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1. UVOD

1.1 Vztah mezi hostitelem a parazitem

Parazit¢ si béhem své evoluce vyvinuli dimyslné mechanismy, které jim umoziuji
ovlivilovat obranny sytém hostitele. Proteiny a dal$i molekuly syntetizované a sekretované
slinnymi zlazami klist'at jsou pro tyto ektoparazity zasadni, aby mohli pfijimat potravu. Proces
sani trva v ptipad¢ Celedi Ixodidae vétSinou nekolik dni, pficemz klisté shromazd’uje krev ve
stteveé a z néj jsou zpétné sekretovany do hostitele voda a ionty. Pro zajiSténi prodlouzeni doby
sani se pfirozenou soucasti strategie parazita stala modulace imunitni odpovédi hostitele. Slinné
zlazy produkuji mnozstvi bioaktivnich latek s antikoagulacnimi, antihemostatickymi,
hostitelem (Ribeiro a kol. 1985). K tspéSnému sani parazita je nutné zabranit sraZzeni krve a
vzniku zanétlivé reakce. Latky obsazené v klistécich slinach inhibuji agregaci trombocytl v misté
poranéni, usnadiiuji séni zvétSenim krevniho pratoku, lokaln€ potlacuji imunitni odpoveéd
hostitele, narusuji hemostazu a také mohou usnadnit pienos nejriznéjSich patogent. Agregaci
krevnich desticek v misté sani zabranuji prostaglandiny (PGE,) a apyraza (Ribeiro a kol. 1985).

Pro vyvoj adaptivni imunitni odpovédi je tfeba, aby byl dany patogen degradovan
lysozomalnimi protedzami na kratSi peptidy a prezentovan pomoci MHC molekul na povrchu
antigen prezentujicich bun€k. V misté pfichyceni klistéte vznikd zanétliva reakce. Antigenni
material z kliStécich slin zachycuji Langerhansovy buiky, které migruji do lymfatickych uzlin,
kde prezentujyi antigeny T-lymfocytim. T-lymfocyty rozliSujeme na Ty (pomocné) a Tc¢
(cytotoxické) lymfocyty. Ty lymfocyty jsou podle vlastnosti produkovanych cytokint
rozd€lovany na dvé zakladni subpopulace Tyl a Ty2 (Mosmann a Coffman 1989). Pro Tyl
subpopulaci je charakteristicka sekrece cytokint IL-2, IL-12, TNF-a a IFN-y; pro Ty2
subpopulaci IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 a IL-13. V imunitni odpovédi hostitele na sani klistéte
se vyznamné uplatituji Tyl cytokiny, které maji vliv na dalsi lymfocyty a myeloidni buiiky,
chemotakticky pisobi na makrofagy, neutrofily, bazofily a eozinofily. Timto zpisobem vznika
kozni bazofilni hypersenzitivita, coz je typ oddalené ptecitlivélosti (Mosmann a Coffman 1989).
Déle dochazi k produkci homocytotropnich protilatek, které senzibilizuji bazofily a zirné bunky
(Christe a kol. 1998). Jako homocytotropni latky jsou oznacovany takové protilatky, které maji

veétsi afinitu k Fe-receptorim bunék toho zivocisného druhu, u néhoz vznikly, nez k Fc-



receptorim bunék jinych zivocisnych druht (Rovensky 2006). Volné protilatky po kontaktu
s cirkulujicimi antigeny slin aktivuji komplement klasickou cestou. Dilezitou slozkou primarni
imunitni reakce je také aktivace komplementu alternativni cestou, pii které dochdzi k uvolnéni
anafylatoxind. Ty jsou schopné zptsobit degranulaci bazofili, zirnych bunék a tak i1 uvolnéni
v nich pfitomnych mediatorti, napiiklad histaminu a serotoninu. Histamin inhibuje sani a mtize
zaptiCinit az odpadnuti klistéte (Paine a kol. 1983).

Klistata proto u¢inné moduluji imunitni systém hostitele ve sviij prospéch. V jejich slinach
byly objeveny proteiny vazajici histamin, které blokuji t€inky histaminu a serotoninu uvolnénych
z granul bazofili a zirnych bun¢k (Paesen a kol. 1999). Sliny klistat Ixodes dammini (1.
scapularis) inhibuji vazbu C3b a C5b slozek komplementu na povrch bunék, a tak brani aktivaci
komplementu alternativni cestou (Ribeiro 1987). Navic obsahuji inhibitor hydrolyzy C3 slozky
komplementu a snizuji tak produkci anafylatoxinu C3a, ktery je dilezity pro degranulaci bazofilt
a zirnych bun¢k (Ribeiro a Spielman 1986). Bylo také zjisténo, Ze sliny téhoz druhu klistéte
potlacuji funkci neutrofilti, jejich agregaci a produkci superoxidového aniontu (Ribeiro a kol.
1990). Extrakt ze slinnych zlaz ¢aste¢né nasatych samic Dermacentor reticulatus snizuje aktivitu
NK bunék (Kubes a kol. 1994). NK bunky maji zasadni roli v produkci prozanétlivého cytokinu
IFN-y a vlivem jeho sniZzené produkce dochazi k polarizaci imunitni odpovédi smérem k Ty2.
Cilem strategie klistéte je dosahnout modulace smérem k Ty2 typu imunitni odpovédi, protoze
vytvaii vetsi moznost pro jeho uspésné sani a pieziti.

Produkty slinnych zlaz zasahuji do cytokinové kaskady, a tak ovliviiuji imunitni odpoved’
organismu (Hajnicka a kol. 2005). Extrakt ze slinnych zlaz klistéte Dermacentor andersoni
suprimuje produkci IL-1, TNF-a, IL-2 a IFN-y (Ramachandra a kol. 1992). Dale bylo dokazano,
ze extrakty ze slinnych Z1az riznych ixodidnich klistat (Dermacentor reticulatus, Amblyommma
variegatum, Ixodes ricinus) snizuji mnozstvi IL-8 prostfednictvim vazby molekuly obsazené ve
slinach na tento cytokin (Hajnicka a kol. 2001). Extrakt ze slinnych zlaz ovliviiuje mnozstvi
detekovaného prozéanétlivého cytokinu MIP-2, funkéniho homologu IL-8, coz bylo popséno v mé
bakaléiské praci (Slepickova 2007).

Potlaceni zanétlivé reakce spolu sprodukci imunomodulaénich molekul vyznamné
usnadiiuje prenos patogend, zpusobujicich vdzna onemocnéni ¢lovéka jako jsou borelidza,
babesioza, theilerioza, klistova encefalitida, Q horecka a pod. Tento jev byl nazvan slinami

aktivovany pienos - SAT (saliva activated transmission). SAT neni typicky jen pro klistata, ale 1



dalsi krev sajici vektory. Imunosuprese v misté sani umoznuje patogenu snadno kolonizovat
nového hostitele a zaroven klistéti zvySuje objem nasaté krve. Privodnim jevem slinami
aktivovaného prenosu je produkce Ty2 cytokinti za soucasné suprese Tyl cytokinové odpovédi.

V nedavné dobé byla objevena u kliStéte Rhipicephalus sanguineus skupina proteind,
oznaCovana jako Evasiny, kterd je schopna omezovat prvotni kroky nespecifické imunity

zajiStované prostfednictvim chemokinti (Frauenschuh a kol. 2007, Gerritsen 2008).

1.2 Chemokiny

Chemokiny jsou malé peptidy s molekulovou hmotnosti 8-10 kDa, které maji schopnost
aktivovat a chemicky piitahovat subpopulace leukocytl. Podle primarni struktury je délime na a-
chemokiny, které ovliviiuji zejména neutrofily, T-lymfocyty a na P-chemokiny, pusobici
preferencné na monocyty, eosinofily a bazofily. Chemokiny se podle polohy prvnich dvou
sparovanych vysoce konzervovanych cysteinii sekvence aminokyselin déli na 4 skupiny (obr.1):
CXC, CC, CX3C, a C (Kopydlowski a kol. 1999, Murdoch a Finn 2000). Tyto cysteiny mezi
sebou interaguji prostiednictvim disulfidickych mustkii a udévaji terciarni strukturu chemokinu.
Struktura, kterou vytvaii, se oznacuje jako tzv. fecky kli¢. Prvni dva cysteiny jsou situovany
v blizkosti N-konce proteinu, tfeti cystein uvnitf molekuly a ctvrty méd polohu na C-konci
proteinu. Prozanétlivé chemotaktické cytokiny pusobi chemoatrakci riznych typt leukocyta,
zajistuji migraci bunck do mista infekce, stimuluji expresi leukocytarnich B, integrinQ, zvySuji
tvorbu leukotrienti a také adhezi neutrofilt k endoteliim. Homeostatické chemokiny se podili na

vyvoji a tvorbé bunék.

Structure of chemokine classes

C chemokines CC chemokines CXC chemokines

hydrophaobe
peptide AN

. — O ————— domain
chain I Vs
disulphide —C O mucine-like
bridge | : domain \
C

CX,C chemokines

© Kohidai, L.

Obr.1: Struktura chemokinu



Piisobeni chemokinti je fizeno pomoci receptorii spojenych s G-proteiny. Dosud analyzované
receptory sprazené s G-proteiny maji podobnou strukturu tvofenou jedinym polypeptidovym
fetézcem o priblizn€ 350 aminokyselinach, ktery sedmkrat prostupuje bunéénou membranou tam
a zpét. N-konec je kratky, nachazi se v extracelularnim prostoru a obsahuje N-vaznd mista
glykosylace. Intracelularni C-konec obsahuje zbytky serint a threoninti, které funguji jako mista
fosforylace pro regulaci receptoru. Mezi prvni a druhou extracelularni smyckou se nachézi
disulfidicky mustek mezi vysoce konzervovanymi cysteiny. Skupina o-chemokini sdruzuje
peptidy s aminokyselinovou strukturou CXC (MIP-2, IL-8, PF-4, GRO, NAP-2, ENA-78 a dalsi).
Pro skupinu CXC existuje celkem 5 receptord, oznacuji se zkratkami CXCR1 - CXCRS. Jako -
chemokiny oznacujeme peptidy s aminokyselinovou strukturou CC (napt. MIP-1, MIP-4,
RANTES, eotaxin). Pro tuto skupinu je charakteristickych 9 receptort, které se oznacuji
zkratkami CCR1 - CCR9 (Murdoch a Finn 2000).

Pokud se ligand navaze na pfisluSny receptor dojde k transdukci signalu a konformacni
zméné G-proteinu, ktery je tvofen podjednotkami a, B a y. Podjednotka o uvolni GDP a nahradi
ho GTP. To zplsobi rozdéleni proteinu na o podjednotku s navazanym GTP a samostatny
komplex Py. Obé tyto ¢asti mohou piimo interagovat s cili v plazmatické membrané, a tak
predavat signal k dalSim mistim urceni. Takto se aktivuje enzym fosfolipaza C, ktera Stépi
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat na inositol-1,4,5-trifosfat (IP;) a diacylglycerol (DAG). Tyto dvé
molekuly funguji jako tzv. sekundarni poslicci (Alberts a kol. 1998, Hotejsi a Barttnkova 2005,
Murdoch a Finn 2000).

IP; difunduje cytosolem k endoplazmatickému retikulu, kde po navazani otvira Ca>" kanaly.
Vépenaté ionty proudi do cytosolu po spadu elektrochemického potencidlu. DAG zlstava
soucasti membrany a puisobi ve spojeni s vapenatymi ionty na aktivaci proteinkinaz. Aktivovana
kinaza zacne fosforylovat intracelularni substraty. Fosforylaci pozménéné intracelularni proteiny
mohou piimo nebo zprostiedkované ovliviiovat transkripci geniti, stavbu cytoskeletu, chemotaxi,
degranulaci a sekreci superoxidovych aniontli (Alberts a kol. 1998).

Po urcit¢ dobé je GTP véazany na o podjednotku hydrolyzovan na GDP, komplex o
podjednotky s GDP se odpouta od enzymu, spoji se opét s dimerem Py a receptorem, a tak se

obnovi ptivodni stav (Murdoch a Finn 2000).



1.2.1 MIP-2 (CXCL2)

MIP-2 je bazicky protein o piiblizné molekulové hmotnosti 8 kDa. Je to mySi funkcni
homolog interleukinu-8. Podobné¢ jako IL-8 patii do rodiny a-chemokinti a mé identické uc¢inky
v aktivaci neutrofilnich granulocytl. Poprvé byl izolovan z mySi bunécné linie RAW 264.7
stimulované lipopolysacharidem (Wolpe a kol. 1989). Jeho produkce vyznamné stoupa za ucasti
cytokinl IL-1 a TNF-a (Dunlevy a Couchman 1995).

Ackoli experimenty na bunénych kulturdch odhalily mnoho typt bunék schopnych
produkovat MIP-2, bunécné zdroje in vivo nejsou jasné definovany (Matzer a kol. 2001). Autor
studoval expresi mRNA tohoto cytokinu v tkanich normalnich mys$i a infikovanych bakterii
Yersinia enterocolitica. Vysledky prokazaly podstatnou expresi MIP-2 mRNA v kostni dfeni
normalnich mysi, ale nikoli v dalSich orgénech (slezina, plice, jatra). Bakteridlni infekce
zpisobila pétindsobny nartst v poc¢tu MIP-2 pozitivnich polymorfonukleart, které se shromazdily
ve slezin¢ a byla provézena silnou produkci slezinné MIP-2 mRNA. Zaroven trojnasobné poklesl
pocet bun¢k produkujicich MIP-2 v kostni dieni.

Jako bunécny zdroj MIP-2 jsou uvadény makrofagy, epitelidlni buiky, kostni dfen,
endotelidlni builky, astrocyty a zirné buniky. Rekombinantni MIP-2 plisobi chemotakticky na
mysi 1 lidské neutrofily, zarovenl zvySuje expresi adhezivnich molekul Mac-1 na povrchu bunék
(Jerva a kol. 1997).

MIP-2 se vaze na lidské i mysi neutrofily. Vazba na lidsky receptor IL-8 RA (CXCRI1) je
témeét zanedbatelnd. Vysokou afinitu vSak vykazuje pii vazbé na lidsky receptor IL-8 RB

(CXCR2) a mysi homolog tohoto receptoru (Jerva a kol. 1997).

1.2.2 MIP-1 (CCL3)

MIP-1-a je kysely protein, ktery ma podobnou molekulovou hmotnost jako MIP-2, celkem
se sklada z 69 aminokyselin (Wolpe 1989) a spolecné s MIP-1-f je sekretovan jako heterodimer
(Guan a kol. 2001). Tento chemokin produkuje Siroké spektrum bunék, pfedevsim makrofagy,
lymfocyty, zirné buiiky, bazofily, epitelidlni buiikky a fibroblasty (Ramos a kol. 2005). Jeho
funkce spociva predevSim v indukci tvorby dalSich prozanétlivych cytokind, ptsobi jako
endogenni pyrogen (Wolpe 1989) a je schopny chemotaxe mysich neutrofilii in vitro (Gao a kol.
1997), coz pro predstavitele B-chemokinti neni obvyklé. Jeho sekundarni a tercidrni struktura je

podobna CXCLS (IL-8), se kterym sdili ¢astecnou sekvencni homologii (Clements a kol. 1992).
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MIP-1-a je ligandem pro receptory CCR1 a CCRS5 (Murdoch 2000). Receptor CCR1 se v 33%
shoduje se srukturou receptoru CXCR2, ktery vaze MIP-2 a IL-8 (Murdoch 2000).

1.3 Evasiny

Evasiny jsou rodina malych proteini, které maji schopnost véazat chemokiny. Timto
ucinek (Déruaz a kol. 2008). Tyto chemokiny vazajici proteiny byly izolovany z kliStéte
Rhipiciphalus sanguineus (Frauenschuh a kol. 2007). Do soucasné doby jsou znamy celkem c¢tyfi
zastupci.

Evasin-1 je tvofen 94 aminokyselinami, je vysoce specificky pro skupinu CC chemokintl.
Frauenschuh a kol. (2007) prokazal vazbu tohoto evasinu pouze na chemokiny CCL3, CCL4 a
CCL18, u dalsich deviti CC, deviti CXC, stejn¢ jako u XCL1 a CX3CLI chemokinii vazba
nebyla zaznamendna. Tento protein inhibuje migraci leukocyta v pfitomnosti chemokinu in vitro
1 in vivo (Déruaz a kol. 2008).

Evasin-2 ma obdobnou velikost jako Evasin-1, jeho ligand zlstava zatim neznamy.

Evasin-3 tvoii 66 aminokyselin a je vysoce selektivni - vaze se pouze na CXCL1, CXCLS8 a
chemotaxi neutrofilt in vitro (Déruaz a kol. 2008).

Evasin-4 je protein skladajici se ze 110 aminokyselin, jeho ligandem jsou CC chemokiny
CCLS5 aCCLI11.

Podobné chemokiny vézajici proteiny nebyly zatim v piipadé klistéte Ixodes ricinus popsany.

1.4 Neutrofily

Neutrofilni granulocyty (polymorfonukleary) tvoii 60 - 70% celkového poctu bilych
krevnich bun¢k u clovéka (u mysi je to piiblizné 20 - 30%). Jednd se o zdkladni bunky
nespecifické imunity a hlavni buniky zanétlivé reakce. Maji segmentované jadro a v jejich
cytoplazmé se vyskytuje velké mnozstvi granul obsahujicich lytické a baktericidni enzymy.
Neutrofily vznikaji z pluripotentni kmenové buiiky v kostni dieni. Samostatné buiiky kostni diené
produkuji specifické stimulacni faktory jako jsou faktor stimulujici proliferaci granulocyti (G-

CSF), faktor stimulujici kolonie granulocyti a makrofagti (GM-CSF) a interleukin 3 (IL-3). Tyto
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faktory podporuji proliferaci a diferenciaci jednotlivych vyvojovych stadii neutrofilti. Zralé
buiiky zlstavaji v kostni dfeni po dobu asi 5 dni, nasledné cirkuluji ptiblizn€ 10 hodin v krevnim
fecisti (Stites a Terr 1994). Narozdil od eosinofilnich granulocyti se neutrofily prakticky
nevyskytuji v tkdnich a pronikaji do nich az po vzniku zanétu. Perifernich neutrofill je asi 7%
z celkového mnozZstvi, zbyvajicich 93% je v kostni dieni, odkud se pribézné vyplavuji, takZe se
v ob&hu udrzuje stalé mnozstvi (Hofejsi a Bartinkova 2005). V periferni krvi existuji dva zdroje
neutrofild. Jedna se o centralni fond cirkulujici v axidlnim proudu krevniho feci§t¢ a margindlni
proud, ktery se pohybuje pomalym pohybem podél endotelu (Stites a Terr 1994).

Jejich vyznam spociva pfedevsim ve schopnosti chemotaxe a fagocytozy - jako prvni migruji
do mista zanétlivé reakce, ucastni se likvidace patogenu a jsou soucdsti hnisu. Spolecné
s eosinofilnimi granulocyty, monocyty a makrofagy je oznacujeme jako profesiondlni fagocyty.
V misté zanétu adheruji k vaskularnim endoteliim pomoci receptorti, poté dochazi k fizenému
piesunu neutrofilt do extravaskularniho prostoru, kde fagocytuji invadujici mikroorganismy
(Hofejsi a Bartinkova 2005).

Neutrofily se zachycuji na povrchu endotelidlnich bunék, kde se pod vlivem zanétlivych
cytokinii exprimuji adhezivni molekuly. Jako prvni se projevi interakce mezi selektiny a
sacharidovymi strukturami na povrchu neutrofili (zejména oligosacharidem zvanym sialyl-
Lewis™ antigen). Tato prvotni reverzibilni adhezivni interakce, tzv. rolling (kutdleni), pohyb
neutrofili zpomali. Pokud je pfitomen v okoli zanétlivy signal (napf. cytokin nebo chemokin)
dochazi v dalsi fazi k vazbé povrchovych adheznich molekul neutrofild, tzv. B, integrini (LFA-1,
Mac-1) na povrchovy glykoprotein endotelidlnich bunék ICAM-1 (intercellular adhesion
molocule-1; CD54). Tato vazba je jiz ireverzibilni a zplsobi prinik neutrofilli do mista zanétlivé
reakce ve tkani (Hofejsi a Bartliikova 2005). Do mista zanétu fagocyty sméruji rizné
chemotaktické faktory. Hlavni chemotaktickou latkou pro neutrofily je cytokin (chemokin) IL-8
(Klener a spolupracovnici 1997), v ptipad¢ mysich neutrofild MIP-2.

Béhem fagocytdzy dochdzi k vyraznému vzestupu v oxidativnim metabolismu. Tato reakce
se oznacuje jako tzv. respiracni (oxidativni) vzplanuti, které je zprostiedkovano aktivaci NADPH
oxidazy. Ta katalyzuje reakci, pfi niz NADPH reaguje s kyslikem za vzniku NADP+ a
superoxidového radikalu (O,"). Z n&j pak dalsimi reakcemi vznika tzv. singletovy kyslik, peroxid
vodiku a hydroxylovy radikal. Reaktivni kyslikové radikaly (ROI) jsou oxidacnimi Cinidly, které

maji negativni vliv na struktury biopolymerti mikroorganismu, naruSuji aktivitu jejich enzymu a
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poskozuji DNA (Hoftejsi a Bartinkova 2005). Polymorfonukleary produkuji i fadu cytokinovych
mediatord a kolonie stimulujicich faktorii, véetné IL-1, IL-3, IL-6, IL-12, TNF (Matzer a kol.
2001) a G-CSF.

Testy chemotaxe se zjiStuje schopnost leukocytl reagovat na chemotaktické latky cilenym
pohybem ve sméru gradientu chemotaktického agens. Timto agens mohou byt C5a slozka
komplementu, formylované peptidy, leukotrien B4, chemokiny (napt. MCP-1-5, MIP-1, MIP-3,
RANTES, IL-8, PF4 aj.) a jiné cytokiny (napt. IL-1, IL-6, TNFa), bakteridlni substance a
produkty bunécného rozpadu nebo denaturované proteiny. Schopnost leukocytli reagovat na
chemotaktické podnéty je zdsadni pro jejich uplatnéni v zanétlivé reakci, ktera provazi poskozeni
tkani. Nejbézné&jsi varianty chemotaktickych testli jsou chemotaxe z kapildry, chemotaxe pod

agar6zou a chemotaxe pfes membranu (Sestdkova a John 1986).
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2. CILE PRACE

= testovani antichemokinovych vlastnosti SGE Ixodes ricinus

= zvladnuti metodiky chemotaktickych test

= testovani inhibice chemotaxe pomoci SGE Ixodes ricinus

= piiprava rekombinantniho proteinu s anti-MIP-2 aktivitou (testovani jeho anti-

chemokinovych vlastnosti)
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Laboratorni zvirata

V praci byly pouzity inbredni mysi kmene C57BL/6J (Anlab, Ceska republika) a klistata
Ixodes ricinus (chov Parazitologicky tstav, AVCR, Ceské Budgjovice). Mysi byly chovany ve
standardnich podminkach pii teplot¢ 22°C a 65 % vlhkosti vzduchu. Standardni granulovana

strava a voda byly k dispozici ad libitum.

3.2 Izolace neutrofilu

Neutrofilni granulocyty byly ziskany indukci 2 ml 3% thioglykolatového média (Difco) i.p..
Po uplynuti indukéni doby (5 hodin) byla myS$ uspana diethyletherem, vykrvena a nasledné
usmrcena zlomenim vazu. Buiiky peritonedlniho néplavu byly ziskany postupnym vyplachem
peritonedlni dutiny mysi vychlazenym PBS o objemu 20 ml.

Buniky byly neustale chlazeny, aby neadherovaly na stény zkumavky. Suspenze byla dvakrat
promyta roztokem PBS - 20 minut, 1250 RPM , 4°C. Pelet byl nasledné resuspendovan v 1 ml
PBS, neutrofily byly spocitany v Biirkerové komtrce a do pokusu nafedény v pfislusné
koncentraci. Cistota suspenze bunék byla uréena pomoci pritokové cytometrie - neutrofily

tvotily 90 - 95% .

3.3 Piiprava SGE

Slinné zlazy byly vypreparovany ze 3 dny sajicich samic Ixodes ricinus. Z vypitvanych zlaz
uchovanych ve zkumavce s Iml PBS byl pfipraven homogenat sonikaci na ultrazvukovém
homogenizatoru po dobu 30 sekund a amplitudé 4 pm. Ke kazdému SGE byl pfidén inhibitor
proteaz (Protease inhibitor coctail, Sigma) fedény 1:500. Vznikla suspenze byla centrifugovana
pii 14000 RPM a 4°C po dobu 30 minut pro odstranéni nerozpustné frakce. Poté byl extrakt
prefiltrovan a nasledné byla stanovena koncentrace proteinu v supernatantu (Bradford 1976).

Extrakty ze slinnych 714z se uchovavaji zamrazené pii -70°C.
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3.4 Priprava slin

Sliny byly pfipraveny ze samic Ixodes ricinus, které saly 3-5 dni. Klist'ata byla fixovdna na
podlozni sklicka. Produkce slin do mikrokapilar (Sigma) nasazenych na hypostom byla
indukovana aplikaci roztoku pilocarpinu v alkoholu (50 mg/ml) na hibetni stranu klistat a
inkubaci v termostatu pi1 37°C. Sliny byly ziskany po 3 hodinach vyprazdnénim mikrokapilar.
Poté byla stanovena koncentrace proteinu ve vzorku (Bradford 1976). Sliny se uchovavaji

zamrazené pii -70°C.

3.5 Priprava rekombinantniho proteinu v bakterialnim systému

3.5.1. Priprava vektoru pro expresi rekombinantniho proteinu anti-MIP-2

Specifické expresni primery byly navrzeny manualné podle vybrané sekvence genu ziskané z
cDNA knihovny (Chmelat a kol. 2008) pfipravené ze slinnych Zlaz 4 dny sajicich samic Ixodes
ricinus tak, aby zaklonovany gen byl pfepisovan bez signalni sekvence a ve spravném ctecim
ramci. Soucasti primeru byla i palindromicka sekvence, ktera u amplifikovaného produktu PCR
reakce umoznovala Stépeni specifickymi restrikénimi endonukledzami. Pro zaklonovani byl
pouzit vektor pET-19b (Novagen). Pfi translaci je syntetizovéna tzv. histidinova kotva (6xHis) na
C-konci rekombinantniho proteinu, kterd umoziluje néslednou purifikaci proteinu na koloné
obsahujici nikelnaté ionty. Plazmid obsahuje T7 promotor, ktery umoziiuje G€inné fizeni
transkripce exprimovanych genti. Nese také rezistenci na ampicilin, diky ¢emuz je mozné provést
selekci bakterii E. coli, které plazmid neobsahuji. Pouzitymi restrikénimi enzymy byly Ndel a

Xhol (Fermentas).

16



EcoRI 5715
Aatll 5544
fmpR_promater
Ampicillin

pEEX_3_primer
ROP

Obr. 2: Plazmidovy vektor pET-19b (Novagen)
Expresni primery:

anti-MIP-2 (Ndel) - fwd: 5- ATC ATA TGC TCA ATG GGA TGG TAC -3’
anti-MIP-2 (Xhol) - rev: 5°- ATC TCG AGT TAG TTG GAG TTC AAG ATT AGT TC -3°

PCR reakce - slozeni reakéni smési:

2x PCR master mix (Fermentas) .........ccceeevveeereveenne. 25 ul
100 uM anti-MIP-2 pET19 (Generi Biotech)................ Sul
100 uM anti-MIP-2 pET19 (Generi Biotech)................ Sul
CDN A L 1,5 ul
dH,0 (Fermentas) ........cccceeeveeeiieeecieeniieeeiie e 13,5l

PCR reakce byla provedena v cycleru (Applied biosystems) nasledujicim programem:
1. denaturace: 93 °C, 5 minut

2. denaturace: 93 °C, 20 sekund

3. annealing: 58 °C, 30 sekund
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4. extenze: 72 °C, 1 minuta
5. extenze: 72 °C, 7 minut (zavére¢nd extenze po prob&hnuti vSech cykli)

35 cykld

Vysledek reakce byl zkontrolovan pfi elektroforéze v 1% agar6zovém gelu (1% agardza
v TAE pufru) obsahujicim ethidium bromid 10 mg/ml (1 ul na 100 ml gelu), kde 50 ul PCR
reakce bylo smichdno s 10 pl 6x Loading Dye Solution (Fermentas). Pod UV svétlem byla ur¢ena
velikost produktu porovndnim se standardem GeneRuler™ 100bp DNA ladder (Fermentas) a
poté byl produkt vyfiznut z gelu a ptecistén. PCR produkt byl purifikovan z gelu pomoci kitu
JETquick Gel Extraction Spin Kit (Genomed). Vysledkem byla pfecisténa DNA, kterd byla
eluovana do 30 pl dH,O.

3.5.1.1. Restrikcni reakce

Restrikéni reakce - slozeni reakéni smési:

10x Tango pufr (Fermentas) ..................... 8 ul
PCR produkt...............oooiiiiiill. 20 ul
Ndel - 10u/pl (Fermentas) ................... Il
Xhol - 10u/pl (Fermentas) ................... Il
dH,O (Fermentas) ..................c.eeeeeen. 10l
10x Tango pufr (Fermentas) ..........cccc...... 8 ul
plazmid pET-19b (Novagen) ................ 1 ul
Ndel - 10u/pl (Fermentas) .................... 1wl
Xhol - 10u/pul (Fermentas) .................... 1w
dH,O (Fermentas) ...........cccccevnvveeene. 30 pl

Smés byla inkubovana 2 hodiny pfti 37 °C, poté byly enzymy v reakci inaktivovany 10 minut
pii 70 °C na tepelném bloku. PCR produkt po restrikci byl piecistén kitem JETquick PCR
Purification Kit (Genomed). Restrikce plazmidu byla zkontrolovéna v 1% TAE agar6zovém gelu

obsahujicim ethidium bromid, kde 5 pl plazmidu bylo smichéno s 1 pl 6x Loading Dye Solution
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(Fermentas). Plazmid byl purifikovan z gelu pomoci kitu JETquick Gel Extraction Spin Kit
(Genomed). Vysledkem byla precisténa DNA, ktera byla eluovéana do 40 pl dH,O.

3.5.1.2 Ligace PCR produktu do vektoru pET-19b

Ligacni reakce - slozeni reakéni smési:

10x liga¢ni pufr (Fermentas) ................ 2ul
plazmid pET-19b ...l 3,75 ul
PCR produkt ..........ccooveeeeiiii . 10 ul
T4 DNA ligaza - Su/pl (Fermentas) ......... 1l
dH,O (Fermentas) ........................ 3,25l

Ligacni reakce probihala pies noc pfi laboratorni teploté, druhy den byla smés inaktivovana

10 minut pfi 65°C a ¢ast byla pouzita pfi transformaci.

3.5.1.3 Transformace kompetentnich bakterii E. coli kmen TOP10

Kompetentni bakterie FE.coli OneShot® TOP10 (Invitrogen) byly transformovany
nasledujicim zpisobem. K 50 pl kompetentnich buné¢k OneShot® TOP10 (Invitrogen) bylo
piidano 5 pl liga¢ni smési. Bunky byly s ligacni reakci opatrné promichany a smés byla
ponechana 30 minut na ledu. Nésledné byly baktérie vystaveny teplotnimu Soku pii 42 °C po
dobu 40 sekund a ihned zchlazeny 2 minuty na ledu. Poté bylo k bakterialni suspenzi ptidano 200
ul SOC média (Invitrogen) a baktérie byly kultivovany 1,5 hodiny pii 37 °C/230 RPM. Pro
ziskani jednotlivych klont byla tato bakteriadlni kultura vyseta na agar obsahujici LB médium
a ampicilin (50 pg/ml). Kultura byla rozetfena a ponechana pies noc pti 37 °C v termostatu. Z
narostlych (nesoucich vektor pET-19b) kolonii bylo ndhodné vybrano vétsi mnozstvi klont, které
byly dale pieoCkoviany na novou plotnu a otestovany na pfitomnost insertu za pouziti
vektorového T7 primeru. Pozitivni kolonie byly pfeockovany do 4 ml LB média s ampicilinem

(50 pg/ml) a kultivovany ptes noc pii 37 °C/230 RPM.

T7 twd: 5'- TAA TAC GAC TAC CTA TAG GG -3’
T7rev: 5- TAG TAA TTG CTC AGC GGT GG -3’
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Obr. 3: Kontrola transformace vektoru se zaklonovanym genem anti-MIP-2 (1-10 = testované kolonie, M = marker)

3.5.1.4 Izolace plazmidu

Z narostlych kultur byly izolovany plazmidy pomoci kitu JET Quick Plasmid Miniprep Spin
Kit (Genomed) podle prilozeného nédvodu. Plazmidova DNA byla eluovéana do 50 ul dH,O a
spektrofotometricky byla urcena jeji koncentrace (Biophotometer 1.2., Eppendorf). Izolovany
plazmid se zaklonovanym genem pro anti-MIP-2 byl uchovéavan pii -20 °C. Pfitomnost

zaklonovaného genu byla ovétena sekvenovanim (ABI PRISM 3130xl1) v sekvenacni laboratofi.

3.5.2 Priprava rekombinantniho proteinu anti-MIP-2

3.5.2.1 Transformace bakteridalniho kmene BL21

Precistény expresni plazmid byl transformovan do expresnich bunék E. coli BL21pLysS
(Novagen). Alikvot bunék (200 ul) byl rozmrazen na ledu a nasledné k nému byl piidan 1 pl
plazmidu, smés byla opatrné promichdna a ponechéna 30 minut na ledu. Nasledn¢ byly baktérie
vystaveny teplotnimu Soku pii 42 °C po dobu 40 sekund a ihned zchlazeny 2 minuty na ledu. Poté
bylo k bakterialni suspenzi ptidano 200 pul SOC média a baktérie byly kultivovany 1,5 hodiny pii
37°C/230 RPM. Cast narostlé kultury (50 ul) byla rozetiena na plotnu s agarem obsahujici LB
médium, ampicilin (50 pg/ml) a chloramfenikol (50 pg/ml); zbyla ¢ast byla prevedena do 10 ml
LB média s ampicilinem (50 pg/ml) a chloramfenikolem (34 pg/ml), ktera byla kultivovana pies
noc pii 37°C/230 RPM. Z této bakterialni kultury obsahujici expresni plazmid byly nésledné
piipraveny glycerol roztoky (850 ul bakteridlni kultury se 150 pl glycerolu), které byly

zamrazeny v tekutém dusiku a uchovany pfi -80°C.
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3.5.2.2 Exprese rekombinantniho proteinu

Do 10 ml LB média s ampicilinem (50 pg/ml) a chloramfenikolem (34 pg/ml) byla
pievedena pipetovaci Spickou trocha bakteridlni kultury z glycerolového roztoku bunék
pfipravenych podle vySe uvedeného postupu a kultivovana za stejnych podminek pies noc.
Narostla kultura byla druhy den pfenesena do 200 ml LB média s ampicilinem (50 pg/ml) a
chloramfenikolem (34 pg/ml) a byla dale kultivovana 2 hodiny pii 37 °C/230 RPM nez opticka
denzita vzorku doséhla hodnoty 0,6. Potom bylo pfidano IPTG (ImM) a kultura se nechala
dalSich 7 hodin rast pii 37 °C za kontinuélniho tfepani. Z kultury byly odebirany vzorky po 1, 2,
3,4, 5 a7 hodinach, kdy dochazelo k expresi rekombinantniho proteinu (Obr. 4).

kDa
67 - .
| - -4
p— § . A
A - - e s - e - — anti-MIP-2
L e EEE S

M 1 2 3 4 5 6 7

Obr. 4 : Pilotni exprese rekombinantniho proteinu anti-MIP-2 (M = marker, 1-7 = asov¢ intervaly odbé&ru)

3.5.2.3 Izolace rekombinantniho proteinu 7 bakteridalni kultury

Bakterie byly ziskany z média centrifugaci v 50ml centrifugac¢nich zkumavkéch (8500 RPM,
20 minut, 4°C). Supernatant byl odstranén, pelet obsahujici bakterie rozpustén v 10 ml
resuspendacniho pufru. Bakteridlni sténa byla rozruSena sonikaci ultrazvukem (3 x 20 s) v
sonikatoru (Hielscher) za pouziti stfedni amplitudy. Suspenze byla poté centrifugovana (10000
RPM, 15 minut, 4°C). Supernatant obsahujici cytoplazmatické proteiny byl uchovan pro kontrolu
pii -20°C. Pelet byl rozpustén v 20 ml izola¢niho pufru a sonikovén (3 x 15 s). Suspenze byla
centrifugovana (13000 RPM, 10 minut, 4°C). Supernatant obsahujici membranové proteiny byl
uchovan pro kontrolu pii -20°C. Ptecistovani v izolaénim pufru bylo opakovano dvakrat.

Pelet byl rozpustén v 10 ml solubilizacniho pufru s pifidavkem DTT (10mM) michanim v

kadince pfti laboratorni teploté 1 hodinu. V tomto kroku byla rozruSena inkluzni téliska obsahujici
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exprimovany rekombinantni protein. Suspenze byla poté opét centrifugovana (10000 RPM, 15
minut, 4°C).

Analyza jednotlivych frakci (cytosolické, membranové a inkluznich télisek) byla provedena
pomoci polyakrylamidové elektroforézy (SDS-PAGE) - viz. Obr. 5. SDS-PAGE elektroforéza
byla provedena v gradientovém gelu (5-17%) pti konstantnim napéti 200 V. Vzorky byly pred
elektroforézou smichany s vzorkovym redukujici pufrem v poméru 4:1 a denaturovany 3 minuty
pfi 100°C. Jako marker molekulovych hmotnosti byl pouzit proteinovy standard LMW
Electrophoresis Calibration Kit (Amersham).

Po ukonceni elektroforézy byl gel barven 40 minut v Coomassie brilliant blue R250 a

odbarvovan pies noc v odbarvovacim roztoku.
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Obr. 5: Izolace rekombinantniho proteinu anti-MIP-2 z bakterialni kultury (M = marker, CF = cytosolicka frakce,

MF = membranova frakce, IT = inkluzni t¢liska)

3.5.2.4 Purifikace rekombinantniho proteinu

Pro purifikaci rekombinantniho anti-MIP-2 proteinu byla pouZzita chromatografie na
chelataéni Ni*" kolon& v denaturaénim prostiedi 8 M mo&oviny. Vzorek z inkluznich t&lisek byl
pro purifikaci pfipraven centrifugaci (10000 RPM, 10 min, 4°C) a filtraci pies 0,22 pm
membranovy filtr Millex GP (Millipore). Kolona byla ekvilibrovana pufrem A (8 M urea, 10 mM
Tris/HCI, pH 8), poté byl nanesen vzorek a navdzané proteiny byly z kolony eluovany
gradientem imidazolu (0-0,5M) v pufru B. Podle chromatogramu byly urceny frakce s nejvySim

obsahem proteinu. Tyto frakce byly opét zkontrolovany na gelu pomoci metody SDS-PAGE,
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obarvenim v Coomasie blue a naslednym odbarvenim (Obr. 6). Protein obsazeny ve vybranych
frakcich byl zahuStén na koloné pro separaci proteini (Amicon Ultra-15, 1I0NMWL, Millipore)

na vysledny objem 2 ml.
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Obr. 6: Testovani jednotlivych frakci purifikovanych na chelatacni koloné na pfitomnost proteinu anti-MIP-2

(M = marker, 1 - 7 = testované frakce)

3.5.2.5 Zpétné sloZeni rekombinantniho proteinu

Zahustény anti-MIP-2 protein byl postupné rozkapan do 400 ml refoldovaciho pufru (0,05M
TRIS, 0,25 L-arginin, pH 8) za intenzivniho michédni. Takto byl ponechan ptes noc v chladové
mistnosti.

Nasledujici den byl protein nejprve piefiltrovan pres filtracni papir, poté pies Steritop
(Millipore) a nasledné byl zakoncentrovan v michaci cele (Millipore) na kone¢ny objem 6 ml.
Takto piipraveny protein byl dialyzovan pies noc proti pufru (20 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH
8) a dale zakoncentrovan centrifugaci na koloné¢ (Amicon Ultra-15, IONMWL, Millipore) na
vysledny objem 800 pl.

Poté byla stanovena koncentrace proteinu ve vzorku (Bradford 1976) - 1280 pg/ml .

3.5.2.6 Priprava protilatek

Z krélika bylo nejprve odebrano preimunni sérum. Poté byl imunizovan roztokem 0,5 ml
anti-MIP-2 proteinu (100 pg/ml) s 0,5 ml nekompletniho Freundovo adjuvans. Imunizace byla

provadéna jednou tydné po dobu celkem péti tydnti.
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3.5.2.7 Western Blotting

Vzorky rozdélené na klasické SDS-PAGE byly pfeneseny na nitrocelul6zovou membranu.
Ptenos trval 90 minut pfi 150 mA. Poté byl odd¢len marker, obarven v 0,1% amidocerni, promyt
v deionizované vodé a dale ponechdn v odbarvovacim roztoku pfes noc za stalého trepani.
Membrana byla pfes noc blokovana v 5% roztoku suSeného odtu¢néného mléka ve vode.
Nasledujici den byla membrana 3-krat promyta v PBS/Tween, poté inkubovéna 1 hodinu v
primarni protilatce (anti-MIP-2 imunni sérum, 1:100 v PBS/Tween, Anti-His 1:1000 v
PBS/Tween) a 45 minut v sekundérni protilditce SWAM/Px (Sevac, 1:1000 v PBS/Tween). Mezi
vSemi kroky byla membrana diikladné promyta v PBS/Tween (3-krat 5 minut).

Barevna reakce byla vyvolana pomoci 3,3’- diaminobenzidinu (10 mg DAB, rozpusténo v 30 ml
0,1 M Tris/HCI, pH 7,5), ktery se béhem reakce peroxidazy s H,O, oxiduje a barvi se do hnéda.

Reakce byla zastavena pfemisténim membrany do destilované vody.

3.6 Priprava rekombinantniho proteinu v eukaryotnim systému

3.6.1 Priprava vektoru pro expresi rekombinantniho proteinu anti-MIP-2

Specifické expresni primery byly navrzeny manualné podle vybrané sekvence genu ziskané z
cDNA knihovny ze slinnych zlaz samic Ixodes ricinus, které saly Ctyfi dny. Pro zaklonovani byl
pouzit vektor pcDNA4/TO/myc-HisA (Invitrogen). Tento vektor umozinuje pfi translaci podobné
jako pET-19b syntézu histidinové kotvy na C-konci rekombinantniho proteinu a nese rezistenci

na ampicilin. Pouzitymi restrikénimi enzymy byly Xhol a Agel (Fermentas).
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RpeDMNaA/ TO Myc-His A
5151 bp

Obr. 7: Plazmidovy vektor pcDNA4/TO/Myc-HisA (Novagen)
Expresni primery:
anti-MIP-2 (Xhol) - fwd: 5'- GGA CTCGAGATG GCT TTG AAA ATC CAG AG -3’

anti-MIP-2 (Agel) - rev: 5- GAA ACC GGT GTT GGA GTT CAA GAT TAG TTC -3’

PCR reakce - slozeni reakéni smési:

2x PCR master mix (Fermentas) .........ccccceeeevveenveennnns 20 ul
100 uM anti-MIP-2 fwd (Generi Biotech) .................. 2ul
100 uM anti-MIP-2 rev (Generi Biotech) ................... 2ul
CDN A Il
dH,0 (Fermentas) ........cccceeeveeeiieenieieeniieeeiie e 15 ul

PCR reakce byla provedena v cycleru (Applied biosystems) nasledujicim programem:
1. denaturace: 93 °C, 5 minut

2. denaturace: 93 °C, 30 sekund

3. annealing: 58 °C, 30 sekund
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4. extenze: 72 °C, 1 minuta
5. extenze: 72 °C, 7 minut (zavére¢nd extenze po prob&hnuti vSech cykli)

40 cyklt

Vysledek reakce byl zkontrolovan pfi elektroforéze v 1,5% agar6zovém gelu (1,5% agardza
v TAE pufru), kde 40 pul PCR reakce bylo smichdno s 8 pul SYBR Green (Sigma). Pod UV
lampou byla urcena velikost produktu porovnanim se standardem GeneRuler™ 100bp DNA
ladder (Fermentas) a poté byl izolovan z gelu a precistén. PCR produkt byl purifikovan z gelu
pomoci kitu JETquick Gel Extraction Spin Kit (Genomed). Vysledkem byla ptfecisténa DNA,
ktera byla eluovana do 30 ul dH,O.

3.6.1.1 Restrikcéni reakce

Restrikéni reakce - slozeni reakéni smési:

10x Tango pufr (Fermentas) .........cccccceeueenee. 8 ul
PCR produkt ........ccoovvviiiiiiii 20 ul
Xhol - 10u/ul (Fermentas) ...........ccceevvnnnn.. 1w
Agel - 10u/pul (Fermentas) .......................... L ul
dH,O (Fermentas) ..............ocevvvveevenenee. 10 pl
10x Tango pufr (Fermentas) ............... ...... 8 ul
plazmid (Invitrogen) ..............coeeevenvinnnnnn. 2ul
Xhol - 10u/pl (Fermentas) ............oceeevenne... 1ol
Agel - 10u/ul (Fermentas) ....................... Il
dH,O (Fermentas) ............cc.ceeeeinvnnnnn. 28 1l

Smés byla inkubovana 2 hodiny pii 37 °C, nasledné byly enzymy v reakci inaktivovany 20
minut pfi 80 °C na tepelném bloku. PCR produkt i plazmid po restrikci byly precistény kitem
JETquick PCR Purification Kit (Genomed). Vysledkem byla piecistétnd DNA, kterd byla
eluovana do 30 pl dH,O.

26



3.6.1.2 Ligace PCR produktu do vektoru pcDNA4/TO/myc-HisA

Ligacni reakce - slozeni reakéni smési:

ligaCni puft....cccoovevveeiiieeeee e, Sul
plazmid...........ccooviiiieeee . 20l
PCR produkt .......ccccovvvvvvrenee. 2.0l

T4 DNA ligaza - 3u/pul (Promega) ... 1 pl

Ligacni reakce probihala ptes noc pii 4°C a ¢ast byla pouzita pfi transformaci.

3.6.1.3 Transformace kompetentnich bakterii E. coli kmen TOP10

Transformace kompetentnich bakterii byla provadéna podle postupu uvedeného v kapitole 3.5.1.3

3.6.1.4 Izolace plazmidu

Izolace plazmidu byla provadéna podle postupu uvedeného v kapitole 3.5.1.4

3.6.2 Priprava rekombinantniho proteinu anti-MIP-2

3.6.2.1 Priprava bunék CHO

CHO (Chinese Hamster Ovary cells) je savei bunécna linie vyuzivana bézné k expresi
rekombinantnich proteint. V kultufe bunky adheruji ke sténé nddoby a vytvari monovrstvu.
Buniky byly kultivovany pii 37 °C, 3,5 % CO2, pasazovany kazdé 2-3 dny. Pied transfekci
pfipravenym plazmidem byly buiiky pasaZzovany 24 hodin pifedem. Kultivacni nadoba byla
nejprve zbavena média, bunky byly dvakrat oplachnuty sterilnim PBS a poté k nim byl pfidan 1
ml roztoku 0,02 % chelatonu 3 (w/v) s 1,5 % trypsinem (w/v), ktery zplsobuje uvolnéni
adherovanych buné€k ze stén kultivacni lahve a 9 ml kompletniho média. Bunécna suspenze byla
rozdélena do dvou kultiva¢nich nadob a kazda byla doplnéna do 20 ml odpovidajicim mnozstvi
média.

Transfek¢ni reakce byla provedena v zakladnim médiu D-MEM. Transfekéni smés byla
pfipravena ve dvou centrifugacnich zkumavkach smichanim 30 pg plazmidové DNA (vektor

s inzertem anti-MIP-2 a kontrolni vektor s inzertem kdodujicim bilkovinu GFP) se 150 ul PEI
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(polyethylenimin) ve 4 ml média. Reakce byla ponechana 15 minut pii laboratorni teploté,
mezitim byly bunky zbaveny média a 2x promyty. K plazmidové DNA s PEI bylo po 15
minutidch pfidano dalSich 15 ml média a transfekéni smés byla poté smichéna s pfipravenou
bunécnou suspenzi. Buiiky byly takto dale kultivovany ptes noc pii 37 °C, 3,5 % CO2. Nasledujici
den byla zkontrolovana tispéSnost transfekce pod fluorescenénim mikroskopem.

Po dvou dnech byly bunééné kultury centrifugovany (1150 RPM, 7 minut, 4°C),
supernatanty byly pfefiltrovany pies 0,22 pum filtr a zahustény ultrafiltraci na 1 ml pomoci kolon
pro separaci proteintl nad 10 kDa (Amicon Ultra-15, 10NMWL, Millipore). Cast vzorku byla

uchovana pii 4°C, zbytek pti -20°C. Pfitomnost proteinu byla testovana metodou western-blotting.

3.7 ELISA test

3.7.1 Stanoveni chemokinu MIP-2

Roztoky:

- vazebny roztok: PBS (0,8 g NaCl, 0,29 g Na,HPO4, 0,2 g KH,POy4, 0,02 g KCI ve 100 ml
deionizované vody)

- promyvaci roztok: PBS s 0,5% Tween-20

- blokovaci roztok: 10% PTS v PBS

- tedici roztok: 1% PTS v PBS s 0,05% Tween-20

- substratovy roztok: 10 ml fosfocitratového pufru pH 5 (1,84 g Na,HPO; . 12 H,0, 0,51 g
CsHgO7 . H,O ve 100 ml deionizované vody) + 4 mg OPD (Sigma) + 4 ul H,O,

- zastavovaci roztok: 2M H>SO4

Kuréeni mnozstvi cytokinu MIP-2 byl pouzit komercni kit pro kvantifikaci cytokini
(PeproTech). Vlastni testovani probihalo v 96-jamkovych mikrotitra¢nich deskdch (Nunc F
Maxisorp) podle dodaného navodu.

Nejprve se na dno kazd¢ jamky navdzala zachytnd protilatka o koncentraci 0,5 pg/ml,
objemu 50 pl a nechala se inkubovat ve vlhké komiirce (uzaviené nadob¢ se dnem pokrytym
navlhéenym filtracnim papirem) pies noc pfi laboratorni teploté. Druhy den byly jamky 4x

promyty promyvacim roztokem a poté do nich bylo naneseno 300 pl blokovaciho roztoku,
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ktery slouzi k vyblokovani nespecifickych mist. Blokovani probihalo 1 hodinu ve vlhké komiirce
pfi laboratorni teploté. Poté byly jamky opét 4x promyty, byly pfidany jednotlivé supernatanty
testovanych vzorki a rekombinantni protein jako standard v objemu 100 pl. Standard byl
dvojkovou tfadou fedén z 10 ng/ml az na nulovou koncentraci a vysledky byly pozdé€ji vyuzity
k sestrojeni kalibracni kiivky. Vzorky byly inkubovany 2 hodiny ve vlhké komirce pii
laboratorni teploté. Nasledné byly jamky 4x promyty a do kazdé¢ jamky byla pfiddna detekéni
(biotinylovand) protilatka o koncentraci 0,25 pg/ml, objemu 50 pl. Detekéni protilatka se opét
inkubovala po dobu 2 hodin ve vlhké komitrce pii laboratorni teploté. Po inkubaci byly jamky 4x
promyty a dale inkubovany se 100 pul avidin peroxidazy fedéné 1:2000, kterd po tficeti minutach
oznacila navazanou detek¢ni protiladtku. Poté byly jamky 4x promyty a do jamek byl pfidan
substratovy roztok o objemu 100 pl, ktery byl pfipraven tésné pfed pouzitim a vSe bylo
ponechano ve tmé. Peroxid vodiku - substrat pro peroxidazu - uvolnil kyslik, ktery oxidoval
chromogen OPD a vznikla charakteristickd barevna reakce. Vyvoj barvy byl zastaven piidanim
100 pl 2M H,SO4 do kazdé jamky a nésledné byly odecteny hodnoty absorbance na vertikalnim
spektrofotometru (Multiskan MCC/340, Finsko) pii vinové délce 490 nm.

3.7.2 Stanoveni chemokinu MIP-1-a

K uréeni mnozstvi cytokinu MIP-1-a byl pouzit komeréni kit pro kvantifikaci cytokinii
(PeproTech). Vlastni testovani probihalo v 96-jamkovych mikrotitra¢nich deskdch (Nunc F
Maxisorp) podle dodaného névodu, stejnym zpiisobem, ktery je vySe uveden pro detekci MIP-2.

3.8 Chemotaktické testy a priitokova cytometrie

Testy chemotaktické aktivity neutrofilti byly provadény ve 24-jamkové kultivacni desce, do
které byly vlozeny inzerty o priméru 6,5 mm s polykarbonitovou membranou o velikosti pori
3 um (Corning Transwell). Do horni ¢asti desky byly podle navodu ptidany builkky v objemu
100 pl. Neutrofily byly nasazovany v poctu 1 milion bunék na jamku ve sterilnim PBS, do spodni
Casti bylo napipetovano médium s chemoatraktantem, v tomto piipadé¢ se jednalo o MIP-2.
Kultiva¢ni deska byla poté inkubovana 2 hodiny pti 37°C a 3,5 % CO2. Buiky které migrovaly

pies polykarbonatovou membranu do spodniho kompartmentu byly kvantitativné pievedeny do
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mikrozkumavek a centrifugovany (1250 RPM, 10 minut, 4°C). Médium bylo odstranéno a bunky
byly 30 minut inkubovany se specifickou protilatkou na neutrofily konjugovanou fluorescenénim
barvivem FITC (Rat anti mouse neutrophils, Serotec). Nasledné byly buiiky promyty 1 ml PBS,
tim se odstranila nenavéazana protilatka a ke smési byly pfidany magnetické kulicky v poctu

50000 na zkumavku. Pocet neutrofilti byl ur¢en ptimou tmérou podle poctu zmétrenych kulicek a

neutrofilii za ¢asovou jednotku na pritokovém cytometru (Beckman Coulter).

3.9 Pouzité chemikalie

Elektroforéza v agar6zovém gelu

1x TAE 40 mM Tris-HCIL, 1 mM EDTA
0,25% bromfenolova modf, 0,25% xylencyanol, 30% glycerol, 1,2% SDS, 60
6x Loading Dye mM fosfat sodny (Fermentas)
PCR H,0 filtrovand, destilovand, autoklavovana voda (Millipore)
DNA standard GeneRuler™ 100bp DNA ladder (Fermentas)
5x PCR master mix smes ANTP (Fermentas)
SYBR green SYBR green (Sigma)
agaroza 1% a 1,5% agar6za (Amresco) v 1x TAE pufru
EtBr Ethidium bromid 10 mg/ml

Exprese, purifikace a refolding rekombinantniho proteinu v bakterialnim expresnim systému

LB médium 10 g trypton, 5 g kvasinkovy extrakt, 5 g NaCl, 1000 ml dH,O

5 g trypton, 5 g kvasinkovy extrakt, 2,5 g NaCl, 7,5 g agar, 500 ml dH,O,
LB agar autoklavovano

2 % bacto-trypton; 0,5 % bacto-yeast extract; 0,05 % NaCl; 2,5 mM
SOC médium KCI; 10 mM MgCl12; 10 mM MgSO4, 20 mM glukéza; pH 7,0; sterilni
IPTG 100 mM isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid
Lyticky pufr 0,4 M NaCl, 0,1 M KCl, 10% glycerol, 0,5% Triton X-100, 10 mM imidazol

Resuspendacni pufr

20 mM Tris/HCI, pH 8,0

Izolaéni pufr

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

Pufr A

8 M urea, 10 mM Tris/HCI; pH 8

Pufr B

8 M urea, 10 mM Tris/HCI; 0, 5 M imidazol, pH 8

Exprese rekombinantniho proteinu v eukaryotnim systému

Kultiva¢ni medium

D-MEM, 5%BOFES, 1% Antibiotic/Antimycotic (PAA), 1% glutamin

PEI

Polyetyleninin, 1 mg/ml v H20

Zasobni trypsin

1,5% trypsin v PBS, filtrovano

D-MEM

D-MEM Hight Glucose (4,5 g/l) (PAA)
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SDS-PAGE a Western blot

5x Elektroforeticky

pufr 0,125 M Tris, 0,96 M glycin, 0,5% SDS

5x Vzorkovy 0,75 M Tris-HCI, pH 6,8, 5% SDS, 50% glycerol, 0,5% dithiotreitol, 0,25%
redukujici bromfenolova modft

5x Gelovy pufr 1,875 M Tris-HCI, pH 8,8

Proteinovy standard

LMW Electrophoresis Calibration Kit (Amersham)

Barvici roztok

0,05% Coomassie Brilliant Blue R-250, 50% metanol, 10% kyselina octova

Odbarvovaci roztok

25% metanol, 10% kyselina octova

PBS-Tween 1x PBS; 0,05 % Tween 20

Blokovaci pufr 5% susené mléko v PBS-Tween 20

Akrylamidovy roztok |30% acrylamid a bisacrylamid

10% (w/v) SDS Laurylsulfat sodny

TEMED N, N, N, N'- tetramethylenediamin

10% (w/v) APS Ammonium persulfat
Neutrofily

Thioglykolatové

médium Fluid thioglycolate medium (Difco)

RPMI kompletni

médium RPMI, 5% BOFES, 1% Antibiotic/Antimycotic (PAA), 1% glutamin
Kity

ELISA Murine MIP-2 Development Kit (Peprotech)
ELISA Murine MIP-1-alpha Development KIT (Peprotech)

Izolace plazmidu

JETquick Plasmid Miniprep Spin Kit (Genomed)

Izolace produktu z
gelu

JET quick Gel Extraction Spin Kit (Genomed)

Cisténi PCR produktu

JET quick PCR Purification Spin Kit (Genomed)

Chemotaxe HTS Transwell 24-System, Polycarbonate Membrane Transwell Inserts (Corning)

3.10 Statistické zpracovani

Vsechny pokusy byly provadény v triplikacich, v programu Microsoft Excel byly vypocteny
pruméry a smérodatné odchylky, které byly pouzity pro vytvofeni grafii. Statistické analyzy
probihaly pomoci Studentova t-testu a analyzou variance (jednocestna ANOVA) v programu
Statistica 8.0. Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami (P<0,05) byly v grafech oznaceny

hvézdickou.
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4. VYSLEDKY

4.1 Antichemokinové vlastnosti SGE a slin

4.1.1 Inhibi¢ni efekt SGE

V tomto pokusu byl sledovan vliv extrakti ze slinnych Zlaz pfipravenych v riznych
casovych intervalech od pocatku sani na chemokin MIP-2. Extrakty byly pfipraveny z nenasatych
klistat a zjedinct, ktefi sali 1, 3, 5 a 7 dnli na laboratornim morceti. Kone¢nd koncentrace
jednotlivych SGE odpovidala 20 a 10 pg/ml, MIP-2 byl stejnym zpiisobem natfedén na
koncentraci 0,6 a 0,3 ng/ml. Tyto dvé slozky byly spolecné 3 hodiny inkubovény, poté byly
vzorky prevedeny do ELISA testu a vyhodnoceny.

0,700 -

0,600 - * X
E 0,500 | . . )
ED W 20 pg/ml
5 0,400 - . * W 10 pg/ml
£ 0300 X x 020 pg/ml
S X X X 010 pg/ml
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£ 0,200 - « X X
-~ < X

0,100 -

0,000 - : :

0 1 3 5 7 kontrola 1P

dny sani

Graf 1: Inhibi¢ni efekt extraktt ze slinnych zlaz pfipravenych z nenasatych a ¢astecné nasatych klistat. Koncentrace
MIP-2: 0,6 a 0,3 ng/ml, koncentrace SGE: 20 a 10 pg/ml. IP = inhibitory protedz. * statisticky vyznamny rozdil

oproti skupiné kontrola-prvni sloupec, * statisticky vyznamny rozdil oproti skupin& kontrola-druhy sloupec (P<0,05)

Z prvniho grafu vyplyva, ze nejvétsi inhibice cytokinu MIP-2 byla zaznamenéna u
nenasatych klistat v pfitomnosti SGE a to témét o 50% oproti kontrole, kterym byl samotny
chemokin. Pomérné dobra inhibi¢ni schopnost byla pozorovana i v asech 1, 3 a 5 dnli od
pocatku sani. V intervalu 7 dni, kdy jsou klist'ata pIln¢ nasata, je efekt ovSem jiz minimalni. Tento

trend je patrny jak u chemokinu o koncentraci 0,6 ng/ml, kterému odpovidaji prvni dva sloupce
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kazdé skupiny v grafu, tak i v piipadé koncentrace 0,3 ng/ml, jez koresponduji se zbylymi dvéma

sloupci. Inhibitory proteaz nemély vliv na pribéh reakce

4.1.2 Inhibiéni efekt slin

DalSim pfedmétem zkoumani byla interakce slin a chemokinu MIP-2 (Graf 2). V pokusu
byly pouzity sliny z ¢astecné nasatych a pln€ nasatych klist'at. Kone¢na koncentrace slin byla 10
ug/ml, MIP-2 byl obdobné jako v pfedchozim pokusu nafedén na koncentraci 0,6 ng/ml. Smés

byla inkubovana 3 hodiny pfi laboratorni teploté, poté byly vzorky prevedeny do ELISA testu a

vyhodnoceny.
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Graf 2: Inhibi¢ni efekt slin pfipravenych z Castecné a pIn¢ nasatych klistat. Koncentrace MIP-2: 0,6 ng/ml,

koncentrace slin: 10 pg/ml. * statisticky vyznamny rozdil oproti skupiné kontrola (P<0,05)

Z uveden¢ho grafu je patrné, ze Ctyfdenni sliny maji schopnost interagovat s ptisluSnym
cytokinem a vyrazn¢ snizovat jeho detekovatelné mnozstvi v ELISA testu. Vlivem slin tedy doslo
ke snizeni mnozstvi MIP-2 o 58% v piipadé, Ze sliny pochazely z ¢astecné nasatych klist’at. Sliny
z pIn¢€ nasatych jedinct tuto schopnost nemaji. Pilocarpin, ktery se bézn¢ uziva k indukci slinéni,

nem¢l vliv na detekci chemokinu. Kontrolou byl v tomto ptipadé MIP-2 o koncentraci 0,6 ng/ml.

33



4.2 Chemotaktické testy

4.2.1 Migrace neutrofili v zavislosti na koncentraci MIP-2

Byla studovana schopnost neutrofilnich granulocytli ziskanych z peritonealniho naplavu
reagovat na rizné koncentrace chemoatraktantu. Buiiky byly nasazeny do kultiva¢ni desky jak je
uvedeno v kapitole 3.8. MIP-2 byl testovan v pfislusnych koncentracich v rozmezi 0 - 80 ng/ml,
vysledek popisuje nasledujici graf (Graf 3). Jako kontrola bylo pouzit¢ médium bez pfitomnosti

chemokinu.
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Graf 3: Vliv koncentrace MIP-2 na migraci neutrofilnich granulocyti. Koncentrace MIP-2: 80, 40, 20, 10, 5, 1, 0,5, 0
ng/ml

Koncentrace chemoatraktantu je vyznamnym parametrem reakce. Se zvySujici se koncentraci
podstatné¢ stoupa i pocet neutrofili, které byly schopné migrace pies polykarbonitovou
membranu. Tato zavislost je exponencidlni. Pro dal§i pokus byla jako nejvhodnéjsi urcena

koncentrace 5 ng/ml.

4.2.2 Migrace neutrofili v pritomnosti SGE

V tomto pokusu bylo sledovano, jakym zptisobem ovlivni extrakt ze slinnych zlaz schopnost
chemotaxe neutrofilnich granulocytl. Extrakt ze slinnych Zlaz byl piipraven z klistat, ktera sala 3
dny. ELISA testem byl pfed vlastnim pokusem ovétfen inhibiéni efekt. Bylo pouzito SGE o
koncentraci 20 pg/ml a MIP-2 o koncentraci 5 ng/ml. Experiment probihal podle postupu
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uvedeného v kapitole 3.8. V piipad¢ skupiny SGE+MIP byla smés 3 hodiny preinkubovana pred

ptevedenim do chemotaktické desky. Kontrolou bylo médium.
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Graf 4: Migrace neutrofilil v pfitomnosti 3-denniho SGE. * statisticky vyznamny rozdil oproti skupiné MIP (P<0,05)

Z Grafu 4 je patrné omezeni schopnosti migrace neutrofilnich granulocyti v pfitomnosti
chemokinu MIP-2 a extraktu ze slinnych Zlaz. Samotny MIP-2 byl schopny chemoatrahovat
piiblizné¢ 6000 bunék, kdezto v pitipadé skupiny SGE+MIP bylo toto mnozstvi polovicni.
Samotny extrakt ze slinnych Zlaz byl schopny také piitahovat neutrofily a to pfiblizné dvakrat

vice nez negativni kontrola.

4.3 Rekombinantni protein - priprava v bakterialnim expresnim systému

Na zaklad¢ srovnani genové sekvence Evasinu-1 s jednotlivymi geny cDNA knihoven Ixodes
ricinus (Obr. 4) byl pro pfipravu proteinu s potencidlni antichemokinovou aktivitou vybran contig
694. Toto oznaceni pochazi z bioinformatické analyzy cDNA knihovny pfipravené z klist’at, ktera
sala 4 dny. Transkript tohoto genu byl oznacen jako anti-MIP-2 a je tvofen celkem 645 bazemi.
Maturovany protein se skladd ze 191 aminokyselin a jeho molekulovd hmotnost odpovida
23 kDa. Izoelektricky bod byl stanoven na 6,3 - jedna se tedy o kysely protein. Protein byl

pfipraven postupem uvedenym v kapitole 3.5.
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gi|116236760|gb|EG363918.1|EG3 1  ————————————- :INTFIDAAAISFALLVA LPNAESFGD--DYDYG-PGGC
gi|67083340:1-639 Ixodes scapu 81 ETGTSGSALIFLSGVCONMICNINNESEIYKOEMNISVGSYD--KASVPOLPGC
IR4DL-P1_DO6 2 ESETSGSVLIFLSGVCONMICKINNESEIYKOBMNESLDNNGVYKAPIPQLPGC
IR4DL-P2 D11 IR ALL-contig 611 71 KHOGIDYVFTILTGICSHGECQETSEGEIYKREIEEPLLDNYNPAERRPWPKEC
IR4DM-P4_GO7 IR ALL-contig 694 81 VSGTSGPVLIILSGVCONKTCKISNESEIYKOEMNVSLPSNDVKGEQIPQLPGC ZCT-ACESSL
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IR7DM-P3_C06 19 NQTTREDCHPCVASONI---TESGIVRLT--VEEC

Obr. 4: Srovnani genové sekvence Evasinu-1 se sekvencemi z cDNA knihovny Ixodes ricinus.

4.3.1 Antichemokinové vlastnosti rekombinantniho proteinu

V tomto pokusu byl sledovan vliv rekombinantniho proteinu anti-MIP-2 na chemokin MIP-2.
MIP-2 byl natedén na konecnou koncentraci 10 ng/ml, rekombinantni protein byl testovan v
koncentraci 10, 20 a 40 pg/ml. Obé€ slozky byly spole¢né inkubovany 3 hodiny, nasledné byly
jednotlivé vzorky pfevedeny do ELISA testu a vyhodnoceny. Kontrolou byl v tomto ptipadé

MIP-2 o koncentraci 10 ng/ml. Soucasné byl testovan i tfidenni extrakt ze slinnych Zlaz.

12 -

10 -

040 pg/mi
W20 pg/ml
010 pg/mi

koncentrace (ng/ml)

MMMBD

SGE anti-MIP-2 kontrola

Graf 5: Antichemokinova aktivita rekombinantniho proteinu anti-MIP-2. Koncentrace MIP-2: 10 ng/ml, koncentrace

anti-MIP-2: 20, 10 pg/ml, koncentrace SGE: 20, 10 pg/ml.
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Podle tohoto grafu ma pfipraveny rekombinantni protein antichemokinovou aktivitu, ktera se
snizuje se zvySujici se koncentraci proteinu.
Obdobnym zplisobem byla testovdna i schopnost rekombinantniho proteinu sniZovat

mnozstvi chemokinu MIP-1-a, kde inhibice nebyla pozorovéna.

4.4 Rekombinantni protein - priprava v eukaryotnim expresnim systému
Protein byl pfipravovan podle postupu uvedeném v kapitole 3.6. Transfekce bunék CHO
pfipravenym vektorem probé&hla vzdy Uspésné, ovSem protein nebyl detekovan ELISA metodou

ani prostiednictvim metody western-blotting.
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5. DISKUZE

Vysledky této prace je mozné rozdélit na tfi Casti, a to na data ziskand ze zkoumani
antichemokinovych vlastnosti extraktu ze slinnych Zlaz a slin klistéte Ixodes ricinus, déale jsou
uvedeny vysledky chemotaktickych testl a poslednim tématem byla pfiprava a testovani
rekombinantniho proteinu s potencialni antichemokinovou schopnosti.

Schopnost imunosuprese umoziuje klistatim dlouhodobé sit na imunokompetentnim
hostiteli. Klistéci sliny obsahuji faktory, které potlacuji mechanismy jak pfirozené, tak adaptivni
imunity - je suprimovana klasickd i alternativni draha aktivace komplementu a produkce
anafylatoxina (Ribeiro a Spielman 1986). To ma za nésledek inhibici produkce chemoatraktanti
a dalsich biologicky aktivnich molekul zdnétu (Toman 2009). Je znamo, ze produkty slinnych
zlaz klistat €inn€ zasahuji do imunitniho systému hostitele, a tudiz i do cytokinové kaskady
(Hajnickd a kol. 2005). Vlivem sani dochézi k polarizaci T-lymfocytdrni odpovédi smérem
k Ty2, za soucasné suprese produkce Tyl cytokini. Mezi Tyl cytokiny patii 1 chemokin MIP-2
(CXCL-2), mysi analog lidského chemotaktického faktoru pro neutrofily IL-8 (CXCL-8). MIP-2
je jednim z prvnich cytokinli objevujicich se pfi zanétlivé reakci. Pravé proto je pravdépodobné
pro klist¢ velmi vyhodné ur¢itym zpisobem tento cytokin blokovat a zabranit tak nasledné
migraci polymorfonukledrnich bun€k a jejich degranulaci. Vancova a kol. (2007) ve své praci
popisuje antichemokinové vlastnosti extraktu ze slinnych Zlaz pfipravenych z nenasatych,
castecné a pln¢ nasatych klistat Amblyomma variegatum a to v piipadé¢ cytokinit CXCL-8, CCL-
2, CCL-3, CCL-5 a CCL11. Podobné¢ vysledky jako ona pro CXCL-8 jsem ziskala pro MIP-2
v ptipad¢ extraktu ze slinnych Zlaz klistéte Ixodes ricinus (Graf 1). Nejvétsi inhibice byla
pozorovana u nenasatych klistat a poté u klistat sajicich do ¢tvrtého az patého dne, pak tento
efekt mizi. Jak je jiz uvedeno vySe, inhibi¢ni aktivita v ¢asnych fazich sani se d& vysvétlit snahou
klistéte omezit funkci MIP-2 a infiltraci mista pfichyceni neutrofily. Extrakt ze slinnych Zlaz je
pomérn¢e dobrym modelem odpovidajicim funkci slin, ovS§em SGE narozdil od slin obsahuje i
dalsi proteiny vzniklé sonikaci slinnych Zlaz, které ve slindch nejsou obsazeny. Tyto proteiny pak
mohou urcitym zpiisobem ovliviiovat reakéni podminky jednotlivych pokusi (Kyckova a
Kopecky 2006). Proto byly obdobnym zpiisobem jako u SGE testovany antichemokinové
vlastnosti slin klistéte Ixodes ricinus. Vzhledem k tomu, Ze ze sajicich klistat je mozné ziskat jen

velmi omezené mnozstvi slin, byla testovana pouze inhibice MIP-2 ¢tyfdennimi slinami, kde byl
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ocekavan efekt suprese chemokinu na rozdil od slin ziskanych z plné nasatych osmidennich
jedincti. Ctyfdenni sliny mély obdobné jako extrakty ze slinnych Zlaz t¥idennich jedinci
antichemokinové uc¢inky. Timto pokusem byla potvrzena schopnost slin interagovat s pfisluSnym
chemokinem a snizovat jeho mnozstvi v ELISA testu.

V dalsi ¢asti jsem se zabyvala ovlivnénim chemotaktické schopnosti neutrofilii extraktem ze
slinnych zlaz, poté, co byla stanovena jeho anti-MIP-2 aktivita ELISA metodou. Vzhledem
k tomu, Ze z periferni krve mysi je mozné ziskat 350000 £+ 40000 leukocytl (z tohoto poctu 97%
neutrofili - Boxio 2004), bylo nejprve nutné zajistit dostate¢ny pocet neutrofili pro vlastni
chemotakticky test. Byla zvolena metoda izolace neutrofilnich granulocytl z peritoneélni dutiny
mysi po indukci thioglykolatovym médiem (Shah a kol. 2007). Timto zptisobem bylo mozné
vytézit primérné 15 miliéont bunék z jedné mysi, coz bylo pro testy optimalni mnozstvi. Nejprve
jsem zkoumala zavislost koncentrace chemoatraktantu MIP-2 na mnozstvi bunék schopnych
migrovat pies polykarbonatovou membranu. Se zvySujici se koncentraci podstatné stoupa 1 pocet
neutrofilii, které prosly polykarbonatovou membranou (Graf 3), zavislost je exponencialni. Pro
pokus zda SGE ovliviiuje chemotaxi byla jako nejvhodnéjsi ur€ena koncentrace MIP-2 5 ng/ml,
kterd byla dostatecné citliva jako chemotakticky stimul, zaroveil pfitom umoziovala pozorovat
efekt SGE. Hajnickéd a kolektiv (2001) prokazala supresi IL-8 pravdépodobné prostiednictvim
vazby jedné nebo vice molekul obsazenych v extraktu ze slinnych Zlaz na produkovany cytokin.
Pokud se tato molekula navaze na IL-8, zabrani mu ve vazbé na receptor, a tim inhibuje
chemotaxi neutrofili. Montgomery a kol. (2004) ovSem uvadi, ze v ptipad¢ slin 1. scapularis
nedochazi k inhibici chemotaxe, ale ke sniZeni exprese B, integrin na povrchu neutrofill, a tim
ke snizeni adheze téchto bunck. V mém piipadé jsem zaznamenala snizeni migracni aktivity
neutrofilit v pfipad¢, ze SGE byl inkubovan s chemokinem MIP-2. Timto pokusem bylo
dokazéano, ze k inhibici chemokinu MIP-2 v ELISA testu nedochazi ptipadnou nespecifickou
reakci, ale vazbou molekuly obsazené v extraktu ze slinnych Zlaz na cytokin, kterd omezuje jeho
schopnost chemotakticky piisobit na neutrofilni granulocyty. Samotny SGE mél také schopnost
pritahovat buniky, coz muze byt zptisobeno nespecifickou reakei balastnich proteini obsazenych
v extraktu.

Soucasti prace byla i pfiprava rekombinantniho proteinu s potencidlni anti-MIP-2 aktivitou.
V nedavné dobé byly u klistéte Rhipicephalus sanguineus objeveny chemokiny vazajici proteiny,

které byly oznaceny jako evasiny (Frauenschuh a kol. 2007, Déruaz a kol. 2008). Evasiny vazou
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chemokiny a omezuji tak prvotni kroky imunitni odpovédi hostitele, soucasné¢ maji silny
protizanétlivy tcinek (Déruaz a kol. 2008). Protoze podobné molekuly nebyly u jinych klistat
zatim zkoumadny, bylo otdzkou, zda se i u klistat Ixodes ricinus vyskytuji proteiny s obdobnou
aktivitou. Evasin-1 je striktné specificky pro skupinu CC chemokini - vazba byla prokazana u
CCL3, CCL-4 a CCL-18, ovsem k interakci nodoslo u skupiny CXC chemokinti. Evasin-3 se
vaze na receptor CXCR-1, tim brani vazbé¢ jeho ligandim CXCL-1 a CXCL-8, a také inhibuje
chemotaxi in vitro (Déruaz a kol. 2008). Sekvence genu kddujiciho Evasin-3 nebyla podobna
zadnému znamému proteinu, proto byl déale porovndvan Evasin-1 se sekvencemi z cDNA
knihoven klistat Ixodes scapularis, Dermacentor andersoni a Ixodes ricinus (Obr. 4). Ackoli se
jednotlivé sekvence 1iSi v poctu aminokyselin, jsou vSem spole¢né vyznalené vysoce
konzervované oblasti, které¢ by mohly byt zodpovédné za potencialni antichemokinové ucinky.
Navic pro spravnou funkci proteinu je mnohem zéasadnéj$i terciarni struktura, nez jeho
aminokyselinové slozeni. Protein anti-MIP-2 byl pfipravovan v eukaryotnim a bakteridlnim
systému. Exprese proteinu v sav¢ich bunikdich CHO byla neuspésnd, protein se nepodafilo
detekovat, i kdyz transfekce probihala. To bylo ziejmé zplsobeno Spatnou kvalitou bunék, které
byly kontaminovany kvasinkami a plisnémi, a 1 ptes pieléCeni antibiotiky doslo nejspis k jejich
vyznamnému ovlivnéni, coz se projevilo neschopnosti produkovat rekombinantni protein. Déruaz
a kol. (2008) ve svém ¢lanku uvadi, ze v ptipad¢ piipravy rekombinantniho Evasinu-3 a Evasinu-
4 v eukaryotnim systému HEK-293 byly vytézky velmi slabé. Rekombinantni protein se v mém
piipadé podatilo pfipravit pouze v bakteridlnim systému, a to pokud nativni sekvence byla
spojena s histidinovou kotvou. Ve srovnani s testovanym SGE se nejprve zdalo, ze pfipraveny
rekombinantni anti-MIP-2 protein ma antichemokinovou aktivitu (Graf 5), kterd se zvysuje
s klesajici koncentraci. Tento vysledek ovSem nepotvrdil dalsi test, kde byly sledovany i niz$i
koncentrace anti-MIP-2 proteinu spole¢né s kontrolnim proteinem - inhibitorem cysteinovych
proteaz a ovalbuminem, soucasn¢ nebyla prokazana vazba chemokinu MIP-1-a. (CCL-3). Proto
ztohoto vysledku wusuzuji, Ze pfipraveny rekombinantni protein anti-MIP-2 nema
antichemokinovou aktivitu. To mlze byt zpisobeno zcela odliSnou sekvenci zasadni pro expresi
tohoto proteinu, nedokonalym zpétnym sbalenim proteinu do terciarni struktury, pfitomnosti
histidinové kotvy, kteréd tvoti pomérn¢ velkou ¢ast proteinu nebo n¢jakym dalsim faktorem.

V kazdém ptipad¢ ovlivnéni produkce ¢asnych prozanétlivych cytokinti je pro klisté dalezité

pro jeho uspeésné sani, protoze zanét je velmi ucinnou obranou vici tomuto parazitovi. Modulace
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imunitni odpovédi vyuzivaji 1 klistaty pfendSené patogeny, které mohou v hostiteli snadné&ji
ptezit a mnozit se (Nuttall 1998). Protoze neutrofily tvofi primarni obrannou bariéru proti infekci,
potlaceni chemotaxe neutrofili do mista zanétu mize mit vyznamny vliv na Sifeni infekce a mize
byt jednou zpfi¢in SAT efektu. Imunizace rekombinantnim proteinem vede k vytvafeni
protilatek, které by samy o sobé mohly zabranit v ovlivnéni neutrofili klistécimi slinami a

pfipadné zabranit sani.
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6. SOUHRN

= prokdzany antichemokinové vlastnosti SGE a slin Ixodes ricinus u nenasatych a castecné

nasatych jedincii

= zavedena metoda chemotaktickych testi za pouziti polykarbonatovych inzertt

= prokazana inhibice chemotaxe pomoci SGE Ixodes ricinus ziskaného z ¢astecné nasatych

jedincii

= piipraven rekombinantni protein bez anti-MIP-2 aktivity
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7. PREHLED POUZITYCH ZKRATEK

ACTH - adrenokortikotropni hormon

BOFES - bovinni fetalni sérum

CD - povrchovy znak (cluster of differentiation)

CHO - buniky kiec¢ich ovarii (chinese hamster ovary cells)

CXC, CcC - typ chemokinu dle polohy sparovanych cysteinti

DARC - receptor (Duffy antigen receptor for chemokines)

DAG - diacylglycerol

D- MEM - kultivaéni médium (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)

DTH - ptecitlivélost oddaleného typu (delayed-type hypersenzitivity)

DTT - dithiothreitol

ELISA - imunochemicka metoda (enzyme-linked immunosorbent assay)
ENA-78 - chemokin (epithelial neutrophil- activating protein-78)

GCP - chemotakticky peptid pro granulocyty(granulocyte chemotactic peptide)
GDP / GTP - guanosindifosfat / guanosintrifosfat

G-CSF - faktor stimulujici proliferaci granulocyt

GM-CSF - faktor stimulujici kolonie granulocyth a makrofagu

GRO - onkogen (growth-related oncogen)

ICAM - molekula zprosttedkujici adhezi (intercellular adhesion molecule)
IFN-y - interferon-gamma

IL - interleukin

IP3 - inositoltrifosfat

kDa - kilodalton (jednotka molekulové hmotnosti)

LB - Luria-Bertani kultivacni médium

LFA-1 - adhezni molekula (Ilymphocyte function-associated antigen-1)

Mac-1 - adhezni molekula (macrophage antigen-1)

MCP - chemoatrakéni peptid pro monocyty (monocyte chemoattractant peptide)
MHC - hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility complex)
MIP - makrofagovy prozanétlivy protein (macrophage inflammatory protein)
NAP-2 - peptid aktivujici neutrofily (neutrophil-activating peptide-2)

OPD - o-fenylendiamin
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PAGE - elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

PBS - fosfaty pufrovany fyziologicky roztok (phosphate buffered saline)
PCR - polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

PF4 - destickovy faktor 4 (platelett factor 4)

PGE - prostaglandin

PTS - prekolostralni teleci sérum

RANTES - chemokin (regulated upon activation normal T cell expressed and secreted)
ROI - reaktivni kyslikové radikély (reactive oxygen intermediates)
RPMI - kultivaéni médium (Roswell Park Memorial Institute)

SAT - slinami aktivovany pfenos (saliva activated transmission)

SDS - sodium dodecyl sulfat

SGE - extract ze slinnych zlaz (salivary gland extract)

SOC - kultivaéni médium

TGF - transformuyjici ristovy faktor (transforming growth factor)

Ty, Tc - pomocny (helper T-cell), cytotoxicky (cytotoxic T-cell) lymfocyt
TNF - naddory nekrotizujici faktor (tumor necrosis factor)
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