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1.Uvod
1.1 Klist’ata

Klistata jsou hematofagni ektoparazité fadici se do podtiidy Acari, fadu Parasitiformes a
podiadu Ixodida. Jejich rozsifeni je celosvétové od arktickych az po tropické oblasti (de la

Fuente a Kocan, 2006).

Dosud je popsdano 879 druhti téchto roztoc¢l, ktefi parazituji na suchozemskych
obratlovcich, v€etn€ obojzivelnikt, plazi, ptakl a savcl. Tyto druhy se dale dé€li do tii tzv.

rodin (Nava et al., 2009): 1) Argasidae (186 druhti)
2) Ixodidae (692 druhi)
3) Nuttalliellidae (1 druh)

Klistata pfendSeji patogeny ovliviiujici zdravi zvifat a lidi (Parola a Raoult, 2001).
Naptiklad Ixodes spp. je vektorem hned nékolika lidskych patogend (Borrelia, Anaplasma,
Coxiella, Francisella, Rickettsia a Babesia spp.). Klist¢ Rhipicephalus(Boophilus) microplus
ma negativni ekonomicky dopad v subtropickych a tropickych oblastech svéta, kde skot
napadeny timto parazitem trpi Ubytkem vahy a nizsi produkci mléka. Zaroven je pfenasecem
patogenil zpiisobujicich babézidézu (B. bovisa B. bigemina) a anaplazmoézu (A. marginale)

(Peter et al., 2005).

1.2 Regulace klist’at v pfirodé

Regulace klistat jeproblematika, kterou se véda zabyva jiz vice nez stoleti (Sonenshine et
al., 2006), protoze tito ¢lenovei maji velmi malo ptirozenych neptatel. Zaroven je to jeden z
kritickych bodt pro kontrolu patogenii pfenasenych klistaty (Willadsen, 2006). V soucasnosti

existuje nekolik piistupii pro kontrolu populaci klist’at:
1) chemické akaricidy
2) genetika
3) vakcinace
4) biologické agens

5) integrovany pfistup



1.2.1 Akaricidy

V dnesni dobé¢ je regulace klist'at zalozena hlavné na pouzivani akaricidii, nicméné jejich

ptiliSné uzivani mé mnoho negativnich nasledk.

Za prvé se u klistat velice brzy objevuje rezistence na vétSinu vyvinutych latek. Ta je
schopna se v populaci udrzet po mnoho let. U zemédélskych plodin se tento problém fesi
castou obménou jednotlivych chemikalii, nicméné u kliStat nebyla tato metoda zatim

zkouS$ena.

Za druhé jsou tu obavy pfi pouzivani jakychkoliv chemickych latek kvili jejich dopadu
na zivotni prostiedi a zaroven jejich mozné ptitomnosti v potravindch. Navic jsou nové
vyvinuté¢ latky podstatné draz$i nez jejich pifedchidci, protoze na jejich vyzkum je

vynakladdno mnohem vic Gsili (Willadsen, 2004).

1.2.2 Geneticky pfistup

Geneticky rezistentni zvifata, neboli zvifata vykazujici dédi¢nou schopnost byt
imunologicky rezistentni na sani klistéte, jsou jednou z dulezitych komponent pii regulaci
klistat. Jako pfiklad si miZeme uvést klist€¢ R. microplusa patogeny, které prendsi. Bylo
dokazano, ze Bos indicus a jejich kiizenci jsou schopnéjsi prezit ndkazu Babesia bovis a
Babesiabigemina nez Bos taurus, ale zustavaji nachylni k A. marginale (Bock et al., 1997,

1999).

Hlavnim problémem u této strategie byva, ze pii Slechténi rezistentniho skotuje tézké

udrzet produktivni geny, jako napt. geny pro zvySenou produkci mléka.

1.2.3 Vakcinace

Vakcinace homogenaty klistat, slinnymi zldzami ¢i jejich extrakty a kliStécimi organy
indukuji imunitni odpoved’ pii sani klistéte. (Willadsen, 1980, 1997; Willadsen a Billingsley,
1997; Pruett, 1999; Willadsen a Jongejan, 1999).

Vakciny maji na rozdil od pesticidl velky potencial stat se nekontaminujici, dlouhodobé

udrzitelnou a levnou technologii, kterd je aplikovatelna Sirokému spektru hostiteld. Na rozdil



od pesticidu, k jejichz vyrobé je potfeba mnoho drahych ucelovych zatizeni, staci pti vyrobe
vakcin jednoduché metody jako jsou napt. fermentery. DalSi nepopiratelnou vyhodou oproti
pesticidim je, Ze se ocekdvd mnohem mensi Sance vyskytu rezistence u klist'at nez v ptipadé
pesticidl. Existuje nékolik ptikladd, kdy bodovd mutace v cilenné molekule stacila, aby se
pesticid stal netéinym (Morgan et al., 2009). U vakcin se tato situace zda méné
pravdépodobnou, jelikoz protilatky vétSinou reaguji s nékolika epitopy na jediném

proteinovém antigenu (Willadsen, 2004).

Produkce vakein je v dnesni dobé limitovana uspésnou identifikaci opravdu efektivnich

antigent a jejich expresi.

V zdsad¢ mlizeme volit mezi dvéma typy antigenl: exponovanymi a skrytymi.

Exponované antigeny

Tyto antigeny jsou prezentovany po celou dobu sani klistéte. BE€zn¢€ jsou to proteiny a
peptidy exprimované ve slinnych zldzach. V misté sani jsou potom pohlceny dendritickymi
bunkami, které je zpracuji a prezentuji T-lymfocytim. Ty pak indukujibunéénou nebo
protilatkovou imunitni odpovéd’. Kdyz se pak klisté ptisaje a sekretuje molekuly obsahujici
exponovany antigen, hostitel reaguje zvysenou imunitni reakci. Klist'ata, stejn¢ jako vSichni
hematofagni ¢lenovci, produkuji ve slinnych zlazach obrovskou Skalu bioaktivnich molekul (z
nichz mnoho jsou proteiny a peptidy) (Brossard aWikel, 2004). Tyto molekuly jsou
sekretovany ve slindch, aby potlaily hemostatické, zanétlivé a imunitni mechanismy, které

by jinak parazitovi branily v sani krve (Nuttall et al., 2006).

N¢ekolik exponovanych antigentl jiz bylo exprimovano (Tab.€.1), nicméné ani jeden z téchto

rekombinanti neni dosud vyrébén jako vakcina.



Tab.¢.1: Exponované antigeny vyhodnocené jako potencialni rekombinantni vakciny.

Antigen

Druh

Poznamka

Reference

Calreticulin

Amblyoma americanum,
Dermacentor variabilis,

R. microplus

Malo imunogenni u skotu

Jaworski et al., 1995

Ferreira et al., 2002

Immunoglobulin-binding

protein

R. appendiculatus

Samci protein; maly efekt

na samice

Wang et al., 1998

Histamine-binding

R. appendiculatus

Nepiizniva reakce u

Paesen et al., 1999

protein morcat

P29 Heamaphysalis Kolagen-like; efektivni Mulenga et al., 1999

longicornis proti vSem stadiim

HL34 H. longicornis Protein slin. zlaz; Tsuda et al.,2001
negativni efekt na
klistatech sajicich
kralicich
64 TRPs R. appendiculatus Cross-reaguje se skrytymi Trimnell et al., 2002
antigeny; ovliviiuje vice
1 rici Trimnell et al., 2005
reHs druhi klistat; blokuje
prenos patogent Labuda et al., 2006
Skryté antigeny

Skryté¢ antigeny se normalné nedostavaji do kontaktu s hostitelovymi imunitnimi
mechanismy (Willadsen a Kemp, 1988). Typickymi zastupci jsou naptiklad antigeny ve sténé
stteva. Ty jsou schopny reagovat simunoglobuliny, které jsou nasaty spolecné s krvi
hostitele. Nicméné jakykoliv antigen, jenZ neni béZné prezentovan hostiteli, je skryty a

potencionalni kandidat pro vyvoj vakciny, pokud spliiuje tyto podminky:

1) je schopen se setkat s imunoglobuliny putujici do hemolymfy (nebo stfeva)

2) je spojen s n¢jakou Zivotné diilezitou fyziologickou funkei klistéte




Uskalim tohoto druhu antigenti je potieba opakovanych imunizaci hostiteld, abychom
udrzeli vysoké titry protilatek. Nicméné vyhodou je mensi pravdépodobnost, ze si klistata
vyvinou mechanismus, kterym se efektivné vyhnou hostitelovu imunitnimu systému, jako se

tomu tak stalo u né€kterych exponovanych antigenti (de la Fuente a Kocan, 2006).

Tab.¢.2: Skryté antigeny vyhodnocené jako rekombinantni vakciny.

Antigen Druh Poznédmka Reference
Bm8&6 R. microplus Komer¢ni vakcina Willadsen et al., 1995
TickGARD
Bm91 R. microplus Peptidaza; zvySuje Willadsen et al., 1996

uéinnost Bm86

Bm95 R. microplus Varianta Bm8&6 uzita Garcia et al.,2000
v GAVAC vakciné
HLS1 H. longicornis Serpin; efekt u nymf Sugino et al., 2003
HLS2 H. longicornis Serpin; efekt u dospélct a Imamura et al., 2005
nymf
4D8 (Subolesin) 1 scapularis Efekt u dospélcti na Almazan et al., 2005
ovcich
Ferritin2 L ricinus Hajdusek et al., 2010

R. microplus

1.2.4 Biologické agens

Myslenka pouzit biologické agens k regulaci klistat je velmi pftitazliva, 1 kdyz existuji
praktické nedostatky, které je jeSté potfeba vyfteSit. Jsou znaméorganismy, které jsou pro
klistata patogenni nebo kliStata lovi (Samish a Rehacek, 1999). Nicméné védci se stale snazi
v laboratornich podminkach najit organismy schopné klist¢ zabit. Jejich pozornost se ubira k
entomofagnim houbam rodu Beauveria a Metarhizium(Frazzon et al., 2000; Gindin et al.,
2002; Benjamin et al., 2002). AvSak zatim stile nebyla vyfeSena tskali pro praktické vyuziti

jakou jsou vyroba, distribuce a stabilita téchto zivych organismil na skotu.



1.2.5 Integrovany piistup

Tento pfistup zahrnuje systematickou aplikaci dvou ¢i vice technologii k regulaci
populaci parazit, ktefi nepfiznivé ovliviiuji své hostitele (Bram, 1994; de Castro, 1997).
Cilem je regulace parazitii za dlouhodob¢ udrzitelnych, k ptirodnimu prostiedi SetrnéjSich a

levnéjSich podminek.

V Australii (Willadsen a Kemp, 1999), Mexiku (de la Fuente, 1999) a na Kub¢ (Redondo
et al., 1999) se pouzivé vakcina v kombinaci s akaricidy, kdy jsou akaricidy pouZzity v prvni

fazi imunizace, nez si hostitelé vyrobi dostatek protilatek.

1.3 Modelovy organismus

Ixodes ricinus je krev sajici rozto¢ z Celedi Ixodidae. Mlizeme se s nim setkat v mirném
pasmu Evropy a Asie, ale 1 v severni Africe. Klist¢ preferuje teplé vlhké biotopy, idedlni jsou

listnaté az smiSené lesy s dostate¢nym podrostem.

KIisté¢ béhem svého zivotniho cyklu, ktery trva 2-3 roky, prochédzi ¢tyfmi vyvojovymi
stadii (vajicko, larva, nymfa, dospélec) a kazdé stddium saje pouze jednou a na jiném
hostiteli. Po nasati nasleduje uvolnéni z hostitele, svlékani a metamorféza v nasledujici
staddium (u larev a nymf), v pfipadé oplodnéné samice dochazi k nakladeni velkého poctu

vajic¢ek a posléze k smrti.

sensu lato, zptisobujici Lymeskou borelidzu a virus klistové encefalitidy (Nutall, 1999).
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Obr.&.1: Zivotni cyklus Klistéte 1. ricinus. Pievzato z www.tickencounter.org.

1.4 Stievo klistéte

Stievo je nejvetsSim organem klistéte. Jeho hlavnimi llohami v Zivoté téchto clenovcl jsou
skladovéni a trdveni nasaté krve. Zaroven tvoii prvni rozhrani, kde dochézi k interakcivektor-
patogen. Pfenos téchto patogent je uzce spjat se sanim krve (Fikrig a Narasimhan., 2006).S
vyjimkou intralumenalni hemolyzy probihd degradace slozek krve intracelularné (tzv.
heterofagie) (Balashov, 1972). Tento typ traveni je vyjimecny oproti krev sajicimu hmyzu,

kde ktraveni dochazi v lumen stfeva.
Stievni epitel klist'at se sklada ze dvou zakladnich typt bunék:
a) Nediferenciované bunky (UDC)
b) Diferenciované travici bunky (DGC)

UDC burnky funguji jako kmenové buiiky, ze kterych se béhem pocatecni faze sani stavaji
DGC (Coons et al., 1986). DGC buiiky jsou na lumenalni stran¢ pokryty mikroklky a obsahuji

velké mnozstvi endosomt a residualnich télisek (hemosomi).



1.5 Sani krve

Sani a traveni krve jsou nezbytné aktivity klistéte.Krev je bohatym zdrojem proteinti a
zivin pro vSechny anabolické procesy (Grandjean, 1984). Hlavni travenou slozkou krve je
hemoglobin. Traveni hemoglobinu je u kliStat, narozdil od krev sajiciho hmyzu, ktery
vyuzivd k proteolyze serinové protedzy, zprostiedkovano souborem cysteinovych a

aspartatovych proteaz (Sojka et al.,2008).

V soucasné dobé je traveni hostitelskych proteinti nejlépe popsano u klistéte 1. ricinus,kde
byly ve stievé identifikovany Ctyfi cysteinové proteazy - katepsin B (IrCB), L (IrCL), C
(IrCC), asparaginylova endopeptidaza (IrAE) a jedna aspartatova protedza- katepsin D (IrCD)
(Sojka et al., 2008; Horn et al., 2009). Identifikovany systém protedz je velmi podobny
proteolytickym enzymim podilejicim se na traveni hostitelské krve u fylogeneticky
vzdalenych organismt jako jsou napf. nematoda (Williamson et al., 2003), schistosomy

(Caffrey et al., 2004) nebo malarické Plasmodium (Rosenthal, 2004).

Traveni hemoglobinu

Degradace hemoglobinu probihé optimalné v kyselém prostiedi (pH 3,5-4,5). Hemoglobin
je nejprve nastépen na velké fragmenty (8-11 kDa) katepsinem D podpoienym
endopeptiddzovymi aktivitami legumainu a katepsinu L. V dalsi fazi se uplatiiuje
endopeptidazova aktivita katepsinu B, ktery hydrolyzuje velké fragmenty na mensi (3-5 kDa).
Cely proces je ukoncen nastépenim malych fragmentd na dipeptidy pomoci exodipeptidazové

aktivity katepsinu C (z N-konce) a katepsinu B (z C-konce) (Horn et al., 2009).
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Obr.¢.2: Schéma traveni hemoglobinu klistéte |.ricinus(pfevzato z Sojka et al., 2011).

Detoxifikace hemu

Jednim z problémt, se kterym se musi klistata a ostatni krev sajici paraziti vyporadat, je
fakt,ze pii traveni hemoglobinu vznikd obrovské mnozstvi hemu. Hem dokaze katalyzovat
tvorbu kyslikovych radikald (Lara et al., 2003) a navic je schopen se asociovat s
fosfolipidovymi membranami a tim narusit jejich strukturu (Schmitt et al., 1993). Krev sajici
organismy si vyvinuly nékolik strategii, jak hem neutralizovat. Naptiklad Schistosoma
mansonise brani biokrystalizaci hemu do nerozpustnych agregatii nazyvanych hemozoiny
(Oliveira et al., 2007). Klistata hem shlukuji do nekrystalickych agregatt a poté ukladaji do

vezikul nazyvanych hemosomy (Lara et al., 2003), popt. residudlni téliska (Sonenshine,
1991).



2. Cile prace

Ptiprava rekombinacnich peptiddz — katepsin B, L, C, D a asparaginylovou endopeptidazu

v dostate¢ném mnozstvi pro provedeni vakcina¢nich experiment.

Provést vakcinaci kralikd smési téchto peptidaz a vyhodnotit u¢innost vakcinace na mortalitu

klistat béhem sani, uspéSnost nasati (vaha po nasati), kladeni vajec a lihnivost larev.

Pifi pozitivnim efektu vakcinace kompletni smési pokraCovat dale ve vakcinacich
s jednotlivymi peptiddzami s cilem nalézt co nejjednodussi a nejucinngj$i kombinaci pro

eventualni vyvoj komeréni ,,proti-klistéci vakciny.
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3. Material a metody

3.1 Navrzeni primeru a amplifikace genu IrCD (PCR)

Podle zndmé sekvence IrCD (GenBank: EF428204) byly navrzeny gen-specifické primery
(Tab.€.3) vhodné pro zaklonovani do expresniho vektoru. Jako templat pro amplifikaci byla
pouzita cDNA ze stfevni tkané samic/. ricinus v 6. dni sani. PCR produkty byly izolovany z

1% agar6zového gelu pomoci QIAquick™ Gel Extraction Kitu (QIAGEN).

3.2 Gelova elektroforéza

Fragmenty DNA byly rozdéleny na 1% agardézovém gelu ve stejnosmérném elektrickém
poli (100 V) po dobu 30 min. Gel a elektrody byly ponofeny v TAE pufru (40mM Tris/HCI,
20mM kys. Octova, ImM EDTA)

3.3 DNA klonovéani

PCR amplikony byly smérové zaklonovany do pET 101/D-TOPO" vektoru podle navodu
k Champion " pET Directional TOPO® kitu (Invitrogen). Konstrukty byly transformovéany do
One Shot TOPO TA Cloning® TOP10 chemicky kompetentnichE. coli bunék (Invitrogen).
Buiiky byly vysety na plotny se selektivnim antibiotikem (ampicilin 50pg/ml).
Z vybranychkolonii byly pfipraveny miniprepy aizolovany plazmidy pomoci High Pure
Plasmid Isolation Kit (Roche).

Byla provedena kontrolni PCR reakce (primery viz. Tab.€.3) a pozitivniplazmidy byly

sekvenovany v obou smérech za pouziti T7 a T7R primert (Invitrogen) (Tab.¢.3).

Plazmidy byly sekvenovany v laboratoti genomiky (Biologické centrum AVCR, v.v.i.,

Ceské Budgjovice) sekvenatorem Applied Biosystems 3130x1.

Tab.¢.3: PouZité primery.

Metoda Primer Sekvence
CathD-pET101-S | 5'- CAC CAT GGC TTT CAG GAT CCC GCT CAC G -3’
Amplifikace genu
CathD-pET101-AS 5’-GGC AAC TTC CGC GAA GCC -3°
CathD-pET101-S | 5'- CAC CAT GGC TTT CAG GAT CCC GCT CAC G -3’
Kontrolni PCR
T7 Reverse 5-TAG TAA TTG CTC AGC GGT GG -3’
T7 Forward 5'- TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG -3
Sekvenovani

T7 Reverse 5-TAG TAA TTG CTC AGC GGT GG -3°

11




3.4 Transformace do expresnich bunék E.coli

Sekvenaci ovéfené konstrukty byly transformovany do BL21 Star  (DE3) One
shot“chemicky kompetentnichE. coli bunk dle protokolu Champion pET Expression

System (Invitrogen).

Byla provedena exprese proteinu. Do 1 litru LB média s 1% glukézou bylo pfidano 10 ml

pfedem ptipravené kultury.

V piitomnosti gluk6zy dochazi k zablokovani lac operonu, pocatecni exprese

rekombinantniho proteinu je velmi pomala a buniky se mnozi.

Po dosazeni ODgoo 0,5-0,8 byla kultura centrifugovdna pii 3500 g / 10 min,
resuspendovana v 1 litru LB média bez glukozy a indukovana IPTG o konecné koncentraci

0,5mM.

3.5 SDS-PAGE (polyakrylamidova elektroforéza)

Polyakrylamidova elektroforéza probiha ve stejnosmérném elektrickém poli (U = 100-
200 V) v elektroforetickém pufru (25mM Tris, 192mM glycin, 0,1% SDS). Vzorky byly
fedény v redukujicim vzorkovém pufru (250mM Tris/HCIL, 30% glycerol, 5% merkaptoetanol,
0,02% bromfenolovd modi, 10% SDS) s dithiotreitolem v poméru 4:1. Pied vlastni
elektroforézou byly vzorky denaturovany varem. Vzorky byly poté nanaSeny na gradientovy
polyakrylamidovy gel (5-17%) spolu s markerem molekulovych hmotnosti LMW (GE
Healthcare). Po skonceni elektroforézy byly gely barveny v Coomassie briliant blue R-250.

3.6 Izolace inkluznich télisek

Bakterialni pelet byl resuspendovan v resuspenda¢nim pufru (20mM Tris-Cl, pH 8),
sonikovan po dobu 1 minuty a poté stocen pii 10 000 g / 10 min / 4°C. Pelet byl déle
resupendovan v izolacnim pufru (2M mocovina, 20mM Tris-Cl, 0,5M NaCl, 10mM imidazol,
ImM 2-merkaptoetanol, 2% Triton X-100, pH 8), sonikovan 1 minutu a centrifugovan 10
minut pii 10 000 g a 4°C. Tento krok byl proveden celkem ttikrat. V poslednim kroku byl
pelet resuspendovan v solubilizacnim pufru (6M guanidin hydrochlorid, 20mM Tris-Cl, 0,5M
NaCl, 5mM imidazol, 1mM 2-merkaptoetanol, pH 8) a byl michan na magnetickém michadle
pii laboratorni teploté pfes noc. Rozpustény pelet byl centrifugovan pii 10 000 g / 15 min /
4°C a supernatant byl filtrovan pres 0,22 pm filtr Millex*GP (Millipore).
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3.7 Purifikace proteinu

Fuzni proteiny s His-tagem na N-konci (IrAE, IrCC, IrCB, IrCL) a na C-konci (IrCD)byly
purifikovany z rozpusténych inkluznich télisek na 5 ml chelata¢ni koloné¢ (HiTrap IMAC FF
GE Healthcare) snavazanymi Co’" jonty. Kolona byla ekvilibrovana pufrem A (8M
mocovina, 0,5M NaCl, 50mM Tris, pH 8,5). Protein byl eluovén linearnim gradientem 0,5M
pufru B (8M mocovina, 0,5M imidazol, 0,5M NaCl, 50mM Tris/HCI, pH 8,5). Vybrané
frakce byly ovéieny pomoci SDS-PAGE.

3.8 Renaturace proteinu

Koncentrace purifikovanych proteini byla zméfena Bradford metodou a poté vyfedény
pufrem A na kone¢ny objem 10 ml o koncentraci 300 pg/ml. Protein byl dialyzovan
v nékolika roztocich (Tab.¢.4), které byly obméiovany kazdych 12 hodin. K dialyze bylo
pouzito dialyzagni sttevo VISKING® (Serva) o priméru 16 mm. Mezi &tvrtym a patym

roztokem bylo dialyzac¢ni stievo vyménéno za nové.

Tab.¢.4: SloZeni dialyza¢nich roztokii p¥i renaturaci rekombinantniho proteinu

1. roztok 2. roztok 3. roztok 4. roztok 5. roztok
4M mocovina 2M mocovina 1M mocovina 150mM NacCl 150mM NacCl
150mM NacCl 150mM NacCl 150mM NacCl 50mM Tris-Cl 50mM Tris-Cl
50mM Tris-Cl 50mM Tris-Cl 50mM Tris-Cl 20% Glycerol 10mM Na,HPO,
20% Glycerol 20% Glycerol 20% Glycerol 20mM *2 H,O

20mM 20mM 20mM merkaptoetanol 2mM KH,PO4
merkaptoetanol | merkaptoetanol | merkaptoetanol 3mM KCI
V=0,5L,pH85|V=05L,pH85|V=05L,pH85|V=0,5L,pHS8,5| V=0,5L,pH8,5

3.9 Imunizace kralikt rekombinantnimi peptiddzami

Byly imunizovany tii fady kralikd po ctyfech jedincich. V kazdé fadé byl jeden kralik

urcen jako kontrolni a byl injikovan sterilnim PBS.

Prvni tfada kralikd byla imunizovana smési vSech péti peptidaz. 50 pg kazdé

z renaturovanych rekombinantnich peptiddz v PBS bylo smichdno s 500 ul nekompletniho

Freundova adjuvans na findlni objem 1 ml a bylo subkutann¢ injikovano kralikiim. Imunizace

byla opakovana c¢tyfikrat v 10-14ti dennich intervalech.

Druh4 fada byla imunizovéana rekombinantnim IrCL a tfeti rekombinantnim [rCB. V obou

ptipadech bylo 100 pg IrCL popt. IrCB v PBSsmichano s 500 pl nekompletniho Freundova
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adjuvans na findlni objem 1 ml a bylo subkutann¢ injikovano kralikim. Imunizace byla
opakovana ctytikrat v 10-14ti dennich intervalech.
Pokusni kralici byli dodani firmou Velaz s.r.o. (www.velaz.cz). Jednalo se o plemena

Novozélandsky bily kralik a Cingila velka.

3.10 Strojeni kralikt a aplikace klist’at

Novozélandskym bilym kralikim byly na usi pfipevnény navleky, do kterych bylo
piiddno po 25 samicich a 25 samct klistéte 1. ricinus. Cinéilam velkym byly na zadni
koncetiny piipevnény tzv. kloboucky (viz obr.€.7) do kterych bylo ptfidano po 25 samicich a

25 samcich.

Klistata byla nechana na hostitelich do plného nasati (samovolného pusténi z hostitele) a
poté byla zvazena, rozdélend po jednom do zkumavek a ponechana v inkubatoru pii 24 °C a
90 % relativni vlhkosti. Déle byla sledovana délka sani, imrtnost kliSt’at pfi a po sani, velikost

jejich snisky a lihnivost larev oproti kontrole.

Po odpadnuti vSech klist'at byla kralikim odebrana krev, kterd se nechala stat pies noc pii

4°C a poté bylo centrifugaci oddéleno sérum.

3.11 Statistické vyhodnoceni i¢innosti vakcinace

Pro statistické vyhodnoceni vah nasatych klistat byl pouzit program STATISTICA 10.
Vahy klistat byly vyhodnocovany t-testem pii 95% hladiné vyznamnosti, kdy byla
porovnéavana klistata jednotlivych imunizovanych kraliku s kliStaty sajicimi na kontrolnim

krélikovi.

Pro vyhodnoceni zévislosti velikosti snisek na véaze klistat popf. na imunizaci byla

pouzita dvoucestna analyza variance v programu R.

3.12 Izolace imunoglobulinové frakce z krali¢iho séra

10 ml kralic¢iho séra bylo smichano s 20 ml 50mM Na-acetatového pufru (pH 5,2). Za
stalého michani na magnetickém michadle se v 3 minutovych intervalech piidavaly davky

kyseliny kaprylové (celkem 10 davek po 75 pl). Po 90 minutich michani byla suspenze
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centrifugovana 10 min pti 5000 g, supernatant byl filtrovan ptes filtra¢ni papir a dialyzovan

pies noc proti 2 L SmM Na,HPO,, pti 4°C.

3.13 Detekce a urceni titru protilatek v krali¢im séru

Western blot

Rekombinantni peptidazy byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE. Po ukonceni elektoforézy
byl gel s membranou a filtratnimi papiry ekvilibrovan v blotovacim pufru (25mM Tris,
192mM glycin, 0,02% SDS) s metanolem. Proteiny byly pfendSeny na Polyvinyliden-
fluoridovou membranu (PVDF) (Millipore) po dobu 90 min za konstantniho proudu 150 mA.
Po ukonceni pfenosu byla kontrolni ¢ast membrany obarvena v Coomasie briliant blue R-250.
Membrana byla nasledn€ inkubovéana 60 min v 5% roztoku mléka v PBS-Tweenu za Gcelem
vyblokovani nespecifickych mist. Po promyti v PBS-Tweenu byla pfidana natfedéna
purifikované imunoglobulinové frakce jednotlivych kraliki .). Jako sekundérni protilatka byla
vyuzita 1000x natedénda SwAR/Px protiladtka (Sevapharma a.s.). Western blot byl vyvolan
v 0,1M Tris/HCI pomoci DAB (diaminobenzidin) barveni a 0,03% peroxidu vodiku.

ELISA

Renaturované peptidazy byly vyiedény vazebnym roztokem (15mmol Na,CO;, 35 mmol
NaHCOs, pH 9,6) na koncentraci 10 pg/ml a nepipetovany po 50 pl do jamek v 96-jamkovém
panelu. Panel se nechal inkubovat ptes noc pii 4°C ve vlhké komtrce. Nespecifické vazby
byly vyblokovany 200ul blokovaciho pufru na jamku (5% prekolostralni teleci sérum (PTS)
v PBS) a panel byl inkubovan 45 minut pii 37°C ve vlhké komtrce. Testovana krali¢i séra
byla nafedéna v poméru 1:100 v fedicim roztoku (2% PTS v PBS) a nanesena do prvnich
jamek a vzorky byly rozfedény dvojkovou fadou. Panel byl inkubovan 45 minut pii 37°C ve
vlhké komtirce a poté tfikrat promyt v PBS-Tweenu. Jako sekundérni protilatka byla pouZzita
SwAR/Px nafedéna 1000x fedicim pufrem. Enzymova reakce byla vyvolana 100 pl
substratového roztoku (5 ml fosfocitratového pufru, 2 mg o-fenylendiaminu, 2 ul 30% H,0,).
Reakce byla po 10 minutdch zastavena 2 M H,SO4 a byla zméfena absorbance vzorkii na
vertikdlnim spektrofotometru (Biotech) pti 490 nm. Za pozitivni vzorek byl povazovén ten,
jehoz absorbance byla vyssi nez dvojnasobek absorbance negativni kotroly. Titr protilatky se
ur¢il jako reciprokd hodnota jejiho nejvyssiho fedéni, ptfi kterém byla povazovéna za

pozitivni.
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4. Vysledky

4.1 Amplifikace genu pro IrCD

Gen pro IrCD byl amplifikovdn ze stfevni cDNA klistéte Ixodes ricinus pomoci
specifickychprimerd  (Tab.€.3).Primery byly navrzeny tak, aby zahrnovaly pouze
translatovanou oblast bez signalniho peptidu. Z tohoto divodu je PCR amplikon kratsi

(ptiblizné 1086 bp), nez je udavana velikost IrCD cDNA (Sojka et al. 2008).

1200bp
1031bp

Obr.&.3: Amplifikace genu pro IrCD. 1-DNA ladder (GENE RULER™ 100bp DNA Ladder PLUS), 2 — IrCD

Vysledny produkt byl piecistén, zaklonovan do expresniho vektoru (pET 101/D-TOPO")
a transformovan do kompetentnich One Shot® TOP 10 bun&k. Pozitivni klony ovéfeny

pomoci PCR reakce.

V této praci byl klonovan pouze gen pro IrCD, jelikoz konstrukty pro ostatni
rekombinantni peptiddzy byly jiz klonovany v predchozich pracich — IrCC, IrCB, IrCL a
IrAE, (Sojka et al., 2008).

4.2 Exprese rekombinantnich peptidaz

™M

Sekvenaci ovéfené plazmidy byl transformovan do BL21 Star (DE3) One

shot®chemicky kompetentnichE. coli bun&k.

Exprese peptidaz byla provadéna v 1 litru LB média s 1% glukdézou. Po indukei a inkubaci

byly kultury centrifugovany pti 4500 g / 10 min. Pelety byly skladovany pii -20°C.
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Izolace inkluznich télisek

Jednotlivé pelety bunck byly rozmrazeny a resuspendovany. V prvnim kroku byly odmyty
rozpustné cytoplazmatické proteiny. V piitomnosti detergentu (Triton X-100) a mocoviny
byly ve tfech krocich postupné¢ odstranény membranové proteiny. Inkluzni téliska
z vysledného peletu se bézné rozpousteji v 6M guanidin hydrochloridu za laboratorni teploty
na magnetickém michadle 2-3 hodiny. OsvédCilo se ndm nechat pelet michat ptfes noc.

Vysledkem je vétsi vytézek proteinu.
Purifikace peptidaz

Rozpusténa inkluzni téliska byla dale purifikovana chelatacni chromatografii za
pFitomnosti 8M mocoviny. Chelataéni chromatografie vyuziva afinity 6xHis-tagu k Co"
iontlim navazanym na sefardze. Rekombinantni proteiny byly eluovany gradientem 0,5M

imidazolu. Vybrané frakce byly ovéfeny pomoci SDS-PAGE (Obr.¢.4,5,6).

Obr.&.4: Purifikace rekombinantniho IrCL a IrAE na Co**koloné. LMW - marker, L1[1L4 -
vybrané frakce IrCL, AE1T1AE4 - vybrané frakce IrAE.
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Obr.&.5:Purifikace rekombinantniho IrCB a IrCC na Co’'koloné. LMW - marker, B1[IB5 -
vybrané frakce IrCB, C11JC3 - vybrané frakce IrCC.

Obr.&.6: Purifikace rekombinantniho IrCD na Co*‘koloné. LMW - marker, FT - ,flowthrough*

(proteiny, které se na kolonu nenavazaly), D1[1D3 - vybrané frakce IrCD.

Ovétené frakce byly slity dohromady a byla zméfena vysledna koncentrace pomoci

Bradford metody a naméfené hodnoty jsou uvedeny v Tab.¢&.5.



Tab.¢.5: Vytézky jednotlivych rekombinantnich peptidaz.

Peptidaza Vytézek z 1 litru kultury E.coli (mg)
IrAE 36,25
IrCB 18,7
IrCC 13,95
IrCD 18,675
IrCL 37,95

4.3 Imunizace kralika

Pted vlastni imunizaci byly 3 mg kazdé rekombinantni renaturované peptidazy prevedeno

do PBS pufru o pH 8,5. Renaturace zvySuje specificitu protilatek tim, Ze na renaturovaném

proteinu vzniknou epitopy, které mohou byt shodné s epitopy na nativnim proteinu.

Celkem byly provedeny tfi vakcinacni pokusy. Pro pfehlednost pii interpretaci dalSich

vysledk jsou jednotlivi kralici a jejich vakcinace uvedeny v Tab.¢€.6.

Tab.€.6: Oznadeni jednotlivych kraliki a antigeni, kterymi byli imunizovani. Ke kazdé skupiné byl

pfifazen i kontrolni neimunizovany kralik. Pozn. Kralik K258 b&hem sani uhynul, proto nebyl do dalSich

vysledkt zahrnut.

Kralik Antigen Kralik Antigen
K226 K259
IrAE, IrCB, IrCC, IrCD,
K227 K260 IrCB
IrCL
K229 K261
K256
K257 IrCL
K258
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4.4 Strojeni kraliku

V prvnim pokusu bylo pouzito plemeno Novozélandsky bily kralik. Kralikim byly na usi
pripevnény navleky, do kterych byla pfidana klistata. Pokusnd zvifata dostala ochranny
limec, aby si navleky nemohla okusovat. Bohuzel bylo zjiSténo, ze tato varianta neni
optimalni jak vybérem plemena, tak mistem aplikace klistat. Kralici byli velmi neklidni,
namaceli si usi v miskach s vodou a nasata klistata rozmackavali o stény klece, ¢imz cely

pokus znehodnotili. Navic byla s navleky kvili limclim obtiZznd manipulace.

Proto jsme se rozhodli pouZit plemeno Cinéila velkd, kterym jsme na zadni kondetiny
pripevnili tzv. kloboucky (Obr.€.7). Tito krélici se vyznacuji velmi klidnym chovanim, a
proto nebyla potieba jim pfipevilovat limce, protoze u nich nedochazelo k okusovani

kloboucki. Klist'ata navic byla uvnitt chranéna proti mechanickému poskozeni.

Obr.&.7: Nastrojeny kralik plemena Cin&ila velka.
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4.5 Statistické vvhodnoceni imunizaci

Statistické vyhodnoceni vah

Po nasati byla kliStata roztfidéna podle kralikli, na kterych sala, dale byla zvazena,
hodnoty zaznamenény. Vahy skupin klistat z jednotlivych imunizovanych kralikti byly
porovnavany s kontrolou pomoci t-testu v programu Statistica 10 (StatSoft, 2011). Z Tab.¢.7.
je patrné, Ze u kraliki K227, K260 a K261 doslo u klistat k signifikantni redukci vahy. U

krélika K227 je navic pomérné vysoka umrtnost klist’at po nasati.

Tab.&.7: Statistické vyhodnoceni vah jednotlivych skupin kli§tat. Cervené jsou oznageny vysledky,

které byly vyhodnoceny jako signifikantni.

Prum. B
Prum. Umrtnost b
Kralik N vel. Nedosata Kl. t-test
vaha+SEM (po nasati)
snisky®

Smés peptidaz

0.2558 £0.012 5740 t=0,86,df=
K226 49 2,48/3 9749 (18%)
(12,5%) 84, p= 0,393
0.2240 £0.012 14 7z 42 t=2,93, df=
K227 49 242/3 7 z 49 (14%)
(33,3%) 86, p 10,05
K229 43 2,64/3 0243 1243 (2,3%) =08, d
2821 £ 0.01 ) z z ,
0.2821+0.0 71 87, p=0373
Kontrola 46 0.2693 + 0.009 2,56/3 0z46 2746 (4,3%)
Cathepsin L
K256 51 0z51 2251 (3,9%) = 0.38, 2
0.2918 £0.012 2,14/3 z z 770
’ 94, p= 0,700
K257 46 02746 02746 =022,
2944 £0.011 2,2 z z
0.29 0.0 ,23/3 $9, p=0.820
Kontrola 45 0.2980 + 0.009 2,18/3 0z45 1245 (2,2%)

21




Prium B
Prum. Umrtnost b
Kralik N vel. Nedosata Kl. t-test
vaha+SEM (po nasati)
snisky®
Cathepsin B
K259 52 2,78/3 0z52 0252 = 0.06, df
. 2+0. ) z z
0.3032 +0.007 98, p= 0,946
K260 46 2,34/3 02746 02746 =232,
0.2741 = 0.009 ) z z
92, p10,05
t= 4,63, df=
K261 49 0.2499 + 0.008 2,28/3 02z49 1249 (2%)
95, p[10,05
Kontrola 48 0.3025 = 0.007 2,83/3 0z48 0z48

Po vykladeni byly snisky klist'at ohodnoceny kategoricky podle velikosti (0- zadn4 sniska, 1- mala sntiska, 2-
stfedné mala sntiska, 3- bézna sntiska)

°t — hodnota testovaciho kritéria, df — stupn& volnosti, p — hladina vyznamnosti

Statistické vyhodnoceni sniisek

U sntisek byly zkoumany dvé zavislosti: zda je velikost sntisky ovlivnéna vahou klistéte

po nasati,

a zda samotna imunizace né¢jakym zplsobem ovlivnila velikost sntisky. Tyto

zavisloti byly zjistény pomoci dvoucestné analyzy variance v programu R. Jak vyplyva z

Tab.€.8snlisky jsou jednoznaén€ ovlivnény vahou klistéte po nasati. Vysledek ANOVA testu

koreluje s vysledky t-testu a u kraliki K227, K260 a K261, u kterych méla imunizace dopad

na vahu klistat zaroven ovlivnila 1 velikost snisSek.

Tab.¢.8: Statické vyhodnoceni zavislosti velikosti snisky na vaze klist’at a Ga¢inku imunizace.

Kralik Zavislost DF Sum Sq Mean Sq F P
‘ o 1 1,973 1,973 3,451 p=0,0667
K226 1munizaci
na vaze 1 18,91 18,91 33,075 p10,001
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Kralik Zavislost DF Sum Sq Mean Sq F P
na
_ o 1 10,754 10,7541 11,834 pl10,001
K227 imunizaci
na vaze 1 18,867 18,8668 20,762 pl10,001
na
_ o 1 0,056 0,0563 0,1467 p=0,7027
K229 Imunizaci
na vaze 1 10,686 10,6857 27,8194 pl10,001
na
. o 1 0,005 0,005 0,0186 p= 10,8917
K256 imunizaci
na vaze 1 46,086 46,086 167,6492 p10,001
na
. o 1 0,145 0,145 0,5205 p=0,4725
K257 imunizaci
na vaze 1 33,777 33,777 120,9945 p10,001
na
_ o 1 0,0836 0,0836 0,8432 p=0,3608
K259 imunizaci
na vaze 1 6,2461 6,2461 62,9954 p10,001
na
_ o 1 2,2642 2,2642 16,846 p10,001
K260 imunizaci
na vaze 1 15,9863 15,9863 118,940 p10,001
na
. o 1 0,5247 0,5247 4,1218 p10,001
K261 1mmunizaci
na vaze 1 17,9705 17,97005 141,1745 pl10,001

df- stupné volnosti; sum sq- suma ¢tvercii; mean sq — sum sq/df; f — hodnota testovaciho kritéria; p — hladina

vyznamnosti
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Doba sani

Dalsim zkoumanym fenotypem byla délka sani kliStat na imunizovanych kralicich oproti
kontrolnimu.Z Obr.€.8 je patrné Ze u kraliki imnunizovanych smési peptiddz doslo ke

zkraceni doby séani. U kralika K227 je to v praméru az o piil dne kratsi sani, nez u kontroly.

Smés peptidaz
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40
)
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X
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0

K226 K227 K229 Kontrola
m6dni m7dni m8dni m9dni

Obr.¢.8: Délka sani klist’at na kralicich imunizovanych smési peptidaz.

U kréliki imunizovanych IrCL (Obr.€.9) a IrCB (Obr.€.10) byl pozorovéan opacny trend.

Klistata sala oproti kontrole v priméru o 0,5-1 den déle.

IrCL
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po&etklidtat
[9%)
]

K2 56 K257 Kontrola

modni WM7dni m8dni m9dni m10dni ®m13dni

Obr.¢.9: Délka sani klist’at na kralicich imunizovanych IrCL.
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IrCB
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Obr.¢.10: Délka sani klist’at na kralicich imunizovanych IrCB.

4.6 Identifikace a ureni titru protilatek v krali¢im séru

Identifikace protilatek

U krélika 227, ktery v pokusu vykazoval nejvétsi ucinek imunizace, bylo pomoci
Western blotu (Obr.€.11) dokazano, ze si byl schopen vytvorit protilatky proti vSem
antigeniim, kterymi byl imunizovan. Pro identifikaci protilatek byly pouzity rekombinantni

peptidazy.
LMW IrAE CB  ICC  ICD  IrCL

94 v i foey ’

67

e

30 “nmoinn

Obr.¢.11: Pfitomnost protilitek proti jednotlivym peptidizam vséru kralika K227.LMW -

marker,primarni protilatka - fedéna 1:2000, sekundarni protilatka - fedena 1:1000.
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U kraliki imunizovanych IrCL (Obr.€.12) a IrCB (Obr.€.13) bylo ukdzano, zZe v jejich
séru jsou pritomny protilatky proti témto peptiddzam. Intenzita bandi na Western blotu

koreluje se zjiSténou hladinou protilatek u jednotlivych kraliku (Tab.¢.9).

S
-

Obr.¢.12: Pritomnost protilatek proti IrCL v séru kralika K256,257.Do kazdé jamky byly naneseny
priblizne 2ug rekombinantniho proteinu.LMW - marker, 1 - sérum K256 fedéné 1:2000, 2 - sérum K257 fedéné
1:2000, K(-)- krali¢i preimunni sérum fedéné 1:2000, K(+)- precisténé specifické protilatky proti IrCL fedéné
1:1000. Sekundarni protilatka byla fedéna 1:1000.

,

Obr.¢.13:Pfitomnost protilatek proti IrCB v séru kralika K259, 260, 261.Do kazdé jamky byly
naneseny pfiblizne 2ug rekombinantniho proteinu.LMW - marker, 1- sérum K259 fedéné 1:5000, 2 - sérum
K260 fedéné 1:2000, 3 - sérum K261 fedéné 1:2000, K(-) - kralici neimunni sérum fedéné 1:2000.Sekundarni
protilatka byla fedéna 1:1000.

Urceni hladiny protilatek

Pro pfesné urceni hladin protilatek proti jednotlivym peptidazam a pro zjisténi jejich

pfipadného rozdilu mezi jednotlivymi kraliky byla pouZzitd metoda ELISA, ZTab.€.9 jasné
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vyplyva, ze kralik K227, u kterého dopadla imunizace nejlépe, mél né¢kolikandsobné vyssi

hladinu IrAE. Ostatni hladiny protilatek byly u vSech tii kralikti srovnatelné.

U krélikii imunizovanych IrCL nebyla pozorovana zvySend hladina protildtek proti

katepsinu L

Kralik K260, na némz méla klistata signifikantné niz$i vahu po nasati, vykazoval

zvySenou hladinu protilatek proti [rCB.

Tab.€.9: Urdceni titri protilatek v séru jednotlivych kraliki.

Kralik Peptidaza Titr
IrAE 1:25600
IrCB 1:3200
K226 IrCC 1:25600
IrCD 1:25600
IrCL 1:12800
IrAE 1:101600
IrCB 1:3200
K227 IrCC 1:12800
IrCD 1:12800
IrCL 1:3200
IrAE 1:25400
IrCB 1:12800
K229 IrCC 1:6400
IrCD 1:10800
IrCL 1:6400
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Kralik Peptidaza Titr
K256 1:6400
IrCL
K257 1:6400
K259 1:12800
K260 IrCB 1:50800
K261 1:3200
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5. Diskuze

U hematofagnich bezobratlych, krom& hmyzu, je traveni zaloZeno na maSinérii
cysteinovych (klan CA, CD) a aspartatovych (rodina A1) peptidaz (Sajid a McKerrow, 2002).
Stejny travici systém byl identifikovan 1 u dalSich krev travicich parazit, napf. u motolic
(Caffrey et al., 2004; Delcroix et al. 2006), nematod (Williamson et al. 2003), ¢i malarickych
protozoi Plasmodium (Rosenthal, 2004). V nékolika pfipadech jiz byl cysteinovym
peptiddzdm piiznan mozny vakcinac¢ni potencidl (Golden et al., 2010). Z téchto divoda
uvazujeme o mozném vakcina¢nim potencialu cysteinovych a aspartatovych peptidaz klistéte

L ricinus.
Imunizace smési rekombinantnich peptidaz

V této préci byly provedeny celkem tfi vakcinacni pokusy. Prvni skupina kralikti byla
imunizovana smési vSech dosud identifikovanych travicich peptidaz klistéte 1. ricinus(Sojka
et al., 2008). V této skupiné¢ byla u jednoho krélika (K227) vaha klistat a velikost snlisky
statisticky signifikantné nizsi oproti kontrole, nez u ostatnich pokusnych zvirat. Zaroven byla
pozorovana vys$s§i umrtnost sajicich klistat. Proto jsem se rozhodl urcit u vSech pokusnych
kralika titr protilatek proti jednotlivym peptiddzam v séru metodou ELISA. V Tab.¢.9je na
prvni pohled vidét, ze kralik K227 mél oproti ostatnim kralikiim vyrazné vyssi titr protilatek
proti IrAE oproti ostatnim kralikim. Sojka et al., 2007 lokalizoval IrAE kromé travicich
vezikull také v peritrofni matrix. Pokud by se zde protilatky navazaly na peptiddzu, mohlo
by dojit k naruseni stény stfeva klistéte, jako je tomu u povrchového antigenu Bm86 komeréni
vakciny TickGARD proti klistéti B. microplus (Willadsen, 2004) a tim mu zplsobit smrt.
Zaroven bylo dokédzano, ze IrAE je schopen trans-aktivovat ostatni peptidazy (Sojka et al.,
2007). Zablokovanim jeho funkce protilatkami, by tedy bylo mozné vyrazné narusit proces
traveni klistéte. Pro potvrzeni této domnénky bude potifeba provést imunizaci samotnym

rekombinatnim IrAE.
Imunizace rekombinantnim IrCL

Ve druhém pokusu byla skupina kralikdi imunizovana rekombinantnim IrCL. Dle Franta

et al. (2011) je IrCL spole¢né s IrCD kvantitativné nejméné zastoupenou peptidazou ve streve
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L ricinus. Zéaroven obé¢ tyto peptidazy zacinaji kaskady S§t€peni hemoglobinu (Horn et al.,
2009). Z toho divodu jsme se domnivali, by tedy zablokovani IrCL mohlo byt limitujici pro
uspésné traveni klistéte. Tento pfedpoklad potvrdil Franta et al. (2011), ktery prokazal, ze
RNAi umlceni exprese IrCLvedlo ke snizeni véhy nasatych klistat. Povzbuzujici byly i
vysledky Goldena et al. (2010) u motolice Fasciola hepatica, ve které ma katepsin L také
ulohu pii trdveni hostitelskych proteini. Imunizaci rekombinantnim katepsinem L byl

schopny sniZit parazitarni zat€z motolic u skotu az o 48%.

Nicméné u klist’at, kterd sala na kralicich imunizovanych IrCL nebyl pozorovan zadny
dopad na vahu nasatych klist'at ani na velikosti jejich sniiSek. Jediny pozorovany fenotyp bylo
prodlouzené sani na imunizovanych kralicich oproti kontrole. Dlivodem neuspéchu tohoto
pokusu by mohla byt relativné nizka hladina protilatek v krvi kralikti. Navrhoval bych pokus

zopakovat se zvySenou imunizacni davkou.
Imunizace rekombinantnim IrCB

V tfetim pokusu byla skupina kraliki imunizovana rekombinantnim IrCB. IrCB je
nejvice zastoupenou peptidazou ve stievé I ricinus (Franta, et al. 2010). Katepsin B ma
kromé endoproteolytické aktivity i karboxy-dipeptiddzovou aktivity a ucastni se zejména
Stépeni stfedné dlouhych a kratkych fragmenti hemoglobinu (Horn et al., 2009). Stejna
aktivita byl pozorovéna i karboxydipeptidazy Bm91 klistéte R. microplus. lokalizované ve
sttevé a slinnych zlazach tohoto klistéte (Riding et al., 1994). Je znamo, Ze tato peptidaza
byla schopnd zvysit Gcinnost rekombinantni vakciny Bm86 (Willadsen et al., 1996).
Vakcinaci kralikii doslo k signifikantnimu snizeni vahy nasatych klistat a prodlouzenému

sani.
Dalsi imunizace

V budoucich pracich je potieba dokoncit imunizace rekombinantnimilrAE, IrCDa IrCC.
mRNA pro [rCC byla lokalizovana ve stfevé a slinnych zlazach (Sojka et al. 2008). Pokud by
se potvrdilo, ze je IrCC ve slinnych zlazach exprimovan, mohl by fungovat zaroven jako

skryty i exponovany antigen.
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Zavér

Byl zaklonovan gen pro IrCD do pET 101 vektoru. Byly pfipraveny rekombinantni
peptidazy IrAE, IrCB, IrCC, IrCD, IrCL v expresnim systému E. coli. Byly optimalizovany
podminky pro experimentalni infestavci klistat na imunizovanych kralicich.Rekombinantnimi
peptidazami byli imunizovani kralici- prvni skupina smési vSech péti peptidaz, druha skupina
rekombinantnim IrCL a tieti skupina rekombinantnim IrCB. Byl sledovan efekt imunizace na
vahu a velikost snisek klistat po naséati. Byla ur€ena hladina protilatek proti jednotlivym
peptidazam v krvi kraliki a jeji efekt na imunizaci. Ziskané predbézné vysledkyvakcinacnich

experimentl budou déle vyuzity pro hledani nejvhodnéjsi kandidatni vakciny.
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