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1. Uvod

1.1. Klisté obecné [(xodesricinus)

Klist¢ obecné Ikodes ricinu¥ pati dotradulxodida c¢eledilxodidaea podeledi
Ixoninae Ixodidae a Argasidaejsou dva hlavni rody kli&t. Ixodidae jsou nazyvana
“tvrda kli&’ata,,, protoZze maji zkornédy dorzalni Stitek a jsou nejvyznaggim rodem
z hlediska poetnosti a lékiské dilezitosti. Argasidaejsou nazyvana “#kka klig'ata,,
protoze maji flexibilni kutikulu (1).

Klisté Ixodes ricinusje ektoparazit sajici krev, ktery se vyskytuje zapadni
Evropy aZ po Iran, Ize se s nim setkat i v sevafrice. Jeho biotopem jsou pastviny,
louky, jehlicnaté i listnaté lesy. Vyskytuje se hla@w podrostu do 1.5 metru nad zemi.
Vyskyt klig'at v této malé vySce je dan hlavim, Ze jsou citlivd na vihkost prosti.
Relativni vlihkost je nejvysSEsné nad zemi a sémem nahoru klesa. Larvy, které jsou
nejvice citlivé na vyschnuti, jsouiphyceny na vegetaci jergkolik malo centimeti
nad zemi. Nymfy, které jsou od@|8i na vyschnuti, jsourigchycena vySe na vegetaci
(http://www.ecmost.cz/cd/data/zdravi/prirod_nakaligtk.htn).

Klisté 1. ricinus ma 4 vyvojova stadia (vé&lo, larva, nymfa, dosiec), z nichz
tii saji na tech Gznych hostitelich. Z vajek se lihnou larvy geémi pary nohou, které
saji na menSich savcich, ptacich, ale i na plazBchnaséti trvajicim 2 — 6 dni
pro&klavaji preménu v nymfy sctyimi pary nohou, které saji naietire velkych
savcich. Nasleduje posledni metamorféza na dospktéi saji na ¥tSich savcich.
Kazdé zeitech vyvojovych stadii saje krev jen jednou a kazaéch mize napadnout i
¢lovéka. Pro klist Ixodes ricinusje obvykly ftilety Zivotni cyklus a je ukamn
nakladenim vagiek a smrtilfttp://www.cz-pes.cz/encyklopedie-detail.php?dett).

Klistata gedstavuji vyznamnou skupirilenovdi, ktera genasi nejrozmardSi
patogeny (viry, bakterie, prvoky). Tyto patogenydestanou do kliste bthem sani na
inflkovaném hostiteli, #Sinou Ehem stadia larvy. K nejznéjsim infekcim
piendSenymi Kligaty pati klistova encefalitida (TBE virus), lymska boreli6za
(zpasobena spirochétami komplexBorrelia burgdorferi sensu lato), omska
hemorhagicka hot&ka (OHM virus), skotska Kklf®va encefalitida (LI virus),

sttedomdska horéka (Rickettsie conor)i Q horgka (Coxiella burneti) a dalSi.



1.2. Interakce kliS&€ - hostitel

Uspsny @ijem potravy je Zivotd dalezity proces pro dokaeni Zivotniho
cyklu klisg€te. V mist sani dochazi k poSkozenie, které vede k zétivé reakci (4)

a moznému fesunu patogendo hostitele.

Samotny proces sanitxe trvat i gkolik dni, coZz vede k tomu, Ze si hostitel
muze vytvdit specifickou imunitu, ktera se rozviji po opaknéan nebo dlouhodobém
sani klistte (3). Stejn jako ostatnitlenovci i kli¥ata maji dva typy imunitni odpédi
(5). Prvni je bu&kna odpo¥d, ktera zahrnuje enkapsulaci (6), nodulaci (5) a
fagocytézu. Humoralni odpéd’ je druhoucasti imunitni reakce v kifatech, ktera
zahrnuje proteiny igdstavujici molekularni faktory rozpoznani viasi@iho (vrozena
imunita). Ty jsou zahrnuty v obrannych reakcich metrozpoznani patogén stejré
jako efektorové molekuly s enzymatickou aktivitoprateazy v kaskad inaktivnich
enzymi, proteinovych inhibitak proteaz) (7, 8, 9). So¢asti specifické imunity jsou T a
B lymfocyty, ve kterych dochézi ke vzniku p&avych burk. Béhem sani kligt
vpravuje do hostitele pomoci slin latky, které majunosupresivni, antikoagwiai a
vazodilat&ni aktivitu. V disledku imunosuprese se sniZuje rychlost prolyfefaceB
lymfocyti. Doba kliséciho sani méa takéitkzitou roli na poklesu prolyferace.

Naopak u nespecifické imunitni odgal, kterd zahrnuje makrofagy, NK iy,

granulocyty, Zirné a dendritickétky, proteiny akutni faze, je reakce rychla.

1.3. Slinné Zlazy a sliny

Slinné Zlazy jsou organy, které syntetizuji a selrdioaktivni latky spojené s
procesem krmeni. Slinné Zlazy se tak@sini gichyceni na hostiteli, ochranyrqu
dehydrataci a navraceni nagtmého mnoZzstvi tekutin z krve &pdo hostitele (1).
Slinné zlazy kligat produkuji sliny obsahujici bioaktivni latky arrfeakologicky aktivni
molekuly, které jsou rozhodujickipspojeni s hostitelem agnosu patogen Pracuji tak, ze
interaguji s hostitelskymi procesy, které zahrrkgagulaci, imunitu a z&t (2). Faktory
v slinnych Zldzach nebo ve slindch zahrnuji cenpembdhajici fi prichyceni na hostiteli,
razné enzymy a inhibitory, histaminové agonisty a agonhisty, prostaglandiny,

antihemostatické faktory a imunomodinafaktory (9).



Antikoagulanty

Hemostatickda odpad® umoziuje savém kontrolovat krevni ztraty dmem
cévniho poSkozeni. Krevni desty adheruji na makromolekulach na odkrytych
subendotelialnich tkanich a hromadi se v &iSkozeni, zatimco lokalni aktivace
plasmatickych koagutaich faktoi vede k vytvéeni krevni srazeniny tak, ze vyztuzi
nahromadné krevni destky. Koagul@&ni kaskada zana, kdyz se odkryty
subendotelialni tkéovy faktor vaZze na aktivovany faktor VII. Tento kplex aktivuje
faktor X, ktery zprostdkovava utvieni nepatrného mnozstvi trombinu, ktery
aktivuje ostatni koagutai protedzy a dalSi krevni degly. Krmeni KliStte je
brzdtno hemostatickou odpeésli hostitele. AvSak sliny kli&te obsahuji Siroky vy
molekul, které psobi proti koagulaci, krevnimu srédZzeni a brani ogézi krevnich
destéek (2). KliS€ci sliny obsahuji apyrazu, ktera inhibuje nahroémadkrevnich
destéek hydrolyzou ATP a ADP na AMP a monofosfat. Prglstadin b zvysi
koncentraci cAMP v krevnich de8itach, inhibuje sekreci ADP a také inhibuje
hromadni krevnich destek. To zpisobi rozpu&ni destéek, které se jiz nahromadily
v mis€ poskozeni (1). Obvyklé antikoagufd prostedky heparin a warfarin
(antagonista vitaminu K) maji nizky terapeutickger vyZadujicicasté sledovani a
prizptisobeni davkovani (2). Antikoagulanty TAP a ixolankibuji koagulaci faktoru
Xa, serin proteinaza katalyzuje vyteai trombinu, zatimco ornithodorin, americanin
a ixin jsou specifické inhibitory trombinu (1). Balkoagulani inhibitory ve slinach
klisStat jsou napp penthalaris, microphilin, savegnin, madanin, egin, KkliStci

antikoagulani peptidy (2).

Imunosupresory

Dulezitoucasti vrozeného obranného systéemu je kaskada koraptem
Aktivace komplementu vede Kk opsonizaci, formovanemrdnového utmého
komplexu a aktivaci antigen prezentujicich &un Ty prezentuji antigeny T
lymfocytam, které pi aktivaci hraji hlavni roli v bu&né imunitni odpo¥di v misg
infekce nebo asistujifpaktivaci B lymfocyti pro tvorbu antigen specifické humoralni
odpowdi. Klistata, narazejici na tuto bariéru, maji vyvinuty nagsbmus, ktery je
chrani ped hostitelskou imunitni odpeédi. Sliny kli¥at obsahuji molekuly, které
specificky inhibuji aktivaci komplementu. Slibny hibitor komplementu je OMCI
z klisg&te O. moubata OMCI inhibuje aktivaci komplementarniho faktoru (&5)

zasahovanim do C5 konvertazy. Bémy inhibicni protein B (BIP) kligite I. ricinus



potlaiuje proliferaci mysSich B lymfocuyt B lymfocyty jsou neschopné adekvétn
reagovat na antigenyBorrelia burgdorferi v piéitomnosti BIP, coZz zr@é, Ze B.

burgdorferi by mohla mit uzitek z BIP-zprasdkujici potl&eni B lymfocyfi. Salpl5

z klistte 1. scapularis je krmenim indukovany protein, ktery inhibuje iglti T

lymfocyta. Salpl5 se specificky vaze na CD4 molekulu, co#sapi inhibici T

burg¢né receptor-zprostdkované signalizace vedouci k snizeni produkeeléukinu

2 a poruch proliferace T lymfoay(2).

1.4. Oxidativni stres

Bunky rostouci aerobnjsou vystaveny ROS (reactive oxygen species)gkter
vytvari pii metabolismu. ROS zahrnuje peroxid vodiku@p), hydroxylovy radikal
(OH) a peroxidovy anion (£), ktery miZze poSkozovat proteiny, lipidy a DNA (11).
Oxidativni stres nastava, kdyz @né obranné mechanizmy jsou neschopné vyrovnat
se ROS. Protidinkim ROS si organismy vytvéji specifické antioxidantni enzymy.
U hemocyt z kliS€te Rhipicephalus(Boophilug microplusbyla ukazana produkce
ROS i fagocytéze (12). Produkce ROS u hemdédyyla pozorovana takéripinvazi
vosiho parazitoidaeptopilina boulardiv Drosophila melanogastdl3). Silna indukce
cytochromu c fi expresi oxidazy ve &vu, slinnych Zlazach a hemolyné Ixodes
ricinus mohou byt nefimo souvisejici s produkci ROS po procesu krmensliK je
redukovan na vodu cytochromem c oxidazou v Kogereakci u mitochondrialniho
dychacihaoetézce. Vyznamny podil naipmené kysliku na ROS maji komplexy | a 1l
(14). SpiSe nezipmé poSkozeni produkci ROS, zvySeni cytochromuydéazy nize
byt ukazatel navysSeni P mitochondrii v hemolyndf To miZze byt v disledku
zvySeni potu hemocyl pritomnych v hemolyn® u 1. ricinus po infekci B.
burdgdorferi(15) nebo pétem mitochondrii na hemocyt. Alternativio miZze odrézet
biochemickou aktivitu jednotlivych mitochondrii pdnfekci. ZvySeni pétu
mitochondrii gitomnych v hemolynf mize vyswtlit zvétSeni ROS pozorované B

boophilusaD. melanogastepo infekci patogenem.

1.5. Antioxidantni enzymy
Prirodni antioxidantivni enzymy vyty@né u parazitujicich organisnposkytuji
dilezitou obranu proti kyslikovym radikah, které se vytv@ji behem aerobniho

metabolismu, a také obranu proti hostitelské iminibdpovdi. Organismy maji



vyvinut soubor obrannych systérke zmirgni poskozujicich &inka pri ROS, které je
vytvaireno Ehem aerobniho metabolismu. Tento systém zahrnti@xéantni enzymy,
jako jsou superoxid dismutaza, glutathione permag&atalaza, thioredoxin reduktaza,
heme oxygenaza a glutathione reduktdza. Tyto ipyoteraji nejdilezit¢jSi roli pri
detoxifikaci oxidantnich slaienin. Parazité narazeji na ROS vyar@ hostitelskymi
imunitnimi buikami kEhem doby, kdy jsou v interakci s jejich hostitelefle mohou
hrat antioxidantni enzymy dvojitou roli v ochgaparazita proti vninimu i vrgjSimu

ROS poskozeni (16).

1.6. Peroxiredoxin

Peroxiredoxin pdt do Siroké skupiny thiol-specifickych antioxidaitin enzyni
(17), které hraji dlezitou roli v ochras proti kyslikovym radikalm. Antioxidantni
aktivita peroxiredoxinu je vigledku redukce peroxidu vodiku s thioredoxindiimgm
vodikovym donorenglenové peroxiredoxinové rodiny mohou byt réemhi do dvou
skupin podle fitomnosti jednoho nebo dvou vysoce uchovanych oy®igch zbytki
(16).

1CysPrx skupina je skupina peroxiredaxitktera obsahuje jeden uchovany cystein,
ktery slouzi jako peroxidaticky cystein. Jsou tomlmalimerické, thiol-specifické
antioxidantni (TSA) proteiny, které prokazuji oafmau roli v butkach pomoci redukce
a detoxifikace peroxidu vodiku, peroxynitritu a angckych vodikovych peroxid
Oxidani enzym je $pen externi malou molekulou nebo proteinem, ktex&isjako
redulkéni ¢inidla, jako je thioredoxin nebo glutaredoxin. Tataipina peroxiredoxinse

objevuje jak u ziveichu tak u rostlin.

Typickd 2CysPrx skupina ma stejnou re¢hik ochrannou aktivitu v hikach jako
1CysPrx skupina. Je zde vyuZita jedim& mezimolekulova reddki aktivita
disulfidického centra. # reakci s peroxidem je jeho peroxidovy cystein daxian
doprosted sulfenickékyseliny, kterd je roz&pena diky vazb s cysteinem z dalSi
podjednotky homodimeru. Tato mezimolekulova vagbpoté Stpena thioredoxinem

nebo tryparedoxinem.
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Atypicka 2CysPrx typ V a Il skupina (HsPrxV) obsghthomodimerické peroxidazy,
exprimované a nalezené v mitochondriich, peroxizimea cytosolu. HsPrxV ma
dulezitou antioxidantni roli, stefnjako roli v kontrole signalni transdukce. HSPn&/ |
schopen roz8pit tento meziprodukt vyty@nim mezimolekulové disulfidické vazby
s jeho C-terminalnim cysteinem, kteryibe byt poté redukovan TRX. AvSak tento

Sttpeny cystein neni uchovany u ostatnildni této skupiny.

Atypicka 2-cys peroxiredoxinova skupina, TRX depemai thiol peroxiaza (TPx) je
bakterialni periplasmatick& peroxidaza, ktera Siedd ostatnich peroxiredoxirv tom,

Ze vykazuje substratovou specifitugem k alkylu hydroperoxiduips peroxid vodiku.
TPx je schopen &pit tento meziprodukt vytw@enim mezimolekulové disulfidické
vazby se zachovanym C-terminalnim cysteinem, kieze byt poté redukovan

thioredoxinem.

Atypicka 2-cys peroxiredoxinova skupina typu Q &tbeoferritin comigratory protein
(BCP) skupina. BCP vykazuje substratovou seldktigntrem k mastné kyseln
hydroperoxidu radSi, nez k peroxidu vodiku neboylalkperoxidu. BCP obsahuje
peroxidaticky cystein, ale zda se, Zze nendpiét cystein. BCP existuje jako monomer
(18, 19, 20).

Dodnes byl peroxiredoxin izolovan a klonovanmzmnych organisr, u kterych
se pedpokladd, Ze u nich mé& Prx fyziologickouleFitost. U save byl Prx
identifikovan v fiznych organech a Bkach nap. v mozku ¢i u makrofag. U
endoparazit byl Prx pozorovan jako nejezitéjSi detoxifikani enzym pro jejich
preziti. Produkce a pouziti antioxidantnich enaymeni dobe probadano u ektoparakrit
zahrnujici kligata. Z klis¢te Haemaphysalis longicornibyl izolovdn peroxiredoxin
HIPrx. HIPrx je peroxiredoxin skupiny 1-Cys, ktgeysekretovan ze slinnych Zlaz jako
hlavni antioxidantni enzymeéhem normalniho Zivotniho cyklu Ebem sani na hostiteli.
Exprese thioredoxin peroxidazy je silindukovana ve slinnych Zlazach a slake

strevu po krmeni u kligte Haemaphysalis longicorni1).
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2. Cil prace

- Literarni studie k problematice oxidativniho strea antioxidantivni obran

- Literarni studie role antioxidantivnich enz§yna jejich zapojeni do obrany proti
kyslikovym radikahm vytvé&ejicich se Bhem aerobniho metabolismu, a také obranu

proti hostitelské imunitni odpeédi.

- Po krmeni kligat na hostiteli purifikovat totalni RNA a syntetiat cDNA KliStéte,

obohacenou o geny kéduijici proteiny indukované kime
- Na zaklad znamych sekvenci peroxiredoiinavrhnout PCR primery pro amplifikaci
a naslednou izolaci genu kédujici peroxiredokiades ricinus,detoxifikatni enzym

zapojeny do antioxidativni obrany k.

- Zaklonovat gen kodujici peroxiredoxin k&t Ixodes ricinusdo bakteridlniho

expresniho vektoru. Proveést pilotni indukci peredoxinu.

- Interpretace vysledk
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3. Materialy a

3.1. Pouzité che

metodiky

mikalie

Néazev roztoku

Slozeni

10x TBE pufr

dd H,O, 20 mM NgEDTA, 0.89 M kyselina borita, 0.89 M Tri
HCI

1x TBE pufr 10x TBE pufr 10x pecény v dd HO

50x TAE pufr 200 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA

1x TAE pufr 50x TAE pufr 50x redény v dd HO

EtBr Ethidium bromide 10 mg/ml

Agaroza | 1% agar6za pro DNA ELFO v 1x TAE pufru
Agaroza ll 1.2% agar6za pro RNA ELFO v 1x TBE pufru
RNA Ladder

6x Loading dye
(RNA)

A
L

0.25% (w/v) bromphenol blue, 0.25% (w/v) xylene gk 30%
(w/v) glycerol, 1.2% SDS, 60 mM sodium phosphat))5SYBR
Green; pH 6.8

DNA Ladder
plus 1000bp

A

5x Loading dye
(DNA)

20% Ficoll, 10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1 mg/ml Oran@e 500X
SYBR Green

dd HO Destilovana deionizovana voda
Média pro kultivaci baktérii

Nazev roztoku |Slozeni

SOC médium 2% bacto-trypton, 0.5% bacto-yeastekt0.05% NaCl, 2.5 mi
KCIl, 10 mM Mgcg, 10 mM Mg SQ, 20 mM glukéza, pH 7.0;
sterilni

LB médium 1% bacto-trypton, 0.5% bacto-yeast extr@.5% NaCl, pH 7.0;
sterilni

LB agar 1.5% bacto-agar v LB médiu

IPTG isopropylB-D-thiogalactoside (zdsobni roztok: 1 M)

Antibiotika Ampicilin (zasobni roztok: 50 mg/mIZIED)

Pouzité soupravy (Kity)

Pouzita metoda

Nazev

Exprese
proteinu

rekombinantnili

(Invitrogen) plazmid pETlOO/D-TOP®O(Invitrogen)

L - ® : :
'&€hampion pET Directional TOPO Expression Kit$

Sekvenace DNA

VyuZiti sluZzeb servisni laboretdBiol. Centru

Klonovani PCR
pro sekvenaci

produkl Topo TA cloning (Invitrogen) plazmid pé@R4

TOPO® (Invitrogen)

Izolace plazmidu

QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN

Cisteni
gelu

PCR produktu

7QlAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN)
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SDS-PAGE

Nazev roztoku Slozeni

30% AA Acrylamid a bisacrylamid (37.5:1)

gelovy pufr Pro zaogsbvaci gel (0.5 M Tris — HCI, pH 6.8)
Pro separi gel (1.5 M Tris - HCI, pH 8.8)

10% SDS Laurylsulfat sodny

10% APS Amonium persulfat

TEMED N,N,N",N"-tetramethylethylendiamine

10x ELFO pufr 250 mM Tris-HCI, 1.92 mM glycin, 18DS

5x Vzorkovy pufr | 250 mM Tris-HCI (pH 6.8), 500 mBlithiothreitol, 10% SDS
0.2% bromophenol blue, 50% glycerol

Barvici roztok PageBIutTeN| (MBI Fermentas)

Western blotting

| Blotovaci pufr

| 150 mM glycin, 25 mM Tris-Base, 20#ethanol

Hybridizace
1x TBS 10 mM Tris-Cl, 150 mM NaCl, pH 7.5
1x TBST 20 mM Tris-Cl, 500 mM NacCl, 0.05% Tween, @t
Blokovaci pufr 3% BSA v 1x TBS
Protilatky Ni-NTA conjugate: TBSTiedeni 1:1000
10x Tris-saline 9% NaCl v 1M Tris-Cl, pH 8.0
HRP roztok 18 mg 4 chloro-1-naftol, 6 ml methand@d,ml 1x Tris-saline,
60 ul 30% HO,

Purifikace proteina p¥i nativnich podminkach

Lyzacni pufr 50 mM NaHP(Q,, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole, pH 8.0
Promyvaci pufr 50 mM NaPO,, 300 mM NaCl, 20 mM imidazole, pH 8.0
Eluéni pufr 50 mM NaHP(QO,, 300 mM NaCl, 250 mM imidazole, pH 8.0

Purifikace proteina pi#i denatura¢ni podminkéch

Lyzatni pufr

7 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 1% ditredol, H,O

Promyvaci roztok |

8 M urea, 100 mM NgtO;, 10 mM TRIS, pH 8.0

Promyvaci roztok Il

4 M urea, 100 mM NgPD,, 10 mM TRIS, pH 6.0

Promyvaci roztok Il

2 M urea, 100 mM NaPO;, 10 mM TRIS, pH 5.3

Promyvaci roztok IV

100 mM Nai?Q,, 10 mM TRIS, pH 4.0

Eluéni pufr

500 mM imidazol, pH 8.0
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3.2. Izolace slinnych zlaz
Slinné Zlazy byly izolovany ze samic klit# obecneholXodes ricinug, ktera
sadla na matatech 7 dni. Slinné Zlazy byly zmraZeny v roztoktizdl® reagent

(Invitrogen).

3.3. Izolace RNA

Slinné Zlazy byly homogenizovany v roztoku Trfzoteagent (Invitrogen)
v poméru 1 ml roztoku na 100 mg tk&ra centrifugované ip 12000x g/10 min/C.
Supernatant obsahujici RNA bytemesen do nové mikrozkumavky. DalSi postup byl
provadn dle pokyri vyrobce (Invitrogen, Triz8l reagent). Koncentrace byla stanovena
na spektrofotometru ip vinové délce 260 nm. Kontrola RNA byla provad
elektroforézou v 1.2% agar6zovém gelu. RNA byla@rena na -7¢C.

3.4. Syntéza cDNA

Syntéza jednovidknové cDNA byla provedemapouZiti eAMV RT enzymu,
Oligo (-dT)g primeru a lug celkové RNA jako templat. Celkovy objem reakcé 2y
ul. Nasledujici postup byl provéd dle pokyri vyrobce (Enhanced Avian HS RT-PCR-
100 kir, Sigma). Kontrola cDNA byla provéua elektroforézou v 1% agar6zovém gelu.

3.5. PCR

Amplifikace pozadovaného genu byla powre na jednovidknové cDNA za
pomoci gen-specifickych primér Amplifikacni reakce probihala v 0.2 ml tenkosté
zkumavce v fistroji Mastercycler (Eppendorf).

Priprava rea&ni snesi:

5x kompl. pufr 4ul
DNTPs 1.6ul
Tag polymerasa (5 jednoteky |0.2 ul
Primer-forward ul
Primer-reverse ful
cDNA 100 ng
dd HO do 20ul
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Pouzité specifické primery:
372B5F1: 5°- ATG GCG TCC CTAAGG AGT TCG -3
372C1R1:5- TCG TTC CAC CTG CTC GAG ATC - %

PCR byla provagha na cycleru v tomto programu:

teplota cas
95°C 2 min
30 |95°C 30 sek
cyklu |48°C 30 sek
72°C 1 min
72°C 20 min

Vysledky reakce byly asteny elektroforézou na 1% agar6zovém gelu v 1x TAE

pufru.

3.6. Purifikace PCR produktu

PCR produkt byl purifikovan z gelu pormé@u QIAquick Gel Extraction Kit
(QIAGEN) podle protokolu vyrobce. DNA byla eluova®® ul dd H,O a pomoci
spektrofotometru byla zéhena jeji koncentrace.

3.7. Ligace PCR produktu do vektoru
@isteny PCR produkt byl dle pokyinvyrobce (Invitrogen) ligovan do vektoru

® ®
pCR 4 TOPO. Pro ligani reakci byly pouzity 4l PCR produktu, 1l salt solution a
1 ul vektoru.

3.8. Transformace kompetentnich buik E. coli

Dvapl liga¢ni snesi byly gidany k 50 ul kompetentnich buik (TOP10).
Nasledujici postup byl provéad podle protokolu od vyrobce (Invitrogen). Po
transformaci byly kompetentni bky vysety na Petriho misky obsahujici LB
agar/ampicilin a inkubovanyres noc pi 37°C. Plazmid byl purifikovan z jedné narostlé

kolonie.
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3.9. Izolace plazmidu

Z narostlych kultur byly izolovany plaimiy za pouziti kitu QlAprep Spin
Miniprep Kit (QIAGEN) dle navodu od vyrobcéwww.giagen.com a plazmidova
DNA byla eluovana z kolony 3@ dd H,O.

3.10. Owreni pritomnosti inzertu v plazmidu

Ritomnost genu byla @wena PCR reakci rekombinantniho plazmidu s pouzitim
vektor-specifickych primér M13-forward/ M13-reverse a sekvenovanimied

piipravou sekvenmi reakce byla z#fena koncentrace DNA na spektrofotometru.

3.11. Fiprava rekombinantniho proteinu (pilotni experiment)
Rekombinantni proteiny bylyipraveny v bakterialnim expresnim systému za
pouziti ChampionvI pPET Directional TOP% Expression Kit (Invitrogen)PCR se
specialg upravenymi primery pro expresni systém (k 5 kdiocward primeru byl
piidan CACC fragment pro spravnou orientaci prodwkuvektoru, 3’konec reverse
primeru obsahoval stop kodon) byla provedena naplm plazmid pCRATOPT
obsahuijici cely gen. PCR produkty byly naske#fonovany do expresniho systému.

Spravnycteci ramec byl a¥fen sekvenovanim.

3.12. Transformace bakterialniho kmene BL21 Std (DE3)

Transformace expresnich  kompetentnich ¢un  byla provedena
rekombinantnim expresnim vektorem obsahuijici inzegpravnéndtecim ramci.
Ke kompetentnim hikam BL21 Stal¥ (DE3), po rozmraZeni, byfjdam 1ul ligacni

smesi. Nasledny postup byl prov&ddle navodu od vyrobce (Invitrogen).

3.13. Exprese rekombinantniho proteinu (pilotni expriment)

Kultura bugk po transformaci byla siadna LB mediem s ampicilinem (50
pg/ml) v pongru 1:20. Objem sisi byl 10.5 ml. Po inkubaciip37 °C trvajici 4 hodiny
byl odebran nulovy (kontrolni) vzorek o objemu 50@& ke sndsi bylo gidano IPTG o
konené koncentraci v kulie 1mM pro indukci exprese. Exprese probihala 4mpoédi
kazdou hodinu bylo odebrano 5(Dvzorku. Vzorek byl nasledncentrifugovan 5000x

g/4°C /15 min a zmraZen.
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3.14. Kontrola exprese rekombinantniho proteinu

Exprese proteinu byla ¢tena SDS-PAGE. Bylijfpraven 17% sepatai gel a
4% zaosiovaci gel pro vyrovnani pohybu vzorkiegd vstupem do sepdrd ¢asti. SDS-
PAGE probihala na aparatuHoefer SE 250ipnagsti 130 V v E pufru.

Pfred nanesenim vzaikkna gel byl bu&ny pelet resuspendovan v 50 TE
pufru. 20ul vzorku bylo smichano s 5x koncentrovanym vzorkoyyufrem (obsahujici
DTT), povdeno @i 100°C/10 min, inkubovano kratce na ledu,&00 a nanaseno na
gel.

Elektroforéza byla ukafena v okamziku, kdy bromfenolova ntodosahla
spodniho okraje gelu. Poté byl gelepesen do barvy PageBlife (Fermentas) a

ponechan fes noc narepace. Nasledujici den byl gel odbarven v destiloveod.

SloZeni gelu:

Separani gel (17%) objem(ml) | Zaostrovaci gel (4%) objem(ml)
Destilovana deionizovan2.975 Destilovana deionizovana voda 1.590
voda

40% Akrylamid/ Bis{4.375 40% Akrylamid/ Bis-akrylamid 0.250
akrylamid

1.5 M Tris-HCI, ph 8.8 2.500 0.5 M Tris-HCI, ph 6.8 0.630
10% SDS 0.100 10% SDS 0.250
10% APS 0.050 10% APS 0.125
TEMED 0.005 TEMED 0.002

3.15. Western blotting

Vzorky rozctlené na SDS-PAGE byly tpneseny na PVDF membranu
(Millipore) technikou Western-blotting (Towbiet al 1979). Po sestaveni blotovaciho
sendvte a aktivovani membrany (30s v methanolu) prohifethos proteit za stalého
proudu 250 mA po dobu 2.5 hodin na blotovaci apéeatidea Scientific Company —
USA).
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3.16. Imunodetekceekombinantniho proteinu

K zjisténi pritomnosti rekombinantniho proteinu ve vzorcich bplavedena
imunodetekce histidinove kotvy na N-konci Ni-NTA RRonjugatem (Qiagen).

Po eneseni proteinna membranu technikou Western-blotting byla memmdora
2x promyta v roztoku TBS po dobu 10 minut, blokow&nblokovacim roztoku 1
hodinu a promyta 3x vroztoku TBST po dobu 10 mindasledg byla 1 hodinu
inkubovana s Ni-NTA HRP konjugatem a promyta 3xoxtoku TBST po dobu 10
minut. Pro vizualizaci rekombinantnich protieinyla membrana dana do roztoku HRP,
kde probihala chromogenni reakce.

3.17. Nativni purifikace

Bunéény pelet byl resuspendovan v 4 ml lyméo pufru. K lyzatu byl fidan
lysozym (1 mg/ml) a nasledovala inkubace na ledumd@ut. Lyzat byl sonikovan na
ledu 6x 10 sekund (Bandelin Sonoplus), centrifugo®@ 000x g/4C /20 min. Do
kolony obsahujici 1 ml Ni-NTA agarézy (Qiagen) bykidany 4 ml lyzatu. Kolona
byla inkubovana 5 hodinip4°C na rotani trepace. Po odebrani frakce ,,flow-
through* byla kolona 3x promyta 4 ml promyvacihofiu a pokazdé byl odebran
vzorek. Nakonec byly proteiny eluovany 4x 0.5 mi¢eiho pufru. Jednotlivé frakce
byly kontrolovany na SDS-PAGE.

3.18. Denatura@ni purifikace

Bunéény pelet byl resuspendovan v 5 ml denatniao lyza&niho pufru (7 M
urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 1% dithiotreitol).sMdlrE byl lyzat sonikovan na ledu
6x 10 sekund (Bandelin Sonoplus), 1 hodirepén pi 20°C a centrifugovan 12 000x
g/4 °C /10 min. Supernatant bylrgpipetovan do nové zkumavky a byléidéno 9
objem acetonu, aby se proteiny vysrazely. Vysrazenéprptyly st@eny, aceton byl
odsan a proteiny byly resuspendovany denatina lyzanim pufrem. Resuspendované
proteiny by peneseny do dialyzaiho stivka (SPECTRA/POR 4, Sigma). Proteiny
byly dialyzovany pes noc v 1x PBS. DalSi den byl lyzat dan do kolobgahujici 1 ml
Ni-NTA agar6zy (Qiagen) a nasledovala inkubaceata:ni trepasce 5 hodin fi 20°C.
Po odebrani frakce ,,flow-through* byl lyzat prow@n promyvacimi roztoky I-IV,
vzdy byl odebran vzorek. Protein byl eluovan 0.3attniho pufru. Jednotlivé frakce
byly kontrolovany na SDS-PAGE.
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4. Vysledky

4.1. Izolace RNA

CelkovaRNA byla izolovana ze slinnych Zlaz sedm dni sefjigieinfikovanych
klistat Ixodes ricinus Koncentrace RNA byla zéena na spektrofotometru (2566
ug/ml). Kontrola kvality RNA provedena elektroforézos 1.2% agardézovém gelu
ukazala, Ze RNA byla intaktni a vhodna pro syntE2NA.

4.2. Syntéza ss cDNA a PCR

Jendovlaknova cDNA byla syntetizovana z totalni R&pomoci metody PCR

za pouziti specifickych prim&rbyl amplifikovan cely gen pro peroxiredoxin. Vedit

genu je 756 bp. Sekvence genu pro peroxiredbxiitinus byla odeslana do Gene
Bank (EU373821).

Obr.1 PCR produkt se specifickymi
primery:

M  —marker pro DNA

PCR produkt(cDNA jako templat)—
velikost 756 bp

- — negativni kontrola

Gen byl zaklonovan do vektopCR®4 TOPO® a po transformaci byly nahog&n
vybrany kolonie, ze kterych byl izolovan plazmidit®mnost inzertu v plazmidu byla
ovétena metodou PCR s primery M13-Forw a M13-Rev. Pidgnobsahujici inzert,
byly osekvenovany. Sekvence bylyeny dvakrat v obou s¢nech. VSechny sekvence
byly analyzovany pomoci programu EditSeq a DNASTABNASTAR, United
Kingdom). K vyhledani homologie byl pouZit prograBLAST z NCBI (Bethesda,
MD). Nejvétsi homologie (97%) byla prokazana u peroxiredoxmu scapularis
Peroxiredoxin. ricinus se sklada z 251 aminokyselin a jeho molekulovathosi je 27
947.08 Da. Z 251 aminokyselin je 26 silpasickych (K,R), 30 sithacidickych (D,E),
96 hydrofébnich (A,l,L,F,W,V) a 58 polarnich (N,G3JT,Y). Naboj pi pH 7.0 je
negativni. Isoelktricky bod je 6.227.

Misto odSEpeni signalni sekvence bylo ¢eno mezi 27(L) a 28(E)
aminokyselinou pomoci programu SignalP _(http://webg.dtu.dk/services/Signa)P/
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112
38

167
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222
75

277
93

333
112
388
131
442
149
498
167
553
186
606
204
658
222
712
240

ATGGCGTCCCTAAGGAGTTCGGCAGTCTGTTTTCTAGCTATTCTTTTCAGETAAT
M A S L R S S AV C F L A I L FT V |
TAACTTATTTAGTACCGTCAGTTTGGAGGAAGCATGCCATTCGTTTGGGGBGGT
N L F S T v SL E E A C H S FG G G
CAGGTCTACCCACAAGAATTTACCAAAGCTTCGGGGCACAACATTCACTG@AGCA
Q vy P Q E F TK A S G H N IH W S
AGGCTCAGATCTCTAAACCTGCTCCCGACTTCACGGGCACCGCCGTGGTBGBGG
K A Q I s K P AP D F T G T A VV D G
AGAGTTCAAAGAGTTCAAGCTATCTGATTTTAAAGGAAAATACCTGGTGTTTTTC
E F K E F K LS D F K G K Y LV F F
TTCTACCCCTTGGACTTCACATTTGTTTGTCCAACTGAGATCATAGCCTTBGCGA
F vy P L D F T FV C P T E I A F S D
CCGTGTGAAGGAGTTCAAGGCACTCAATGCTGAAGTGATTGCGTGCTCAGTIGAT
R v K E F K AL N A E V I A CS V D
TCTCCATTTACGCACCTTGCATGGATTAACACCCCAAGGAAGCAAGGAGGARTGG
s P F T H L A WI N T P R K QG G L
GTCCAATCAAGATCCCCCTGTTGTCTGACCTTACACACCAGATCTCGAAGATTA
G P /I K I P L LS D L T H Q IS K DY
CGGTGTCTACCTCGAAGATTTGGGACATTCACTCAGAGGACTGTTCATCATGAC
G vy L E D L GH S L R G L F 11 D
GACAAGGGCAAGCTGCGTCAGATCACCATGAACGACCTGCCCGTGGGLCCACA
D K 6 K L R Q IT M N D L P V GR S
GTGGACGAGACCCTCCGCCTGGTCCAGGCATTCCAGTACACGGACAAGCART
v D E T L R L VQ A F Q Y T D KH G
GAAGTGTGTCCAGCCGGCTGGAAGCCAGGGGGCGACACGATCATCCCGAARTCA
E v C P A G W KP G G D T I I'P N P
GAGGACAAGCTCAAGTACTTCAGCAAGGTGGACGAGCTCTAG

E D K L K Y F SK VvV D E L

Obr.

2 Nukleotidova a/eloZzena proteinova sekvence genu pro peroxiredoxin.

4.3. Exprese genu pro peroxiredoxin v jednotlivyclstadii klistéte I.
ricinus
K urceni exprese genu pro peroxiredoxin byla izolovaN&Re ti vyvojovych
stadii klis¢te 1. ricinus (larva, nymfa, dosflec). Z RNA byla syntetizovana cDNA.
Pred PCR reakci byla kotiea koncentrace cDNA u jednotlivych vzérdovedena na
stejnou hodnotu. Vysledky ukazaly, Ze gen pro peedoxin se exprimuje ve vSech

vyvojovych stadiich kligte. NejwtSi mira exprese se prokazala u 7 dni sajici samice
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1000

750

M
Obr. 3 Exprese genu pro peroxiredoxin u jednotitgdii kliSete 1. ricinus

sr qt7

1D — 1 den naséatad samice 3D — 3 dny nasatad samisP — 5 dni nasatd samice

7D — 7 dni nasata samice NF — nenasata samice — BAgaty samec
BN — nasata nymfa NN — nenasata nymfa BL — ddaata
BF — pIré nasat4 samice NL — nenasata larva M — marker

+ — pozitivni kontrola - — negativni kontrola

Obr. 4 Exprese genu pro ferritin za pouZziti spekifch prime#i Feritin-Forw a Feritin-

Rew, jako pozitivni kontrola exprese peroxiredoxirkliStti 1. ricinus.

4.4. Exprese genu pro peroxiredoxin v jednotlivyclikanich klistéte I.
ricinus
K ur¢eni exprese genu pro peroxiredoxin byla ziskana RMAslinnych Zlaz,
streva, malpigické trubice, hemolymfy a ovarii lmasaté samice. Po syntéze cDNA a
dovedeni jeji koncentrace na stejnou hodnotu bytegalena PCR reakce za pouziti
gen-specifickych primér Bylo prokazano, Zze se peroxiredoxin exprimujevgech

analyzovanych tkanich, ale n&j®i Urovér exprese byla zaznamenana ve slinnych

1 000

750

M

Obr. 5 Exprese genu pro peroxiredoxin u jednotlikgni kliSeéte I. ricinus
QV - ovaria G — stvo MT — malpigické trubice
SG —slinné Zlazy HL — hemolymfa + — pozitivonkrola

- —negativni kontrola
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Obr. 6 Exprese genu pro ferritin za pouziti spekifch primes Feritin-Forw a Feritin-

Rew, jako pozitivni kontrola exprese peroxiredoxirklisStti 1. ricinus.

4.5. Friprava rekombinantniho proteinu se signalnim peptiém
Zaklonovanim PCR produktu (peroxiredoxin) obsaliufACC fragment na
5’konci a na 3’konci stop kodon do expresniho syst€hampionTM pET 100/D-
TOPO® byl vytvdgen fazni protein obsahujici 6 histidima N-konci,cimz se z¥wtSila
jeho molekulovd hmotnost o 4 kDa. Po transformaxhgetentnich butk One Shot
TOPO10 z 8 nahodrvybranych jednotlivych kolonii byla izolovana ptalovd DNA.
Pritomnost inzertu v plazmidu byla &ena pomoci PCR reakce za pouziti
peroxiredoxin-specifickych prim&r Spravnost ¢teciho ramce byla @vena
sekvenovanim. Po transformaci expresnich kompdténtourgk BL21 Staf™ (DE?3)
nasledovala pilotni indukce exprese proteinu 1 MRTG. KaZzdou hodinu bylo
odebirano 50Qul vzorku. Indukce trvala 4 hodiny. Vysledky byly redyzovany na
SDS-PAGE a rekombinantni protein byl vyzualizové@mpci Ni-NTA HRP konjugdit
po prenosu na PVDF membranu. Ani v jednamsovém odéru nebyl na gelu po
obarveni nalezen prouzek odpovidajici svou velikoskombinantnimu proteinu, u
ktereho by se projevila over-exprese. Nebyla olsjavEadna over-exsprese proteinu i
po zmeéné podminek pro kultivaci butk a indukci. DalSi pokusy byly provéay v LB
mediu, které obsahovalo 0.5% glukézy. Byla také&fmeZzena dobanstu burk pied
indukci ze 4 na 8 hodin.fidanim 1 mM IPTG byla spudta indukce, kdy byly
jednotlivé vzorky odebirany kazdou hodinu. Ani zudbylo prokazano, zda se protein
exprimuje. Po fenosu proteinovych vzoikna PVDF membranu bylatipomnost
peroxiredoxinu dokadzana pomoci Ni-NTA HRP konjugatindukce exprese
peroxiredoxinu v bakterialnim systému bykejma 1 hodinu poiidani IPTG a #stala
na stejné urovni po celou dobu experimentu. Vetikosteinu detekovaného na PVDF
membrag pomoci Ni-NTA HRP konjugat odpovida velikosti His-tag fuzniho

rekombinantniho peroxiredoxinu.
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Obr. 7 Pilotni exprese fuzniho rekombinantniho peealoxinu (vel. 32 kDa)

M — marker

Obr. 8 Detekce rekombinantniho proteinu pomoci NANonjugatu

Srovnani proteinovych sekvenci peroxiredoxinli ricinus s podobnymi znamymi
sekvencemi z ostatnich organisnukazalo, Ze peroxiredoxinlzricinus al. scapularis
prokazuje 100% identitu n&sti proteinu bez signalniho peptidu. Rozmezi sbsiin
Prx I. ricinus se zbytkem nahodnvybranych sekvenci byla od 78.9%ehaeus
monodol do 83.4% HKaliotis discu$. Vysokd podobnost peroxiredoxinu kéitgt I.
ricinus se c¢leny 1CysPrx skupiny, coz jsou homodimericke, tsipécifické
antioxidantni (TSA) proteiny, definitignukazala jeho itsluSnost k uvedené 1CysPrx
skupire.
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Fercent ldentity

3 4 5 G T ]
_______ 1 0:809:81.4:809:834:824:788: 1 [xodes ricinus

2 : g34:i824:7849 % 2 [¥odes scapularis
3 3 T8.4:824:74949 3 Anopheles gambiae
T 4 _ T84:829:794: 4 Aedes aegypti
g 5 Tﬁ_.__a}___ 5 Culex gquinguefasciatus
O [i] G Haliotis discus

T I_'_' ________ Lutzormyia langipalpis

] 8 Fenaeus monodon

1 2 3 4 5

Obr. 9 Sekvami podobnost odhalena porovnanim peroxiredoximcinus s ostatnimi

cleny 1CysPrx skupiny.
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Obr. 10 Srovnani proteinové sekvence peroxiredoXintcinus s vybranymicleny
1CysPrx skupiny.
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5. Diskuse

Peroxiredoxiny jsou zahrnuty v hem-volné thiol pedazové rodia stejré jako
glutathion peroxidaza. AvSak ®hbodiny jsou odliSné hned od primarni sekvence, maj
spol&né vytvaeni sulfenické kyseliny na N-terminalnim kataly&ok cysteinu &hem
prvniho kroku redukce peroxidu. Peroxiredoxin kaéciusekvence je detekovan ve
vSechiiSich organisrin. Vyjimky mohou byt pozorovany u gitych skupin: atypicky 2-
Cystein peroxiredoxin PrxQ/BCP chybi u Zbicht a Prxll-glutoredoxin fuzni proteiny
jsou detekovany pouze u prokaryot (18, 19, 20).

Bylo prokazano, Ze dva samostatné peroxiredoxings@y (shodnost 43%,
podobnost 50%,fpsahuje 160 aminokyselin) byly silmdukované ve gévu, slinnych
Zlazach a hemolynaf kliStéte Ixodes ricinus po infekci B. burgdorferi (22). U
thioredoxin peroxidazy byla prokdzana rol& pdpowdi na oxidativni stres v S2
buikach uD. melanogaste23). Je mozné, Ze gen thioredoxin peroxidakyriginus je
indukovan v odpo&di na oxidativni stres jakoudledek infekceB. burgdorferi To by
mohl byt vysledek uvokného ROS hemocyty kligt, jako ¢ast antibakteridlni
odpowdi (12). Navic kligata narazeji na ROS vyfené imunitnimi hostitelskymi
bunnkami, jako jsou neutrofily, #hem procesu krmeni (21).

Nami bylo prokadzano, Ze se gen pro peroxiredoxid3JE3821) exprimuje ve
vSech vyvojovych stadiich kI&e Ixodes ricinuspo krmeni. Peroxiredoxinifpomny u
larvy, nymf a dosgici miaZze mit funkci hlavniho ROS detoxifikujiciho enzymu.
klistéte Haemaphysalis longicornisU endoparasitického hlistailofilara immitis je
peroxiredoxin také exprimovan ve vSech vyvojovytddich (21), stejhjako u prasé
SkrkavkyAscaris suungl6).

Exprese peroxiredoxinu je patrna ve vSech zkountangénich (slinnych
Zlazach, sevu, ovariich, hemolyndf a malpigickych trubicich). Nejvice se Prx
exprimuje ve slinnych Zlazach a vefestu, coz jsou organy bezpriedre spjaté
s krmenim Kkligtte. Slinné Zlazy jsou organem, ktery produkuje &elknozstvi
biologicky aktivnich latekcili pfitomnost ¥tSiho mnoZstvi peroxiredoxinu je zde

logicka.
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6. Zaver

Ze slinnych Zlaz kliste Ixodes ricinusbyl ziskan gen pro peroxiredoxin. Izolovany
gen o velikosti 756 bp obsahujeeci ramec kédujici protein o molekulové hmotn@sti
95 kDa. Byla prokadzana 97% homologie s peroxirememxi izolovanym z kligte Ixodes
scapularisna nukleotidové arovni celého genu a 99% homologieproteinové Urovni.
Srovnani Prx proteinovych sekvenci bez signalpiyatidu z obou klt&at ukazalo, Ze jsou
100 % identické. Srovnani peroxiredoxihuricinus se znamymi sekvencemi jinych
organiznii prokazalo, Ze p#t k 1CysPrx skupi®y coz jsou homodimerické, thiol-
specifické antioxidantni (TSA) proteiny, které paalji ochrannou roli v hikach pomoci
redukce a detoxifikace peroxidu vodiku, peroxyhita organickych vodikovych peroxid
Bylo prokazano, Ze se peroxiredoxin exprimuje vectSstadiich (larva, nymfa, das$gc)
klistéte I. ricinus. Také se exprimuje ve vSech zkoumanych organeejyice pak
ve slinnych Zlazach aistvu. Bylo prokazano, Ze je peroxiredoxititpmen i v nenasatych
nymfach a dosficich, ale #ejm¢ exprese genu je indukovana krmenim. NejvysSi drove
exprese byla objevena 7 dni po krmeni é&tna hostiteli. V bakterialnim expresnim
systému byl ziskan rekombinantni protein se signsdkvenci, ale ip pilotni expresi se
ukazalo, Ze nedoSlo k zadné over-expresi peroxdadokliS€te I. ricinus. Fitom
imunodetekce rekombinantniho proteinu Ni-NTA kordtyg prokazala jeho fijomnost
v mnozstvi stejném jako u jinych bigmych protei. Pro produkci biologicky aktivniho
peroxiredoxinu kligtte I. ricinus je Z'ejmé zapotebi exprese rekombinantniho peptidu bez

signalni sekvence nebo Zna expresniho systému.
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