jsem piidala 110l izopropanolu, smés jsem zamichala a inkubovala ptil hodiny
pii -20°C. Stoc¢enim vznikly pelet (maximalni otacky, 30min, 4°C) jsem po vysuseni
rozpustila v 15u] DEPC H,0. Pomoci NanoDropu jsem zméfila koncentrace, které musely

dosahovat hodnot vysSich nez 3000ng/pl.

3.14. Hybridizace- syntéza dvouvlaknové RNA (dsRNA)
Obe precisténé ssSRNA jsem natedila na stejnou koncentraci a smichala v poméru 1:1. Smés
jsem umistila do odmérného valce s vrouci vodou. Zkumavku jsem zalepila parafilmem
a otvor valce zakryla hlinikovou folii. Smés byla takto inkubovana pies noc. Zhybridizovanou
dsRNA jsem uschovala v -80°C pied dal$im pouzitim. Pro ovéfeni uspé$nosti pokusu jsem

provedla elektroforézu v agar6zovém TAE gelu za pouziti Ambion loading dye.

3.15. Exprese proteinu
Sekvenaci ovétené konstrukty byly transformovany do expresnich bun¢k BL21pLysS
(Invitrogen). K 25ul buné¢k jsem ptidala do dvou oddélenych reakci 2pul plazmidové DNA
(s insertem Monolaris 1 a Monolaris 2). Pal hodiny byly reakce inkubovany na led¢, 1min
pii1 42°C a dalsi 2min opét na led€. Po ptfidani 125ul S.O.C. media (Invitrogen) se smési
1 hodinu tiepaly a pozitivni klony byly vyselektovany na LB agarovych plotnach obsahujicich
ampicilin (100 pg/ml) a chloramfenikol (35pg/ml). Plotny byly inkubovany pies noc
pti 37°C. Druhy den byla do 10ml LB media s ampicilinem a chloramfenikolem pfidana
vybrana kolonie z narostlych bakterii a smés se dala tfepat pies noc pti 37°C. Nasledujici den

pak bylo pfidano 0,5ml této smési k 20ml LB media s ampicilinem a chloramfenikolem a vse
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se dalo tfepat na 2 hodiny pii 37°C. Pro pilotni expresi jsem odebrala 1ml vzorku a jeho pelet
uchovala pro SDS-PAGE analyzu. K smési jsem ptidala 20ul IPTG (kone¢na koncentrace
1mM) (Invitrogen) a dala tfepat pti 37°C. Kazdou hodinu jsem odebirala 1ml vzorky, celkem
6x + vzorek po inkubaci pfes noc. Z narostlé kultury jsem pfipravila glycerolstocky. Pelety

Z odebranych vzorkl jsem rozsuspendovala v 0,5ml lyza¢niho pufru a bunky rozbila pomoci
sonikatoru (30s, stiedni amplituda, cyklus= 1). Smés jsem poté stocila, pelet rozpustila

v 0,5ml 20mM Tris-base, pH 8, a provedla SDS-PAGE analyzu. Vzorky na SDS-PAGE jsem
pripravila ptidanim NuPAGE® LDS Sample buffer (4x) (Invitrogen), redukéniho &inidla
NuPAGE®™ Sample Reducing agent (10x) (Invitrogen) a povaienim (10 min pii 70°C).

Jako marker jsem pouzila See Blue® Plus 2 Prestained Standard (Invitrogen). Pro SDS-PAGE
analyzu byl pouzit NuPAGE® Bis-Tris gel (Invitrogen). Elektroforéza b&zela v 1x NUPAGE®

Bis-Tris Running pufru (Invitrogen).

Dale uz jsem pokracovala pouze s konstruktem obsahujicim Monolaris 1. K 20ml LB media

s ampicilinem a chloramfenikolem jsem pfidala vzorek z glycerostocku a dala smés pies noc
tiepat pti 37°C. Narostlou kulturu jsem pak ptidala do nového media (600ml LB media)

Vv takovém mnozstvim, abych ziskala hodnotu optické hustoty ODgoo =~ 0,1 (asi 15ml kultury).
Sm¢és jsem nechala tiepat pii 37°C po dobu potiebnou k dosazeni ODggg = 0,6, tedy asi

2 hodiny. Pak jsem pfidala IPTG (kone¢na koncentrace ImM) (Invitrogen) a nechala 6 hodin
tiepat pfi 37°C. Centrifugaci jsem ziskala buniky, které jsem promyla 80ml resuspenda¢niho
pufru. Smés jsem sonikovala 4x po dobu asi 40s, stocila (10 000g, 10min, 4°C). Odebrala
jsem supernatant (tj. cytosolovou frakci) a pelet znovu promyla v 50ml izola¢nim pufru

a stejné jako v pfedchozim kroku sonikovala a odebrala supernatant (tj. membranovou frakci).

Provedla jsem SDS-PAGE analyzu z odebranych supernatanti a peletu (tj. inkluznich télisek).

3.16. Precistovani rekombinantniho proteinu
Inkluzni téliska, obsahujici rekombinantni protein, jsem rozpustila asi hodinovym michanim
na magnetické michac¢ce v 10ml 6M guanidin hydrochloridu. Zbytek membran z inkluznich
télisek jsem odstranila centrifugaci (10000g, 15min). K supernatantu, obsahujici
rekombinantni protein, jsem pfidala 100ul 100mM DTT a nechala smés 15min michat
pii laboratorni teploté. Smes jsem stocila (15000g, 10min) a pelet, obsahujici necistoty,
odstranila. Poté jsem provedla refolding pomalym nafedénim proteinu ve 2 litrech
refoldovaciho pufru (50mM Tris base, pH 8). Refolding probihal v chladové mistnosti pii 6°C

pies noc a m¢l zajistit vytvotreni spravné tercidrni struktury proteinu. Nasledujici den jsem
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refoldovaci pufr s rekombinantnim proteinem zcentrifugovala (10000g, 15min, 4°C), ¢imz
Jsem odstranila necistoty obsazené v peletu, a supernatant prefiltrovala (filtr 0,2pum) pomoci
vodni vyvévy. Rekombinantni protein v 50mM Trisu jsem zakoncentrovala pomoci aparatury
PREP/SCALE-TFF Cartrige (Millipore) se spirdlovou 3kDa membranou (Millipore).
Zakoncentrovany protein jsem stocila (10000g, 10min, 4°C) a odstranila necistoty. Smés
jsem zakoncentrovala pomoci aparatury Stirred Cell (Millipore) s 5kDa membranou
(Millipore). Asi 5ml vzorek jsem dala do dialyza¢ni komirky s velikosti port 3 kDa

a ponotila do 2 litri 50mM octanu sodného. Vymeéna roztoku ve vzorku probéhla pies noc

Vv chladové mistnosti (6°C). Nasledujici den jsem odebrany vzorek stocila (10000g, 10min,
4°C), abych odstranila precipitovany protein, a jesté jej piefiltrovala pies 0,22 um filtr
filtracni injek¢ni stiikackou. K vzorku jsem ptidala Sml 50mM octanu sodného. Pro separaci
rekombinantniho proteinu jsem zvolila chromatografii FPLC (,,Fast protein liquid
chromatography*) a kolonku MonoS 5/5 (Pharmacia), ktera je urcena pro zasadité proteiny.
Chromatografie probihala na pfistroji AKTA FPLC (GE Healthcare). Pro chromatografii byly
pouzity dva pufry:

Pufr A: 50mM octan sodny (pH 5,5)

Pufr B: 50mM octan sodny 1M NaCl (pH 5.5).

Nejdiive jsem nechala kolonku promyvat pouze pufrem A a postupné jsem zvySovala gradient
NaCl ptipousténim pufru B. ZvySujicim se gradientem NaCl se zvySuje iontové napéti

a doséhne se uvolnéni proteini zachycenych na koloné. Cely proces jsem sledovala
prostiednictvim pocitace. Bylo nutné vypozorovat rychly narist absorpéni kiivky (pii A=
280nm), ktery vypovidal o rychlém naristu koncentrace proteinu. Tuto frakci bylo potieba
zachytit do novych zkumavek. Pfed zacatkem celého procesu jsem si prostiednictvim
softwaru nastavila sbirani frakci po 2ml. Ptistroj pak sam fidil cely proces, dokud jsem jej
sama manualné nezménila- tedy v momenté¢, kdy jsem piedpokladala pritomnost

rekombinantniho proteinu a chtéla jsem jej odd€lit od ostatnich frakei.

3.17. Ziskani protilatek z krevniho séra kralika

Kralik byl imunizovan ¢tyfmi davkami rekombinantniho proteinu Monolaris1, ktery byl
vyfiznut z SDS polyakrylamidového gelu. Prvni ddvka byla smichéna s kompletnim

Freudovym adjuvans a dalsi davky s nekompletnim Freudovym adjuvans v poméru 1:1.
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Krevni sérum z kralika, ziskané centrifugaci krve (2500g, 15min, 4°C) jsem smichala s 50mM
Na acetatovym pufrem (pH4) v poméru 1:2 (15ml séra k 30ml pufru). Pak jsem provedla
srazeni séra pomoci kaprylové kyseliny (25ul kaprylové kyseliny na Iml smési; ptidavani

po 3min za stdlého michani). Nasledujici hodinu a pil probihalo srazeni pii laboratorni
teplote. Po uplynulé dob¢ jsem smés zcentrifugovala (5000g, 10min) a ptefiltrovala

ptes filtracni papir. Prefiltrovanou smés jsem napipetovala do dialyza¢niho stfivka

(pfedem namoceného v dialyzacnim roztoku) a ptes noc nechala dialyzovat ve 2 litrech

5mM Na,HPOQO, v chladové mistnosti (6°C). Vzorek odebrany z dialyza¢niho stieva jsem
rozalikvotovala po 1ml do zkumavek. K dvéma alikvotim jsem ptidala azid (0,02%)

a uchovala pii 4°C pro dalsi praci. Zbyl¢ alikvoty jsem nechala vysusit v lyofylizatoru.

3.18. Western Blot pro ovéreni ucinnosti protilatek
Provedla jsem SDS-PAGE analyzu rekombinantiho proteinu, nanesené¢ho do péti jamek,
pomoci kitu pro SDS elektroforézu (GE Healthcare). Rekombinantni protein byl z gelu
elektroforeticky pienesen na PVDF membranu (Millipore) v blotovacim pufru
za konstantniho proudu (200mA) béhem 120 min. Marker spolecné s jednim vzorkem
rekombinantniho proteinu jsem obarvila v barvicim roztoku coomassie a nasledné odbarvila
odbarvovacim roztokem. Zbylé 4 vzorky rekombinantiho proteinu na membrané jsem
nastiihala do 4 prouzki a nechala je 2 hodiny tfepat v mléce s PBS Tween (59 odtu¢néného
suSené¢ho mléka na 100ml 1x PBS 0,05% Tween) pfi laboratorni teploté, aby nedoslo
k nespecifickému navazani protilatek. Poté jsem je nechala inkubovat v Sml mléka s PBS
Tween a primarni protilatkou v rizném fedéni: 100x, 500x, 1000x, 2000x (pocatecni
koncentrace protilatky: c=467ug/ml). Pfes noc jsem pak dala vzorky tfepat do chladové
mistnosti. Néasledujici den jsem membranu 3x promyla v PBS Tween tfepanim po dobu 10min
mezi jednotlivymi promyvanimi. Déle jsem béhem hodiny nechala navazat sekundarni
protilatky (SWAR/Px, Sevapharma a.s.) 1000x fedéné v 10ml roztoku PBS Tween za stalého
ttepani pii laboratorni teploté. Po uplynulé dob¢ jsem opét membranu promyla. Na sekundarni
protilatky jsem nechala navazat substrat (0,6% 3,3"- diaminobenzidin tetrahydrochlorid)
rozpustény v 100ml 0,1M Tris/HCI (pH 7,8) a 100ul HyO,. Tim jsem dosahla zviditelnéni

sekundarnich protilatek, a tedy 1 rekombinantniho proteinu.
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3.19. Izolace tkani klist’at a detekce sledovaného proteinu v tkanich a slinach

pomoci protilatek

Z péti samic odebranych 5. den sani jsem v roztoku PBS izolovala slinné zlazy, stfeva a
ovaria. Tkan& jsem homogenizovala s redukénim &inidlem NuPAGE® Sample Reducing
agent (10x) a povatila spole¢né s NuPAGE® LDS Sample buffer (4x) (Invitrogen) 10min

pti 100°C. Redukéniho ¢inidla a pufru jsem ptidala tolik, abych ziskala celkovy objem 150ul
pro SG a ovaria, 500ul pro stfeva. Obcas jsem vzorky protiepala, po povareni je
zcentrifugovala (maximalni otacky, 2 min) a odebrala supernatant. Pro SDS-PAGE analyzu
jsem si také piipravila sliny z klistéte a rekombinantni protein do celkového objemu 60pul.
Vsechny vzorky jsem do gelu nanesla dvakrat, abych je pak mohla obarvit v coomassie

a zaroven na n¢ nechat navazat protilatky. Elektroforéza probéhla v NUPAGE Bis-Tris gelu.
Poté byly proteiny z gelu elektroforeticky ptfeneseny na PVDF membranu (Millipore)

v blotovacim pufru za konstantniho proudu (200mA) béhem 120 min. Marker a prvnich pét
vzorki jsem obarvila v barvicim roztoku coomassie a zbylych 5 vzorki jsem nechala 30 min
tiepat v mléce s PBS Tween. Poté jsem dala vzorky inkubovat s primérni protilatkou (fedéni
100x) v 5ml mléka s PBS Tween za stalého tiepani v chladové mistnosti ptes noc. Nasledujici
den jsem membranu 3x promyla, nechala navazat sekundarni protilatku, opét promyla

a nechala navazat substrat (stejn¢ jako v pfedchozim kroku).
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4. VYSLEDKY

4.1. Bioinformaticka analyza: Charakteristika transkripti a predpokladanych
proteini Monolaris 1 a Monolaris 2
Pomoci PCR metody se specifickymi primery, navrzenymi podle sekvence contigu 102,
jsem ziskala dvé ¢aste¢né odlisné izoformy, Monolaris 1 a Monolaris 2. Oba transkripty,
Monolaris 1 a Monolaris 2, maji celkem 282 bazi. Na Obr. 8 a 9 je uvedena jejich
nukleotidova sekvence a ptelozena peptidova sekvence pomoci programu ExPASy

Translate Tool (http://expasy.org/tools/dna.html). Monolaris 1 a Monolaris 2 se od sebe

1i81 zhruba v 18% ze vSech aminokyselinovych zbytkil. Pfedpokladana signalni sekvence,

identifikovana pomoci programu SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/),
obsahuje 19 aminokyselinovych zbytki a je u obou predikovanych proteint zcela shodna.
Signalni sekvence (na Obr. 8 a 9 zelené vyznacena cast) je s velkou pravdépodobnosti (p=
0.998) odstépena v misté SMG-R v pozici mezi 19. a 20. aminokyselinou. Pomoci
programit NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) a NetOGlyc

3.1 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) jsem urc¢ila potencialni N- a O-

glykosyla¢ni mista. U predikovaného proteinu Monolaris 1 byla pro N-glykosylaci
nalezena dvé mista- v pozici 38 s pravdépodobnosti p= 0,6036 a v pozici 49

s pravdépodobnosti p= 0,6893. O-gylkosyla¢ni misto bylo u Monolaris 1 predikovano jen
jedno (v pozici 85), navic s velmi malou pravdépodobnosti p=0,511. U pfedpokladan¢ho
proteinu Monolaris 2 nebyla nalezena zadna mista pro N- ani O- glykosylaci (viz Obr. 8
a9).

ATGAAGGCAACCCTCGTAGCCATTTGCTTCATCGCTGCTGTCGCGTACTCCATGGGGAGG
M K A T L Vv A I C F I A A V A Y S M Gl
CTGTCCGAGGGACAATGCAGAGCCCCTGTGCCATCTACTTTATGCGCCGCAAATGCAACA
L S E G Q @R APV Ps T L E-AAZNA AT
GTTAGAACAGTCTACTCCTTTAGCAACCGTACTAACAAATGCGTGAGTATGAAGACCTGT
VR TV Y S F S NI RTNZ KTEVs MEKTJE
GCGGAAGGTGTAAACCTTTTTGAAAAACCAGATTGCTGCAGGAGTGAATGCCCGTACGGA
A E Gv NUTLTTVFETZ KT®©PODTEE R s Ef P v G

AAATATTCCAAGACCCCCGGGAAGCCCGGCAAGAACTTCTAA

KYSKPGKPGKNF—

Legenda:

N- glykosylace
O- glykosylace
Cystein

Obr. 8: Nukleotidova a peptidova sekvence Monolaris 1.
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ATGAAGGCAACCCTCGTAGCCATTTGCTTCATCGCTGCTGTCGCGTACTCCATGGGGAGG
M K A T L V A I C F I A A V A Y S M Gl
CTGTCCGAGGGACAATGCAGAGCCCCTGTGCCATATACTTCATGCGCCGCAAATGCTAAA
L s E G Q R 2PV PY T s @ anarnNarckx
CTTAGAATAGTCTACACCTTCAGAAACCATAGTAGCAAATGCGAGCGTATGGAGACCTGT
L R I VY T F RNUHS S K@EEURMETFJ
GCGGAAGGTGTAAACCACTTTGAAAAAGAAAACTGCTGCAAGAGTGAATGCCCGTACGGA
A E GGv N HTFTETZ KTETHNTEJIEx s @ P v G
AAACATTCCAAGACCAGCGGGAAGCCCGGCAAGAACTTCTAA
K H S K T S G K P G K N F -

Legenda:
Signalni sekvence
Cystein

Obr. 9: Nukleotidova a peptidova sekvence Monolaris 2.

V tabulce Tab.IX. jsou uvedeny zakladni vlastnosti obou predikovanych proteint. Jak je
vidét, Monolaris 1 ma o néco malo vyssi izoelektricky bod nez Monolaris 2. Oba,

se svym izoelektrickym bodem mirné pfesahujicim hodnotu 9, vykazuji zasadity
charakter. Poétem kladnych aminokyselinovych zbytku jsou si velice podobné:

12 u Monolaris 1 a 13 u Monolaris 2. Zaporn¢ nabitych aminokyselinovych zbytka
obsahuje Monolaris 1 5 a Monolaris 2 7.

Tab.IX: Vlastnosti predikovanych proteini Monolaris 1 a Monolaris 2.

Predikovany protein Mononaris 1 | Monolaris 2

(bez signalni sekvence)

Pocet

aminokyselinovych 74 74
zbytkl

Molekuldrni hmotnost

(D] 8085,2 8302,4
Izoelektricky bod (pI) 9,25 9,08
Pocet kladn€ nabitych

aminokyselinovych 12 13
zbytkd (Arg, Lys)

Pocet zaporn¢ nabitych

aminokyselinovych S) 7

zbytki ( Asp, Glu)
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Monolaris 1 a Monolaris 2 spadaji do rodiny Kunitz inhibitort. Jedna se o inhibitory
serinovych proteinaz, napt. koagula¢nich faktorti FVIIa a FXa (viz Uvod), které jsou
tvofeny jednou nebo vice Kunitz doménami. Kunitz doména je obvykle tvofena asi

50 aminokyselinovymi zbytky, dvéma alfa helixy a dvéma beta skladanymi listy , které
jsou upevnény v typické 3D struktufe pomoci disulfidickych mistkii.

Nachazi se v Siroké Skale proteinti napfi¢ celou podiisi Eumetazoi. Kunitzovy domény se
mohou vyskytovat v komplexu s jinymi nepfibuznymi proteinovymi moduly. Pak se
jedna o tzv. heterogenni proteiny. Existuji ovSem i homogenni proteiny, tvofené vyhradné
Kunitzovymi moduly (Corral-Rodriguez, 2009; Ponte a kol., 1988). Vice o Kunitz

inhibitorech je pojednano v kapitole 1.5.

Pomoci programu Clustal W (BioEdit 7.0.9.0. (Hall, 1999)) byl vytvofen alignment
peptidovych sekvenci nékolika Kunitz nejpiibuznéjsich proteinim Monolaris 1

a Monolaris 2- viz Obr. 10. Tyto sekvence byly nalezeny v databazi GenBank pomoci
tBLASTx algoritmu, ktery porovnava nukleotidovou sekvenci pfelozenou ve vSech Sesti
¢tecich ramcich s databazi nukleotidovych sekvenci, rovnéz ve vSech Sesti ¢tecich

ramcich (http://blast.ncbi.nlm.nih.qgov/Blast.cqi).
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AY674256.1| .pac.1 KIATIPAVTC---TFSAVVL-ISALSKEDS®EAPHATP PNAILVTTYYYNNGTH;
AY674183.1| .pac.2 ‘LQFEFMMSFLVLVGHALVKNGQE TEVVDEGP®RAL---IPRYFYNMETE.
AY674182.1| I.pac.3 EIEWLCTFFVLILGSSKCEGTGTLPEI PNEELGRAS---IPGWFYDKSIDS®LFLTFGAARAKNEH!'
EG363907.1| Dand 1
EG363923.1| Dand 2
2DDI 2 mmmmmm e EAEAEFTD. PAVQGPORGW---EPRWAYSPLLQQEHPFVYG

Monolaris IRl
Monolaris IR2
DQ066150.1| I.scap.l
DQ066178.1| I
DQ066087.1| I
AF483693.1| I.scap.4

I

I

I

AF483686.1|

Obr. 10: Alignment peptidovych sekvenci Kunitz proteinti nejpodobnéjSich sekvencim Monolaris 1 a Monolaris 2 z riznych druhi
klist’at. |. scap.- Ixodes scapularis, I. pac.- Ixodes pacificus, Dand- Dermacentor andersoni, 2DDI- sekvence proteinu, podle niz byla
namodelovana 3D struktura Monolaris 1 a Monolaris 2 (viz Diskuze). Sedé jsou oznacené chemicky a fyzikalné si podobné aminokyseliny, Eerné
aminokyseliny identické.
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4.2.Vysledky experimentalni prace

4.2.1. RNA interference
4.2.1.1. Syntéza dsRNA
Pomoci PCR z cDNA izolované ze slinnych zlaz sami¢ky I. ricinus (4. den sani) jsem

ziskala PCR produkt o velikosti asi 300 bp, jak je vidét na obrazku Obr. 11.

Obr. 11: PCR produkt pro RNAi. M- marker, A- negativni kontrola, B- PCR produkt.

Po zaligovani PCR produktu do pfisluSného vektoru, transformaci plazmidu do bunék
E. coli a izolaci plazmidové DNA jsem ovéfila vlozeni inzertu do plazmidu
prostiednictvim PCR reakce a nasledné elektroforézy v agaré6zovém gelu. Z Obr. 12

je patrné, ze pozitivné vySel pouze jeden klon, ktery jsem poslala na sekvenaci.

pozitivni klon

1000 bp "

— — —— — G G— —

Obr. 12: Kontrola pfitomnosti inzertu ve vektoru.
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Po namnoZeni plazmidu s vloZenym inzertem a jeho piecisténi (Obr.13A) jsem provedla
restrikci plazmidu enzymy Apal (Obr. 13B) a Xbal (Obr.13C) ve dvou odd¢lenych
reakcich. PreciStény linearizovany plazmid poslouzil jako templat pro syntézu
jednotetézcové RNA (ssRNA). ssRNA nasyntetizovdna podle plazmidu Stipnutého
enzymem Apal je na Obr.13D, ssRNA nasyntetizované podle plazmidu Stipnutého
enzymem Xbal na Obr.13E. Po piecisténi obou ssRNA jsem provedla jejich hybridizaci,
ktera vedla ke vzniku dvouietézcové RNA (dsRNA) (Obr.13F), uréené pro injikaci

do klist’at.

1000 b s

500 bp

Obr. 13: Piiprava dsRNA. M-marker, A- kruhovy plazmid, B-linearizovany plazmid
enzymem Apal, C- linearizovany plazmid enzymem Xbal, D- SSRNA (Apal), E- sSRNA
(Xbal), F- dsRNA.

4.2.1.2. Injikace dsRNA do Kklist’at I. ricinus a nasledné sani samic na morc¢atech.
Nasyntetizovanou dsRNA jsem nainjikovala po cca 1,5ug do 21 samic klistéte obecného
a do dalSich 21 samic po 0,5ug kontrolni GFP. Nainjikovana kliSt'ata jsem pak dala sat
na morcata a kazdy den sledovala uspésnost jejich sani- zaznamenévala jsem pocet
odpadlych samic, vazila jejich télesnou hmotnost a hmotnost sntsky- viz tabulka Tab.X
a Tab.XI. Priméry z jednotlivych méteni (t€lesné hmotnosti samice po nasati, hmotnosti
vajecné snusky) a procentuelni zastoupeni uhynulych samic jsem vnesla do grafu

a porovnala mezi sebou hodnoty pro Monolaris 1 a GFP- viz Obr. 14, 15 a 16.
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Tab. X: Prubéh RNAi po nainjikovani dsRNA.

Samice Stav Hmotnost | Pocet dni | Hmotnost
(Monolarisl) | samice samice po sani vajecné
nasani [(] snasky [g]
1 D 0,404 8 X
2 D 0,234 8 X
3 D 0,159 8 X
4 D 0,24 8 X
5 D 0,275 8 X
6 + 0,356 9 0,065
7 + 0,287 9 0,053
8 N 0,167 9 X
9 + 0,287 7 0,024
10 + 0,318 9 0,062
11 N 0,295 7 X
12 + 0,283 9 0,038
13 + 0,285 9 0,062
14 + 0,365 9 0,055
15 N 0,363 9 X
16 + 0,271 9 0,045
17 A X 0 X
18 A X 0 X
19 A X 0 X
20 A X 0 X
21 A X 0 X
Primér 0,287 0,0505
SD 0,065 0,0132
Tab. XI: Kontrola s GFP.
Samice Stav Hmotnost | Pocet dni | Hmotnost
(GFP) samice samice po sani vajecné
nasani [(] snusky [g]
1 + 0,21 7 0,0153
2 + 0,294 7 0,0609
3 N 0,322 8 X
4 + 0,351 8 0,0341
5 N 0,353 8 X
6 N 0,367 8 X
7 + 0,264 8 0,0620
8 + 0,349 8 0,0285
9 + 0,305 8 0,0730
10 + 0,228 8 0,0535
11 + 0,362 8 0,0667
12 + 0,35 8 0,085
13 + 0,215 8 0,0514
14 + 0,324 8 0,0722
15 + 0,371 8 0,0835
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16 + 0,371 8 0,0034
17 D 0,0691 8 X
18 D 0,244 8 X
19 D 0,306 8 X
20 + 0,359 9 0,0263
21 + 0,379 10 0,0688
Primér 0,304 0,0523
SD 0,075 0,0243

+ = samice ziva, nakladla; N = samice nenakladla; D = samice chcipla; A = samice se
nepfisala.

hmotnost Télesna hmotnost samic po nasati
[9]
0,4
0,35 I
0,3 -
0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -
0 |

GFP Monolarisl

Obr. 14: Télesna hmotnost samic po nasati. Sloupce piedstavuji primérnou hmotnost a

usecky smérodatnou odchylku.

hmotnost Hmotnost snisky
0,0%9]
0,06
0,04 -
0,02 -
0 -
Mononalrisl

Obr. 15: Hmotnost snisky. Sloupce predstavuji primérnou hmotnost a tisec¢ky

smérodatnou odchylku.
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Procentuelni zastoupeni
% mrtvych uhynulych samic
35

30
25
20

GFP Monolarisl

Obr. 16: Procentuelni zastoupeni uhynulych samic (GFP versus Monolaris 1).

Injikace dsRNA do klist’at byla provedena jen jednou. Zatim jsem neovéfila, zda byl gen
skute¢né utlumen a zda se prislusny protein neexprimoval. Soucasna ziskana data nevykazuji
signifikantni rozdil mezi pokusnymi a kontrolnimi klistaty, a to ani v hmotnosti samic

ani v hmotnosti snusky. Jediny rozdil jsem pozorovala v thynu samic, ktery byl vyssi

u Monolaris 1 nez u kontrolni skupiny. Nicmén¢ na zakladé jednoho pokusu nelze vyvodit

spolehlivy zavér, a proto je ticba experiment zopakovat.

4.2.2. Syntéza rekombinantniho proteinu a vyroba polyklonalnich protilatek

4.2.2.1.Syntéza rekombinantniho proteinu a jeho preciSténi
PCR reakci z cDNA izolované ze slinnych zlaz samicky |. ricinus (4. den sani) jsem ziskala

PCR produkt o velikosti zhruba 300 bp, jak je vidét na obrazku Obr. 17.

Obr. 17: PCR produkt. M- marker, A- negativni kontrola, B- PCR produkt.
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PCR produkt jsem zaligovala do expresniho vektoru pET17b (Merck), ktery jsem namnozila
transformaci a kultivaci v E. coli, plazmidovou DNA jsem izolovala a ovéfila jsem vlozeni
inzertu do plazmidu prostiednictvim PCR reakce a nasledné elektroforéze v agar6zovém gelu.
Pozitivné vysly dva klony, které jsem poslala na sekvenaci. Sekvenaci byly identifikovany
dva homologni proteiny, které byly pracovné nazvanyMonolaris 1 a Monolaris 2. Sekvenaci
ovétené konstrukty (s inzerty Monolaris 1 a Monolaris 2; sekvence na Obr. 8 a 9) byly
transformovéany do bun¢k BL21pLysS. Na LB agarovych plotnach s pfislusSnymi antibiotiky
(viz Metody) byly vyselektovany pozitivni kolonie a po namnozeni vybrané kolonie v 10ml
kultufe LB media s ampicilinem a chloramfenikolem jsem provedla pilotni expresi.
Vysledek z pilotni exprese pro Monolaris 1 a Monolaris 2 je na obrazku Obr. 18 a 19.

Obe¢ pilotni exprese probehly uspésné. V case 0 (TPO), tj. v dob¢ indukce exprese pomoci
1mM IPTG, nebyl v bunikach jesté podle ocekavani ptitomen zadny rekombinantni protein.
S kazdou hodinou v§ak mnozstvi rekombinantniho proteinu narlstalo a exprese proteinu se
zastavila kolem Sesté hodiny po ptfidani IPTG. Diky pilotni expresi jsem zjistila ¢as nutny
pro expresi proteinu.

Nt et Mt St bt Nt

(koa]
188 | ==

g
98

62
49

38 - |
28

17
14

6
R TROTINS: 2 3! 4 5 6 24 [hod]

Obr. 18: Pilotni exprese Monolaris 1. Obr. 19: Pilotni exprese Monolaris 2.
M- marker, TPO- &as 0 (,,time point zero*), M- marker, TPO- ¢as 0 (,,time point zero®),
1 aZ 24 hod- po ptidani IPTG. 1 az 24 hod- ¢as po ptidani IPTG.

Vysledek exprese kultury v 600 ml LB média s ampicilinem a chloramfenikolem
po 6 hodinové inkubaci s IPTG je znazornén na Obr. 20. Rekombinantni protein o velikosti

cca 8kDa je pfitomen ve frakci obsahujici inkluzni téliska.
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Obr. 20: SDS-PAGE analyza jednotlivych frakei izolace. M- marker, IT- inkluzni téliska,

MF- membranova frakce, CF- cytosolova frakce.

Po rozpusténi inkluznich télisek (obsahujici rekombinantni protein) v solubilizacnim pufru,
pfidani DTT a odstranéni necistot (centrifugaci a filtraci) jsem provedla refolding

pro vytvoreni spravné terciarni struktury proteinu. Poté jsem protein zakoncentrovala (cely
postup popsan v kap. 3.16) a nechala jej dialyzovat v 50mM octanu sodném. Po odstranéni
precipitovaného proteinu ze vzorku jsem provedla FPLC chromatografii s pouzitim kolony
pro metodu MonoS (iontova vyména). Rekombinantni protein se z kolony uvolnil jesté
ptred zvySovanim gradientu NaCl, jak je patrné z Obr. 21. Rekombinantni protein byl
zachycen ve frakcich A6 a A7.
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Obr. 21: Prubéh FPLC chromatografie. Modie je vyznacena absorpcni kiivka (vypovida o koncentraci proteinu), zelena kiivka znazornuje
koncentraci pufru B (tedy narGstajici gradient NaCl), hnéda kiivka je vodivost (aimérna gradientu soli); tésn€ nad osou x jsou Cervené vyznaceny
jednotlivé frakce; osa x zndzornuje Cas, 0sa Y absorbanci pii 280nm.
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Frakci A6 a A7 jsem piefiltrovala pomoci koncentraéni zkumavky s 30kDa pory (Amicon®
Ultra-15 Centrifugal Filter Devices) opakovanou centrifugaci po Smin (5000g). Na filtru

se zachytily proteiny vétsi nez 30kDa. Poté jsem ptenesla flow-through z ptedchozi filtrace
do koncentrac¢ni zkumavky s 3kDa filtrem a opakovanou centrifugaci (5Smin, 5000g) jsem
ziskala asi 1ml vzorek s rekombinantnim proteinem (zachycen Vv horni ¢asti zkumavky).
Pomoci SDS-PAGE analyzy jsem ovéfila ptitomnost rekombinantniho proteinu v tomto

Iml vzorku a zméfila koncentraci. Koncentrace vysla 0,04mg/ml, coz nebylo dostatecné
mnozstvi pro imunizaci kralika. Proto bylo zapotitebi zopakovat expresi proteinu.

Po expresi (ve 2 litrech LB media) jsem ziskana inkluzni téliska s rekombinantnim proteinem
rozpustila v 5ml 6M guanidin hydrochloridu a k smési pridala 60ul 1M DTT. Smés jsem
stocila (15min, maximalni ota¢ky) a odebrany supernatant (cca 0,5ml) pienesla

do dialyza¢niho stfeva. Dialyza probihala v kadince s vodou na magnetické michacce po dobu
jedné hodiny, po které byl vzorek zbaven guanidin hydrochloridu. K vzorku, odebranému

z dialyzac¢niho stfeva, jsem ptidala reduk¢ni ¢inidlo a vzorkovy pufr (Invitrogen) a provedla

SDS-PAGE analyzu- viz Obr. 22.

<«— Protein Monolaris 1
(=8kDa)
Obr. 22: SDS-PAGE analyza rekombinantniho proteinu Monolaris 1 pro naslednou

homogenizaci a imunizaci kralika.

Rekombinantni protein jsem z gelu vyfizla a homogenizovala s fyziologickym roztokem PBS.

4.2.2.2.Vysledky ze ziskani polyklonalnich protilatek

Proteinem vyfiznutym z SDS polyakrylamidového gelu a homogenizovanym

ve fyziologickém roztoku PBS byl imunizovan kralik. Po imunizaci jsem z krevniho séra
kralika ziskala protilatky. Pro ovéfeni funkénosti protilatek jsem nejprve provedla SDS-PAGE
analyzu rekombinantniho proteinu (Obr. 23A), pak protein ptenesla elektroforeticky

na PVDF membranu z gelu prostfednictvim Western blotu. Jeden vzorek jsem nechala obarvit
V coomassie (Obr. 23A) a zbylé vzorky inkubovala s primérni protildtkou v riznych
koncentracich. Abych dosahla zviditelnéni primérni protilatky, navazané na proteinu, byla
potieba na ni nechat navazat komercné dostupnou sekundarni protilatku, znacenou pomoci
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HRP (,,horse radish peroxidase®). Po ptfidani substratu pro peroxidazu se pak cely tento
,sandwich* zviditelnil (Obr. 23B-E).

BN B/ C|D|E
Obr. 23: Ovéieni ufinnosti primarni protilatky v riznych koncentracich. M- marker;
A- rekombinantni protein Monolaris 1 obarveny v coomassie; B az E- protein Monolaris 1
s navazanymi protilatkami a substratem pfti rizném fedéni primarni protilatky v tomto poradi:
100x, 500x, 1000x, 2000x.

Pro detekci proteinu Monolaris 1 v riznych tkanich a slinach klistéte jsem provedla SDS-
PAGE analyzu rekombinantniho proteinu a proteinti z izolovanych slinnych zlaz, stiev, ovarii
a slin klistéte. Proteiny jsem opét elektroforeticky prenesla na PVDF membranu. Jednu ¢ast
vzorkil jsem obarvila v coomassie (Obr. 24A-E) a na druhou nechala navazat protilatky

a substrat (Obr. 24A'-E").
o | -

Obr. 24: Detekce proteinu Monolaris 1 v tkanich a slinach klistéte. M- marker, A az E-

proteiny obarvené v coomassie, A' az E'- proteiny s navazanymi protilatkami a substratem;
A, A'- rekombinantni protein, B, B'- sliny, C,C'- slinné zlazy, D, D'- stievo, E, E'- ovaria.

[kDa]

188
98
62
49

Z Obr. 24 je patrné, Ze se protilatky navazaly 1 na néjaky vétsi protein (okolo 188kDa)
v slinnych zlazach a ve sttevé. Mohlo dojit ke spojeni nékolika proteinit Monolaris 1
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na zaklad¢ interakce mezi cysteiny. Pro ovéfeni této hypotézy jsem cely proces znovu
zopakovala, avsak s pfidanim vétsiho mnozstvi redukéniho ¢inidla DTT a jodoacetamidu
(véze se na thiolovou skupinu), které mély zabranit vzniku téchto nechténych vazeb
mezi proteiny.

Ptipravila jsem si zasobni roztoky DTT a jodoacetamidu (IAA): Smg DTT/100ul a 185mg
IAA/1ml. Do reakce jsem pouzila fedéni 10x obou zasobnich roztokt. Vzorky jsem povatila
Smin pii 100°C a provedla SDS-PAGE analyzu, western blot, barveni v coomassie a navazani
protilatek se substratem. Z vysledku pokusu, zndzornéného na Obr. 25, je patrné, Ze reakce
probéhla stejné jako v ptedchozim kroku- protilatky se navazaly na protein o velikosti

cca 188kDa v slinnych zlazach a stfeve.

i

Obr. 25: Navazani protilatek s pridanim vétSiho mnoZzstvi redukcéniho ¢inidla a TAA.
M- marker, A az D- proteiny obarvené v coomassie, A' az D'- proteiny s navazanymi
protilatkami a substratem; A, A'- rekombinantni protein, B, B'- slinné zlazy, C, C'- stfevo, D,
D'- ovaria.
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5. DISKUZE

5.1. Monolaris 1 a Monolaris 2, zastupci jednodoménovych Kunitz proteinu
Proteiny Monolaris 1 a Monolaris 2 byly predmétem mé prace. Oba proteiny jsem
bioinformaticky vyhodnotila a s Monolaris 1 dale pokracovala i v experimentalnich

pokusech. Sekvence obou proteinti jsou uvedeny na Obr. 8 a 9 v kapitole 4.1.

Monolaris 1 a Mononalis 2 patii do rodiny Kunitz protein, které se vyznacuji mensim
poctem aminokyselinovych zbytkli a vysokym obsahem disulfidickych mtstk, jak jiz
bylo zminéno v kapitole 1.5. Cysteiny, které mezi sebou tvoti disulfidické mustky, hraji
dilezitou roli pti utvareni sekundarni struktury proteinu a jsou v Kunitz doménéch piisné
konzervovany- viz alignment na Obr. 4. Na Obr. 26 jsou v peptidické sekvenci

Monolaris 1 vyznaceny vazby mezi jednotlivymi cysteiny. Jaké konkrétni cysteiny

se spolu vazi, jsem urcila pomoci programu Chimera (UCSF). Pokud srovname toto
schéma na Obr. 26 se schématem na Obr. 4 (zluté vazby pod alignmentem), pak shleddme
shodu. Kromé téchto Sesti cysteinll je u Kunitz inhibitorl jesté pfisn¢ konzervovany

asparagin (na Obr. 26 vyznacen modie).

k h
RLSEGQRAPVPTVRTVYSFSNRTNKVSMKTAEGVNLFEKPDCRSEPYGKYSKT PGKPGKNE*
N

Obr. 26: Peptidova sekvence Monolaris 1 s vyzna¢enymi vazbami mezi cysteiny,
prisné konzervovanymi aminokyselinovymi zbytky a oblasti RSL. Ptisn¢
konzervované aminokyselinové zbytky jsou oznaceny Cervené (cysteiny) a modre
(asparagin); predpokladané misto reaktivni smycky RSL je ohrani¢eno rameckem

a Sipkou aktivni misto inhibitoru.

Program Phyre (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre/index.cgi) nasel nejpodobné;jsi

peptidové sekvence proteinim Monolaris 1 a Monolaris 2, podle nichz namodeloval
terciarni struktury obou téchto proteinti. Jako vzor byl vybran protein (PDB kod 2DDI;
jedna se o Kunitz doménu lidského proteinu tzv. Wfikknl), jehoz sekvence je uvedena
v alignmentu na Obr. 10, kap. 4.1. Pro vizualizaci a dal$i upravy byl pouzit program
UCSF Chimera. Na Obr. 27 je znazornéna piedpokladana terciarni struktura obou

proteintt Monolaris 1 a Monolaris 2, na Obr. 28 pak povrchové rozlozeni naboje.
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C-konec

Monolaris 1 Monolaris 2

Obr. 27: Terciarni struktura Monolaris 1 a Monolaris 2. Zelen¢ jsou vyznaceny a-helixy,
fialové B-skladané listy, zluté vazby mezi cysteiny, ¢ernd Sipka smétuje k predpokladanému

aktivnimu mistu reaktivni smycky inhibitoru.

Monolaris 1 Monolaris 2

Obr. 28: Terciarni struktura Monolaris 1 a Monolaris 2 a povrchové rozloZeni
naboje. Modfe jsou vyznacené kladné€ nabité oblasti, Cervené zaporné nabité, bilé jsou

neutralni.
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Srovname-li terciarni strukturu Monolaris 1 a Monolaris 2 (Obr. 27) se strukturou Kunitz
domén znamych inhibitort, napi. BPTI a boophilinu (Obr. 5, kap. 1.5), zjistime, ze jsou
si velmi podobné- dva stejné orientované a-helixy (jeden s jednou otackou u N-konce,
druhy s necelymi tfemi otdCkami u C-konce), dva stejn¢ orientované [3-skladané listy
(antiparalelni naproti sob¢) a vazby mezi cysteiny ve shodnych polohach.

Na zéaklad¢ znalosti znamych struktur Kunitz domén inhibitort jsem u Monolaris 1

a Monolaris 2 urcila predpokladané aktivni misto RSL- viz Obr. 26 a 27 (Cerna Sipka).
V peptidové sekvenci na Obr. 26 jsem zaramovanim oznacila vSechny aminokyselinové
zbytky, které pravdépodobné tvoii RSL.

Z Obr. 28 vyplyva, ze oba proteiny, Monolaris 1 a Monolaris 2, maji vcelku zasadity
charakter (viz rozsifené modré oblasti). Na jistych mistech vSak vykazuji zdporny naboj
(Cervené oblasti). S touto skutecnosti souvisi i tabulka Tab.IX v kapitole 4.1, ktera
zaznamenava celkovy pocet kladné a zaporné€ nabitych aminokyselinovych zbytk

Vv proteinu. Kladné nabité zbytky prevladaji.

Ptestoze Monolaris 1 a Monolaris 2 jsou si v mnoha ohledech velmi podobné, zajimavy
vysledek pfineslo zjisténi potencialnich N- a O- glyskosila¢nich mist, popsané v kapitole
4.1. Zatimco predikovany protein Monolaris 1obsahuje dvé mozna N- glykosyla¢ni
mista a jedno O- glykosyla¢ni misto, protein Monolaris 2 pravdépodobné neni viibec

glykosylovéan. To by mohlo svéd¢it o rozdilné funkci obou proteind.

Cilem mé prace bylo prozkouméani funkce proteinu Monalaris 1 (jeho eventualni vliv na

sani klistéte) a uréeni jeho pfitomnost v riznych tkanich I. ricinus.

Z DNA znamé sekvence, izolované ze slinnych zlaz klistéte I. ricinus, jsem postupnym
procesem dosla k syntéze dvoutetézcové RNA, kterou jsem ndsledné nainjikovala

do samicek klistéte, a tim se pokusila gen utlumit. Druhym ukolem mé prace byla
piiprava rekombinantniho proteinu vybrané¢ho zastupce, jim pak imunizovat kralika

a ziskat polyklonalni protilatky pro detekci proteinu v riznych tkanich a slinach kliStéte.
Vysledky z RNA interference (RNA1) jsou zatim jen pfedbézné a na pokusu se bude dale
pokracovat. Pro dostatecné mnozstvi dat bude nutné pokus zopakovat a teprve pak
vyvodit spolehlivy zavér. Také bude potieba ovéfit, zda byl gen skutecné utlumen.

Z grafii na Obr. 14-16 v kapitole 4.2.1.2 bychom mohli pozorovat jisty vliv Monolaris 1
na sani klistéte. Klist'ata s nainjikovanou dsRNA Monolaris 1 vykazovala oproti

klist'atim s nainjikovanym kontrolnim GFP vys$si umrtnost, zatimco télesnd hmotnost
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a hmotnost sntisky byly pro obé skupiny stejné.

Z cDNA pro Monolaris 1 se mi podafilo pomoci exprese v bakterialnim systému pfipravit
rekombinantni protein. Bohuzel se mi pro imunizaci nepovedlo ziskat dostatecné
mnozstvi proteinu po celém procesu ¢isténi, zavrseného FPLC chromatografii.
Pravdépodobné doslo k jeho vysrazeni v jednotlivych krocich ¢isténi. Z tohoto davodu
jsem pro imunizaci kralika musela pouzit protein vyfiznuty z gelu po SDS-PAGE analyze
a homogenizovany vV PBS. Z krevniho séra kralika po imunizaci jsem ziskala
polyklonalni protilatky, které jsem spolu s komeréné dostupnou sekundarni, HRP
zna¢enou protilatkou a substratem pouzila pro detekovani proteinu Monolaris 1 v tkanich
a slinach klistéte. Na Obr. 24 v kap. 4.2.2.2 je vidé&t, ze protilatky pomérné citlivé
reagovali na né&jaky vétsi protein (o velikosti cca 188 kDa) v slinnych zlazach, streve

a ovariich. Kunitz proteiny diky velkému obsahu cysteini tvoii disulfidické mistky

a mohou se tak spojovat i mezi sebou a tvofit vétsi komplexy. Tento fakt mé vedl

k nazoru, ze se protilatky navazaly na né&jaky takovy ,.komplex* z proteinit Monolaris 1.
Pokus jsem proto opakovala s pridanim vétsiho mnozstvi redukéniho ¢inidla

a jodoacetamidu, coZ mélo zabranit interakcim mezi proteiny. Vysledek (viz Obr. 25,
kap. 4.2.2.2) byl v8ak stejny jako v pfedchozim ptipadé. Protilatky tedy bud’ reaguji
zkiizené s jinym proteinem, nebo se jedna o kovalentni komplexy Monolaris 1

a neznamého, ¢i neznamych proteini.

Zajimavé je, ze k podobnym vysledktim dospéla také studenta Tereza Cermanova ve své
magisterské diplomové praci (Cermanova, 2009). T. Cermanova se také zabyvala Kunitz
proteiny. V jejim ptipadé reagovaly protilatky, vytvofené po imunizaci proteinem

Ixocludin 2 (cca 17kDa), na protein ve slinnych zlazach o velikosti cca 57kDa.
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6. ZAVER

Z klistéte I1xodes ricinus byly ziskany dva nové geny, homology Monolaris 1 a Monolaris 2,
o0 velikosti 282 bp s otevienym ¢tecim ramcem kodujicim piiblizné 8,1kDa velky protein
Monolaris 1 a 8,3kDa Monolaris 2. Oba proteiny patii do rodiny Kunitz inhibitort, takze se
predpoklada jejich vliv na utlumeni hostitelské imunity prostiednictvim interakce

se serinovymi proteinazami.

Z ptedbéznych vysledkid RNA interference byl pozorovan jen ¢aste¢ny vliv Monolaris 1
na sani klistéte. Po nainjikovani dsSRNA Monolaris 1 (a piedpokladaném utlumeni genu) byla
zaznamenana pouze vySs$i umrtnost klistat. T€lesnd hmotnost a hmotnost snisky

nevykazovaly pokles.

Z cDNA pro Monolaris 1 byl ptipraven rekombinantni protein pomoci exprese v bakterialnim
systému. Po imunizaci kralika timto rekombinantni proteinem jsem ziskala protilatky, které
pomérné citlivé reagovaly na zhruba 188kDa velky protein ve slinnych Zlazach, stfeve a
ovariich, zatimco Monolaris1 nebyl v tkanich ani slinadch detekovéan. Pravdépodobné se

v klistéti vyskytuje jen ve velmi malém mnoZzstvi.
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