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1. Uvod

Klistata jsou krevsajici ektoparazité taxonomicky néledd kmeneArthropoda
podkmeneChelicerata tridy Arachnida,do fadu Acarnia a do podadu Ixodida. Celkem
bylo popsano 899 druhklistat (Jongejan et al., 2004), ktera se vyskytuji Sack
kontinentech sita s vyjimkou Antarktidy (Steen et al., 2006). Ratlixodidase @li do i
¢eledi, a sicéArgasidae jejiz zastupci jsou oztiavani jako tzv. mikka kli¥'ata a kter&ita
193 drulii, Ixodidae,znama jako tvrda klista se 702 druhy ve 14 rodech (Guglielmone et
al., 2010) aNuttalliellidae s pouze jednim druhem (Nava et al., 2009).

Asi 10 % z celkového ptu druhi klistat Ize charakterizovat jako vektory
vyznamnych patogdin(od vini, bakterii az po protozoa), které postihuji nejeitata, ale i
cloveéka (de la Fuente et al., 2008). Z hlediska ohroZielského zdravi jsou kifata po
komarech nejilezitéjSi prenasSeéi infekénich a parazitarnich onemaeri (Sonenshine,
1991). Z &chto divodi je kligatim prisuzovan mimeéadny Iékasky a veterinarni vyznam a
jakykoli védecky pokrok, vedouci k porozémi t®mto parazibim, miZze mit nesmirny
vyznam i prevenci nebezgaych chorob zfisobenych patogenyignasenymi prav
klistaty. Témi jsou napiklad kli¥ova encefalitida, lymeska boreliéza nebo tularémie
(Nutall, 1999) a také obtiZze spojené stidty, jako anémie nebo dermatoza (Telford et al.,
2004).

1.1 Klisté obecné - xodesricinus

Do sowasnosti bylo popsano 243 diuhodu Ixodes.V Ceské republice a v celé
stredni Evrog se setkavame prakticky vyhrads kliS&tem obecnym]xodes ricinus.To
bylo popsano Carlem von Linné v roce 1758 (Horaklet2002). Typickym biotopem jsou
oteend prostranstvi, vihké louky a lesy, které pogkyklistatim idealni podminky
k nalezeni hostitele a kde je mozné Bp@ od Fezna do listopadu v zavislosti nacpsi a
nadmdaské vysce. Vyskyt klfat v nadméské vySce fesahujici hranici 1000 métfe spiSe
ojedirgly (Gray, 1991).

Klist¢ 1. ricinus je Kklasickym pedstavitelem trojhostitelského druhu, kdy

k metamorfézam mezi jednotlivymi stadii dochazi mimostitele. Jednotlivé metamorfézy

1



jsou podmigny vyhledanim nového hostitele, teplotou (do— 18 °C) a mnoZstvimipaté
hostitelské krve.RozliSujeme ¢tyti vyvojova stadia listat — vajicko, larvu, nymfu ¢
dosglce (obr. 1) Obdobi sani zéna \rozmezi 6 misial az jednoho roku po vylihnuti, c

umoziuje larvam pezit sucha a chladna obdobi r (Sonenshine, 199.

larva

Obr. 1: Vyvojova stadia kif$t z ¢eledilxodidae,(upraveno dle www.tickencounter.).

Samice produkujzhruba 2500 — 4000 vagk. Zvajicek se lihnou Sestinohé larvy
velikosti @iblizn¢ 0,8 mm, které parazituji na drobnych hlodavcic~ 5 dni) a které se po
odpadnuti perménuji na nymfy. Nymfa prochazi vyvojem larvalnich organa vySs
vyvojovy stup@. Od larev se nymfy liSi nejen velikosti (- 1,5 mm), ale také @tem
korgetin, kdy nymfupozname podl€tyi pai nohou. Nymfy vyhledavaji &Si hostitele
idealni jsou pro & zajici, jezci, psi, kéky, ale takéclovek. Délka sani nymf se pohybu
vrozmezi 3 -5 dmi a po plném nasani nymfa odpada a dostava se da stéuhé
metamorfozy \dosglce (imago), které je schopno reprodukce. Sansou oproti samim
vyrazré vétsi (3,5 —4,5 mm u samic a 2,5 mm u sal) a parazituji pedevSim na zifi.
Nalézt je nizeme ale také na liSkach, dobytku, koniaHow¢ku (Volf, Horak et.al, 2007

Diky pritomnosti typického sklerotizovaného Stii(scutum) na tbetni stras téla
se druhlxodes ricinustadi mezi tzv. “ tvrda kli%&ta®“. Zatimco u santicpokryva scutun
celou dorzélnicast tla, u samic zasahujpouze do ietiny €la, co: umoziuje samicim

nékolikanasobr zwétSit objem &a béhem sania ziskat tak dostatek energie pro tvo



vajicek (Volf, Horék et al, 2007). Sani samic se pohgbujozmezi 6 — 9 dna po plném
naséti nize samice ziSit svou velikost az na délku 1,5 cm. Po ulenri sani na hostiteli
samice naklade va@ka a umira. Samci v poslednim vyvojovém stadiunésaji, jejich
tlohou je oplodéni samice.

Délka celého vyvojového cyklu kiidt (od vajéka k reprodukci schopného jedince)
trva v naSich zespisnych podminkach n&gstji 2 — 3 roky. V extrémnichifpadech viak
muze cyklus proBhnout za pouhy jeden rok a naopakza byt prodlouzen az dc:tp let
(obr. 2).

/ LAFi\.’A '

(FALL)

NYMPH
{SPRING)

® Hardy 2001

Obr. 2: Schéma vyvojového cyklu kigt zéeledilxodidae (upraveno dlevww.wwhd.org.

1.2 Katepsin L a jeho tloha ve fyziologii kli$’at

Traveni krve hostitele, a tudiz ziskavani energejednim z kikovych proces
probihajicich vdle klis&’at (McKerrow et al., 2006). Energie z potravy jau¥iwana nejen
pro chod organismu, ziskavani zivin, ale také pesgamorfozu larev a nymf a pro tvorbu
vajicek (Grandjean, 1984). Traveni probitltégevsim uvnitburék stevniho epitelu, kde se

na rem podileji proteolytické enzymy (peptidazy) obsa&ertravicich vakuolach igvnich



burgk (Sonenshine, 1991). Peptidazy se obBeddli podle mista &peni substratu na
endopeptidazy a exopeptiddzy a déle podle mechanigtimku na proteazy serinové,
cysteinoveé, aspartatové a metaloproteazy (Vodr&0@R).

Travici enzymy zéastréné v procesu traveni krve u kigd jsou zejména exo- a
endopeptidazy cysteinového a aspartatoveho typikgdSat al., 2013). Ty jsouffitomny
v nejwtsSi mie v travicich vakuolach igvnich bugk, kde je jejich funkci degradace
piijattho hemoglobinu a ostatnich proteirmbsazenych v krvi hostitele. Na traveni
hostitelské krve se podili cysteinové peptidazyepsin B, L, C, dale asparaginylova
endopeptidaza legumain a aspartatova peptidazpdiat® (Sojka et al., 2007; Sojka et al.,
2008; Horn et al., 2009; Sojka et al., 2013). Teawystém Ize ipodobnit ke kaskad
cysteinovych a aspartatovych proteaz, které bybntifikovany a popsany néglad u
motoliceSchistosoma mansof€affrey et al., 2004). U kifat dochazi k primarnimu&eni
hemoglobinu za dasti katepsinu D, ten je podporovan katepsinemlégamainem. Dale
jsou tyto fragmenty 8peny na mensi peptidy endopeptiddzovou aktivitotegsinu B.
V koneiné fazi jsou tyto fragmenty rozfieny na dipeptidy cysteinovymi exopeptidazami
(katepsiny B a C) a na jednotlivé aminokyseliny wbsblize necharakterizovanymi
serinovymi peptidazami pépmetaloprotedzami. Degradace hemoglobinu probkyselém
prostedi, pH 3,5 — 4,5 (Horn et al., 2009), (obr. 3).

Ixodes ricinus

Hemoglobin

‘ <t Cat D +fCat )] 3.5

f(IrAE)
Vetsi fragmenty

' --—{':HI}- pH

Mendi fragmenty

’

‘ g Cat B+ Cat C

Dipeptidy a aminokyseliny '

Obr. 3: Degradace hemoglobinu v travicich vakuol&@vicich bugk ve stew Ixodes ricinusza &asti
travicich peptidaz (upraveno diéritkova, 2010).
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Katepsin L Ize klasifikovat jako cysteinovou pepizd nélezici do klanu CA a do
rodiny C1 papainovych peptidaz. Katepsin L utidfd. ricinus prispiva druhou nejvyssi
mérou (po katepsinu D) ke &teni hemoglobinu na¢tsi fragmenty a v néfgomnosti
katepsinu D mze jeho funkci nahradit. Katepsin L Ize identifildwe vSech vyvojovych
stadiich kligtte I. ricinus (Sojka et al., 2008), (obr. 4A). Gen pro katefsije exprimovan
nejen ve seWw, ale i ve vajénicich, Malpighickych trubicich a slinnych Zlazadbsglé
samicel. ricinus (Sojka et al., 2008), (obr. 4B). Vaatnim homogenatu kli&e I. ricinus
|ze pomoci specifickych protilatek zjistit jak akti formu enzymu katepsin L (28 kDa), tak
i jeho proenzym (40 kDa), (obr. 4C). V nasi labofidbyl Uspsre izolovan a klonovan gen
pro katepsin L (Sojka et al., 2008) a jeho sekvdmgda srovnana s paralognimi geny pro
katepsin L u fibuzného druhixodes scapularighttp://iscapularis.vector-base.org; prosinec
2008),(Sojka et al., 2013V genomul. scapularis byly nalezenyit izoformy katepsinu L
(IsCL1, IsCL2 a IsCL3), ficemz ISCL1 je jasnym ortologem k IrCL1 s vice nez%Gni
shodou v sekvenci aminokyselin (Franta et al., 20Zkylé dw izoformy katepsinu L se u
I. scapularis(IsCL2 a IsCL3) sekveamé vyrazre liSi od IrCI1/IsCI1. U druhd. ricinus byly
v nasi laborati® dosud identifikovany d¥ izoformy katepsinu L (IrCL1, IrCL3), ipiemz
ob¢ formy byly @ipraveny jako rekombinantni pro-enzymy, které byiozné pevést na
aktivni enzymy. Htomnost tohoto enzymu ve slinnych Zlazdch bylakardna i
proteomicky a pomoci stanoveni aktivit (MaresS et mépublikovano). Slinné zlazy kigt
zarova produkuji @inné inhibitory katepsinu L (tzv. sialostatiny).eké vyrazg ovliviuji
imunitni odpo¥d” hostitele (Kotsyfakis 2008; Sa-Nunes, 2009; Schwa012). Jaka je
tloha endogenniho kl&tiho katepsinu L ve slindch kié& je dosud nejasna. K poznani
jeho funkce by ra prispét i detailni imunolokalizace tohoto enzymu ve sfidn zlazach

v pribéhu sani kligtte na hostiteli, coz bylofpdmétem této diplomové prace.
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Obr. 4: @) Katepsin L ve vyvojovych stadiich kl&e I. ricinus; (B) Katepsin L (IrCL1) v tkanich polonasaté
samice kligtte I. ricinus; (C) Detekce proenzymu a aktivni formy enzymu katepsiflrCL1) v pribéhu sani
na hostiteli ve gevnim homogenatu kl&e I. ricinus pomoci Western blottingu, ifevzato ze Sojka et al.,
2008 (A, B), Franta et al., 2011 (C)].

1.3 Slinné Zlazy Kli¥at

v o~

Slinné Zlazy jsou nezbytnaiasti tla klis'at. Jedna se o népéi zlazu v dle klistte
zaji&’ujici sekreci slin (Sonenshine, 1991). Dokud klffz&ne sat na hostiteli, slinné zlazy
nejsou pl& aktivni (Walker et al., 1985). MnoZstvi vyproduleoych slin vziista v ptibchu
sani, coZz ma za nasledek efekiyén piijem Zivin z krve. Bhem sani totiz dochazi k navratu
az 70 % pebyt&né vody a iont zpet do hostitele (Bowman, 2004). Slinné zlazy obsahuj
farmakologicky aktivni latky napoméhajici p@gai imunitni odpo#di hostitele (Durden,
2002), jako antikolagulanty a vasodilatanty (Aneer®t al., 2005). KIligti sliny obsahuji
rovnéz tzv. cement, ktery seastni gichyceni kliséte na hostiteli. Cement uzavira pofan
vzniklé v mist kontaktu saciho Ustroji ki&e (hypostomu) a hostitele (Gregson, 1967;
Goodman et al., 2005). DalSi sloZkou slirrgeda enzym, inhibitori a histamir. (Sauer et
al., 1995). @lezitou roli hraji slinné Zlazy v obdobich mezi pedivymi piijmy hostitelské
krve, protoze absorbuji vodni paru ze vzduchu,oktgietvdeji v hygroskopickou tekutinu
umozujici klis‘atim zistat hydratovana a tedygiit (Bowman et al., 2004).

Slinné Zlazy jsou uloZeny anteriolatekéintéle klis€te. Jedna se o pérovy organ

pifipominajici svym vzhledem hrozen. Skladaji se ng#livych ovalnych véka (= acini)



spojenych slinnymi trubicemi, dukty. Dukty Ize dilfi podle jejich velikosti na hlavni,
sekundéarni a lobularni (terciarni). Lobularni dikts lumen acinu spojen tzv. kratkym
acinarnim duktem (Balashov, 1979b). Sliny, kterévge/éi ve slinnych Zlazach, jsou
slinnymi vyvody odvadny do salivaria. To se ¥le kliS€te nachazi mezi hypostomem a
chelicerami. Slinné Zlazy samic jsou sloZzenyieeh fiznych druli acinmi (I, Il a 1ll), kazdy
acinus je slozen Ziznych tygi burgk a obsahujeizné druhy sekgich vakua (Binnington,
1978), (obr. 5). Podleffitomnosti sekrénich granul Ize jednotlivé typy adirrozctlit na
skupinu agranularni (aciny typu 1) a granularnirf@dypu Il a 111), (Kaufman, 1987). Aciny
samicl. ricinus jsou tvaeny jednou aZz dsma vrstvami buék obklopujicimi lumen. Ty jsou
prostednictvim kratkého acinarniho duktiigmjeny k duktu lobularnimu (Kaufman, 1987).

Slinné Zlazy sanicobsahuji pouze dva typy adima to aciny typu | a IV. Aciny typu
II'a Il nejsou u samc piitomny. Slinné zlazy larev a nymf vykazuji strulémi podobnost
se slinnymi Zldzami dosfych kli&at. Rozdil je v nefitomnosti acid typu IV u larev
(Sonenshine, 2013).

, aciny IT a IIT
aciny ITT \—grl?{/
- T - j T
.'.r.f. .JH_‘I_ I 3\\'&”_\1@"{/
aciny Ly \( *y
LOAZAN o
TOD AU oy
AR
B.

Obr. 5: Schematické znazem slinnych Zlaz kligat z¢eledilxodidae(A), detail napojeni acinna
dukt B), (upraveno dle Simo et al., 2011).

1.3.1 Acinytypul

Aciny typu | sehravaji tlohu v absorpci vody uajesdch kligat (Gaede et al., 1997).
V porovnani s ostatnimi typy adirjsou nejmensi, neobsahuji granula a jsou lokafingv
v predni ¢ésti slinnych Zlaz, kde jsouipojeny @imo k hlavnimu vyvodu (Olivieri et al.,
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1992).Aciny typu | jsou tvéeny ¢tyimi typy burék neobsahujicich grant (velka centralni
buika a 3 druhy v§Sich burk), (obr. 6), maji vyrazhvyvinuty baalni labyrint a jejich
buiky obsahii velké mnozstvi mitochond (Sonenshine, 1991Agranularni acinyeledi

Ixodidaea Argasidaejsou si vzajemé velmi podobné, a to nejen strukturglale roviez

funkéné (Needham, Teel, 198!

central cell — :_

: Yy M‘}»p}-‘ra:r.rﬁdal cells

constrictor cell

13 eritubular cell

Obr. 6: Acinus typu |, upraveno dle Barker et 58884)

1.3.2 Aciny typu Il

Aciny typu Il jsou napojeny na sekundarni a terni dukty a lze je lokalizove
v predni a gstednicasti Zlazy Maji velké mnozstvi jader aaytoplasnd obsahuji sekrani
granula, ktera jsou uména u stran acik (Olivieri et al., 1992)UJ nenasatych samic jsou
aciny typi Il a Il vzdjemré velmi podobné, ghem sani vSak dochaz vyraznym zminam
nejen wultrastruktue, ale také veyziologii acini Il a Il (Sonenshine1991) Aciny typu I
se podili na tvorbcementu a prawgpodobné slouzi jako zdroj antikoagulai€oons et al.
1988). U acimi typu Il Ize pomoci elektronové mikroskopie ideiktifvat i typy
granularnich bugk (a, b, ), které se li¢ umistnim v acinu a svouelikosti (obr. 7).

Bunky typu a lze lokalizovat 'predni ¢asti acinu a jsou charakteristické s\
znanou velikosti (vice nez um), diky které jsou ta granula pozorovatelna i &elnym
mikroskopem(Sonenshine, 199. Granula obsahuji latky pdejici se na tvorb cementu
Tyto latky jsou uvailovany \prvnich tech dnech sani na hostiteli (Kemp et al., 1¢

K buinkam typua priléhaji buiky typub. Ty jsou u nenasatych kit mért ¢etné ne:
buiky a. Obsahuji velké mnozstvi elekt-denznich sedreé velkych granuli (fiblizn¢ 2

um) a dale mesdi granula (do qum) s mensi elektronovou denzit@dancova et al., 2(6).
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Buiiky typu c Ize pozorovat na strarprotilehlé vyvodu aciin typu Il a jsou ¥tSinou
neicetrgjSim typem granularnich bgk (Sonenshine, 2013). Obsahuji¢d& granula o
velikosti priblizné 400 — 700 nm a dalest&i elektron-denzni granula o velikostilpizné
2um (Vancova et al., 2006). U slinnych Zlazesirt nasatych a pknasatych samic lze
rozliSit 4 podtypyc burgk. Jednotlivé podtypy se liStgdevsim velikosti granul a déle jejich
prostupnosti pro primarni elektrony (Walker et 24887).

d s : o
Obr. 7: Aciny typu Il. A) Buiiky typua ab ze slinnych Zlaz nenasatyc

L Lo

£ s = g
h samic kt&st. ricinus, (B) buiky

typu b a c u ¢asté&né nasatych samic. AD — acinarni dukt, SD — slinnyod/a jeho struktury (st — ,spiral

thread", cl — ,cuticular lining“). Revzato z Vancova et al., 2006).

1.3.3 Aciny typu lll

Aciny typu lll jsou gFitomny pedevsim v postrannialastech zlaz. Tento typ adin
je v porovnani s ostatnimi typy ten WtSim pa@tem burk. Sekréni granula Ize pozorovat
predevsim Wasti napojeni acinu na dukt (obr. 8). Funkci &dypu Il je, kront sekrece
slin, iGast na osmoregulacébem sani kli$te na hostiteli (Olivieri et al., 1992). Aciny typu
[Il obsahuiji ti typy burgk (d, e, f), (Sauer et al., 1986).

Buiiky typu d se podobaja buikam aciri typu 1l. Obsahuji velkd granula (8m)
slozena zé&kolika heterogennich podjednotek liSicich se eteidvou denzitou
(Sonenshine, 1991). Lze je lokalizovat v blizkastinarniho duktu a jednotliva granula jsou
odclena membranami (Fawcett et al., 1981a).

Buiiky typu e acini typu lll obsahuji mala granula (04m), ktera spoléné sa
burkami ad buikami sekretuji hlavni slozky cementu, ktery slokii$téti k prichyceni na
hostitele (Jaworski et al., 1990).



v £

Bunky typu f se vyskytuji ' zadni¢asti acirii typu Ill, naproti acinarnimu duktu. M
rozdil od ostatnich bk v tomto typu acinuf buiky nenaséatych klfst neobsahuji granu
(Fawcett et al., 1981a). Ta se objevuji az pohyceni kliséte na hostitele. xem prvnch
dvou dnisani dochéazi ke vzniku velky granuli,jejichZz sekrece nasledrkorci a \ dalSich
fazich sanif buiky granula opt neobsahuji (Coons, Kaufman, 1988). Furf burgk je
sekrece vodw elektrolifi, diky které dokaze Kli& vyloucit ze svého orcnismu gebyte&nou
vodu a soli a zefektivnit takifpem krve hostitele Tento typ butk je charakteristick
cetnymi zahyby plazmatické membranrozsahly bazalni labyrinty velkym mnoZstvim
mitochondrij coZ je typické pro hiky transportujici tekutiny (onenshine, 199.

V pribéhu sani dochazi u obou typacini ke zwtSovani jadra a narfstu
cytoplasmy, coz ma za nasledeketdeni celkového objemu slinnych z, aniz by doslo

k naristu p@&tu burek (Sauer et al., 199!

lobular duct

E cells

Obr. 8: Aciny typu Ill. A) Schéma acinu typu llid( ef buiiky), upraveno dleBarker et al., 1984 B)

acinus typu Ill u nenasatych sanl. ricinus, prevzato z Vancova et al., 2006.
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2. Cile prace

1. Pfiprava imunitnich sér pro imunocytochemii, izolaireunoglobulinové

frakce protilatek a purifikace protilatek pomoadnéhi chromatografie.

2. Imunolokalizace izoforem katepsinu L ve slinnychzAch pomoci transmisni

elektronové mikroskopie.
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3. Material a metody

3.1 Priprava primarnich protilatek

Primérni protilatky se uplatji v celéfadk® imunochemickych metod. Podstatou
téchto metod je vytvieni specifickych protilatek e obratlové (kralik, koza, prase a
jini), jejichz imunitni systém reaguje na injikovancizorodou latku (protein) vytvenim
protilatek. Protilatky jsou poté izolovany z krefaiséra v podabimunoglobulinové frakce.
Pro lepSi specifitu je Ig frakci mozné afirdtpurifikovat. Takto ziskané priméarni protilatky
jsou nasled& pouzity @i lokalizacich v tkanich. Nezgané primarni protilatky se specificky
vazi na proteiny (antigeny). K vizualizaci komplepnotein — primarni protilatka se pouziva
znaend protildtka sekundéarni, ktera je drubiaspecificka wéi protilatkam primarnim.
Sekundarni protilatku je mozné vizualizovat s pomeczymatickych barevnych reakci,

fluorescence, chemiluminiscence, radioizotopovétaseni, popipact t¢Zkymi kovy.

3.1.1 Chov klistat | xodesricinus

Klistata, ktera byla pouzita pro nasledujici pokusy,abgbirana metodou
vlajkovani v Braniovském lese pobliEskych Budjovic a umistna v laboratornim chovu
Parazitologického Ustavu AkademiedvCR. Samice kliat byly uchovany ve skleénych
nadobach s vihkosti 95 %iikonstantni tepl@t 26 °C. Pro nasledujici pokusy bylo pouzito
dosglych samic kligat, které saly na laboratornich raatech, na kterych byla ktigta
upevréna pomoci pryZzovych klobgku (obr. 9). S laboratornimi zity bylo zachazeno dle
zakona 246/1992 Sh., na ochranuatproti tyrani.
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Obr. 9: Strojeni maat pro sani klig@t v laboratornim chovu Parazitologického Ustavideskych
Budgjovicich. (A-C) Jan Erhart, (D) Jana Schrenkovd).

3.1.2 Priprava imunnich sér

K priprav primarnich protilatek proti testovanym peptidaz@r@L1, IrCL3) bylo
pouzito laboratornich kralik ktefi byli imunizovani rekombinantnimi proteiny. Tyto
proteiny byly ziskany expresiB. coli (Sojka et al., 2007, Franta et al., nepublikovano)
Ziskané sérum bylo vyuZito pro purifikaci specifick protilatek.

3.1.3 Priprava imunoglobulinové frakce

Imunoglobulinové frakce byla ziskana vysradZzenins@a naimunizovaného krélika
pomoci kyseliny kaprylové. Za stalého michani bylichan jeden dil séra sedva dily
50 mM Na-acetatového pufru, pH 4,0. Doésimséra a Na-acetatového pufru byla postupn
pfimichavana kyselina kaprylova v davkach j@5na jeden mililitr smsi, kdy jednotlivé
piidavky kyseliny byly od sebe oddné 2-5 minutami. Ke srdZeni dochéazelo po dobu
hodiny a @l v chladové mistnosti, které bylo nasledovano rifigiaci sngsi pii 5000 rpm
v trvani 10 minut. Sis byla poté fefiltrovana ges filtratni papir a ziskany supernatant
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dialyzovan pes noc v chladové mistnosti proti 2L 5mM N®Q,. Frakce protilatek byla
zakonzervovanaranim azidu sodného o vysledné koncentraci 0,0P#¥4praci s azidem
sodnym bylo phlédnuto ke skutosti, Ze se jednd o nebezpg jed. Pro ufeni
koncentrace protilatek bylo pouzito metody podladdordové (Bradford, 1976). Kalibfai
kiivka byla znétena pomoci hasziho sérum albuminu. Jako blank bylo pouZzito 00
Bradford ¢inidla a 50 ul dialyzainiho roztoku. Tento blank neobsahujici Ig frakci by
fotometricky porovnan s vzorkem ttemym 500ul Bradford média, 4Qul dialyzainiho
roztoku a 1Qul Ig frakce. Hodnota byla vynasoben&ipaby bylo gihlédnuto k pouzitému
fedni frakce protilatek.

3.1.4 Purifikace protilatek pomoci afinitni chromatografie

Ackoli byl kralik predem naimunizovan poZzadovanym rekombinantnim prene)
neni mozné vylatit, Ze se Bhem svého Zivota nesetkal s antigenem jinym a tueiz
imunoglobulinova frakce neobsahuje zamowyiné nez pozadované protilatky. Z tohoto
duvodu byly protilatky afinité purifikované,¢imz se zvysila jejich specifita a patia
nezadouci KzZna reaktivita. Podstatou metody je navazani §ipkgch protilatek na

rekombinantni protein (antigen) a tedy jejich saparod ostatnich protilatek.

3.1.4.1 Riprava rozpustnych rekombinantnich proteina

Roztok obsahujici rekombinantni proteiny, 8 Mdmanu a 125 mM imidazol o
pH 8,5 byl nalit do dialyzmiho stivka, utsnén svorkami a penesen do pufru A (4 M
mocovina, 150 mM NaCl, 100 mM NaHGO10 mM merkaptoetanol a 20% glycerol, pH
upraveno pomoci kyseliny chlorovodikové na pH 8P9)stupné promyvani vzorku pufry
slouzi k vymyti meoviny a imidazolu z roztoku protainDialyzani stivko s proteiny bylo
v pufru A ponechanoips noc (10 — 12 hodin) na michadle v chladové mésitrPo uplynuti
stanovené doby byla polovina objemu pufru A nahmazpufrem B1, ktery bylijfpraven
smichanim 0,5 M NaCl, 100 mM NaH@®0 mM merkaptoeanolu a 10% glycerolu, pH 8,3.
Po @iblizné osmi hodinach byla polovina pufru (A + B1, 1:1)hnazena pufrem B2, ktery
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byl sloZzen z 0,5 M NaCl, 100 mM NaHG(pH 8,3. Ve srisi pufii bylo stivko s proteiny
ponechano i@s noc na michadle v chladové mistnosti. Nésleéddgn bylo vymdnéno
dialyzani stivko z divodu znepitchodréni pori glycerolem, ktery byl obsazen v pufrech, a
umisgno do pufru B2. Poijblizné osmi hodinach byl roztok proteirz dialyz&niho stivka
centrifugovan po dobu 10 minuti 500 rpm a zmrazen na -80 °C.

Po rozmrazeni byl vzorek centrifugovan (10 minb$00 rpm) a v ziskaném
supernatantu byla zffena koncentrace refoldovanych rozpustnych prateggomoci

Bradford¢inidla.

3.1.4.2 Navazani rekombinantnich proteifi na sorbent

0,5 g lyofilizovanych CNBr- aktivovanych sefarézantastic 4B (GE Healthcare)
bylo 30 minut michano plastovou Izici s20 ml 1 mCl, kdy doSlo k nabobtnani
sefar6zovycltastic. Poté bylyastice 15 minut promyvany s 480 ml 1mM HCI na séien
frit¢ v Erlenmeyeroy baice se vzduchovou vyvou. Castice byly poté promyty 100 ml
vazebného pufru B2,femistny z frity a smichany s roztokem rekombinantnicbteini
v poneru 1:1. Vznikla sms byla ponechana na michadié pokojoveé teplat. Po uplynuti
dvou hodin byla sis sefarézovychéastic a rekombinantnich protéincentrifugovana
5 minut @ 4000 rpm. Do vzniklého peletu byl@gigano 10 ml blokovacihginidla z 0,2 M
glycinu (pH 8,0, 4°C, 16 hodin). Blokovaci médiumjigtilo inaktivaci aktivnich skupin
sefar6zy, na které se dalSi proteiny nemohly ndvadasupernatantu byla zifena
koncentrace protein dle Bradfordové, jejimz cilem bylo potvrzenéinnosti navazani
rekombinantnich proteinnacastice (obr. 10A). Pro katepsin L1 byla zaznamemarava
koncentrace navazanych proigipro katepsin L3 koncentrace f8/ml (v idealnim pipact
maji byt koncentrace navazanych proteimulové). Nasledh byl pelet rozsuspendovan
v 30 ml pufru B2. Sefar6zou&astice byly poté sidaw promyvany pes fritu s 50 ml pufr
B2 a B3 (0,5 M NaCl a 0,1 M octan amonny, pH 4prRyvani probihalo vt krocich.
Sefar6zoveécastice s proteiny byly nasleéinresuspendovany a smyty z frity pomoci
sterilniho PBS (8 g NaCl, 0,2 g KPOy, 2,9 g NaHPO, . 12H0 a 0,2 g KCI. Chemikalie
byly smichany, dopkny do objemu 1 litr destilovanou vodou a autokl&vmy).
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3.1.4.3 Afinitni purifikace

Nasled® byla v chladové mistnosti imunoglobulinova frak@ ml) smichana
v poneru 1:2 se sterilnim PBS a kolona obsahujici setarézastice 10 minut promyvana
fosfatovym pufrem (pblizn¢ 50 ml). Poté bylo PBS nahrazeno IgG frakci a vaurbélatek
na rekombinantni antigen probihal&i pomalém pitoku (100 ul/min) po dobu 6 hodin,
(obr. 10C). Nezachycena, tzv. ,flow through (FTpkce byla jimdna a uschovana pro
nasledujici kontrolu (10B). Poté byla kolonatbpromyta sterilnim PBS {iblizn¢ 50 ml).
Poté byly navazané protilatky eluovany kyselynmteim pufrem B4 (0,15 M NaCl a 0,2 M
glycin, pH 2,2), (obr. 10D). Bbéh chromatografie byl monitorovdn pomoci UV monitoru
pii vinové délce 280 nm. Frakce vytékajici z kolorgyhjimany do zkumavek viblizné
pétiminutovych intervalech a okamé&ineutralizovany roztokem 1 M Tris-base na pH 7-8.
Nasledovalo promyti kolony sterilnim PBS (10 minat)sahujicim 0,02% azid sodny.
Koncentrace protilatek jednotlivych frakci byla &mena dle Bradfordové a frakce

s nejvyssim obsahem protilatek smichany a zakoogzany 0,02% azidem sodnym.

Obr. 10: Schéma afinitni purifikace protilateR) (Sefar6zové&astice s navazanym rekombinantnim proteinem;
(B) Imunoglobulinova frakce protilatek nanesena n#oho s navazanym rekombinantnim proteine@) (
odmyti nespecifickych protilatekD) vyvazani specifickych protilatek.

3.1.5 Ovéreni specifity protilatek na s¥evnim homogenétu

Specifita protilatek byla asena pomoci Western Blotu (Towbin, 1979) na
strevnich homogenéatech Ki&t, protoZze fitomnost katepsinu L1, resp. L3 véestech byla
ovérena jiz dive (Franta et al., 2011; Kordkiova, 2012). Cilem Western Blotu bylo tedy
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pouze ovfeni kvality protilatek, nikoli pfitomnosti peptidaz ve vzorku. Sestrest

z polonasatych samic bylo homogenizovano se [{1I56x koncentrovaného vzorkového
pufru s dithiothreitolem (DTT) v po#nu 12,5 mg DTT (32 mM DTT, 0,25 % (w/v)
bromfenolova mot) na 500ul vzorkového pufru (0,75 M Tris/HCI, pH 6.8,5 % SPE%
(v/v) glycerol) a v&no 15 minut 100 °C. Snis byla doplgna destilovanou vodou na
objem 600ul a centrifugovdna 5 minuttipl3 300 rpm. Supernatant byl rozalikvotovan,
zmrazen i -20 °C a uchovan pro naslednou elektroforézu.

Elektroforéza probihala v elektroforetickém pufsa dobu piblizné jedné hodiny
(15 minut 100 V, poté 45 minut 200 V). Elektrofocky pufr obsahoval 25 mM Tris,
192 mM glycin, 0,1 % SDS. Marker LMW (Low MoleculdVeight Electrophoresis
Calibration Kit, GE Healthcare) slozeny 218 LMW, 80 ul destilované vody a 20l DTT
byl povaen @i 100 °C giblizn¢ 5 minut. Kazdého vzorku ¢etné markeru) bylo pouzito
15ul. Gelovou elektroforézou bylo docileno réfehi proteiri obsazenych ve igvnim
homogenatu na zaklaadliSné pohyblivosti ve stejnogmmém elektrickém poli, ktery je dan
rozdilnou  molekulovou  hmotnosti  jednotlivych  protei (Laemmli, 1970).
V polyakrylamidovém gelu tak proteiny vytkity tzv. zény (bandy).

Nasled® byly rozclené proteiny elektroforeticky ipneseny z gelu na povrch
polyvinylidenfluoridové (PVDF) membrany (Imobilonkterd byla pedem aktivovana
metanolem. Fenos probihal po dobu 120 minut za konstantnihagud 50 mA. Blotovaci
pufr byl pripraven z 0,125 M Trisu, 0,96 M glycinu, 20 % metiana 0,1 % (w/v) SDS.

Cast membrany s markerem byla obarvena pomoci CeienBsilliant Blue R-250.
(0,05 % Coomassie Briliant Blue R-250, 50 % (viAgtamol, 10 % (v/v) kyselina octova).
Doslo tak ke zviditeleni polohy bilkovin v markeru, membrana byla poneehav
roztoku barviva po dobu 5 minut a nasledunlbarvena odbarvovacim roztokem (25 % (v/v)
metanol, 10 % (v/v) kyselina octova), (Fox, 1987).

Pro detekci proteih specifickymi protilatkami bylo feba povrch membrany tzv.
zablokovat inertnim proteinem, protoZe povrch me&mprvaze jak antigen, tak i protilatky.
Nespecificka mista byla zablokovana 5 % tiejun mlékem v 1x PBS gigavkem 0,05 %
detergentu Tween 20. V tomto kroku doslo k navandétného kaseinu na vSechna mista,
kam se zatim nenavézaly proteiny z gelu. Proto @akp molekuly imunoglobuliri
nemohou nespecificky navazat na povrch membrarypalize na specifické epitopy na
pieblotovanych antigenech. DoSlo tak k vyraznému eniZumu pozadi a k vyléeni
faleSné pozitivity.

Pro identifikaci nami hledanych protéir(katepsin L1, katepsin L3) bylo pouZito
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jednak specifickych protilatek protiémto proteirim (Ab), imunoglobulinové frakce
protilatek (IgG) a flow through (FT) viznych koncentracich (tab. ). Inkubace probihala

pies noc na vykyvném michadle v 5 % mléce v PBS-T.

Tab. I:Reckni primarnich protilatek.

- . . Koncentrace « . Vysledna konc.
peptidaza Zdroj protilatek orotilatek fug/mi] Redkni prgtilétek Lg/mi]
IgG 208 1:100 2,08
katepsin L1 FT 196 1:50 3,92
Ab 70 1:10 7,0
lgG 227 1:100 2,27
katepsin L3 FT 189 1:50 3,78
Ab 190 1:25 7,6

Po uplynuti doby inkubace byla membrana promyta 3 minut v PBS-T a
pienesena do roztoku sekundarni protilatky proti i&@l proteimim (SWAR/PX,
Sevapharma a.s.), kter4 se vaze na primarni pkotika kterd je konjugovana s enzymem
peroxiddsou umaijicim vizualizaci. Inkubace sekundéarni protilatkoaedsnou
v koncentraci 1 : 1000 v PBS-T probihala po dobdnge hodiny a byla nasledovana
promytim membrany 2 x 5 minut v PBS-T.

Vyvolani probihalo ve 100 mM Tris/HCI (pH 7,5) 8gavkem diamidobenzidinu
(na 50 ml Tris/HCI giblizné 10 mg diaminobenzidinu) a 50 30 % peroxidu vodiku.

3.1.6 Ovéreni pritomnosti travicich peptidaz ve slinnych Zldzach

Po owteni specifity protilatek bylo ijistoupeno ke zjighi pritomnosti travicich
peptidaz (IrCL1, IrCL3) ve slinnych Zlazach kéi&l. ricinus. Western blot byl proveden na
vzorku extraktu slinnych Zl4z kti&t (SGE) krmenych 7 dni na neimunizovanych d¢atach,
kdy obsah proteiin byl 818 ug/ml. i pokusu se postupovalo analogicky jako \Western
blotu na stevnim homogenatu. Koncentrace primarnich prokilgbeoti katepsinu L1
(IrCL1) byla 1,4ug/ml a proti katepsinu L3 (IrCL3) 3;8y/ml.
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3.2 Imunolokalizace peptidaz na kryorezech

3.21 Priprava vzorki pro elektronovou mikroskopii

Slinné Zlazy kligat, pouzité pro nasledujici pokusy, byly pitvanyaznych
¢asovych intervalech (kifata 3 dny sajici, 6 dni sajici a plnasata). Pro lepSi manipulaci
byly samice gchyceny na Petriho misce naphe voskem a pitvany v PBS pod
binokularnim mikroskopem (obr. 11A,B). S pomodiZzek a pinzet byla vzdy odstrara
posteriorni kutikulagimz do3lo k odhaleni vifitich orgai kligtat (obr. 11C)Cast slinnych
Zl4z (obr. 11D,E) byla promyta v PBS a nasucho Zewa v -80 °C pro poz{$i pokusy (2
x 19 Zl4z tidennich kligat, 2 x 14 Zlaz Sestidennich Ki$ a 2 x 15 Zlaz ptnaséatych
klistat). Zbylé zlazy byly vypitvany a fixovany roztokamipravenym ze 4 % formaldehydu
a 0,1 % glutaraldehydu v 0,1 M Na-fosfatovém pufpd 7,2-7,4. Formaldehyd byl
pripraven depolymerizaci paraformaldehydu. Parafadetald byl smisen s destilovanou
vodou a roztok byl at&t piblizné na teplotu 70 °C, zakal byl ¥gfen pomoci NaOH. Po
zchlazeni byl do roztokurjglan fosfatovy pufr a glutaraldehyd. Fixace proldhaza rotani
michace @i pokojové teplat po dobu dvou hodin. Po uk&eni fixace byl fixani roztok
odstragn a nahrazen. Toho bylo dosazeno vymyvanim vzerR,1 M fosfatovém pufru
s 0,01 M glycinem (3 x 10 minut). Nasledbyly vzorky feneseny do 2,3 M sacharézy,
kterou byly slinné zlazy syceny po dobu nasledchi@-4 dri pii teplot 4°C.

Obr. 11: Pitva kliat, Sipky znazaduiji slinné zlazy. A, B) Schrenkova;-F) upraveno dle Edwards
et al., 2009).

19



Po uplynuti stanovené doby byly vzorlpinzetou pieneseny na kovové pin
piebyt&na sachardéza byla odsata pomoci o papiru a vzorky byhpondeny do
tekutého dusiku, kde byly uchov: a gipraveny pro dalSi zpracovani.

Pred samotnym krajenim bylo pgeba gipravit stky, které v elektronové
mikroskopii slouzi kmanipulaci ultratenkymi fezy. Nklové stky promyté 100 %
acetonem byly kladeny rfarmvarovoublanu. Formvarova blana byldipravena ponienim
kryciho skléka do 0,3 % formvaru chloroformu (obr. 12A)Po uplynuti jedné minuty by
sklicko opatrg vynato zroztoku a pomoci diamantového hrotoyla blana na povrch
sklicka rozkrjena tak, aby sethem splavovani uvolnila na vodni hlac (obr. 12B). Poté
bylo sklicko pondeno do odstaté destilované vody pod Uhlem 90° eabddny (z kazd«
strany skitka jedna) byly splaveny na hladinu destilované ' (obr. 12C). Na blany byly
kladeny sfky a pomoci parafiimu doSlo vyzvednuti blany se #ami z vodni hladiny.
Nasledr byly st’ky pouhlikovan (JEOL — JEE 4C).

_,:___-:h_--{f---| ]
L

Obr. 12 Schéma fipravy formvarové blan (A) pondeni skltka do roztoku formvaru,B) nakrojeni blany

diamantovym hrotem() splavovani fcmvarové blany.

Krajeni prepardit probihalo na ultramikrotomu LEICA UCT 6 vybavenél
kryokomorou wvtekutém dusik. Prvnim krokem fi krajeni ultratenkychezi byla Uprave
vzorku na pozadovany t\, tzv. trimovani. Cilem trimované péiprave délky fezné plochy
na velikost do 25Qum. Celni strana vzorku byla skrojena do tviitverceéi obdélniku (v
zavislosti na tvaru prepara. Trimovani je pateba provad precizre as co mozna nefisi
presnosti. Dikypravidelnému tvardezné plochyse pii ndsledném kréjerjednotlivé fezy
neoddluji, ale skladaji s&lo pasky, kterou je snazstepéstna stku a minimalizovat tak

nebezpeéi posSkozentfezi transportem kryokomory (obr. 13).
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Obr. 13: Ultratenkdezy skrajujici se ve for&pasky.

Trimovani probihalo i teplo€ -80 °C s pomoci skléného noZe. Bhem
trimovani jsou odkrajovany negebnécasti vzorki, proto bylo mozné cely proces urychlit
odkrajovanim silgjSich fezi (500 nm), (obr. 14A-D). Skleémé noze byly ppraveny
z odma&inych sklegnych platt metodou rovnovazného lamani (Hagler, 2007%). této
metodt je na sklo vyvijen takovy tlak, aby k odlomeniaski mis¢ vrypu diamantem doslo
po uplynuti piblizné 3 minut. Po dosazeni optimalniho tvamezné plochy vzorku byl
sklereny niz vymeénén za iz diamantovy a zmrazené zlazy byly krajerty tpplot -100
°C. Hi krdjeni bylo pouzivano anti-statickéiizzeni (Leica EM UC 6), které odvéd
nezadouci elektrostaticky nabo§imz se vyrazé usnadnila manipulace s kigzy.
Jednotlivé vzorky byly krajeny naiplizné 80 - 100 nm moie se lesknoudiezy. Kryaezy
byly z kryokomory peneseny ktikou o pfiméru 2 mm pontené do roztoku z 1%
metylcelulézy a 1,15 M sacharézy na 3 mm niklowkysi Roztok 2 % metylcelul6zy byl
piipraven z praskové metylcelulézy a destilované veahyjchané v poZzadovaném poma
michan pes noc pi 4 °C. Nasledujici den byl roztok centrifugovahddinu g 14 000 rpm
a teplot 4 °C.
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Obr. 14; Schéa trimovani vzorki (A-D) V kazdém kroku ot&eni preparatu o thel 9

3.2.2 Lokalizace travicich peptida:

Z kryorezi bylo nejdive zapotebi odmyt ochrannou vrstvu % metylcelulézy s
1,15 M sachar6zouSitky byly prenaSeny pomoci kltky o priméru & mm. Vymyvani
metylcelul6zy / sachardzprobihalo na ledl kdy byla kazda ska promyvana destilovanc
vodou 3 x 10 minut. Po odmyti metylcelulc / sachar6zy doslo ébnazeni krytezi, které
musely byt az dopstovného zaliti dcroztoku metylcelulézy na konci pokusu drzeny
vlhkém prostedi, aby nedoSlo jejich poSkozeni a ke vzniku artef@kiK vyblokovani
nespecifickych vazeb bylo pouzito blokovaciho ramtoktery byl gipraven :1 % BSA
v 0,01 M PBS-T (0,08 Tween 2C a pefiltrovan pges 45um filtr (Millex®). Poté byl
roztok smichan § % neténym suSenym mléke (Biotechnology, San—Cruz). Blokovani
probihalo 1 hodinuip pokojové teplat.  Primarni protilatky proti katepsinu L1 byly
fedny v pongru 1 : 2 (35ug/ml) a protilatky proti katepsinu L3 pormeru 1: 4 (47,5ug/ml)
v 0,5 % BSA v PBSSIlinné zZlazy ruzré nasatych kligt (i dny sajicich, 6 dni sajicic
resp. plg naséatych kligat) byly inkubovany 3,5 hodiny odi@én¢ s obéma typyprotilatek a
zérovei byla provedena kontrola, kdy byla primarni prakiéganahrazena PE-T.

Po uplynuti dan@oby byly primarni protilatky vymy' pienesenim gek na dalS
kapky PBST a 6 x 5 minutpromyvany. Nasledn byly vzorky pteneseny ¢ roztoku
sekundarni protilatkyktery obsahoval zlaté natéstice (10 nm) konjugované s proteir A
(pA10, Aurion, Nizozemi)v 0,5 % BSA v PBS v podnu 1:40. O hodinu poziji byly
vzorky opt promyty 6 x 5 minut PBST a peneseny na led, kde byly prom
3 x 10 minut destilovanou vodou. Vzorky bylygneseny do % vodného umylu, ktery byl
piefiltrovan ges 45um filtr a smichan 2 % metylcelul6zou pontru 1 : 9. Jednotlivi

sitky se vzorky byly woztoku urinylu inkubovany po dobu 30 s + 30+ 1( minut @i 4 °C
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(3 x vymena roztoku). Po uplynuti stanovené doby bylkgisebrany z roztoku uranylu a
metylcelul6zy pomoci kiky o priméru 3,5 mm. Odséatimipbyt&ného roztoku pomoci
filra¢niho papiru doSlo k vytweni tenké metylcelulézové vrstvy na povrchitksitktera
zabranila vysychaniezi. Po uschnuti filmu byly sky opatrré odctleny od klcek a takto
piipravené vzorky byly nasledrpozorovany pod transmisnim elektronovym mikroskope

Pozorovani a vyhodnocovani zmrazenych prepag@bbihalo na transmisnim
elektronovém mikroskopu (JEOL 1010 a JEOL 2100)haweném CCD kamerou.iiP
pozorovani byly anti-kontamidai clony elektronového mikroskopu chlazeny tekutym
dusikem. Diky tomu byly chr&ny ostatni sotAsti mikroskopu fed kontaminaci latkami,
které se vypalji z hydratovanych roztatych kriemwi.

Snimky pdizené pod elektronovym mikroskopem byly vyhodnocgmymoci
softwaru JEOL Standard TEM, Soft Imaging Systerm bgl vyuzit roviez ke statistické
analyze vysledk protoZe software mimo jiné umiafie mefit obsah ploch sighlédnutim
k pouZitému z¥tSeni. Plocha granuln® a paet zlatych nangstic umoznil stanovit a
porovnavat fitomnost katepsinv granulich viiznych fazich sani kli&e na hostiteli (p&et
castic/celkovy obsah ploch).

Fotky slinnych Zlaz, pdzené pod elektronovym mikroskopem, a prezentovaiééo
diplomové praci, byly upraveny ve veélmostupném programu Image J (Image Processing

and Analysis in Java).
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4.Vysledky a diskuze

4.1 Priprava imunitnich sér pro imunocytochemii, izolace Ilg frakce

protilatek a purifikace protilatek pomoci afinitni chromatografie

Prvnim cilem této diplomové prace bylaigrava protilatek proti travicim
peptiddzam, katepsinu L1 a L3, pomoci afinitni fokeice. Ziskané protilatky byly vyuzity
pii lokalizaci katepsifi ve slinnych Zlazach kli&e I. ricinus.

Sérum kralika imunizovaného rekombinantnimi protdiylo pouzito jako zakladni
material pro zisk protildtek. Ngjove byla vyizolovana imunoglobulinova frakce
s koncentraci protilatek 2Q&)/ml pro katepsin L1 a 227g/ml pro katepsin L3. Specifické
protilatky byly ziskdny pomoci afinitni chromatofiea Vysledna koncentrace protilatek
proti katepsinu L1 byla 7@g/ml a protilatek proti katepsinu L3 19@/ml.

Vzhledem k slozitosti celé metody a k moznosti pné&gné izolace a separace
protilatek, bylo teba o¥iit jejich kvalitu a tedy i spravnost celé metodyidto Eelim
byla vyuzita metoda Western blot, ktera byla pr@red na $evnim homogenatu samic,
protoze pitomnost obou peptidaz verstech byla potvrzena wedchozich studiich, a tedy
slouzila pouze k potvrzeni futikosti acistoty protilatek, nikoli k identifikaci proteaz v
danych tkanich. Cilem metody bylo jednak stanovesioty protilatek, dale pak potvrzeni
dokonalého odg&eni specifickych protilatek od protilatek ostatmia nakonec potvrzeni
hypotézy, Ze v imunoglobulinové frakci bylyifpmny nejen protilatky proti nAmi hledanym
antigerim, které byly usggné vyseparovany, ale také protilatky, které vytvamunitni
systém kralika bez ohledu na jeho imunizaci.

Z vysledku pokusu (obr. 15) je patrné, #e zisku a geciStovani protilatek proti
katepsinu L1 bylo dosaZzenocekavanych vysledk Ackoli imunoglobulinova frakce
obsahovala v nejvySsSi i protilatky proti katepsinu L1, byly zde rasn péitomny i
protilatky dalSi, by ve vyrazg nizSich koncentracich. To vede k &ay Ze byla afinitni
purifikace vhodnou metodou k dosaZzeni maximalni mdapecifity protilatek, a tedy i k co
zlazach.

RovreZz bylo potvrzeno, Ze specifické protilatky protitdgasinu L1 byly Gsgsne
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vymyty z imunoglobulinové frakce. To je patrné pfimmnosti bandu v oblasti, kde by byl
katepsin L1 éekavan (28 kDa). Zarowetak bylo potvrzeno, Ze¢chem metody nedoslo ke
snizeni koncentrace specifickych protilatek, alect$iy byly zachyceny na sefar6zove
nosce.

Na za¥r byla owiena specifita jiz fecisStenych protilatek proti katepsinu L1. Ze
ziskaného vysledku je mozné dojit k &d@y Ze protilatky byly Usgsne separovany z frakce
imunoglobulifi a Ze nedoSlo k vyraznému poklesu jejich konceatrd@kto pipravené

protilatky proti katepsinu L1 bylyfjpraveny pro dalSi pokusy na slinnych Zlazaghng
nasatych kligat.

O
~
=

Obr. 15: Katepsin L1 (IrCL1) veigtvnim homogenétu kl&e I. ricinus. (1) LMW marker; @) profil proteini

strevniho homogenatu3) Imunoglobulinova frakce#) Flow through; §) specifické protilatky.

Obdobnym zpisobem bylo postupovandipurifikaci protilatek proti katepsinu L3.
Rozdil spgival pouze v rozdilnémiedkni pouzitych vzorlk vzhledem Kk rozdilnym
koncentracim protilatek proti éima katepsitim.

Z vysledki je patrné, Ze imunoglobulinova frakce protilatddsahovala i jiné, nez
nami hledané protilatky (IrCL3), které bylghem purifikace usgEns odcleny od protilatek
specifickych (obr. 16).
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Obr. 16 Katepsin L3 (IrCL3) ve sevnim homogenatu kli&te I. ricinus. (1) LMW marker; 2) profil proteini

strevniho homogenatu3) Imunoglobulinova frakce4) Flow through; ) specifické protilatky

4.2 Imunolokalizace izoforem katepsinu L ve slinnych Zzlazach pomoc

transmisni elektronové mikroskopie

DalSim cilem této diplomové prace byla lokalizacgegainu L1, resp. L3 v
slinnych Zldzach kli&t 1. ricinus v pribéhu sani pomoci transmisni elektrono
mikroskopie. Nejéive bylo potebaowetit pritomnost vySe zmimych peptidaz ve slinnych
Zldzach Kkligat. Ktomuto &elu byly pouzity afinitd preciStené protilatky ziskan
v predchozich pokuseckc¢koli bylo pouzito ogt metody Western blot, jejim cilem neb
tentokrat o¢treni specifity protilatek, ale pomoci protilék potvrdit gitomnost katepsin
L1 (IrCL1) a L3 (IrCL3) ve slinnych Zlazach. ¥ysledki je patrné, Ze abizoformy
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katepsinu L jsou ve slinnych Zlazachitpmné. Katepsin L1 (IrCL1) je zde ve
form¢ aktivniho enzymu (28 kDa) spdél® se Stpnymi produkty o niZzSi molekulové
hmotnosti (obr. 17.3). Katepsin L3 je ve slinnydazach kliskte pritomen gevazrie ve
formé proenzymu, @emz s¥dci band o velikosti fiblizné 40 kDa (obr. 17.4). Vzhledem ke
skute&nosti, Ze v nasledujicich pokusech bylyéopeptidazy lokalizovany ve slinnych
Zldzach viznych stadiich sani kl&e na hostiteli, bude vhodné pouzit homogenaty
slinnych Zlaz ziskané ¥¢hto fazich sani a pomoci metody Westen Bloit lkoncentrace

obou peptidaz v fibé¢hu sani.

Obr. 17: Katepsiny L1 (IrCL1) a L3 (IrCL3) ve slinch Zlazach kligte I. ricinus. (1) LMW marker; @) profil
proteini slinnych zlaz; ) katepsin L1 (IrCL1);4) katepsin L3 (IcCL3).

Po owteni gitomnosti obou izoforem katepsinu L ve slinnychzaiéh kliséte bylo
pristoupeno k lokalizaci katepsinu L1, resp. L3 viarsfch Zlazach. ftomnost obou proteaz
byla atekavana v okrajovychtastech acitn typu Il a v celém objemu adintypu II.
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Hypotéza vychazela ze skatesti, Ze pra¥ v téchto ¢astech slinnych Zlaz jsouitpmna
sekré&ni granula (Sonenshine, 1991).

P¥i pripraw preparai pro elektronovou transmisni mikroskopii bylo vywzmetody
zn&enifezi na roztatych krykezech, kterd byla nazvana podle svého objevitaéepora
Tokuyasuho (Tokuyashu, 1973) a u které byl gpzzinénén zpisob sbirani krykezi (Liou
et al., 1996). Oproti klasickému igobu gipravy vzorki vhodnych pro imunolokalizaci,
kde se preparaty zalévaji do prylkyLR-White a jiné), kryometodami Ize vzorky zaelab
blize nativnimu stavu, a to befigavki cizorodych latek, jakymi jsou n#glad organicka
rozpoustdla slouzici k odvodimi vzorki. Jedinym potencialnim denattindm krokem je
tedy fixace. Diky SetrjSi pripraw vzorki jsou (ve srovnéni s materialy zalitymi do
pryskyic) nejen lépe zachovany antigeny, ale také #Sivpenetrace primarnich i
sekundarnich protilatek s navazanymi zlatymi asticemi (Kellenberger et al., 1987).
Kryometody zazivaji v s@asnosti velky rozvoj a jsou stalastji pouzivany pi piipravach
preparai pro biologickou elektronovou mikroskopii. Zardvese vSak jedna o velice
naranou metodu, kter& musi byt prowéd s naprostou preciznosti a s dostaimi
zkuSenostmi. Pokud tomu tak neni, dochazi k poskozeorki, ke vzniku artefakt a ke
zkresleni vysledik

Predpokladem pro Ugpné zmrazeni preparatu a pro minimalizaci Skivdrpazeni
je nutna dostate¢ vysoka chladici rychlost. Pokud chladici rychlasdosahne hranice
mezi 10° - 1P K/s™, dochazi k poskozeni vzorku a ke vzniku artéfaf@attersbyet al.,
1994) Ty jsou zmsobeny pedevsim vznikem krystalvody v nesprawhzmrazenych nebo
opétovre rozmrazenych preparatech a vedou k poSkozenistilikdury krydezi. Proto
nesmi zmrazené preparatyjip do teplot gevysujicich -80 °C.

Fixované vzorky mohou byt prosyceny kryoprotekeamt ktery umoituje kvalitni
zamrazeni preparatdimizSich rychlostech chlazeni (metoda p@md preparatu do tekutého
dusiku), protoZe kryoprotektant prosyti vzoréknz zajisti snizeni teploty rekrystalizace a
zarovei zvySeni teploty tuhnuti (Ripper et al., 2008).

4.2.1Lokalizace katepsinu L1 ve slinnych Zlazach kligte . ricinus

Pro lokalizaci katepsinu L1 bylo vyuzito afinitnpieciSténych primarnich
protilatek, které byly ziskany ¥@dchozich pokusech. Z&alem zisku co nejkvalitjSich
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vysledii byly protilatky proti katepsinu L1 pouzity ve dvoncentracich, a sice 3®/ml a
17,5ug/ml. Ackoli je pro zngeni krydezi obvykle pouzivano &Si fedeni afinitne
preciSténych protilatek (koncentrace protéirv protilatce 100 — 50Qug/ml, fecéni 1:1 -
1:50), (Grifitths, 1993), pro imunodetekci byloopoptimalni ponir signal-pozadi pouzito
fedni na koncentraci 3hg/ml. Sekundarni protilatka byla konjugovana s h0 ziatymi
casticemi, které byly viditelnéfppozorovani elektronovym mikroskopem ¢Seni 35 000x
a WtSi). Lokalizace katepsinu L1 (IrCL1) byla pro¥ad na ultratenkyckezech. Jednotlivé
vzorky byly ziskavany viiznych¢asovych intervalech sanfi(tSest a dest dni sajici samice
klistete I. ricinus). Ve vSechiiech fazich sani byla wizné mie zjiS€na gitomnost IrCL1.
Signal pro katepsin L1 byl detekovan v sekiieh granulich aciintypu Il a dale uvnit
cisteren endoplasmatického retikula a na mikrohilédrobné bu&né vykEzky tvorici
acinarni lumen), coz 8dci o sekretovani katepsinu L1.

V acinech typu Il (obr. 18) byl signél patrny vagulich o nizké elektronové derzit
kterd se vyskytovala ve shlucich 6-9 granuli ovéin&aru, jasé ohranéenych membranou.
Elektronova denzita granuli a okolni cytoplasmyabsiejna. V pibéhu jednotlivych stadii
sani dochazelo k mirnym 2Zmam ve velikosti granuli. Velikost granuli se pbbayala

v rozmezi 0,5 — im v zavislosti na stadiu sani. Po porovnani tveelikosti a elektronové

denzity granuli s ostatnimi studiemi vedenymi rta téma (Fawcet et al., 1981a,b; Sauer et

al., 1995; Vancova et al., 2006) bylo vyvozenogeanula jsou s nef¥Si pravépodobnosti

souwtasti burk typue acinmi typu Ill. Tomu odpovidalo také umésii granuli v ramci aciin

Obr. 18: Aciny typu llI. A) schéma acinu typu Il nenasaté sam{8); schéma acinu typu ldaste&ne
nasaté samiceCC) acinus typu lIkast&né nasaté samice.— dbuiky, e —e buiky, f —f buiky, | —

lumen. (A, B) upraveno dle Vancova, (C) Schrenkova.
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Béhem jednotlivych stadii sani bylo mozné pozorovaySmvani signalu pro
katepsin L1 ve bunkach acir typu Ill. U ti dny sajicich samic (obr. 19) bylo zaznamenano
20 zlatychtastic na plode 5.4m?, coZ odpovida hustopriblizng 3,7 Aufum? (¢astice/obsah
granuli). U est dni sajicich samic (obr. 21) bylgranulich o celkové ploe 10,8n°
napaitano 57¢astic. Hustota zlatychastic je tedy #tSi nez v pedchozim stadiu sani (5,7
Au/um?®). U samic, které saly na hostiteli po dobu dedftii, nebylo mozné statisticky
vyhodnotit mnoZstvi zlatych na&éstic. Akoli i zde bylo mozné pozorov&gsti e burgk
acini typu Il (obr. 23), krydezy byly gevazri tvoreny buikami typuf. Pro vypovidajici
statistické zpracovani bude nutrigppavit dalsi krydezy s ¥tSim mnoZzstvine burgk acinu
typu Il

Z vysledku je mozné usuzovat, Ze vlmithu sani pravgpodobré dochazi k ndirstu
mnozstvi peptiddzy IrCL1 ve slinnych Zldzach kit Nadst je patrny i vzhledem
k rostouci ploSe jednotlivych granuli vipghu sani na hostiteli. Rani zlatychcastic
posouzilo pouze jakofplizné stanoveni nastu/poklesu signélu uviigranuli. K dosazeni
statisticky relevantnich vysletiby bylo nutné provést pokus n&s$im patu granuli, resp.
nalézt ¥tSi mnoZstvi zlatycktéstic, coz by mohlo bytipdmétem dalSich studii a déle

zopakovat pokus na slinnych zZlazachdeaini sajicich samic.

4.2.2 Lokalizace katepsinu L3 ve slinnych Zlazach kligte |. ricinus

Pti lokalizaci katepsinu L3 (IrCL3) bylo postupovaanalogicky jako f lokalizaci
katepsinu L1. Rozdil sgoval pouze v odliSnéniiedéni primarnich protilatek, kdyedni
protilatek proti katepsinu L3 bylo 23,4&/ml a 47,5ug/ml. Vzhledem k intenzit signalu
pro IrCL3 bylo k ziskani vhodnych vysletlkryuzito protilatek o koncentraci 47g/ml.
Signal pro katepsin L3 byl ro¢a patrny v sekr@nich granuliche burgk acini typu lll,

v cisternach endoplasmatického retikula a na mileokr (obr. 25). Celkové mnoZstvi
identifikovanych peptidaz katepsinu L3 bylo nepatmizsi, nez tomu bylo vifpact
katepsinu L1. Row¥ bylo mozné pozorovat zvysujici se tendenci vyskydtepsinu L3.
U ti dny sajicich samic (obr. 24) bylo na ploe 14 napaitano celkem 73 zlatych
gastic, hustota byla tedy 5,158 Awf® plochy granuli. U Sest dni sajicich samic (oby). 26
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byla ¢etnosté&astic 6,1 Auim? (21 &astic na plode 3,4m%). U dewt dni sajicich samic
nastala stejna situace jako u pokusu k detekcpkata L1, protoze knj@zy pochazely ze
stejného vzorku. | zde bylo mozné v se&kiieh granuliche burgk acinu typu Il pozorovat
signal, nebylo jej zde vSak dost&té mnoZzstvi ke statistické analyze (obr. 2Kyyorezy
obsahovaly pedevSimf buiky acinu typu Il bez seksmich granul, a tedy bez signalu pro
katepsin L3. Proto by bylo p@ba ze slinnych Zlaz dé&vdni sajicich samicifpravit nové

kryotezy s ¥tSim mnoZzstvine burgk acinu typu Ill.

4.2.3 Negativni kontrola

Negativni kontroly bylo p lokalizaci obou peptidaz (IrCL1, IrCL3) v jednimych
stadiich s&ni dosaZzeno vynech&nim primarni prkyil& vyuzZitim pouze sekundarni
protilatky s navazanymi zlatymigasticemi (obr. 20, 22). Diky vysoce specifickym
protilatkam byl tento druh kontroly dostgici. Kontrolou bylo potvrzeno, Ze nedochazi
k nespecifickému navazani sekundarni protilatkgnaaula butk e acini typu lIl.

U dewvt dni sajicich samic nebylo mozné wytitdkontrolni snimeke burgk se
sekre&nimi granuly, protoze byly kryezy tvaeny téngi vyhradré f bunkami acinu typu lll.
Proto by bylo vhodnétjpravit nové krydezy slinnych Zlaz de¥ dni sajicich samic.

Na krydezech bylo moZzné pozorovat také nespecifické reakgebyly patrné
predevSim v mistech iphyhi tezi, které byly pravépodobré zpisobeny nespravnym
pieneseniniezi z kryokomory na $ky. PrenasSeniezi je nejkritict¢jSi ¢ast celé metody,
protoZerezy nemaji podporu pryskige a jsou tedy velmifiehké. V mistechiighyhi doslo
k nespravnému vymyti sekundarni protilatky, a tegsjimu usazeni.

Nespecificka reakce byla pozorovatelna ki mistech, kde se ve slinnych zlazach
vyskytoval polysacharid chitin (dukty, acinarni lem). V €chto mistech bylo mozné
pozorovat reakci, i kdyZ zde nebyfedpokladan vyskyt ani jedné peptidazy (obr. 28).
Nespecificka reakce na chitinu mohla bytigpbena interakci negatimabitych zlatych
nand@astic s chitinem s vyraZrkladnym nabojem. K odstrani této nespecifické reakce by
bylo nutné provést dalsi pokusy.

Na ostatnich¢astech acitn (mitochondrie, jadro, granula jinych typsekré&nich
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burgk) nebyla pozorovatelna specificka reakce na zkaectaani kontrolnich vzorcich, coz

swedci o specifi€ znaeni.
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Obr. 19: Lokalizace katepsinu L1 v roztatych kryofezech slinnych zlaz 3 dny sajicich samic. Znaceni v buiikich typu e. (A) Pfehledové
zvétseni; (B,C,D,E) detail. Sipky oznacuji zlaté nanocastice; mv - mikrovily; 1 - lumen; e- e buiiky acinu typu III; /- fbunky acinu typu III; g -
granulum; M - mitochondrie; ER - endoplasmatické retikulum; N - jadro.

Ty JE NS 8-S . o S e
Obr. 20: Kontrolni znaceni provedené na roztatych kryofezech slinnych zlaz 3 dny sajicich samic vynechdnim primarni protilatky. (A)
Piehledové zvétseni; (B) detail. e - e builky; d - dukt; a - acinus typu I1I; g - granulum; ER - endoplasmatické retikulum; GA - Golgiho aparat; N -




Obr. 21: Lokalizace katepsinu L1 v roztatych kryofezech slinnych Z14z 6 dni sajicich samic. Znaceni v buiikach typu e. (A) Piehledové zvétSent;
(B) detail - cerny obdélnik, (C) detail - bily obdéInik. Sipky oznacuji zlaté nanocastice; e- e buniky acinu typu I1I; g - granulum.

i i

Obr. 22: Kontrolni znaceni provedené na roztatych kryofezech slinnych zlaz 6 dni sajicich samic vynechanim primarni protilatky. (A)
Prehledové zvétseni; (B) detail - Cerny obdélnik, (C) - bily obdélnik. e - e bunky acinu typu III; g - granulum.
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Obr. 23: Lokalizace katepsinu L1 v roztatych kryofezech slinnych Zlaz 9 dny sajicich samic. Znaceni v buiikach typu e. (A, B) Piehledové
zvétseni; (C,D) detail. Sipky oznacuji zlaté nanocéstice; e- e buniky acinu typu I1I; g - granulum; M - mitochondrie.

e

Obr. 24: Lokalizace katepsinu L3 v roztatych kryofezech slinnych z1az 3 dny sajicich samic. Znaceni v buiikach typu e. (A) Pfehledoveé zvétSeni;
(B) detail. Sipky oznacuji zlaté nanocastice; e- e buiiky acinu typu III; g - granulum; ER - endoplasmatické retikulum; N - jadro.
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Obr. 25: Lokalizace kdteps1u L3v i‘oita’itych kryofezech slmnyc zlaz 3 dny sajicih samic. (A, B) Znaceni na mikrovilech a v cist
endoplasmatického retikula. Sipky oznacuji zlaté nanocastice; mv - mikrovily; g- granulum; ER - endoplasmatické retikulum.

- .

Obr. 26: Lokalizace katepsinu L3 v roztatych kryof'ezem slinnych zlaz 6 dni ajicich samic. (A,C) Preh
oznacuji zlaté nanocastice; g - granulum; ER - endoplasmatickeé retikulum; M - mitochondrie .
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Obr. 27: Lokalizace katepsinu L3 v roztatych kryofezech slinnych 714z 9 dni sajicich samic. Znaceni v buiikach typu e. (A) Pfehledové zvétSent;
(B, C) detail. Sipky oznacuji zlaté nanocastice; e- e buiky acinu typu I1I; g- granulum; M - mitochondrie.

| |

Obr. 28: Nespecifické reakce navazanim zlatych &astic na dukt slinnych 71az (A, B). Sipky oznacuji zlaté nano&astice, M - mitochondrie, d

- dukt.




5.Zavér

Jednim zcfl diplomové prace byla ifprava specifickych protildtek proti
peptidazam katepsinu L1 a katepsinu L3.7®dzhozich studiich tykajicich se cysteinové
peptidazy katepsinu L bylo potvrzeno, Ze fjg@gmna nejen ve #vech, ale také v ostatnich
tk&nich klis¢te 1. ricinus, v¢etrg slinnych Zlaz (Sojka et al., 2008). Imunolokalieacivici
peptidazy katepsinu L (IrCL) v nymfadh ricinus byla pgednttem mé bakak&ské prace
(Schrenkova, 2011), a proto bylo v diplomové pgi@toupeno k lokalizaci katepsinu L ve
slinnych Zlazach dosfych samic kliste I. ricinus. V nasi laboratio byly identifikovany
dvé izoformy katepsinu L (IrCL1, IrCL3). Gbformy byly gipraveny jako rekombinantni
pro-enzymy, které bylo moZzné&gqvést na aktivnhi enzymy. Taktdigravené rekombinantni
proteiny byly pouzity kimunizaci kralika, jehoZ rggn s vytvdenymi polyklonalnimi
protilatkami bylo pouzito jako zakladni materialopmé pokusy. Ze séra byla ziskana
imunoglobulinova frakce, ktera byla nasleédoreciSténa afinitni chromatografii na kolén
navazanou rekombinantni peptidazou. Specifita tak&kanych protilatek proti éma
peptidazam byla a@¥ena na sevnim homogenatu. Nasletlibyly specifické protilatky
pouzity k owieni gitomnosti katepsinu L1 a L3 ve slinnych ZlazacBtle I. ricinus.

DalSim cilem této diplomové prace byla imunolokatie izoforem katepsinu L ve
slinnych Zlazach pomoci elektronové mikroskopiekyDelektronové mikroskopii bylo
mozné zkombinovat lokalizaci obou peptidadz a zisk#atailni informace o ultrastrukie
slinnych Zlaz kligtte I. ricinus. Ackoli byla gritomnost katepsinu L ve slinnych Zlazach
klistéte potvrzena vigdchozich studiich, neni znama role katepsinu Elivaych Zlazach,
stejre jako ultrastrukturalni lokalizace v ramci slinnyéiaz. V diplomové préaci bylo
ukadzano, Ze abizoformy katepsinu L jsouifiomny v acinech typu lll, kde se nachazi
sekre&ni granula. Granula byla popsana na z&kladru, velikosti a elektronové denzity a
srovnana s ostatnimi granuly atirBylo zjiS€no, Zze Bhem iznych stadii sani dochazi
k mirnému vzestupu mnoZzstvi obou izoforem katepsirve slinnych zlazach. Dale bylo
stanoveno, Zecholi byla koncentrace protilatek proti katepsinu hi#Si nez koncentrace
protilatek proti katepsinu L3, bylo detekovan&si mnozstvi signalu pro katepsin L1. Pro
dalSi srovnaniifitomnosti obou izoforem ve slinnych Zlazach ulghu sani by bylo vhodné

ovefit mnoZstvi peptidaz viznych stadiich sani na hostiteli ptesinictvim Western Blotu.
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6. Shrnuti

Priprava specifickych protilatek proti katepsinu LUtCL1) ze séra imunizovaného

kralika pomoci afinitni chromatografie o koncentré@ug/ml.

Priprava specifickych protilatek proti katepsinu LBCL3) ze séra imunizovaného

kralika pomoci afinitni chromatografie o koncenitre@0 pug/ml.

Imunolokalizace obou peptidaz (IrCL1, IrCL3) venslych zlazach kliste Ixodes

ricinus v riznych stadiich sani na hostitelii(8est a dedt dni sajici samice).

Intracelularni lokalizace katepsinL1 a L3 pomoci transmisni elektronové

mikroskopie.

Charakteristika ultrastruktur, ve kterych bylyaboformy lokalizovany.

Porovnani mnozstvi obou peptidaz a vyhodnoceninzenmnozstvi obou peptidaz

v pribéhu sani samic na hostiteli.
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