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1. Uvod

1.1. Scavenger receptory

Scavenger receptor byl poprvé popsan v roce 1979 Brownem a Goldsteinem, ktefi pii své
studii hypercholesterolémie nasli receptor pro modifikovany nizkodenzitni lipoprotein (LDL,
low-density lipoprotein) (Goldstein a kol., 1979). V soucasné dob¢ predstavuji scavenger
receptory (SR) rozmanitou skupinu glykoproteinli, jeZ rozpoznavaji rizné polyanionické
struktury endogenniho i exogenniho piivodu (Murphy a kol., 2005) a které se ucastni fady
fyziologickych a patologickych procest, jakymi jsou naptiklad aterosklerdza ¢i Alzheimerova
choroba (Pliddemann a kol., 2007). Podle uspofadani mnohodoménové struktury se SR
rozdé€luji do osmi zakladnich skupin - viz Obr. 1 (Krieger, 1997, Pliddemann a kol., 2007).
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Obr. 1: Zakladni rozdéleni scavenger receptori a zastupci jednotlivych skupin (Pliddemann a kol., 2007). Skupina A:
membranové glykoproteiny uskupené do trimert; tvofeny cytoplazmatickym vybézkem, membranovym usekem, a- helixy
usporadanymi do coiled coil struktury, kolagenni doménou a SRCR doménou. SR-Al a SR-All (izoformy), MARCO
(makrofagni receptor s kolagenni strukturou), SCARA-5, SRCL (scavenger receptor s lektinovou doménou typu C). Skupina
B: CD36 a SR-BI- oba mohou tvofit dimery ¢i multimery; jsou hojné glykosylovany ¢i acetylovany. Skupina C: dSR-CI- SR
u Drosophily melanogaster, exprimovan v makrofazich a hemocytech béhem embryonalniho vyvoje. Skupina D: CD68-
vyskytuje se predev§im v pozdnich endozomech a lysozomech u makrofagi. Skupina E: LOX-1- receptor pro oxidovany
LDL. Skupina F: SREC- pravdépodobné& zapojen do buné&éné signalizace, Skupina G: SR-PSOX- vaze oxidovany LDL a
fosfatidylserin. Skupina H: FEEL-1- hojné exprimovan v riznych endotelialnich buiikach.
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Skupina A (SR-A) se vyznacuje pfitomnosti tzv. SRCR (cysteine-rich) domény, evolu¢né
konzervovaného proteinového motivu vyskytujiciho se u fady proteini s rozdilnou
biologickou funkci (Sarrias a kol., 2004). Nachazi se u odliSnych zivocisnych kmenii od
houbovcu (Porifera) (Blumbach a kol., 1998), ptes ¢lenovce (Arthropoda) (Gorman a kol.,
2000) az ke strunatcim (Chordata), savéi druhy nevyjimaje (Holm a kol., 2009). Zatimco
genom motské jezovky Strongylocentrotus purpuratus obsahuje SRCR doménu v1095
kopiich, kédovanych 218 geny, lidsky genom ¢ita pouhych 81 kopii, zapsanych v 16 genech
(Rast a kol., 2006). Hojné zastoupeni SRCR domény v genomu jezovky vypovida o jeji

dilezitosti u nizSich zivocicht, a to pravdépodobné ve vrozené imunité (Ojala a kol., 2007).

SRCR doména je extracelularni doména tvofena ~100- 110 aminokyselinovymi zbytky.
Existuji dva typy SRCR domén, liSici se mnozstvim cysteinovych zbytkd a poctem exond,
které SRCR doménu koduji. Podle typu SRCR domény pak rozliSujeme dvé SRCR
proteinové rodiny (SRCR-SF, superfamily). Zatimco skupina A obsahuje SRCR doménu se
Sesti cysteinovymi zbytky a kdédovanou dvéma exony, skupina B obsahuje SRCR doménu
s obvykle osmi cysteiny a kdédovanou pouze jednim exonem. Zastupci skupiny A jsou
véts§inou mnohodoménové proteiny s jedinou SRCR doménou spojenou s dalsimi funk¢énimi
doménami, jako naptiklad doménami protedz ¢i kolagennimi doménami. Zastupci SRCR-SF
B se skladaji z tandemu nékolika opakujicich se SRCR domén, ktery miize byt dale spojen
napiiklad s CUB nebo ZP (zona pellucida) doménou, nikdy vsak s doménou proteaz (Serrias
a kol., 2004).

Vyznamnym zastupcem SRCR-SF rodiny je sav¢i scavenger receptor CD163 (Law a kol.,
1993). CD163 je exprimovan pouze v bunikach linie monocyti/makrofagl a jeho exprese je
CD163) signaly (Van Grop a kol., 2010). CDI163 obsahuje devét SRCR domén,
nasledovanych transmembranovou doménou a kratkym cytoplazmatickym usekem, jenz
podléhd alternativnimu sestfihu (Law a kol., 1993; Ritter a kol., 1999). CD163 zastava
nékolik dulezitych funkci (viz Obr. 2). Slouzi jednak jako receptor hemoglobinu vazaného
v komplexu s haptoglobinem (Hb-Hp komplex) (Kristiansen a kol., 2001), dale jako adhezni
receptor cervenych krvinek (Fabriek a kol., 2007), receptor pro TWEAK- faktor nadorové
nekrozy (TNF) (Moreno a kol., 2009) a v neposledni fad€ jako receptor riiznych patogenii
(Fabriek a kol., 2009; Van Gorp, 2009). Navazani ligandu na CD163 receptor muze vyvolat

endocytozu zprostiedkovanou receptorem (RME) ¢i spustit signalizaéni kaskddu vedouci
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k sekreci signalizacnich molekul. Jako imunomodulator slouzi CD163 jak ve formé
membranového proteinu, tak ve formé rozpustné, jejiz hladina v patologickych podminkach

signifikantné nartista (Van Gorp a kol., 2010).
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Obr. 2: Schématické znazornéni riznych funkei scavenger receptoru CD136 (Van Gorp a kol., 2010). A: CD163 jako
receptor pro Hb-Hp komplex. Hemoglobin se po hemolyze Gervenych krvinek vaze na haptoglobin, ¢imZ vznikne novy
epitop interagujici s tfeti SRCR doménou CD163. Touto interakci dochdzi za prvé ksignalizaci spoustéjici produkci
interleukinu IL-10, a naslednou zvySenou upregulaci hemoxigenazy 1 (HO-1) a CD163, a za druhé k endocytéze Hb-Hp
kompelxu prostfednictvim klatrinovych vackt (nejsou na obrazku znazornény). Hb-Hp putuje pies endozomy do lysozomil,
(biliverdin, Fe?* a CO). B: CD163 jako adhezivni receptor &ervenych krvinek. Interakei s erytroblasty prispiva k jejich ristu
a prezivani béhem erytropoézy. C: CD163 jako receptor pro TWEAK (tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis).
TWEAK je nadory nekrotizujici faktor, ktery indukuje apoptoézu prostiednictvim interakce s TNF receptorem D a E: CD163
jako receptor pro patogeny. Navazanim bakterie na CD163 dochazi k indukci produkce prozanétlivych cytokint. Virus
ASFV (African Swine Fever virus) je po navazani na CD163 endocytovan makrofagy, zatimco virus PRRSV (porcine
reproductive and respiratory syndrome virus) s CD163 interaguje pouze vnitrobunééné- v ¢asnych endocytech, kde CD163
zajistuje odplasténi viru.

1.2. Scavenger receptory u paraziti

Ackoliv bylo v souvislosti s parazity zkoumano pouze nékolik scavenger receptort, ukazuje
se, ze zastavaji podstatné role v jejich Zzivotnich cyklech. Parazité ve svych strategiich
vyuzivaji nejen vlastni, ale i hostitelské SR. SR mohou zasobovat parazity potiebnymi
lipoproteiny, plnit funkci ve vyvoji parazitl, pomahat patogeniim uniknout pted hostitelskou

imunitni odpovédi, nebo naopak imunitni reakce vyvoldvat u paraziti pfenasejicich ptivodce
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onemocnéni. Piikladem scavenger receptoru patrné zodpoveédného za piijem hostitelskych
mastnych kyselin a sterold je CD36 u krevnicky Schistosoma mansoni (Smith a kol., 1970).
Tento SR sehrava pravdépodobné roli nejen v piijmu hostitelskych lipoproteinti, nutnych
pro tvorbu membran, rist a vyvoj (Rigotti a kol., 1995), ale téZ pii maskovani motolice pied
imunitnim systémem navazanim hostitelskych LDL molekul na jejim povrchu (Furlong a kol.,
1992, Dinguirard a Yoshino, 2006). Scavenger receptor PXSR v oocytech Plasmodia berghei,
je nezbytny pro vyvoj sporozoiti. Jedna se o unikdtni mnohodoménovy protein, slozeny
z kombinace odlisnych proteinovych moduld, véetné SRCR domény (Claudianos a kol.,
2002). SR Sp22D, exprimovany v hemocytech, tukovych téliscich a stfevnich epitelidlnich
bunkach komara Anopheles gambiae, pfenaseCe plivodce malarie P. falcipara, plni
pravdépodobné tlohu v imunité. Tento mnohodoménovy receptor je tvoren dvéma doménami
vazicimi chitin, mucinovou doménou, dvéma LDL receptory a dvéma SRCR doménami

(Danielli a kol., 2000, Gorman a kol., 2000).

Mezi hostitelské scavenger receptory, potfebné pro parazitické strategie, patii naptiklad SR-
BI nebo CD36. Prvni zminény, SR-BI, vyuzivaji nékteré druhy Plasmodia, jmenovité P.
falciparum, P. yoelii a P. berghei (Acton a kol., 1996) jak pii samotné nakaze Sporozoity, tak
ve vyvoji parazita uvnité jaternich bunék (Rodrigues a kol., 2008). SR-BI je vysoce
glykosylovany membrdnovy protein na povrchu hepatocyti (Acton a kol, 1996),
prostiednictvim néhoz dochdzi ke zvySovani obsahu cholesterolu v plazmatické membrang.
Pozménéné vlastnosti membrany usnadni seskupovani tetraspaninu CD81 do membranovych
mikrodomén (Silvie a kol., 2006) a membrana se tak stavda kompatibilnéjsi k proniknuti
sporozoitil dovnitt buiiky. SR-BI se pravdépodobné také nepiimo podili na nasledném piisunu
mastnych kyselin a cholesterolu do parazitoforni vakuoly (Mikolajczak a kol. 2007). Druhy
zminény SR, CD36, je epitelidlni bunécny receptor, ktery vaze Cervené krvinky napadené P.
falciparem. Infikované erytrocyty se tak pfilnou k cévnimu endotelu a nemohou byt

fagocytovany a splaveny do sleziny (Franke-Fayard a kol., 2005).

1.3. KliSt'ata a jejich scavenger receptory

Klistata predstavuji vyznamné krevsajici ektoparazity, nebot’ ptendsi fadu patogentl, jakymi
jsou arboviry, rickettsie, spirochéty a prvoci. Taxonomicky se fadi do kmene clenovct

(Arthropoda), tfidy pavoukovct (Arachnida), fadu roztoc¢t (Acari) a podiadu klistatovct
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(Ixodida), zahrnujiciho ¢eledi Argasidae (tzv. soft ticks, m¢kka klistata) a Ixodidae (tzv. hard
ticks, tvrda klist'ata) (Nava a kol., 2009). Zatimco Argasidae saji na hostiteli fadové minuty az
hodiny nékolikrat za své Zivotni stadium, Ixodidae saji po dobu nékolika dni jen jednou za své

zivotni stadium.

Evropské Kklisté obecné, I. ricinus, zastupce celedi Ixodidae, je pienaSeCem puvodci
onemocnéni, zahrnujici lymeskou boreliozu, encefalitidu ¢i babeziozu (Jongejan a Uilenberg,
2004). 1. ricinus prochazi tfemi vyvojovymi stadii (larva, nymfa, dospélec), z nichz vSechna
saji na hostiteli, vyjimaje samce, kteti krev nepfijimaji. Ke kopulaci dochazi na hostiteli pied
dokoncenim sani samic. Samice umiraji nékolik dni po vykladeni vajicek (Coons a Alberti,
1999). Sestinoh4 larva saje na drobnych hlodavcich a ptacich, osminoha nymfa na vétsich
obratlovcich a samice nej¢astéji na lesni zvéti nebo jinych vétSich savcich, pricemz Clovek
muze byt hostitelem vSech tii stadii. Cely Zivotni cyklus trva dva az tii roky (Parola a Raoult,
2001). Dulezitou roli pro uspé$né dokonceni sani kliStéte plni smés antikoagulacnich,

w1

slinnych zl4z do krve hostitele (Sauer a kol., 2000).

Scavenger receptory u klistat nejsou dosud pfili§ prozkouméany. Analyzou dostupnych dat
genomové a EST (expressed sequence tags) databaze 1ze identifikovat nejméné tii scavenger
receptory klistéte . scapularis: 1s-SRP- $patné anotovany jako Ixodes scapularis trypsin,
putative mMRNA (GenBank XM 002434342), Is-SCRC receptor 2 (NCBI GenBank EST
transcript ISCW010239) a Is-SRP-2-lysyl oxidaza EW898064.1(NCBI GenBank EST
transcript ISCW010239). Mezi popsané klistéci SR patii HISRB u klistéte Haemaphysalis
longicornis. HISRB vykazuje 30% shodu se sav¢imi a hmyzimi SR-B receptory. Jeho exprese
byla prokazana ve stfevé, slinnych Zlazach, vaje€nicich, tukovych téliscich a hemocytech
¢astecné nasatych samic. Na zaklade sérii pokust s jednou nebo dvojitou aplikaci dSRNA pro
HISRB (dsSRB), vitellogenin-1 (dsV-1) a receptor vitellogeninu (dsVR) klistatim v rtiznych
kombinacich a posloupnostech, byla prokazana kli¢ova role HISRB pro indukci RNA
interference. Pokud byla klistatim aplikovana pouze dsSRB, knock-down (utlumeni exprese
genu) vedl k znaénému poklesu télesné vahy nasatych samic. V pfipad€, Ze byla nejprve
nainjikovdna dsV-1 ¢i dsVR a za nasledujicich 96 hod dsSRB, doslo k vyrazné zmeéné
fenotypt nasledkem umlceni obou genii (vliv na sani a timrtnost); knock-down byl téz ovéien
na proteinové urovni pomoci imunolokalizace . V obraceném poftadi injikaci byl knock-down

prokazany pouze u HISRB, nikoli vSak u vitellogeninu ¢i receptoru pro vitellogenin. Z toho
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vyplyva, Zze umlcenim genu pro HISRB nemohla byt do bun¢k dopravena dsRNA pro dalsi
geny a nedoslo tak k jejich knock-downu (Aung a kol., 2011).

1.4. Vnitrobunécéné traveni a prenos patogenii U klist'at

Pro klist’ata je hostitelska krev jedinym zdrojem energie a zivin. Traveni krevnich proteini je
pritom kliCovym fyziologickym procesem zajistujicim klistatim aminokyseliny pro veskeré
proteosyntetické procesy, zejména pro tvorbu vajecné snusky. Dospéla klistata z Celedi
Ixodidae saji po delsi dobu nékolik dni a samotné traveni probihd v kyselém prostedi uvnitt
bunék sttevniho epitelu. Stfevni lumen, na rozdil od krevsajiciho hmyzu, ziejmé slouzi jen
k dlouhodobé&jsimu uskladnéni nasaté krve a jeji ochrané pied aktivnimi travicimi proteazami
(Grandjean a kol., 1973; 1975; Sonenshine, 1991). Procesy sani a traveni hostitelské krve
zaroven predstavuji dilezitou fyziologickou branu pro vstup klistaty pfenaSenych patogenti

do klistéciho prenasece.

Jak bylo popsano u primarni kultury stfevnich bunék klistéte Boophilus microplus (Lara a
kol., 2005), ptijem dvou hlavnich krevnich proteinli, hemoglobinu a albuminu (az 80%
proteinového obsahu krve), travicimi buiikami muize probihat dvéma zplsoby. Zatimco je
albumin endocytovan nespecificky pinocytdézou a posléze smérovan do populace malych
kyselych vackt, hemoglobin je pravdépodobné rozpoznavan specifickym receptorem na
povrchu travicich bun€k a smérovan do mnohem vétsich endozomi. V travicich vezikulach je
hemoglobin postupné¢ odbouravan multienzymovou kaskadou, zahrnujici cysteinové a
aspartové proteazy, na oligopeptidy, dipeptidy az volné aminokyseliny, uvolnéné do
cytoplazmy (Sojka a kol., 2013). Neproteinové slozky hemoglobinu, hemové skupiny, se
shlukuji ve specidlnich organeldch, hemozomech, ¢imzZ je bunika pravdépodobné chranéna
pred jejich toxicitou (Graca-Souza a kol. 2006). Receptorem zprostfedkovana endocytoza a
postupna draha zpracovani hemoglobinu vznikla pravdépodobné z diivodu kontroly a ochrany
pfed témito hemovymi skupinami, uvolnénymi béhem traveni hemoglobinu (Lara a kol.,
2003). Ackoliv jsou jiz od 80. let minulé¢ho stoleti Vv travicich buiikéach sajicich samic klistéte
popisovany klatrinové vacky, konkrétni receptor pro hemoglobin (analogicky sav¢éimu

CD163) nebyl dosud identifikovan (Sojka a kol., 2013).
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Klistata v roli pfenaSect ptivodcii onemocnéni se pied patogeny potiebuji sami chrénit
riznymi obrannymi mechanismy, zahrnujici jak buné¢nou, tak humordlni imunitni odpovéd
(Kopacek a kol., 2010). Pfenasené patogeny musi Celit témto imunitnim mechanismim a byt
schopny v klistéti piezit dlouhé obdobi mezi dvéma sanimi. Nejvhodn€j$im mistem pro jejich
perzistenci a mnozeni je stfevni lumen, v némZ nejsou vystaveny pisobeni traviciho
enzymatického aparatu klistéte (HajduSek a kol., 2013, Sojka a kol., 2013). Aby se patogeny
mohly pfenést na nového hostitele, museji byt schopny proniknout stievni sténou do
hemolymfy a zni do perifernich tkani- slinnych zlaz, eventualné vaje¢nikt (v ptipadé
transovarialniho pienosu), pii¢emz prechod mezi t€émito kompartmenty by mohl byt alespon

zCasti zprostfedkovan makromolekularnimi receptory (Pal a kol., 2004).
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2. Cile prace

1. Ziskani celé mRNA/cDNA sekvence scavenger receptoru IrSRP-1 z klistéte Ixodes
ricinus, jehoz fragment byl identifikovan z genomu piibuzného klistéte Ixodes scapularis
na zakladé homologie se sav¢im hemoglobinovym receptorem CD163.

2.qRT-PCR profily transkripce IrSRP-1 genu.

3.Klonovani, exprese, purifikace a biochemicka charakterizace rekombinantniho fuzniho
proteinu- trypsinové peptidazy IrSRP-1.

4. Ptiprava polyklonalnich protilatek imunizaci kralika rekombinantnim IrSRP-1; izolace
IgG frakce kraliciho séra a jeji afinitni purifikace. Western-blot profil exprese a
imunolokalizace IrSRP-1 v ruznych tkanich I. ricinus.

5. RNAI- ptiprava dvouvlaknové RNA z fragmentu IrSRP-1 genu, jeji aplikace klistatim a
vyhodnoceni I'SRP-1 RNAi fenotypt- vliv na hmotnost, ptezivani, vykladeni a lihnuti
larev 1. ricinus.
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3. Material a metody

3.1. Chov Kklistat I. ricinus

Kligtata byla sbirana vlajkovanim v okoli Ceskych Budg&jovic. Uchovavana byla ve
sklenénych nadobkach v boxech se stalou teplotou vzduchu 25-26 °C, relativni vlhkosti
vzduchu ~ 90 % a fotoperiodou L:D 12:12 v laboratornim chovu Parazitologického tistavu
AV CR v Ceskych Budgjovicich. Klitata sala na laboratornich mor&atech uvniti pryzového

klobouc¢ku shora uzavieného sitovinou.

3.2. Priprava vzorku: pitva kli§t’at, izolace RNA, syntéza cDNA, vzorky pro SDS-PAGE
elektroforézu a Western blot

Nejprve byla klistatim po odstfizeni ¢asti koncetiny odebrana hemolymfa. Jednotlivé tkané
byly pitvany pod binokularnim stereomikroskopem (Stemi DV4, Zeiss). Tkané€ byly promyty
v PBS a déle zpracovany pro Western blot ¢i syntézu cDNA, nebo byly uchovéany v -80 °C.

Z vypitvanych tkani byla izolovana celkova RNA pomoci sady NucleoSpin® RNA 1l kit
(MACHEREY-NAGEL), ktera slouzila jako templat pro syntézu cDNA (Transcriptor High
Fidelity cDNA Synthesis Kit, Roche).

cDNA sady byly pfipraveny pro nasledujici qRT-PCR profily:

» Tkanovy profil: stievo, slinné zlazy, vajeéniky, hemolymfa, tracheje, malpighické

trubice a zbytek; mRNA byla izolovana z polonasatych samic (6 dnd sani).

= Profil transkripce u stadii se zohlednénou dynamikou sani- vaji¢ka, ne/nasaté larvy,

ne/nasaté nymfy, nenasaté samice, samice po 6 dnech sani, pln¢ nasaté samice.

= Profil transkripce b&hem umélého membranového sdni na krvi vs. krevnim séru:

nenasaté samice, 3 dny sani, 5 dnli sani, pln¢ nasaté, 2 dny po sani, 6 dnl po sani.
Klistata sala in vitro ptes silikonové membrany podle postupu popsané¢ho Kréberem a
Guerinem (2007). Samice byly oddélené¢ krmeny kompletni kravskou krvi nebo
samotnym krevnim sérem.

= Profil transkripce vreakci na patogeny: Micrococcus luteus, Escherichia coli,

Candida albicans, Borrelia afzelii; kontrola: injikace PBS a zadna injikace; nenasaté
samice byly injikovany davkou 10 000 patogenti a po 12 hodinach se z nich izolovala
mRNA.



Material a metody

Kazda ¢cDNA sada byla pfipravena z 5 klistat. U vSech profilli, vyjimaje profil transkripce
dynamiky sani na krvi vs. krevnim séru (nedostatek biologického materidlu), byly pouzity

biologické triplikaty.

Tkané urcené pro SDS-PAGE clektroforézu a Western blot byly homogenizovany
v mikrozkumavce plastovym homogenizatorem a 10 min povafeny ve vzorkovém pufru (2x
Laemmli Sample Buffer, BioRad) ve 100 °C. Standardné se pouzivalo fedéni odpovidajici
zhruba 1/5 stfeva a 2/3 vajeéniku, tracheji nebo malpighickych trubic z 1 samice na jednu

jamku.

3.3. PCR reakce

V Tab. I jsou uvedeny pouzité primery.

Tab. I: Seznam pouzitych PCR primeri.

3 RACE PCR

GSP1: 5'-CAG CCG CACGGAACGCTCC-3

GSP2: 5-GAC GAG TGC CGC ACCCAGC-3

CDS 111/3' PCR 5- ATT CTA GAG GCC GAG GCG GCC GAC ATG-d(T) -3

5' RACE PCR

1.

GSP1: 5'- CAGAGTCCGTGCCTTCT -3'

GSP2: 5-TTCTTATCT CCAGCCTTCCG -3

GSPa3: 5-CGA GTC GCT CGT CCG ACC CG -3

2.

GSP1: 5-TTCTTATCT CCAGCCTTCCG -3

GSP2: 5'- CGG AGA GCG AGT GGG GTC CC -3

GSPa3: 5-TTG CAC AGC AGG TAG AAG G -3

gRT PCR

Fwd gRT 5- GAC GAC TTC GGA CAT ATG GAA -3

Rev qRT 5-GCT TTG TGC GGG CTACTG -3

Rekombinantni protein

Fwd pET100 5- CAC CAT TGT GGA CGG CGT GCC C-3'

Rev pET100 5-GCAGTATTT TAATACTGG CTC AGG AGT TCC AC-3'
Podtrzena je ptidana sekvence pro smérové pET klonovani.

dsRNA pro RNAI

Fwd RNAI 5-ATG GGC CCG GTCCTATCT GGC TGG ACA A -3

Rev RNAI 5-CAT CTA GAT GAT CCATCT GTG GCT GGT A-3
Podtrzena jsou restrikéni mista pro Apal a Xbal.

PCR reakce byly standardné provadény s Taq DNA polymerazou (TopBio) a cDNA
templatem ze stiev pIné nasatych samic; teplota nasedani primer byla urcovéna

experimentalné pouZzitim gradientové PCR. PCR reakce probihaly ve 30 nebo 35 cyklech.
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PCR produkty byly separovany prostiednictvim elektroforézy v agarézovém gelu (1%
agardza v TAE pufru; ethidium bromid 0,5 pg/ml) probihajici pfi konstantnim napéti 100V
cca 30 min. PCR produkty byly zviditelnény UV zafenim v UV transiluminatoru.

Pro rapid amplification of cDNA ends (RACE), neboli metodu umoziujici amplifikaci 5' a 3'
koncti cDNA o nezname sekvenci, byla jako vstupni templat pouzita mRNA z pIlné nasatych
samic . ricinus. Sekvence 3' konce byla ziskana pomoci 3' RACE PCR modifikaci protokolu
pro SMART™ cDNA Library Construction Kit (Clontech, Takara) s pouzitim CDS I11/3'
PCR primeru jako anchor (kotevniho) primeru pro piipravu prvniho vlakna (fs)-cCDNA
reverzni transkripci a genové specifickych primerd GSP1 a GSP2 jako reverse primeru
v prvnim a druhém kole nested PCR. 5' RACE PCR byla provedena pomoci 5' RACE System
for Rapid Amplification of cDNA Ends,Version 2.0 (Lifetechnologies) dle pokynti vyrobce.
Pro PCR dC-tailed cDNA (cDNA s piipojenym polyC) byla pouzita Phusion® High-Fidelity
DNA polymeraza (New England BioLabs) a pro nested PCR Tag-Purple DNA polymeraza

(TopBio). Pouzité primery jsou uvedeny v Tab. I.

Kvantitativni real-time PCR (QRT-PCR) byla provedena pro relativni kvantifikaci mRNA.
Navrzené primery (sekvence v Tab. I) byly pfed samotnou qRT-PCR testovany na
specifiénost. Reakce byly provedeny v technickych triplikatech. Reakéni smési byly
namichany s pouzitim reakéniho mixu LightCycler® 480 SYBR Green | Master (Roche) a
PCR reakce (50 cykli, teplota nasedani primert: 60 °C) probihaly v pfistroji LightCycler®
480 System (Roche). Prubéh reakce a vysledné Ct hodnoty byly ziskany pomoci programu
LightCycler® 480 Software release 1.5.0 SP4 (Roche) a data byla vyhodnocena metodou dle
Pfaffla (Pfaffl, 2001). Relativni hladina IrSRP-1 byla normalizovana relativni hladinou

referen¢niho (tzv. housekeeping) genu, elonga¢niho faktoru 1 (EF1).

3.4. Klonovani a sekvenovani PCR produkti

PCR produkt o dané velikosti byl vyfiznut z gelu a piecistén pomoci Agarose Gel DNA
Extraction Kit (Roche). S pouzitim TA Cloning® Kit for Sequencing (Lifetechnologies) byl
piecistény PCR produkt ligovan do vektoru pCR™4-TOPO®. Plazmid byl teplotnim Sokem
(42 °C) transformovan do kompetentnich bunék One Shot® TOP10 Chemically Competent E.
coli (Lifetechnologies) a bunky byly po kultivaci (220 RPM, 1 hod pii 37 °C) v S.0.C. médiu

(Lifetechnologies) vysety na selektivni agarovou pudu (1,5 % bacto-agar v LB médiu,
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ampicilin 100 pg/ml) a inkubovany pies noc ve 37 °C. Jednotlivé kolonie bakterii byly
rozpustény ve 30 ul sterilni vody a 1 ul téchto alikvotl byl pouzit jako templat do 10 ul PCR
reakci s identickymi primery o 25-30 cyklech. PCR reakci ovéfené pozitivni klony byly
z ptislusnych alikvotd inokulovany do 4 ml LB/amp média (LB médium: 1 % trypton, 0,5 %
kvasnicovy extrakt, 0,5 % NaCl, pH 7.0; ampicilin- amp: 100 pg/ml) a inkubovany pies noc
(220 RPM, 37 °C). Plazmidova DNA byla po izolaci z bunék pomoci High Pure Plasmid
Isolation Kit (Roche) sekvenovana ptisluSnymi sekvenac¢nimi primery v Laboratofi genomiky

Biologického centra AV CR.

3.5. Priprava rekombinantniho fizniho proteinu

Pro expresi domény trypsinové proteazy IrSRP-1 jako rekombinantniho fizniho proteinu s N-
terminalnim 6x(His)-zna¢enim (rIrSRP-1) byl amplifikovan 767 bp velky usek IrSRP-1 s
pouzitim ¢cDNA templatu ze stfev plné nasatych samic I. ricinus a primert (Tab. I) pro
smérové klonovani do expresniho vektoru pET100/D- TOPO® pomoci Champion pET
directional expression kit (Lifetechnologies). Plazmid transformovany nejprve do bun¢k E.
coli TOP10 (Lifetechnologies) byl po ovéfeni PCR reakci a sekvenovanim (kapitola 3.4.)
transformovan do kompetentnich bunék E. coli One Shot® BL21 Star™ (DE3)
(Lifetechnologies). Transformované bunky byly kultivovany v 10 ml LB média s ampicilinem
(amp, 100 pg/ml) pii 37 °C pies noc. Timto inokulem bylo naockovano 400 ml LB/amp
média obsahujiciho 20mM D-glukézu (Sigma-Aldrich). Po kultivaci (180 RPM, 4 hod pti 37
°C) ve 2 litrovych inkubacnich lahvich v rota¢nim inkubatoru Innova 4010 R (New
Brunswick) a dosazeni optické hustoty ODgp= 0,6-0,8 byly buniky sedimentovany
centrifugaci (3000x g, 10 min) a znovu rozpuStény ve stejném objemu LB média, avSak bez
antibiotika, s pfidanim IPTG (isopropyl B-D-galactopyranoside, Lifetechnologies; kone¢na
koncentrace 0,5 mM) a inkubovany ptfes noc (180 RPM, 30 °C). Nasledujici den byly
centrifugaci sedimentované bunky (3500x g, 10 min) rozpustény V lyza¢nim pufru (20mM
Tris/HCI, pH 8.0; 4 ml pufru na 100 ml ptivodni bakterialni kultury), sonifikovany (3x 30 s,
sttedni amplituda) a centrifugovany (10000x g, 10 min pii 4 °C). Supernatant (cytosolova
frakce) byl odebran a pelet byl rozpustén ve stejném objemu izola¢niho pufru (2M mocovina,
20mM Tris/HCI, 0,5M NaCl, 10mM imidazol, 2% Triton X-100), sonifikovan a
centrifugovan (10000x g, 10min pii 4 °C). Krok zahrnujici rozpousténi, sonifikaci a
centrifugaci v izolaénim pufru byl celkem tiikrat opakovan. Ziskany pelet byl oznacen jako

membranova frakce a vysledny pelet jako izolovand inkluzni téliska. Pelet byl rozpoustén po
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dobu 1 hod v 10 ml solubiliza¢niho pufru (6M guanidin hydrochlorid, 100mM Tris/HCI,
0,5M NaCl, 10mM imidazol, 2mM - merkaptoetanol, pH 8.0) pfi laboratorni teploté na
magnetické michacce. Nerozpustény sediment byl odstranén po centrifugaci (16000x g, 5
min) a supernatant byl dale filtrovan pomoci 0,45pum PVDF membranového filtru nasazeného
na injekéni stifkacku (Millipore). Rekombinantni protein byl z takto piipraveného vzorku
preCistén chelataéni chromatografii, zaloZzené na afinit¢ kobaltnatych ionti k 6X(His)
znac¢enému rIrSRP-1, pomoci piistroje AKTA FPLC (GE Healthcare). Kolona (Hi-Trap™
IMAC FF, GE Healthcare) byla po nabiti 50mM CoCl, a promyti sterilni vodou
ekvilibrovana pufrem (20mM Na;HPO,, 0,5M NaCl, 8M mocovina, pH 8.0). Nanesena frakce
inkluznich télisek byla promyta 50 ml promyvaciho pufru (20mM Na,HPO,4, 0,5M NaCl, 8M
mocovina, 20mM imidazol, pH 8.0) a rekombinantni protein byl z kolony uvoliovan elu¢nim
pufrem (20mM Na,HPQO,4, 0,5M NaCl, 8M mocovina, pH 8.0) v probihajicim linearnim
gradientu 0,01-0,5M imidazolu. Odebrané 1ml frakce byly analyzovany pomoci SDS-PAGE
elektroforézy (kapitola 3.7). Frakce obsahujici rIrSRP-1 byly pouzity pro renaturaci
(refolding) nebo byly uskladnény ve 4 °C. Refolding rekombinantniho proteinu probihal ve 4
°C po 12 hod béhem 5 dnii v renatura¢nim pufru (50mM Tris/HCI, 150mM NaCl, 2mM -
merkaptoetanol a rizné koncentrovana mocovina). Kazdy nasledny den byla skokové sniZzena
koncentrace mocoviny V dialyzacnim pufru (4M, 2M, 1M a 0,5 M) a posledni den probihala
dialyza v renaturaénim pufru bez mocoviny a pouze sl1lmM p-merkaptoetanolem.
Dialyzovanad smés byla centrifugovana (16000x g, 5 min) a rekombinantni protein byl
koncentrovan (20x) na 15 ml centrifugacnich filtrech (MW cut-off 10 kDa; Amicon,
Millipore). Refoldovany a koncentrovany rIrSRP-1 byl piecistén (AKTA FPLC, GE
Healthcare) gelovou filtraci na koloné Superdex 75 (GE Healthcare) v pufru (20mM
Tris/HCI, 150mM NaCl, 2mM B- merkaptoetanol), pficemz frakce vykazujici absorpci pii UV
280 nm byly analyzovany SDS-PAGE elektroforézou. Pozitivni frakce byly pouzity pro
imunizaci kralika nebo byly testovany na trypsinovou aktivitu pomoci univerzalniho substratu
protedz, barevné (resorufin) zna¢eného mlécného kaseinu (Universal Protease Substrate,
Roche) pf1 574 nm absorpéni a 584 nm emisni optické vlnové délce na mikrodesticCkovém

fluorimetru Infinite 200 M (Tecan).
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3.6. Priprava a afinitni ¢isténi IrSRP-1 protilatky

Laboratorni kralik byl imunizovan ¢tyimi davkami rekombinantniho proteinu IrSRP-1
smichaného s nekompletnim Freudovym adjuvans v poméru 1:1 ve 14 dennim intervalu. Krev
Z imunizovaného kralika se ponechala srazet nejprve 2 hod pfi laboratorni teploté a pak pies
noc ve 4 °C. Po centrifugaci krve (860x g, 15 min pii 4 °C) bylo odebrano sérum, z n¢hoz
byla izolovana IgG frakce nasledujici procedurou: Sérum bylo smichdano s 50mM Na
acetatovym pufrem (pH 4.0) v poméru 1:2 a za stdlého michani byla postupné ptidavana
kyselina kaprylova (75 pl po 3 min do kone¢né koncentrace 25 pl kyseliny kaprylové/ ml
smési). Srazeni probihalo dal§ich 90 min pfi laboratorni teploté. Smées byla centrifugovana
(5000x g, 10 min), supernatant ptefiltrovan pfes filtracni papir a pies noc dialyzovéan ve 2
litrech 5mM Na;HPO, pii 4 °C. Takto ziskana IgG frakce byla uchovana v -20 °C nebo ve 4
°C (s ptidanym 0,02% azidem) k néasledné spotiebé.

Protilatka byla z IgG frakce izolovana afinitni chromatografii nasledujicim postupem: 0,5 g
lyofilizované CNbr.- aktivované sefar6zy 4B (Amersham Pharmacia Biotech AB) bylo
nabobtnano ve 20 ml ImM HCI. Po 30 min michéni byla sefar6za na sklenéné frit¢ promyta
500 ml ImM HCI a nasledné vazebnym roztokem B2 (0,5M NaCl, 100mM NaHCOg3, pH
8.3). Sefar6za v 6 ml vazebného roztoku byla odebrana a 2 hod inkubovéana spolu
s rekombinantnim proteinem, rozpusténém v 6 ml B2 pufru (200 pg/ml) po predchozi 2 hod
dialyze, na rotaénim inkubatoru pfi laboratorni teploté. Smés byla centrifugovéna (40x g, 5
min) a sefar6za s navdzanym rekombinantnim proteinem byla blokovana v blokovacim médiu
(0,2M glycin, pH 8.0) ptes noc ve 4 °C. Nasledujici den byla smés centrifugovéna (40x g, 5
min) a pelet promichan ve 30 ml B2 pufru. Nasledovalo opakované promyvani pufry B2 a B3
(0,5M NaCl, 0,IM octan amonny, pH4), které bylo provedeno celkem pé&tkrat. PreciStény
pelet byl promichan ve 20 ml sterilntho PBS a nanesen na kolonu (Poly-Prep
Chromatography Columns, BioRad). V chladové mistnosti (4 °C) byla smés promyta dalsimi
50 ml PBS. Po promyti byla postupné ptidavana IgG frakce (273 pg/ml, celkem 7 ml)- cca
Iml/min. Z kolony byly nejprve vymyty nenavazané protilatky 50 ml PBS a pak byly 8 ml
elucniho pufru (0,15M NaCl, 0,2M glycin, pH 2.2) vymyvany protilaitky vazané na
rekombinantni protein, pfi¢emz byly odchytavany 1ml frakce, okamzité€ neutralizované 65 pl
1M Tris base (pH 9.5). Frakce byly vyhodnoceny spektrofotometricky Bradfordovou metodou
a frakce s nameétenou optickou hustotou ODsgs > 0,1 byly po ptidani 0,02% azidu uchovany
ve 4 °C.
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IgG frakce a ptecisténa protilatka byly testovany pomoci metody dot-blot. Rekombinantni
protein (rlrfSRP-1 v 8M mocoviné piecistény chelataéni chromatografii) fedény 1:5 v kazdém
nasledujicim vzorku byl nanesen po kapkdch (1 pl) na nitrocelul6zovou membranu
(Whatman). Po zaschnuti byla membrana pil hodiny blokovana (5 % susené mléko v PBS-
0,05% Tween), hodinu inkubovana s primarni protildtkou a po promyti v PBS- 0,05 % Tween
(5 krat po 5 min) inkubovana 1 hod se sekundarni protildtkou s konjugovanou kienovou
peroxidazou (SwAR/Px, Sevapharma a.s.). Po promyti byly protilatky vazané na
rekombinantni protein detekovany bud’ kolorimetricky DAB substratovym roztokem (0,035%
3,3'- diaminobenzidinu v 0,1M Tris/HCI, pH 7.5 s pfidanim 1ul H,O,/1 ml roztoku) nebo

chemiluminiscenéné ECL substratem (BioRad) v ChemiDoc™ MP imager (BioRad).

3.7. SDS-PAGE clektroforéza a Western blot

Denaturované tkanové hemogenaty (kapitola 3.2) byly elektroforeticky separovany
v gradientovém gelu 4-15% Citerion™ TGX Stain-Free™ Precast gel (BioRad)
a Tris/Glycine SDS pufru (BioRad) pti konstantnim napéti 300 V po dobu 20 min. Tyto gely
obsahuji trihalové slozky, které po ozareni UV zafenim reaguji s tryptofanovymi zbytky, ¢imz
je umoznéna fluorescencni detekce proteinti. K vizualizaci byl pouzit ChemiDoc™ MP
imager (BioRad). Western blot byl provanén s blotovaci sadou Trans-Blot Turbo™ Midi
Nitocellulose Transfer Pack (BioRad) a probihal v piistroji Trans-Blot® Turbo™ Blotting
system (BioRad) pfi napéti 25 V, proudu 1,3 A po dobu 7 min. Pfenesené proteiny byly
vizualizovany stejnym principem jako u vySe zminénych gelt v ChemiDoc™ MP
imager (BioRad). Membrana byla nejprve putl hodiny blokovana v blokovacim pufru (5 %
susené mléko v PBS- 0,05 % Tween) a poté 2 hod inkubovana s primarni protilatkou proti
IrSRP-1 (fedéni 1:100, pocatecni koncentrace: 80 ug/ml) a 1 hod se sekundarni protilatkou
(fedéni: 1:2000; SWAR/Px, Sevapharma a.s.). Ob¢& protilatky byly fedény v blokovacim
roztoku a po jejich vazani byla membrana vzdy fadné promyta v PBS- 0,05 % Tween (5 krat
po 5 min). Proteiny s navazanymi protildtkami byly chemiluminiscenéné detekovany ECL
substratem (BioRad) v ChemiDoc™ MP imager (BioRad) a vyhodnoceny pomoci Image
Lab™ software (BioRad).

Pro kontrolni SDS-PAGE (napf. pro analyzu frakei po chromatografii- kap. 3.5) byly pouzity
gradientové pre-cast Bis-Tris gely NUPAGE® 4-12% (Lifetechnologies) a elektroforéza
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probihala v NUPAGE® MES SDS Running buffer (Lifetechnologies) pii konstantnim proudu
150 V po dobu 45 min. Gely byly po elektroforéze barveny (0,05 % Coomassie Briliant Blue
R-250, 50 % metanol, 10 % Kkys. octova ve vod¢) a nasledné odbarvovany (25 % metanol, 10

% Kkys. octova ve vode).

3.8. Imunohistochemie

Pro imunolokalizaci ve stievech byly pfipraveny blocky, z nichZz se krajely polotenké fezy.
Vypitvana stieva z plné nasatych samic (na jeden bloCek vzorek ze stfev tii samic) byla
fixovana fixa¢nim roztokem (4% formaldehyd, 0,1% glutaraldehyd v 0,1M Na-fosfatovém
pufru, pH 7.2- 7.4). Vzorky byly stfidavé 30 s zahfivany Vv mikrovinné troubé v rezimu
rozmrazovani a 4 min tfepany na ledé¢ (celkem 5 krat) a pfes noc inkubovany ve 4 °C. Stejny
den byl pfipraven roztok LR White (LRW) pryskyftice (5 % benzoyl peroxid v LRW; London
Resin Company Ldt.), ktery se do nésledujiciho dne rozpoustél pfi teploté¢ 4 °C. Druhy den
byly tkané 3 krat promyty po 10 min promyvacim pufrem (0,1M fosfatovy pufr, 0,28M
glukéza, pH 7.2), pficemz po kazdych 10 minutach byly na 30 s vystaveny mikrovinam.
Béhem promyvani se vzorky tfepaly na led€. Tkan¢ byly odvodnovéany na zakladé postupného
promyvani (po 15 min) etanolovou tadou (30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 90 % a 95 % EtOH),
pficemz byly kazdych 5 min vystaveny mikrovlndm. Po odvodnéni nasledovalo ¢tyistupiiové
prosycovani pryskyfici, pfi némz byly tkané vzdy po dobu 90 min inkubovany se smési LRW
pryskyfice s 95 % etanolem po sob¢ v téchto pomérech: 1:2, 1:1 a 2:1 a kazdych 18 min byly
vystaveny mikrovinam. Pfes noc byla stfeva prosycovana 100 % LRW v lednici ve zkumavce
s otevienym vickem. Dalsi den byly tkané premistény do Zzelatinové kapsule nasledné
naplnéné Cistou pryskyfici (100 % LRW) a vzorky byly inkubovany v50 °C do
zpolymerizovani pryskyfice (cca 24 hod). Blocky zbavené Zelatinové kapsule byly nakrajeny
na ultramikrotomu (Leica Ultracut UCT) na polotenké fezy (400 nm).

Rezy byly nejprve 6 hod inkubovany v PBS- 1 % tritonu (PBS-1Tr) ve vlhké komurce pfi 4
°C za ucelem zpfistupnéni membran pro piipadné navazani protilatek a pak pfes noc
blokovany Vv blokovacim médiu s 1% BSA (hovézi sérovy albumin, Sigma-Aldrich) a 10%
suSenym mlékem v PBS-1Tr ve 4 °C. Nasledujici den byly fezy dvakrat po 5 min promyty v
PBS-1Tr. 3 hod byla vazana afinitné pfeciSténa protilatka proti IrSRP-1 (fedéni 1:40,
pocate¢ni koncentrace 80 pl/ml) a po promyti (4 krat 5 min, PBS-1Tr) 1 hod sekundarni
protilatka (Alexa Fluor 488, Sigma-Aldrich, fedéni 1:500). Po promyvani (4 krat 5 min) bylo
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pro zviditelnéni bunéénych jader 10 min vazano DAPI (4',6-diamidino-2-fenylindol
dihydrochlorid, Sigma-Aldrich, 1 pg/ml) a po promyti (3 krat 5 min) a vysuSeni byly fezy
zality 2,5% DABCO (1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktan; Sigma-Aldrich) v glycerolu.

Pro zna¢ni hemocytt byla odebrana hemolymfa ze ¢tyf samic I. ricinus na podlozni sklicko
do L15 média (L15+ 10% FBS, pH 6.8; GE Health Care, PAA, Biotech). Vzorky se 20 min
ttepaly ve vlhké komiirce. Hemocyty byly fixovany 15 min 4% paraformaldehydem a po
promyti (3 krat po 5 min v PBS) byly hodinu blokovany v blokovacim médiu s 1 % BSA
(Sigma Aldrich) a 10 % kozim sérem (Sigma-Aldrich) v PBS-0,1 % tritonu. Po promyti (3
krat po 10 min v PBS-01Tr) byla 1,5 hod vazana afinitné precisténa protilatka proti IrSRP-1
(fedéni 1:40, pocatecni koncentrace 80 pl/ml). Nasledovalo dalsi promyvani (3 krat 10 min) a
hodinové vazani sekundarni protilatky (Alexa Fluor 594, Sigma-Aldrich, fedéni 1:500). Po
promyvani (3 krat 10 min) bylo 10 min vazano DAPI (Sigma-Aldrich, 1 pg/ml). Po promyti
(2 krat 5 min, PBS) a vysuSeni byly preparaty zality 2,5% DABCO (Sigma-Aldrich)

v glycerolu.

Pro imunolokalizaci na totalnich preparatech tracheji a slinnych zlaz byly vypitvané tkan¢ ze
samic po 6 dnech sani fixovany 2 hod 4% paraformaldehydem, 3 krat po 10 min promyty
PBS a pies noc blokovany v blokovacim médiu (1% BSA, PBS-1% Triton X-100) pii 4 °C.
Afinitn¢ precisténa protilatka proti IrSRP-1 (fedéni 1:40, pocateni koncentrace 80 ul/ml)
byla vazana 2 hod a po promyti (3 krat 10 min v PBS-1TrX) byla vazana sekundarni
protilatka (Alexa Fluor 488, Sigma-Aldrich, fedéni 1:500) 1 hod. Preparaty byly nejprve
promyvany PBS-1TrX 10 min a pak ¢istym PBS 10 min. Nasledovalo vazani DAPI (Sigma-
Aldrich, 1 pg/ml) 10 min, promyvani v PBS 10 min, vysuSeni a zaliti do 2,5% DABCO
(Sigma-Aldrich) v glycerolu.

Pfi praci byl zamezen piistup svétla K fluoroformium. Béhem vazani protilatek a promyvani se
vzorky tfepaly na tfepatce. Rezy a totalni preparaty byly pozorovany pod konfokalnim
mikroskopem (Olympus FW1000) pii rGzném zvétSeni a vizualn€ zpracovany pomoci
softwaru Fluoview FV10-ASW (Olympus) a Photoshop (Adobe).
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3.9. RNA interference

Dvouvlaknova RNA (dsRNA), potiebna pro RNAI, byla pfipravena nasledujicim postupem:

225 bp usek IrSRP-1 byl amplifikovan z cDNA ze stiev plné nasatych samic I. ricinus.
Navrzené primery (Tab. I na str. 10) obsahovaly pfidané sekvence restrikénich mist pro Apal
a Xbal. PCR produkt byl vlozen do vektoru PLL10, obsahujiciho dva T7 promotory
s opacnou orientaci. Nejprve byla provedena restrikce plazmidu a PCR produktu (enzymy
Apal a Xbal, 10x Tango Buffer, Thermo Scientific, 30 ul reakce) a po piecisténi restrikénich
reakei (GenElute™ PCR Clean-Up Kit, Sigma) byl PCR produkt ligovan do vektoru (T4
DNA ligaza, 2x Rapid Ligation Buffer, Promega, 10 pl reakce). Vektor byl transformovan do
kompetentnich bun¢k TOP10 (Lifetechnologies) a po kultivaci bunék a izolaci plazmidové
DNA (High Pure Plasmid Isolation Kit, Roche) byla ovéfena sekvence pozitivnich klond.
Piecistény plazmid (10 pg) nesouci sekvenci amplifikovaného fragmentu IrSRP-1 byl
linearizovan ve dvou oddé€lenych 50 pl restrikénich reakcich s enzymy Apal nebo Xbal a
nasledné precistén timto postupem: K plazmidu bylo pfidéno 25 pl proteindazy K (zasobni
roztok: 20 ug proteinazy K v 150 pul 10mM Tris/HCI, pH 8.0 a 2mM CaCl,) a 3,75 ul 10 %
SDS. Smés byla inkubovana v 50 °C po dobu 30 min. Po ptidani 80 ul fenol-chloroformu
(Sigma), byla smés promichana na vortexu a centrifugovana 5 min pfi maximalnich otackéch.
K vodni fazi bylo pfidano 80 pl chloroformu a stejnym zptisobem jako v ptfedchozim kroku
byla smes zamichana a centrifugovana. Po pfidani 56 ul isopropanulu k odebrané vodni fazi
byla smés 30 min inkubovéna v -20 °C a pak centrifugovéana (30 min, max. otacky pii 4 °C).
Pelet byl rozpustén ve 20 pl DEPC vody. Takto ptecisStény linearizovany plazmid slouzil jako
templat pro syntézu jednovlaknové RNA (ssRNA) (Ipg linearizovaného plazmidu do 20ul
reakce), k niz byla pouzita sada MEGAscript® T7 High Yield Transcription kit (Ambion).
Syntetizovand ssSRNA byla pteciSténa timto zpisobem: Po pfidani 1ul DNazy byla smés
sSRNA 15 min inkubovana ve 37 °C. K smési bylo pfidano 115 pl HO a 15 pl octanu
amonného (vSe soucasti kitu), smés byla zamichana a po ptidani 150 pl fenol-chloroformu
dikladné promichana na vortexu. Po centrifugaci (max. otacky, 5 min) byla odebrana vodni
faze, k niZ bylo pfidano 150 pl chloroformu. Smés byla opét promichana a centrifugovéna.
K odebrané vodni fazi bylo pfiddno 110 pl izopropanolu, smés byla zamichana, 15 min
inkubovana v -20 °C a pak centrifugovana (30 min, max. otac¢ky pti 4 °C). Pelet byl vysuSen a
nasledn¢ rozpustén v 10 pul DEPC vody. Komplementarni vlakna RNA (3 pg/ml) byla
spole¢né hybridizovana v poméru 1:1 pies noc v odmémém valci s vrouci vodou. Usp&snost

syntézy dsRNA byla ovéfena elektroforézou v 1% agar6zovém TAE gelu s pouzitim
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nanaseciho pufru Ambion loading dye (Ambion). Pi praci s RNA se pracovalo v RNA boxu,

aby nedoslo k jeji degradaci RNazami.

0,5 ul dsRNA (3 pg/ul) bylo injikovano do hemolymfy nenasatych samic klistéte I. ricinus
S pouzitim mikromanipulatoru (Narishige). Kontrolni klistata byla injikovana stejnym
mnozstvim dsRNA pro GFP (green fluorescent protein). 24 hod po injikovani byly samice
aplikovany na morcata (I morée — 25 samic) v piitomnosti samcl, aby mohlo dojit
K Gplnému nasati, které je mozné jen u oplozenych samic. V prab&hu piezivaciho pokusu byl
sledovan fenotypovy projev KD (knock-down, utlumeni) vs. kontrolnich (GFP) klistat.
Zaznamenavana byla nasledujici data: pocet nasatych samic, télesna hmotnost samic po
nasati, schopnost vyklast snisku, popt. velikost snlisky (ve tfech stupnich- mald, stfedni,
velkd) a schopnost lihnuti, popt. pocet vylihnutych larev (tfemi stupni se vztaZzenim na

velikost vaje¢né snisky).
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4. Vysledky
4.1. ldentifikace a struktura IrSRP-1

Tato prace je zaméfena na charakterizaci nové popsaného receptoru- modularni serinové
peptidazy z klistéte 1. ricinus, oznacené jako |. ricinus scavenger receptor peptidase 1 (IrSRP-
1). Fragment anotovany jako trypsinova peptidaza ISSRP-1 byl identifikovan z genomové
databaze blizce piibuzného klistéte . scapularis (projekt sekvenace genomu: Megy a kol.,
2012) na zakladé¢ homologie se savcim hemoglobinovym receptorem CD163 (prvotnim
zamérem bylo nalézt vhodného kandidata pro hemoglobinovy receptor na povrchu travicich

bunék klistéte I. ricinus).

Pro ziskani kompletni sekvence IrSRP-1 byly provedeny 3'a 5' RACE PCR, prostfednictvim
nichz se podafilo identifikovat pouze cDNA sekvenci 3' konce IrSRP-1(viz Obr. 3). Dosud
oveéfend sekvence Citd 1680 bp, které koduji 61 kDa velky protein o tfech doménéch,
zahrnujicich doménu trypsinové proteazy na C-konci, dvé SRCR domény a mezi nimi

receptor pro nizkodenzitni lipoprotein (LDL) - viz Obr. 4.
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Obr. 3: 3' RACE PCR: gradientova nested PCR; genové specifické primery jsou uvedeny v Tab. | na str.10. Izolovany PCR
produkt o velikosti ~1100 bp (Sipka) je amplifikovana sekvence 3' konce IrSRP-1.
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gtggaagttcaagtgcacggccagtggggactcgtgtgcgacgaccactgggacatcgac
V. .E . .V. .Q. .V. .H. .G. .Q. .W. .G. .L. .V. C D D H . W D I . D
gccgccaacgtcgtctgcagggagctgggcttccecgcectaggagecttcgaagectaceccte
ggctctcagcacggggccggagcggacggggagtcecctgeccatcecttcatggacgacgtce
G..S..Q..H..G..A..G..A..D..G..E..S..L..P..I..F..M..D..D..V.
cagtgcacgggcaacgagacctcgctttcccagtgecggttttccgggatggaagaagcac
Q. .C. .T . .G. .N. .E . .T . .S . .L. .S . .Q. .C. G F . P . G W K K H .
aactgcttcagcaaccagaccgccggagttcgectgcaggaccaaagactgcgaagecccta
N. .C. .F. .S . .N. .Q. .T . .A. .G. .V. .R. .c. R T . K D . C . E . A L .
ggattcgagtgtttggggacgtgcattcccttctacctgctgtgcaacgaccagccagac
G. .F. .E . .C . .L. .G. .T . .C . .I . .P. .F. .Y. .L. .L. .C . .N. .D. .Q. .P. .D.
tgcgcagacgagtcgctcgtccgacccgactgcaatgcgecggctggacgtececgtetggtt
C..A..D..E..S..L..V..R..P..D..C..N..A..R..L..D..V..R..L..V.
gggggaccccactcgctctccggaaggctggagataagaaggcacggactctggggaacc
G..G..P..H..S..L..S..G..R..L..E..I..R..R..H..G..L..W..G..T.
gtctgcgacgacgacttcggacatatggaagccatggtggcctgecgeccatgatgggettce
V..C..D..D..D..F..G..H..M..E..A..M..V..A..c..A..M..M..G..F.
gaagggggcaacgccaccgtgcacagtagcccgcacaaagctggcaagggtcectatctgg
E..G..G..N..A..T..V..H..S..S..P..H..K..A..G..K..G..P..I..W.
ctggacaaccttcggtgcagcggcacggaacgctccctggacgagtgccgcacccagcce
tggggacagtctgactgtgaccacagcgaggatgtagccatgacgtgcattccgggaggce
W..G..Q..S..D..c..D..H..S..E..D..V..A..M..T..c..I..P..G..G.
agtgccacactaccggccagcatcgcggcecttgaccacgacatgcggaagtccgaagtac
S..A..T..L..P..A..S..I..A..A..L..T..T..T..C..G..S..P..K..Y.
cagccacagatggatcaagggtcactaaacaaccatcatcgcttcaccaggcacatgtgg
Q. .P. .Q. .M. .D. .Q. .G. .S . .L. .N. .N. .H. .H. .R. .F. .T . .R. .H. .M. .W.
caacgaccaacttacgctcgagactggtttccaggccecggagectcgacggcgecgecate
Q..R..P..T..Y..A..R..D..W..F..P..G..P..E..P..R..R..R..R..I.
tcggggcgcattgtggacggcgtgcccgecgcactacggecgecccaccecgtggetegtggac
S..G..R..I..V..D..G..V..P..A..H..Y..G..A..H..P..W..L..v..D.
atccggcttaggaccgactccggceccgcaccatgcactggtgtgecggggecgtectgtece
I..R..L..R..T..D..S..G..R..T..M..H..W..C..A..G..A..V..L..S.
ccgaacctggtgctcagtgccgcacactgcttcaagcactccccgaacgecgtcggagetyg
P..N..L..V..L..S..A..A..I..C..F..K..H..S..P..N..A..S..E..L.
gtcgtccgcatcggggagcaccggatgcagacacgcgacatctacgaggtggatttcgac
V..V..R..I..G..E..H..R..M..Q..T..R..D..I..Y..E..V..D..F..D.
gtcgaggcattcaaggtgcaccagggattcgacgcagacactttcttcaatgacatcagce
V_..E..A..F..K..V..H..Q..G..F..D..A..D..T..F..F..N..I..I..S.
ctgctgaagcttcgacccatccgcaatcacggcatcttgttcaacgaccacgtgatgcecce
L..L..K..L..R..P..I..R..N..H..G..I..L..F..N..D..H..V..M..P.
gtgtgcctccccaccaaagaggacgtctatgecceccecggaacctectgegtcatecgecgga
V..C..L..P..T..K..E..D..V..Y..A..P..G..T..S..C..V..I..A..G.
tggggaaagaccatcatcaacgtccaccaactgcaatcgtctgtgctgcagacggcagcg
W..G..K..T..I..I..N..v..H..Q..L..Q..S..S..v..L..Q..T..A..A.
gtgcccctgtacgagcectggccagtgcgagcagecctgggtgtacggctacaggataaag
V..P..L..Y..E..P..G..Q..C..E..Q..P..W..V..Y..G..Y..R..I..K.
cgtggcatgttctgcgccgggcacgtggacggcggcatggacgcctgeccacggcgacagce
R..G..M..F..C..A..G..H..V..D..G..G..M..D..A..C..H..G..D..I.
ggaggacctctcgtctgccgctccatcacaggcaactttgcagtcttecggcataatcage
G..G..P..L..V..C..R..S..I..T..G..N..F..A..V..F..G..I..I..S.
tggggcgaagaatgtggcctccccaacagacctggtgtctacgtcaaggtacaagagtac
W..G..E..E..C..G..L..P..N..R..P..G..V..Y..V..K..V..Q..E..Y.
ctcgactggattgccaacaccgaagtggaactcctgagccagtattaaaatactgctaaa
L..D..W..I..A..N..T..E..v..E..L..L..S..Q..Y..*..

gcaaaaaaaa

Obr. 4: Ovérena sekvence IrSRP-1: 2 SRCR domény typu A (znafeny modie) ; LDL receptor typu A (znacen zelend);
doména trypsinové proteazy (vyznacena Cervené): zelené zvyraznéné aminokyselinové zbytky tvofici aktivni misto proteazy,
zluté vazebné misto pro substrat a modie misto Stépeni.
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Ovétena sekvence IrSRP-1 vykazuje vramci piibuznosti s ostatnimi proteiny v databazi
NCBI (National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
S pouzitim algoritmu blast P v programu BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,
http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi) nejvyssi (99 %) shodu s ¢aste¢nou sekvenci ,,trypsin
putative” (GenBank XP 002434387) z|l. scapularis, dale 43 % identitu s proteinem
DAPPUDRAFT (GenBank EFX82507) z perloocka Daphnia pulex, nasleduje serinova
protedaza (GenBank XP _001653721) z komara Aedes aegypti (41 %) ¢i serinova proteaza 22D
(GenBank AAD38337) z Anopheles gambiae (40 %); 39 % shoda byla nalezena u proteinu
(GenBank XP_002084219) z Drosophila simulans- viz Tab. Il.

Tab. I1: Nejptibuznéjsi anotované proteiny ovéfené peptidové sekvenci IrSRP-1.

Protein a taxonomické zarazeni GenBank CDS/ | ldentita v primarni | Délka homologie
protein a. n. struktui‘e s IrSRP-1
trypsin putative, Ixodes scapularis XP_002434387 99 % 52 %
DAPPUDRAFT_316225, Daphnia pulex EFX82507 43 % 99%
serine protease, Aedes aegypti XP_001653721 41 % 100 %
serine protease 22D, Anopheles gambiae AAD38337 40 % 100 %
GD14152, Drosophila simulans XP_002084219 39 % 100 %

Po nékolika neuspésnych opakovanich 5' RACE PCR byla sestavena hybridni ,,mezidruhova*
molekula pomoci ostatnich klistécich EST (expressed sequence tag) dat pro uceleni predstavy
o molekularni hmotnosti a pfedpokladané doménové struktufe IrSRP-1 pomoci multi-
alignmentii programu BLAST a EST dat v NCBI databazi, pficemz byly pouZity piedev§im
algoritmy blast X (translatované nukleotidy castecné sekvence IrSRP-1 — translatované
nukleotidy klistécich EST) a blast T (dosavadni protein IrSRP-1 — translatované nukleotidové
sekvence klistécich EST). Hypotetickd kompletni proteinova sekvence IrSRP-1 je tvofena
deseti doménami: kromé trypsinové protedzy, dvou SRCR domén a LDL receptoru obsahuje
navic jeSté¢ jednu SRCR doménu, dva dal§i LDL receptory, lektinovou doménu typu C
(CLECT), Kringle doménu a PAN/APPLE doménu (viz Obr. 5A). Vsechny tii SRCR domény
obsahuji po 6 cysteinovych zbytcich, ¢imz se fadi do skupiny SRCR typu A (viz uvod).
CLECT neboli lektinova doména typu C zastava roli pii rozpoznavani a vazani molekul
sacharidii (volnych nebo vazanych v glykoproteinech ¢i glykolipidech) Ca** dependentnim
zpusobem napiiklad pti bunééné adhezi ¢i ve vrozené imunité (Drickamer, 1999). Kringle

doména se nachazi u proteinii podilejicich se na sraZeni krve a S$tépeni fibrinu (napi. u

22


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Vysledky

plazminogenu ¢i protrombinu). Jeji funkce spociva pravdépodobné ve vazani mediatort
(peptidu, fosfolipidi a dalsich) (Li a kol., 1994). LDL receptory vazi a do bunék transportuji
LDL molekuly, ¢imZ hraji kli¢ovou roli v metabolismu cholesterolu u saveu. LDL receptor
typu A se vyznacuje bohatym zastoupenim cysteinovych zbytkl (6), jez tvofi disulfidické
mustky (Goldstein a kol., 1985, Gent a Braakman, 2004). Nedavno popsana PAN/APPLE
doména se vyskytuje u plazminogenu, rastového faktoru hepatocytli a rozli¢nych proteint
trojlistych (Bilateria), jako napftiklad u pijavice popsaného proteinu, ktery svoji vazbou na
kolagen zabraiuje shlukovani krevnich desticek (Huizinga a kol., 2001). 3D strukturni model
IrSRP-1 trypsinové proteazy je znazornén na Obr. 5B; obsahuje pfisné konzervovanou trojici
aminokyselinovych zbytkli tvoficich aktivni misto enzymu. Trypsinova proteaza byva

vétSinou syntetizovana v neaktivni formé a teprve po svém odstépeni se stava aktivni (Polgar,

2005).
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Obr. 5: Hypoteticka kompletni proteinova sekvence IrSRP-1 a terciarni struktura trypsinové domény.

A: Schematické zndzornéni predpokladané proteinové sekvence mnohodoménového IrSRP-1. SR= Scavenger doména bohaté
na cysteiny, CLECT= lektinova doména typu C, KR= Kringle doména, LDL= receptor pro LDL, PA= PAN/APPLE doména,
TRYP-SP= trypsinova serinova protedza. B: Terciarni struktura trypsinové domény IrSRP-1. Navrzeno podle tkanového
aktivatoru plazminogenu u netopyra Desmodus rotundus (PDB kod: 1a5i) prosttednictvim Phyre 2.0 serveru, vizualizace
v programu UCSF Chimera. Zelené jsou znaCeny aminokyselinové zbytky tvofici aktivni misto proteazy, Zluté vazebné misto
pro substrat a oranzove cysteinové zbytky tvotici disulfidické mistky.
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4.2. qRT-PCR profily transkripce IrSRP-1

Prostfednictvim qRT-PCR byla porovnavéna hladina IrSRP-1 mRNA Vv ramci vyvojového
cyklu, v pribéhu sani a v riznych tkanich klistéte I. ricinus (Obr. 6). Z qRT-PCR profilu
jednotlivych stadii vyplyva, Ze larvy, nenasaté nymfy, samci a nenasaté samice vykazuji
téméf nulovou transkripci IrSRP-1. Ve vajiccich dosahla relativni hladina 16 %. U plné
nasatych samic byl zaznamenan dynamicky nardst IrSRP-1 mRNA (ze 7 % u samic po 6
dnech sani na 57 % u plné nasatych samic)- viz Obr. 6B. Podobny trend ukazovala také
ktivka profilu transkripce v pribéhu umélého membranového sani na krvi (Obr. 6D- ¢ervena
ktivka; tmavé klist¢ na obrazku), kterd navic zahrnovala data o rapidnim zvySovani hladiny
IrSRP-1 mRNA u samic n¢kolik dnd po sani. U samic uméle krmenych pouze na krevnim
séru (Obr. 6D- Zluta kiivka; bilé klist€ na obrazku) nebyla prokazana zavislost mezi dny sani
(resp. po sani) a transkripci IFSRP-1. Ze ziskanych qRT-PCR dat je patrna up-regulace IrSRP-

1 se sanim hostitelské krve.

Relativni exprese IrSRP-1 genu Vv tkdnich polonasatych samic (6 dni sani) byla nejvétsi ve
stievech (57 %); v trachejich dosahla hodnoty 24%, ve vaje¢nicich 17 %, v hemolymf¢ 10 %

a ve slinnych zlazach a malpighickych trubicich necelych 7 % (Obr. 6A)

Kwvili potencionalni roli ve vrozené imunité klistéte byl také testovan vliv pfitomnosti
nékolika riznych patogenti (kvasinky Candida albicans, grampozitivni bakterie Micrococcus
luteus, gramnegativni bakterie E. coli a Borrelie afzelii) na transkripci IrSRP-1. Jak vyplyva
z gRT-PCR profilu (Obr. 6C), hladina mRNA IrSRP-1 se po injikaci zadnym z téchto

patogenti neméni.
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Obr. 6: gRT-PCR profily transkripce IrSRP-1 genu u I. ricinus: A: Tkafiovy profil. cDNA byla pfipravena z tkani polonasatych samic. B: Profil transkripce u stadii se zohlednénou
dynamikou sani. C: Profil transkripce v reakci na patogeny. cDNA byla syntetizovana z mRNA izolované z nenasatych samic injikovanych davkou 10 000 patogend. D: Profil transkripce béhem
umélého membranovém sani na krvi vs. krevnim séru. UF= nenasaty, FF= pIné nasaty, 3D, 5D= 3, 5 dni sani, 2D+, 6D+= 2, 6 dni po sani. Relativni hladina IrSRP-1 byla normalizovana
relativni hladinou housekeeping genu kodujiciho elongacéni faktor 1 (EF1). Chybové tGsecky v grafech znaci standartni chybu primeéru.
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4.3. Priprava rekombinantniho proteinu- trypsinové proteazy rIrSRP-1

V bakterialnim systému E. coli byl exprimovan rekombinantni protein trypsinové domény
rirSRP-1 (viz Obr. 7). Rekombinantni protein byl izolovan z inkluznich télisek chelata¢ni
chromatografii (Obr. 7D) na IMAC koloné. Z SDS-PAGE analyzy sbiranych frakci vyplyva,
ze celkové byl rekombinantni protein v nadbytku a dobife se zkolony uvolnoval jiz
Vv pfitomnosti 20mM imidazolu. Po eluci rekombinantniho proteinu, obsazen¢ho ve frakcich
A6-12 a B3-11, byl rIrSRP-1 refoldovan, koncentrovan a ptecistén gelovou filtraci na kolon¢
Superdex 75 (Obr. 7E). Takto piecistény byl rIrSRP-1 pouzit pro imunizaci kralika a pro
testovani trypsinové aktivity in vitro v pfitomnosti makromolekularniho univerzalniho
protedzového substratu- zna¢eného kaseinu. Bohuzel, aktivita enzymu nebyla pozorovana, a

to ani po optimalizaci pH, sloZeni pufrt, v&etn& piidavku iontd (Ca?*, Mg?*, Zn®").
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Obr. 7: Piiprava a pieciS§téni rekombinantni trypsinové domény rIrSRP-1: A: Proteinova sekvence a molekularni
hmotnost rekombinantniho proteinu; barevné vyznaceny aminokyselinové zbytky pochazejici z expresniho vektoru pET100,
gervené zvyraznén Hisg-tag. B: Gradientova PCR- amplifikace cDNA z oblasti trypsinové domény IrSRP-1. Sipka smé&fuje
k PCR produktu, ktery byl izolovan a ligovan do expresniho vektoru. C: Kontrolni PCR pro ovéfeni pfitomnosti plazmidu s
vlozenym PCR produktem v jednotlivych klonech. Sekvenaci ovéteny plazmid byl izolovan z klonu ¢&. 3. D: Chelatacni
chromatografie na IMAC kolong s pouZitim Co?*. Chromatograf znizorfiuje pribéh elutni kiivky (modfe vyznaGena
absorp¢ni kiivka pii UV 280 nm, zelené linearni gradient imidazolu). SDS-PAGE analyza najimanych frakci: ON= inkluzni
téliska v solubiliza¢nim pufru, FT= flow- through (nezachycena frakce), W= wash (promyvani 20mM imidazolem); A6, 8,
10, 12 a B11, 9, 7, 3= sbirané frakce pfi eluci rekombinantniho proteinu v linearnim gradientu imidazolu (20-500 mM). E:
Gelova filtrace na koloné Superdex 75. Chromatograf znazoriuje celkovy prubéh filtrace (modie vyznacena absorpéni kiivka
pfi UV 280 nm, odpovidajici koncentraci rekombinantniho proteinu). SDS-PAGE analyza sbiranych frakci: ON= nanaseny
koncentrovany renaturovany protein, B1-5, C1-5= sebrané frakce.
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4.4. Priprava polyklonalnich protilatek proti rIrSRP-1, detekce a lokalizace IrSRP-1
Vv tkanich I. ricinus

Po imunizaci kralika rekombinantnim proteinem byla z krevniho séra izolovana IgG frakce a
Z ni afinitné piecisténd protilatka proti [rSRP-1. IgG frakce a afinitné ptecisténa protilatka
byly testovany pomoci metody dot-blot (Obr. 8A), kdy se protilatky inkubovaly s
rekombinantnim proteinem, nanesenym v fedici fadé na nitrocelulézovou membranu.
Protilatky se navazaly na rekombinantni protein, ptfiCemz byl patrny pokles signalu

Vv zavislosti na zvySujicim se fedéni rekombinantniho proteinu.

Afinitn¢ preciSténd protilatka byla pouzita pro detekci IrSRP-1 v izolovanych tkanovych
homogenatech polonasatych samic I. ricinus prostfednictvim Western blotu (viz Obr. 8B).
Nejsilng€jsi signdl byl detekovan jednoznaéné ve stfevech, zaznamenan byl ale také v
malpighickych trubicich, trachejich a vajecnicich; v hemolymf¢ byl signal velmi slaby a ve
slinnych zlazach nebyl detekovan vubec. V malpighickych trubicich a trachejich je profil
téméf identicky- protilatky se vazaly na proteiny o velikosti ~150 a 130 kDa. Ve stievech se
protilatky navazaly na protein o molekuldrni hmotnosti kolem 160 kDa a zaroven na
proteinovy komplex mimo rozliSeni pouzitého SDS-PAGE gelu. Ve vajecnicich byl profil
podobny jako v malpighickych trubicich ¢i trachejich, rozdilna byla pouze intenzita signalu u
~130kDa proteinu. V hemolymfé byl signal skoro nulovy, avSak po vysledku
z imunolokalizace, vykazujiciho silnou specifickou vazbu protilatky v hemocytech (viz nize),
byl Western blot proveden jesté jednou, ale s 20 krat koncentrovanéj$i hemolymfou (viz Obr.

8B vpravo u kazdého bloku). Protilatky se navazaly na protein o velikosti nad 170 kDa.
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Obr. 8: Testovani IrSRP-1 protilatky a detekce IrSRP-1 v tkanich kli§téte |. ricinus: A: Dot-blot: test IgG frakce a pfecisténé protilatky (Ab). Protilatky se vazaly na rekombinantni protein
(RP) fedény Vv nasledném sestupném poméru 1:5. B: Detekce Ir'SRP-1 v tkanich I. ricinus: Vlevo: Denaturaéni SDS-PAGE elektroforéza (Criterio TGX Stain-Free, BioRad) denaturovanych
tkatiovych proteintl. St= stfevo, MT= malpighické trubice, Tr= tracheje, H= hemolymfa, V= vajeéniky, SZ= slinné Zlazy. Samostatny obrazek: 20x koncentrovan&j§i hemolymfa. Vpravo:
Western blot s afinitné piecisténu protilatkou proti IrSRP-1 (fedéni 1:100, pocatecni koncentrace 80 pg/ml). Detekce byla provedena bud’ kolorimetricky diaminobenzidinem (metoda dot-blot
s IgG frakei), nebo chemiluminiscenénim ECL substratem (dot-blot s afinitné ptecisténou protilatkou a Western blot).
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Afinitn¢ piecisténa protilatka proti IrSRP-1 byla pouzita pro imunohistochemické znaceni na
polotenkych fezech a totalnich preparatech tkéni polonasatych ¢i plné nasatych samic I.
ricinus (Obr. 9). Protilatka vykazovala specifickou vazbu v travicich bunkach stfevniho
epitelu u pIné nasatych samic (Obr. 9A) a zaroven ve vnitrobunéénych vaccich a pii povrchu
hemocyti (Obr. 9B). Zadny signal nebyl naopak detekovan v totalnich preparatech tracheji
(Obr. 9C) a slinnych zlaz (Obr. 9D).

Obr. 9: Imunolokalizace IrSRP-1 v tkanich a hemocytech klistéte |. ricinus: Ve vSech preparatech jsou modie znacena
jadra (DAPI). Znacené preparaty byly pozorovany pod konfokalnim mikroskopem. A: Imunolokalizace ve stievech plné
nasatych samic (polotenké fezy). Pouzita sekundarni protilatka: Alexa Fluor 488. SL= stfevni lumen, SE= stfevni epitel, TB=
travici burika. B: Imunolokalizace v hemocytech. Pouzita sekundarna protilatka: Alexa Fluor 594. C: Imunolokalizace v
trachejich (totalni preparat). Pouzita sekundarni protilatka: Alexa Fluor 488 (zadny signal). D: Imunolokalizace ve slinnych
zlazach (totalni preparat). Pouzita sekundarni protilatka: Alexa Fluor 488 (zadny signal).
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4.5. RNA interference IrSRP-1

Pro RNAI pokusy a sledovani fenotypi bylo 25 nenasatych samic I. ricinus injikovano IrSRP-
1 dsRNA (ilrSRP-1) a stejné mnozstvi v kontrolni skupiné bylo injikovano kontrolni GFP
dsRNA (iGFP). Jak je vidét z gRT-PCR analyzy mRNA ze stiev ilrSRP-1 a iGFP
polonasatych samic (Obr. 10A), RNA interferenci se podatilo snizit hladinu Ir'SRP-1 mRNA
na pouhych 15 % oproti GFP dsRNA injikované kontrolni skuping. Ué¢inek RNAi byl
ovéfovan také na proteinové urovni Western blotem (Obr. 10B) na SDS-PAGE separatech
sttevnich homogenati z ilrSRP-1 a iGFP polonasatych samic. Pokud uvazime, Ze horni
prouzek je nedenaturovany proteinovy komplex a porovname spolecné intenzitu obou
prouzku (horni a spodniho), je v porovnani s IGFP kontrolou patrné i ¢astecné snizeni obsahu

samotného IrSRP-1 proteinu v ilrSRP-1.

Rozdilny fenotyp byl pozorovan jen pii samotném sani, kdy pouze 28% ilrSRP-1 samic
uspésné dokondilo sani. VSechny piezivsi ilrSRP-1 samice vykladly vajicka a ze vSech

vajeCnych sntsek se vylihly larvy (Obr. 10C).
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Obr. 10: RNA interference: A: qRT-PCR ovéfeni G¢inku RNAI na transkripéni urovni. mRNA byla izolovéna ze stfev 14
ilrSRP-1 a 14 iGFP samic po 6 dnech sani. Relativni hladina IrSRP-1 mRNA byla normalizovana housekeeping genem
(aktinem). B: Ovéfeni ucinku RNAi na proteinové Grovni. Vzorky pro Western-blot byly pfipraveny ze stev 14 ilrSRP-1 a
14 iGFP samic po 6 dnech sani. C: Pfezivaci pokus: injikovano bylo celkem 25 ilrSRP-1 a 25 iGFP samic. V tabulce je
uveden pocet nasatych samic, primérna télesnd hmotnost pln¢ nasatych samic, pocet samic schopnych vyklast sntisku a
velikosti (velka, stfedni, mald) téchto snisek, pocet samic, z jejichz sntisky se vykladly larvy a mnozstvi (hodné, stfedné,
malo) téchto larev se vztazenim na velikost sniisky. V grafu pod tabulkou jsou znazornéné relativni hodnoty v jednotlivych
stupnich ptezivaciho pokusu. Z divodu nedostatku klistat nebyl pokus proveden v biologickém triplikatu, ale pouze jednou.
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5. Diskuze

Tato prace je veénovana studii nové popsané¢ho makromolekuldrni receptoru- serinové
peptidazy IrSRP-1 z klistéte I. ricinus. Dosud ovéiena mMRNA sekvence (1680 bp) koduje
doménu serinové protedzy na C- konci a dvé SRCR domény, mezi nimiz se nachdzi receptor
pro LDL. Pomoci EST dat z nékolika druhd klistat (Ixodes scapularis, Ixodes pacificus,
Rhipicephalus microplus, Amblyomma americanum) byla sestavena hybridni molekula,
predikujici kompletni proteinovou sekvenci IrSRP-1 (150 kDa). Vsechny SRCR domény
obsahuji po Sesti cysteinovych zbytcich, ¢imz se fadi do skupiny SRCR-A. Tento typ domény
se vyskytuje vétSinou u mnohodoménovych proteini s jedinou SRCR doménou spojenou
s dal$imi rozlicnymi doménami. IrSRP-1 obsahuje v ovéfeném useku dvé a v predikované
sekvenci celkem tfi SRCR-A, ¢imz se li§i od obecného popisu scavenger receptorti s timto
typem SRCR domény. SRCR doména je velice starobyly proteinovy motiv (Sarrias a kol.,
2004), ktery u nizsich zivocichli zastava patrné dulezitou roli ve vrozené imunité (Olaja a
kol., 2007). Scavenger receptory ¢asto plni mnoho rozdilnych funkei. Typickym ptikladem je
sav¢i CD163, ktery kromé funkce hemoglobinového receptoru v makrofazich zastava roli pfi

fagocytoze patogeni nebo spousti fadu signalizac¢nich kaskad (Van Gorp a kol., 2010).

C-terminalni IrSRP-1 doména serinové protedzy ma charakter trypsinu s aktivnim mistem,
tvofenym serinem, histidinem a asparagovou kyselinou a lze ji tudiz ptisoudit proteolytickou
funkci (Rawlings a Salvesen, 2013). Bohuzel se béhem této prace nepodafilo ziskat aktivni
rekombinantni protein pro biochemickou charakterizaci a ovéfeni substratové specifity
pomoci modernich knihoven peptidylovych substrata (Sojka a kol., 2012; O’Donoghue a kol.,
2012). Protokol pro expresi solubilniho aktivniho proteinu je mozné déale optimalizovat
pouzitim specialnich bunék E. coli (napf. T7 Shuffle, New England Biolabs) pro zvysenou
expresi solubilnich proteinii nebo eukaryotického expresniho systému bézné€ pouzivaného
Vv nasi laboratofi (kvasinky Pichia pastoris ¢i Kuyveromycces lactis, hmyzi bunécné kultury
infikované bakuloviry). Aktivni protein by mohl byt déale ziskan modifikaci protokolu
renaturace (refoldingu) rekombinantni trypsinové domény IrSRP-1 ziskané z inkluznich
télisek bakterii.

Obecné serinové protedzy zastdvaji duleZité role pii normdlnich ¢i patologickych
fyziologickych procesech, jakymi jsou zanétlivé reakce, srazeni krve, traveni, prestavba tkani,
apoptéza ¢i nadorové bujeni (Lin a kol., 1999). Vyskyt SRCR domény spolu s doménou
trypsinové protedzy byl popsan napiiklad u lidského hepsinu ¢i epitheliasinu (TMPRSS2).
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Hepsin se pravdépodobné podili na bunééném rastu, bunétné morfogenezi a krevnim
srazenim (Kazama a kol., 1995). Jeho zesilena exprese byla prokazana v mnoha rakovinnych
bunkach (Zacharski a kol. 1998, Tanimoto a kol., 1997, Emst a kol., 2002). Epitheliasin se
patrn¢ také ucastni karcinogennich procesit (Lin a kol., 1999) a navic se podili na infekci a
rozsifeni chfipkového viru proteolytickou aktivaci jeho povrchového glykoproteinu
hemaglutininu (HA), nutnou pro fazi obalu viru s plazmatickou membranou bunky (Garten a

kol., 2004, Friebertshauser a kol., 2010).

Strukturn¢ velmi podobna proteaza Sp22D z komara Anopheles gambiae (40 % identita
S IrSRP-1 v primarni struktufe a 100 % pokryti homologie) se sklad4 ze dvou domén vazicich
chitin, mucinové domény, dvou LDL receptorti, dvou SRCR domén a z domény trypsinové
protedzy. Stejné¢ jako u IrSRP-1 se na C-konci Sp22D nachézi trypsinova doména, jiZ
nasleduji dvé SRCR domény a mezi nimi receptor pro LDL. Sp22D je exprimovan v riznych
Castech téla a vyvojovych stadiich komara, nejhojnéji se vSak vyskytuje v hemocytech,
Z nichz je vyméSovan do hemolymfy. V hemolymf¢ se pravdépodobné ucastni imunitnich
reakci a detekci prezence chitinu v hemolymf€ mize signalizovat mechanické poranéni nebo
identifikovat parazitické houby (Fungi) ¢i hlistice (Nematoda). Pti rozpoznavani patogent je

téZ zvazovana funkce domény LDL receptoru (Danielli a kol., 2000, Gorman a kol., 2000).

Predikovana primarni struktura IrSRP-1 obsahuje celkem 10 domén, coz vypovida o
komplexnosti a mnohofunk¢nosti proteinu. Spojeni serinové proteazy, LDL receptorii, SRCR
domény, PAN/APPLE domény, Kringle domény a lektinové domény typu C bylo popsano
také u serinové proteazy SP23 u vcely medonosné (Apis mellifera). Totozné je dokonce
potadi domén. Rozdilny je pouze pocet SRCR domén (3 d. u IrSRP-1, 1 d. u SP23) a vyskyt
tii domén vazici chitin u SP23, které se také vyskytuji u Sp22D z komara A. gambiae. Funkce
SP23 je nejasna; zvazovana je role ve vrozené imunité nebo v embryonalnim vyvoji (Zou a

kol., 2006).

Z vysledki qRT-PCR tkanového profilu IrSRP-1 vyplyva, Ze nejvyssi relativni exprese
IrSRP-1 je ve stifevech (57 %), avsak rozdil oproti ostatnim tkanim (24 % v trachejich, 17 %
ve vajecnicich a necelych 10 % ve zbylych tkanich) neni pfili§ signifikantni, obzvlasté pokud
zohlednime standartni chybu priméru (+/- 26 %). Tato nizsi hladina mRNA ve stievech je
patrné zapfi¢inéna pouZitim cDNA z tkani polonasatych samic. Pokud piihlédneme k
profilim dynamiky sani, je zfejmé, Ze relativni exprese Ir'SRP-1 genu je up-regulovana sanim

a hladina mRNA vyrazn¢ narlstad u metabolicky aktivnich samic. U larev, nenasatych nymf,
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samcl (nesaji krev) a nenasatych samic je hladina mRNA téméf nulova. Naopak dynamicky
narGstd u plné nasatych samic a rapidné stoupd jeste nckolik dnii po sani. Nejhojnéjsi
zastoupeni IrSPR-1 ve stfevech je zaroven potvrzeno Western blotem, provedeném se vzorky
stfev z plné nasatych samic, kde byl signal po navazani protilatky proti IrSRP-1 ve srovnani
S ostatnimi tkanémi viditelné nejsiln€j$i. Zajimava je relativni exprese genu IrSRP-1 ve
vajickach (16 %), ktera by mohla vypovidat o funkci IrSRP-1 pii zasobovani zarodku
potfebnymi Zivinami ¢i embryonalnim vyvoji. Po injikaci nékolika riiznych patogenti (Gram”
a Gram™ bakterii a kvasinek) byla hladina mRNA vys$s$i pouze u klistat injikovanych
kvasinkou C. albicans, avsak se zapoctenim standartni chyby priméru neni tento narGst

prokazatelny.

Profil Western blotu z jednotlivych tkani prokazuje nejvyssi hladinu IrSRP-1 ve stievech;
znaci také proteiny o jiné velikosti v malpighickych trubicich, vaje¢nicich a tracheji (moznost
alternativniho sestfihu). Ve slinnych zlazach neni IrSRP-1 exprimovan. Potvrzuji to ziskana
data z Western blotu, imunohistochemie i qRT-PCR (hladina mRNA nebyla nulova, ale velmi
nizka). V hemolymf¢ byl signal po vazani protilatek proti I'SRP-1 nejprve velice slaby, ale po
vysledku z imunolokalizace, prokazujiciho specifickou vazbu IrfSRP-1 v hemocytech, byl
Western blot zopakovan s 20 x koncentrovanéj§i hemolymfou. Metodicky rozdil mezi
imunolokalizaci a Western blotem hemolymfy spoéiva v tom, Ze k imunolokalizaci byly
pouzity pouze hemocyty, fixované na podlozni skli¢ko, zatimco u Western blotu vSechny
proteiny hemolymfy (hemocyty + slozky plazmy), proto bylo nutné pro detekci IrSRP-1
navysit koncentraci hemolymfy. Ve stievé se protilatky proti I'SRP-1 navazaly na protein o
velikosti zhruba 160 kDa a zaroven na proteinovy komplex mimo rozliSeni pouzitého SDS-
PAGE gelu (pravdépodobné nerozvatfeny komplex IrSRP-1 s membranovymi fosfolipidy).
V malpighickych trubicich, trachejich a vajec¢nicich se protilatky navazaly na proteiny 0
velikosti cca 150 a 130 kDa, coz odpovida velikosti predikovaného proteinu IrSRP-1 (150
kDa), poptipadé velikosti proteinu s odstépenou 28kDa trypsinovou protedzou. Je mozné se
domnivat, Ze trypsinova doména se autokatalyticky aktivuje odStépenim (Stépeni peptidické
vazby mezi argininem a izoleucinem), avSak se zbytkem proteinu zlistava kovalentné spojena
hypotetickym disulfidickym mustkem, protoze struktura aktivni peptidazy IrSRP-1 obsahuje
jeden neparovy cystein (Obr. 5B na str. 24). Aktivni peptidazu se vSak nepodafilo spolehlivé

detekovat na Western blotu z jednotlivych tkani polonasatych samic.
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Diskuze

Z vysledki imunohistochemického znaceni byla jasné¢ prokazana ptitomnosti IrSRP-1
v travicich bunkéch stievniho epitelu pln€ nasatych samic a ve vnitrobunéénych vaccich a na
povrchu hemocytt. Signal nebyl detekovéan v totalnich preparatech slinnych zlaz, stejné jako
u Western blotu a gqRT-PCR profilu, z ¢ehoz I1ze dedukovat, Ze se IF'SRP-1 ve slinnych zlazach
s nejvyssi pravdépodobnosti nevyskytuje. U tracheji, vykazujicich signal na Western blotu, se

Mrwe

citlivosti chemiluminiscen¢niho a fluorescen¢niho znaceni.

Podle dosavadnich vysledki piezivacich pokust po RNAi s dSRNA (ilrSRP-1) se zda, ze
IrSRP-1 ma vliv na sani samic (pouze 28 % ilrSRP-1 samic bylo schopnych se nasat). Naopak
umlceni IrSRP-1 genu neovlivnilo vykladeni sniiSky a lihnuti larev (100 % z ptezitych
iIIrSRP-1 samic bylo schopno vyklast snusku a ze vSech snisek se vylihly larvy). Pro
vyvozeni spolehlivych zavéri bude ale nutné pokus zopakovat nejméné v biologickém

triplikatu.

Ze soucasnych ziskanych dat lze vyvozovat, ze IrSRP-1 je mnohodoménovy protein,
exprimovany v riznych tkani, nejvice vSak ve stfevé sajicich samic. Jeho exprese je up-
regulovana sanim a zvysuje se jeSté nékolik dnu po sani. Pfi umlceni IrSRP-1genu nejsou
samice schopny se plné nasat, takZe se zd4, ze IrSRP-1 zastava n&jakou dileZitou roli béhem
sani. Vzhledem k tomu, ze patii do skupiny scavenger receptorti, stejné jako savéi CD163,
mohl by naptiklad slouzit jako hemoglobinovy receptor a zprostiedkovavat tak jeho
endocytézu do travicich bunék stfevniho epitelu. Pro svoji komplexnost a predpokladané
posttranslaéni modifikace (3 NetNGlyc 1.0 Server predikovana N-glykosylaéni mista
Vv dosavadni ovéfené sekvenci) je vSak vysoce pravdépodobné, ze IrSRP-1 plni mnoho
ruznych funkci, které se patrné lisi v zavislosti na typu tkané. IrSRP-1 by mohl v hemocytech
zastavat roli ve vrozené imunité klistéte. Mohl by se napiiklad ucastnit imunitnich reakci
vroli tzv. PRR receptoru (pattern recognition receptor, receptor rozpoznavajici cizorodé
agens) nebo se podilet na srazeni hemolymfy. Tomu vSemu by nasvédCovala jeho doménova
struktura. Lektinovd doména typu C by mohla rozpoznavat peptidoglykany ¢i
lipopolysacharidy na povrchu G* a G bakterii, Kringle doména se ucastnit koagulace
hemolymfy, SRCR doména by mohla vézat patogeny a zahajovat jejich fagocytdozu hemocyty,
nemluvé o vyznamu trypsinové domény, kterd se ucastni fady proteolytickych procest
podilejicich se na zanétlivych reakci, koagulaci aj. Vzhledem k relativné vyssi hladin€ mRNA

ve vajiccich by se IrSRP-1 mohl také podilet na embryonalnim vyvoji klistat. Obecné vSak
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nelze prepokladat funkci IrSRP-1 ve vyvoji klistéte, nebot’ ve vSech ostatnich stadiich
(larvach, nymfach, popt. samcich a nenasatych samicich) je relativni exprese IFrSRP-1 genu
témer nulova. Tuto hypotézu navic potvrzuji data z piezivaciho pokusu, kterd dokazuji, ze po

umlceni IrSRP-1genu jsou samice schopné vyklast sntisku a z vajicek se mohou litnout larvy.
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6. Zavér

Byla identifikovana castecna sekvence (1680 bp) nové popsaného scavenger receptoru-
trypsinové proteazy IrSRP-1 z klistéte I. ricinus, kodujici dvé SRCR domény, LDL receptor
a doménu trypsinové proteazy. Na zakladé EST dat z nékolika druhti klist'at byla predikovéana
kompletni proteinova sekvence IrSRP-1 (150 kDa), navic zahrnujici jest¢ jednu SRCR
doménu, dva dal$i LDL receptory, lektinovou doménu typu C (CLECT), Kringle doménu a
PAN/APPLE doménu.

Z vysledki qRT-PCR profili byla prokazana up-regulace IrSRP-1 sanim. Naopak nebyl
prokazan vliv pfitomnosti nékolika riiznych patogenti (Gram'/ Gram™ bakterie a kvasinky) na
relativni expresi IrSRP-1. Nejvyssi hladina mRNA v ramci tkdnového profilu byla detekovana
ve stievech sajicich samic I. ricinus. V larvach, nenasatych nymfach, nenasatych samicich a u

samct je hladina IFrSRP-1 mRNA nulova.

V bakteridlnim systému E. coli byl exprimovan rekombinantni protein trypsinové domény
rirSRP-1, ktery byl ptecistén a renaturovan. Nepodafilo se vSak ziskat aktivni rekombinantni

protein pro biochemickou charakterizaci a ovéteni substratové specifity.

Byly pfipraveny a afinitné pfecistény protilatky proti rIrSRP-1, s nimiZ byl proveden Western
blot a imunohistochemické znaceni IrSRP-1 v riznych tkanich klistéte 1. ricinus.
Prostfednictvim Western blotu byl detekovan nejsilngjsi signadl ve stievech pln¢ nasatych
samic a dale v malpighickych trubicich, vajecnicich a hemolymf¢€. Signal nebyl detekovan ve
slinnych zlazach. Na zaklad¢ imunolokalizace byla prokdzéna ptitomnost IrSRP-1 pouze

v travicich bunikach ve stfevech plné nasatych samic a v hemocytech.

Z dosavadnich vysledkti RNA interference byl pozorovan vliv IrSRP-1 na sani samic I.

ricinus, nikoliv na kladeni a lihnuti larev.
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