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1. Uvod a literarni piehled
1.1. KliStata

Klistata jsou krev sajici ektoparazité, vyznamni pienaSeci Sirokého spektra patogent
lidi, hospodarskych i divoce Zijicich zvitat. Taxonomicky spadaji do kmene Arthropoda, tfidy
Arachnida, podtiidy Acari, fadu Parasitiformes a podiadu Ixodida. Klistata fadime do dvou
hlavnich skupin: Argasidae (”soft ticks”) a Ixodidae (“hard ticks”). Jednou z hlavnich
morfologickych struktur, ktera odliSuje zastupce téchto dvou skupin, je pfitomnost skuta,

sklerotizovaného platu na dorzalni stran¢ klist'at skupiny Ixodidae.

Klistata skupiny Ixodidae maji tfi aktivni vyvojova stadia. Tato stadia jsou larva,
nymfa a dospélec. Ttihostitelsky cyklus znamena, Ze kazdé jednotlivé stadium se odehrava
na jiném hostiteli ztad plazd, ptakd nebo savct. Existuji ale 1 dvouhostitelské
a jednohostitelské druhy klistat (Sonenshine, 1991). Po nasati krve dochazi k metamorfoze
ve vyssi stadium. Dospélé a oplodnéné samice, po plném nasati a odpadnuti z hostitele,
nakladou velké mnozstvi (tisice) vajec a uhynou. Cely zivotni cyklus trva nejméné jeden,

ale zpravidla n¢kolik let.

Klistata se zivi krvi obratlovcii a na tento zplisob parazitismu jsou velmi dobie
vybavena. Pfichyceni k hostiteli je zprostfedkovano ozubenym hypostomem, ktery je v téle
hostitele ukotven pomoci specialniho proteinu produkovaného slinnymi Zlazami
(Fingerle et Wilske, 2006). Tyto zlazy navic produkuji koktejl bioaktivnich sloucenin,
které udrzuji normalni fungovani hostitelovy homeostaze a plisobi proti poskozeni tkané
¢i pocitu bolesti. Béhem sani se do téla dostava cela Skala patogent z fad protozoi, bakterii,

virti a hub (Jongejan et Uilenberg, 2004).

1.2. Mikroby a jejich pfenos

Nasaté mikroorganismy maji riizné stupné adaptace: symbionti, komenzalové nebo
patogeni. Pokud maji nasaté patogeny vyvinutou strategii, kterou se vyhnou klistécim
imunitnim odpovédim, dojde v télech klistat k jejich proliferaci a klistata je dale Siti
po prisati na dalSiho obratlov¢éiho hostitele. Prisatim klist¢ ovlivituje fyziologii hostitele
a zvyhodnuje pfenos patogend, tzv. slinami aktivovany pienos (SAT). V tabulce 1 jsou
uvedeny nékteré piiklady klistaty prenaSenych patogent a jimi zpisobenych onemocnéni
(de la Fuente et al., 2008).



Tab. 1. Nemoci pienasené klisSt’aty a jejich piivodci

Nemoc Patogen Vektor
. ., . . Ixodes pacificus, I. persulcatus,
Lymeska borelidéza Borrelia burgdorferi sensu lato (b) I. ricinus, I. scapularis
Dermacentor andersoni,
Horecka Skalistych hor Rickettsia rickettsii (b) D. variabilis, Amblyomma
cajennense, A. aureolatum,
Rhipicephalus sanguineus
L . I. scapularis, 1. pacificus, I. ricinus,
Ehrlichiéza Anaplasma phagocytophilum (b) I. hexagonus
Recidivujici horecka Borrelia sp. (b) I. pacificus, I. persulcayus, I. ricinus,
I. scapularis
Tularémie Francisella tularensis (b) D. variabilis
Meningoencefalitida TBEV (V) I. ricinus
Koloradska klist'ova horecka CTF (v) D. andersoni, D'.OCCIdenta“S’
D. albipictus
Krymsko-kontska hemoragicka
horecka CCHF (v) Hyalomma sp.
Babesioza Babesia spp (p) s scapullarl, !—Iaemaphysahs
ongicornis

b - bakterie, v - virus, p - prvok; TBEV - "Tick-Borne Encephalitis Virus", CTF - "Colorado tick fever", CCHF -
"Crimean-Congo Hemorrhagic Fever"

K rozpoznani mikrobidlnich patogenli slouzi “pattern-recognition receptors” (PRR),
které se bézn¢ vyskytuji ve vSech eukaryotickych organismech, bakteriich a n¢kterych virech.
Mezi PRR patii hemaglutiny nebo lektiny, které hraji velkou roli ve shlukovani a opsonizaci
mikroorganismi (Ratcliffe et Rowley, 1987; Vasta, 1991). Jedna se o proteiny nebo
glykoproteiny s obsahem tyrosinovych a histidinovych zbytku, se schopnosti vazby na cukry,
které jsou soucasti povrchovych struktur patogent. U klist'at dochazi k syntéze téchto molekul
ve slinnych Zlazach. Popsané lektiny klist'at jsou: OMFREP (Rego et al., 2005), Omgalectin
(Huang et al., 2007) a Ixoderin A a B (Rego et al., 2005). Ixoderin A je kromé slinnych zlaz
exprimovan jest¢ ve stfevé. Oba ixoderiny obsahuji fibrinogenovou doménu a vykazuji
vysokou homologii s jedinym dostateéné popsanym lektinem klistat - Dorin M. Dorin M
identifikovany v plasmé Ornithodoros moubata (Kovar et al., 2000) nese vyraznou podobnost
s fibrinogenem obratlovell a kromé rozpozndvani cizorodych molekul hraje pravdépodobné

také svou roli pfi pfenosu patogent t€mito vektory (Rego et al., 2005, 2006).

Nejzkoumanéj$im patogenem pienaSenym kliStaty je pivodce borelidozy, bakterie
Borrelia burgdorferi. Béhem zivotniho cyklu klistat se spirochéty B. burgdorferi pfesouvaji
ze stiev do slinnych 7ladz, odkud jsou slinami pfeneseny na hostitele. Borélie piezivaji
v klistécim stfevé diky produkci dvou proteini - OspA a OspB, které zajistuji adhezi

v klistécim stfevé. Geny pro tyto 2 proteiny jsou lokalizovany na plasmidu Ip54
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(Fraser et al., 1997). Jejich domnéla funkce pii piezivani spirochét ve stieve vedla k vytvoreni
OspA a OspB deficientnich mutanti a jejich nezbytnd role v zZivoté téchto bakterii byla
potvrzena (Yang et al., 2004). Snizeni exprese OspA a OspB vede k uvolnéni spirochét
ze stény stiev a K indukci exprese genu pro OspC, zajistujici migraci spirochét ke slinnym
zlazam (Schwan et Piesman, 2002), odkud piechazi do téla hostitele. Pfenos této bakterie je
usnadnén slozkami klistécich slin, které ovliviiuji mimo jiné i bilé krvinky hostitele.
V piitomnosti slin klistéte I. scapularis dochazi u polymorfonuklearnich leukocytd (PMN)
k redukci [ integrind, zhorSeni pfilnavosti PMN ake snizeni schopnosti eliminace
B. burgdorferi témito bunkami. Takové vlastnosti byly potvrzeny u klistécich proteinti
ISL 929 a ISL 1373 (Guo et al., 2009). Tyto a dalsi proteiny obsazené ve slinach zabramnuji
PMN bunkam fagocytovat patogeny, jak bylo potvrzeno pro B. burgdorferi
(Barthold et al., 1992),  aprodukci  superoxidovych  radikald  témito  buikami
(Ribeiro et al., 1990).

Nedavno provedena studie potvrdila, ze klistata pfenaSeji i bakterii Bartonella sp.
(Reis et al., 2011). Do poptedi védeckého zajmu rovnéz vstupuje paraziticky prvok
Babesia sp. Jedna se o parazita krve zpusobujiciho hemolytickou chorobu babesiozu. Vime,
7e se jednd prevazné o parazity dobytka, nicméné minimalné dva z nich, B. microti
a B. divergens, zpusobuji nemoc podobnou malarii i u c¢lovéka (Bonnet et al., 2007,

Hoch et al., 2012).

Napadeny hostitel neni zcela bezbranny. Jednu z prvnich imunitnich reakci
pii napadeni klistétem zajist'uji dendritické buiiky hostitele, patfici mezi antigen prezentujici
buniky (Guo et al., 2009). Dendritické buiiky obratlovci neskodi klistatim piimo, ale zda se,
ze maji dilezitou roli pii formovani ziskané imunity, ktera vede k rezistenci proti klistatam.
Interakce klistécich slin s dendritickymi bunikami byla piedvedena ve studii, kde byly
Langerhansovy buniky (nezralé dendritické buiky) inkubovdny in vitro v pfitomnosti
klistécich slin. V takovém ptipad€ dochdzelo ke stimulaci proliferace T lymfocytl ziskanych
z lymfatickych uzlin z jinak klistatim rezistentnich morcat. Dendritické buniky jsou tedy
pravdépodobné schopné zahdjit imunitni odpovéd in vivo bé&hem klistécitho sani

(Nithiuthai et al., 1985).



1.3. Imunita kli$téte

Podobné jako u ostatnich bezobratlych je 1 imunita kliStéte zajiSténa nespecifickymi
imunitnimi mechanismy, které efektivné odpovidaji na cizorodé latky. Imunita bezobratlych
neni schopna tvorby imunologické paméti pro diraznou a efektivni odpovéd’ pii budoucim
vystaveni stejné mikrobidlni hrozb¢é. Na rozdil od ziskané imunity obratlovcl, kterd je
zalozena na antigen-specifickych T a B lymfocytech, jsou mechanismy vrozené imunity
bezobratlych a obratlovc podobné (Bilej et al., 2010). Hlavnimi oblastmi antimikrobidlni

obrany klistat jsou Malpighické trubice, slinné zlazy, hemolymfa a stfevo.

1.4. Malpighické trubice

Malpighické trubice jsou exkrecni a osmoregulaéni organy vzdusnicovcl
a pavoukovci, které odvadéji odpadni latky v podobé pevnych dusikatych slouc¢enin. Dochézi
zde Kkexpresi cytochromi P450, zasadnich hemoproteinovych enzymi xenobiotického
metabolismu (Yang et al.,, 2007). Dtlezitost v imunité¢ bezobratlych dokazuje stala hladina
antimikrobidlnich peptidi (AMP), které jsou sloZkou prvni obranné linie organismi proti

infek¢nim mikroorganismum (Davies et Dow, 2009).

1.5. Imunita slinnych zlaz

Slinné zlazy jsou klistéci organy nezbytné pii piijmu potravy Béhem sani se uplatiuji
zejména v ovlivilovani hostitelovy imunity. Sliny vSech krevsajicich ¢lenoveti obsahuji
Pro minimalizovani kontaminace bakteriemi béhem sani, slinné zlazy ihned po pfisati zahaji
produkci dvou antimikrobialnich peptidd ixosinu (Yu et al, 2006) a ixodidinu
(Fogaca et al., 2006), které maji pravdépodobné kli¢ovou roli v inhibici bakterialniho ristu
zejména na rozhrani klisté-hostitel, kde je imunita hostitele uz vyrazné¢ oslabena dal$imi

slozkami klistécich slin (Wikel et Bergman 1997).

1.6. Hemocoelova imunita

Dilezitou slozkou bezobratlych v obrané proti mikrobiim jsou slozky télni tekutiny -
hemolymfy, a fagocytujici buiiky hemolymfy - hemocyty. Jakmile jsou mikroby
opsonizovany pomoci PRR, dojde kaskddou serinové protedzy k =zesileni signdlu,
ktery aktivuje efektorové mechanismy jako koagulaci, enkapsulaci, nodulaci, syntézu

antimikrobialnich peptidli (AMP) a melanizaci, zodpovédné za eliminaci patogend.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16087274
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16191451
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15275151

Fagocytoza je u klistat zajiSténa plasmocyty a granulocyty I (Kuhn et Haug, 1994).
Tyto hemocyty se podileji i na procesu obklopeni velkych cizorodych ¢astic, které nemohou
byt fagocytovany. Tento d¢j se nazyva enkapsulace. U klistéte D. variabilis, naockovanym
Escherichia coli, byl wvznik shluku pozorovan pomoci fluorescenéni mikroskopie

uz po 1 hodiné od ockovani (Ceraul et al., 2002).

1.7. Thioesterové proteiny (TEP)

TEP proteiny jsou soucasti proteinové rodiny a-makroglobulind a patii mezi nejstarsi
a nejkonzervovanéjsi komponenty vrozené imunity. Znakem téchto proteini je thio-esterovy
mustek, ackoliv nékteré hmyzi TEP proteiny toto kritérium nespliuji. Mezi TEP proteiny
patii univerzalni proteazové inhibitory a proteiny C3, C4, C5 slozek komplementu (Kopacek
et al., 2012). Pfimou spojitost s antimikrobialni imunitni odpovédi prokazala Levashina et al.
Po nakazeni komara A. gambiae Plasmodiem berghei, TEP1 proteiny zlyzovaly 80% ookineti
plasmodii (Levashina et al., 2001). V genomu I. scapularis bylo detekovano 9 odlisnych TEP
proteinit oznacenych IsAM1-9, které byly ovéteny programem BLAST v dostupnych
databazich. Byl zjistén charakter téchto latek, které odpovidaji slozkdm komplementu
u obratlovct. Doposud nebyl znam zastupce bezobratlych, ktery by disponoval zastupci vSech

hlavnich skupin TEP proteint. (BureSova et al., 2011).

1.8. I. ricinus a,-makroglobulin (IrAM)

Tento protein patii do skupiny op-makroglobulinii chranici organismus
pied proteazami ciziho ptivodu. IrAM je exprimovan ve vSech vyvojovych stadiich a tkanich,
krom¢ stfeva. Jeho pfitomnost byla detekovana pfevazné¢ v hemolymfé. Po dsRNA
interferenci IrAM byla zna¢né redukovana fagocytéza Chryseobacterium indologenes in vivo
i in vitro, zatimco fagocytoza B. burgdorferi a neskodné bakterie Staphylococcus xylosus
touto interferenci ovlivnény nebyly. Fagocytéza Ch. indologens je zavisla na aktivité
metalloprotedzy, produktu této bakterie, coz dokazuje interakce bunécného imunitniho

systému s produkty sekretovanymi bakteriemi (BureSova et al., 2009).

1.9. Imunita ve stfevé

Slizni¢ni epitely organismu jsou neustale v pfimém kontaktu s mikroby. Organismy
proto musely vyvinout systém, ktery by toleroval vlastni a symbiotické bunky a zaroven

efektivné eliminoval patogenni mikroorganismy. Imunitni reakce ve stfevech maji hlavni



ulohu v kontrole infek¢nich chorob obratlovcl (Bevins et al., 1999). Stfevo bezobratlych je
nezbytné rozhrani pro parazity béhem jejich vyvoje. Prvni obrannou linii epitelu stfeva
bezobratlych  tvofi konstitutivné exprimované antimikrobidlni peptidy (AMP)
(Lehane et al., 1997). U D. melanogaster bylo ukazano, ze klicovym mechanismem epitelialni
imunity je produkce ROS (Ha et al., 2005). Hlavnimi producenty ROS u bezobratlych jsou
nikotinamid adenin dinukleotid fosfatové (NADPH) oxidazy a dualni oxidazy (DUOX).
Dynamickd produkce a eliminace ROS je efektivnim antimikrobidlnim mechanismem
ve stfevé tohoto organismu. Tato tvrzeni byla potvrzena na muSkach postradajicich DUOX,
které v ptitomnosti patogeni vykazovaly markantni zvySeni mortality (Ha et al., 2005). Tyto

pokusy jsou vice popsany v kapitole 1.15.

1.10. Hemoglobinové fragmenty

Travenim hemoglobinu vznikaji fragmenty, u kterych byla dokdzana antimikrobialni
aktivita spojend s rozrusovanim membran G* bakterii (Parish et al., 2001). Antifungalni

aktivita téchto fragmentt byla potvrzena ve stfevé klistéte B. microplus (Fogaca et al., 1999).

1.11. Defensiny

Defensiny jsou nejrozsifencjsi skupinou antimikrobidlnich peptidi vyskytujicich
se U mnohych organismt (Johns et al., 2001). Tyto AMP jsou kationtové peptidy o délce
4 kDa, které obsahuji 6 cysteinovych zbytki a tvofi disulfidick¢é mustky (Kopacek et al.,
2010). Maji antiG" aktivitu, kterou perforuji fosfolipidové membrany (Gillespie et al., 1997).
Jejich synergisticky efekt zvySuje G¢innost i proti spirochetam borrélie (Johns et al., 2001,
1998). Mikroby s naruSenou membranou jsou lyzovany. Prvni defensiny u bezobratlych byly
objeveny u musky Sarcophaga peregrina (Matsuyama et Natori, 1988). Jejich
aminokyselinova sekvence vykazuje podobnost v sirokém fylogenetickém spektru. To
potvrzuje, Ze se jedna o velmi staré efektory vrozené imunity. Klistéci defensiny jsou
pfevazné exprimované ve stievé po nasati krvi nebo po invazi patogent (Nakajima et al.,
2002). Nejznaméjsim klistécim defensinem je varisin identifikovany u klistéte D. variabilis
(Hynes et al., 2008). U I. ricinus identifikovala Chrudimska et al. 2 geny pro defensiny - defl
a def2. Exprese obou genti byla indukovana sanim nebo injikaci patogenu. Byla prokazana
inhibice G’ bakterii  (Staphylococcus  xylosus, Micrococcus luteus, Bacillus
subtilis a Staphylococcus aureus), navic bylo objeveno, ze defl i def2 lyzuji lidské erytrocyty

(Chrudimska et al., 2011). Jsou popsany rozdily mezi defensiny u Ixodidae a Argasidae
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a mini se, Ze tyto rozdily mohou definovat, pro¢ je jedna skupina klistat schopnd prenaset

urcité parazity, zatimco druhé skupina nikoliv.

1.12. Lysozymy

Lysozymy jsou antibakterialni enzymy, které katalyzuji hydrolyzu 1,4-p-D vazby mezi
N-acetylmuramovou kyselinou a N-acetyl-D-glukosaminovymi zbytky v peptidoglykanové
vrstvé bakteridlnich membran. Timto mechanismem ucinné brani proti infekcim zptisobenymi
G' bakteriemi (Bilej et al., 2010). Lytickd aktivita proto G* M. luteus byla potvrzena
u lysozymu izolovaného ze stievniho obsahu klistaka - O. moubata (Kopacek et al., 1999).
Jedna se o lysozym c-typu, ktery obsahuje stejné motivy jako lysozymy nalezené v travicim

traktu prezvykavct. Jejich exprese je siln€ up regulovana sanim krve (Grunclova et al., 2003).

1.13. Redoxni rovnovaha

Reaktivni kyslikové radikaly (ROS) jsou derivaty kysliku s volnym valencnim
elektronem. Zakladem pro vznik dalsich ROS je kyslikovy radikal (O, ), ktery je uvoliiovan
mitochondriemi pfi respiraci u vSech aerobnich organismii nebo jako imunitni odpovéd’
na pritomnost patogentt (Beutler, 2004). DalSim zdrojem ROS jsou NADPH oxidazy,
a enzymy, jejichz fungovanim vznikaji ROS jako meziprodukty (Lambeth, 2004). Do této
skupiny enzymt patii acyl-CoA oxiddza, xantin oxiddza, systém cytochromu p450,

cyklooxygenaza a lipoxygenaza (Wanders et Waterham, 2006; Soberman et Christmas, 2003).

0, vzniké redukei O, a jeho regulaci dochdzi ke vznikam dalsich ROS. V p¥itomnosti
superoxidové dismutazy je O, konvertovan na H,0,. H,0, je dtlezitou mikrobicidni latkou
V imunité krevsajicich bezobratlych (Molina-Cruz et al., 2008). V ptipadé krev sajicich
parazitti muze dojit k reakci H,O, s Zzeleznatymi ionty a vzniku hydroxylovych radikald. Vznik
hydroxylovych radikalii je umoznén schopnosti Zeleza uvolnit jeden elektron a nazyva se
Fentonova reakce. Hydroxylové radikaly jsou velmi reaktivni. Po zformovani zpusobuji
fetézovou reakci a jejich pfitomnost v buiice znamend bunéénou smrt. Neexistuje zadny
enzymaticky mechanismus pro odbouravani hydroxylovych radikali. U obratlovci je H,O,
vyuzit myeloperoxidazou jako substrat pro vznik kyseliny chlorné, silné antimikrobidlni

slouceniny (Hampton et al., 1998).

Akumulace a nadmérna koncentrace ROS se oznacuje jako oxidativni stres — dochédzi

k poskozovani DNA, proteind a lipidd (Covarrubias et al., 2008). Pomér produkce



a degradace ROS je stézejni pro spravné fungovani bunécnych redoxnich déji. Pro svou
potencidlni toxicitu je diilezitd prechodnéd produkce ROS, ktera musi byt piesné lokalizovana
(Bae et al., 2010). Bunky hostitele jsou pied Skodlivymi u¢inky kysliku chranény enzymy,
které detoxifikuji ROS. Tyto enzymy jsou superoxidové dismutazy regulujici O, . Dale pak

katalazy, glutation peroxidazy a thioredoxinové peroxidazy, které odbouravaji H,O,.

Jak jiz bylo zminéno, ROS jsou vyuzivany hostitelskymi organismy jako
antimikrobialni zbran pti vlastni obrané proti mikrobim. Spoluucast ROS v imunité komara
proti bakteriim a plasmodiim byla zkoumana u pfenaseCe malarie, komara Anopheles
gambiae. Vyssi hladina ROS pfi pfitomnosti patogenl ukazala vy$§i miru pteziti komard,
nezu téch, kterym podavanim antioxidanti byla mira pfeziti vyrazn¢ snizena (Molina-
Cruz et al., 2008). Exprese ROS detoxikacnich enzymll se po nasati krvi zvySuje ve stievé
a tukovém télese (Molina-Cruz et al., 2008). Exprese téchto enzymu, jako peroxidazy,
se u komart zvysila i béhem sani krve infikovanou parazitem Plasmodium berghei.
To dokazuje zvySeni oxidativniho stresu po infekci P. berghei. U komart nakazenych
P. berghei byla paradoxné pozorovana naprosta ztrata indukce mRNA pro katalazu a snizena
aktivita katalazy ve stievé. Suprese katalazy ve stievé je specifickd odpoveéd’ na ptitomnost
ookinetd a vede ke zvySeni koncentrace H,O, v misté¢ vyskytu patogenti. Vypnuti genu
pro katalazu pomoci dsRNA interference umoziiuje odstranéni paraziti lytickymi
mechanismy a zna¢né snizeni infekce. Nasledné byla ale pozorovana zvySena Umrtnost
komart jako vysledek zvySené hladiny ROS. Po podani kyseliny mocové, ktera je silnym
antioxidantem, se mortalita sniZila. Byla prokazana dulezita role ROS v imunité A. gambiae,

ktera je zprostiedkovana produkci a naslednou detoxifikaci H,O, (Molina-Cruz et al., 2008).

Nejvétsi produkce ROS je zaznamenana u fagocytujicich bun¢k. To bylo potvrzeno
u plasmocytii a granulocytu klistéte Boophilus microplus. Tyto hemocyty byly inkubovany
Vv pfitomnosti bakterii a zymosanu. Pomoci luminiscence (luminol-amplified) a oxidace
fenolové Cervené byla prokazana zvySend produkce ROS béhem fagocytdzy, podobné jako je
tomu u fagocytd obratlovct (Pereira et al., 2001). Pfitomnost mikrobt zvySuje produkci ROS

piimou aktivaci oxiddz nebo zvySenou indukci exprese oxiddzovych gent (Leto et Geiszt,

2006).

ROS se nepodileji pouze na imunitnich odpovédich souvisejicich s pfitomnosti

patogeni v téle. Reguluji 1 fyziologické funkce souvisejici s vyvojem organismi



(Regulski et al., 2004). V reakci na ruzné signaly prostfedi se ROS tvoii za uc¢elem dosazeni

bunécéné homeostazy zahrnujici bunéény rust, diferenciaci nebo apoptdzu (Rhee et al., 2000).

1.14. NADPH oxidaza (NOX)

Tyto enzymy patfi mezi nikotinamid adenin dinukleotid fosfatové oxidazy (NADPH
oxidazy). NOX jsou membranoveé vazané enzymy u fagocytujicich bunék i bunék nemajicich
tuto schopnost. Umoznuji fungovani procesim vyzadujicich ROS - procesim jako
antimikrobialni obrana, biosyntetické procesy, bunécna signalizace zaloZend na redoxnich
reakcich a dal$i. Clenové NOX/DUOX (dualni oxidaza) rodiny byli identifikovani u mnohych
organismu zahrnujicich savce, nematoda, hmyz, rostliny i houby (Kawahara et al., 2007)

a jsou téméf vyhradné privilegiem mnohobunéénych organismu (Lalucque et Silar, 2003).

NADPH oxidazy jsou tvoieny 6 podjednotkami (Obr. 1). Clenové této enzymatické
rodiny pfendSeji elektron pfes membranu do extracytoplazmatického prostoru
nebo bunéénych organel jako fagozomy, endozomy, ER a jiné. Kompletni oxidativni komplex
umoziuje katalyzu elektronového pienosu z NADPH na kyslik za uvolnéni volného radikalu
O,", zakladu pro tvorbu dalsich ROS. Schopnost fagozomt pfijimat uvolnéné superoxidy
neni neomezena, proto ROS produkujici bunky disponuji velkym mnozstvim superoxidovych
dismutaz, které preménuji superoxidovy radikdl na stabiln€jsi a membranou propustny H,O,,
ackoli soucasné studie potvrdily transport superoxidi skrz membranu pies CIC-3 aniontové
kanaly (Leto et al., 2009, Moreland et al., 2006). Do chemické reakce vstupuje jedna
molekula reduk¢niho cinidla NADPH, ktera je oxidovana za uvolnéni 2 elektroni

(Cross et Segal, 2004). Reakce vypada nasledovné:

NADPH + 20,—-NADP* + 20, "+ H*

Rodina NOX geni je Sti-Clenna. Strukturné jsou si podobné, nicméné vykazuji
odliSnosti v rozsahu tkanové exprese, pottebnych kofaktord, produktivité superoxidovych
radikalt 1 ve fyziologickych funkcich. Podle funkénich skupin a celkového uspotadani
enzymatického komplexu mizeme NOX rozdélit do tii skupin: a) NOX1, NOX2 a NOX3 -
vicesloZzkové komplexy vyzadujici regulacni proteiny, b) NOX4 s konstitutivni aktivitou
nevyzadujici pro své fungovani Zadné regulacni proteiny, ¢) NOX5, DUOX1 a DUOX2
regulované vapnikem diky pfitomnosti vapnik vézajici EF-hand doméné (Lambeth et al.,

2007; Sumimoto, 2008). EF-hand je slozena ze dvou a-helixi E a F propojenych smyckou
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(Bae et al., 2010). EF-hand NOXS5 tvoii dva pary: N-terminalni par ma na rozdil od C-
terminalniho konce relativné nizkou afinitu k Ca?*. C-terminalni konec vaze Ca®* a zptisobuje
konformacni zmény N-konce, ¢imz odkryje hydrofébni jadro, na které se muize navazat
melitin (peptid pro vazbu kalmodulinu). Pomoci ,,pull-down* testu bylo demonstrovano,
7e interakce N-terminalniho konce a katalytického C-konce u NOX5 je ovlivnéna Ca®
dependentnimi drahami (Banfi et al., 2004). Molekularni interakci indukovanou Ca®* dochazi
ke konforma¢nim zménam NOXS5 a aktivaci enzymu (Banfi et al., 2004). Je znamo, ze NOX5
a DUOX enzymy jsou peclivé kontrolovany tkdnémi i na urovni exprese a doposud nejsou
pfesn¢ znamy regulacni mechanismy. Znamé regulacni slozky a mechanismy jsou vapnik,
fosforylace, vyména Rac nukleotidu a pfesné sestaveni regula¢nich podjednotek
(Lambeth et al., 2007). Na regulaci NOX se pravdépodobné podili i alternativni splicing NOX
kofaktort (Clark et al., 2004), ktery je dulezity pro zaméfovani membran (jadernd nebo

plasmaticka), do kterych se NOX enzym zaclefiuje (Leto et al., 2009).

- gp9]ptox
-p2 Iphox
- GTP-Rac
~p 7ok
- p67REx

S Lh e w b

-p 4 Gphnx

C - konec EF - hands
AN NADPH H FAB\
NADPH » NADP + H'

Obr. 1.: Struktura membranového proteinu NOXS5 + princip vznik superoxidového radikalu
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1.15. Dualni oxiddza (DUOX)

Predmétem mého zkoumani je transmembranovy enzym klistéte I. ricinus - DUOX,
jehoz struktura je znazornéna na obrazku 2. Tyto enzymy se vyskytuji u Sirokého spektra
organismu - od amoeb po ¢loveéka. U téchto enzymi je potvrzena produkce pouze H,O,
(Morand et al. 2009; De Deken et al., 2000). DUOX maji podobnou strukturu jako NOX
enzymy, ale na prodlouzeném N-konci maji navic transmembranovou doménu (Obr. 2),
ktera je 20% homologem (De Deken et al., 2000) nékterych hemovych peroxidaz (Leto et al.,
2009). Funkce téchto enzymi byla prvné popsana u modelového organismu D. melanogaster.
DUOX D. melanogaster ma oproti lidské DUOX pouze proximalni histidinové konce
peroxidazové domény, které umoznuji slabou peroxidazovou aktivitu této DUOX (Meitzler

et Ortiz de Montellano, 2009).

Studiem genomu modelového organismu D. melanogaster byla ovéfena piitomnost
jedné kopie NOX a jedné kopie DUOX. Ddéle bylo potvrzeno, ze DUOX jsou enzymy,
které efektivné eliminuji patogenni mikroorganismy, zaroven vSak toleruji vlastni bunky
a symbiotické organismy (Bae et al., 2010). Funkce ROS jako hlavnich antimikrobialnich
latek ve stievé, byla potvrzena béhem pozorovani much postradajicich sekretovanou formu
katalazy (IRC) (Bae et al., 2010) - enzymu, ktery aktivné reguluje koncentraci ROS ve stievé.
Musky s inaktivovanou IRC (IRC knockdown) vykazovaly vys$si mortalitu po infekci
neletdlnimi bakteriemi, zatimco musky postradajici AMP expresi mély po infekci stejnymi
druhy bakterii normalni miru tmrtnosti. Tento experiment vyloucil AMP jako hlavni slozky
stievni antimikrobidlni imunity (Ha et al., 2005). Po vypnuti DUOX genu nedoslo k produkci
ROS a musky nebyly schopné kontrolovat bakterie ve stievé - to znamend, ze DUOX je
zdrojem mikrobicidnich ROS. Po vypnuti gent pro kataldzu (IRC) i DUOX byla pozorovana
normélni hladina ROS (Ha et al., 2005). Umrtnost je pravdépodobné zptisobena redoxni
nerovnovahou (Ha et al., 2005). Tyto pokusy potvrdily produkci ROS pii pfitomnosti
mikrobl,, nicméné neprokazaly jejich pfimy vliv na né¢ (Bae et al, 2010). Mechanismy
regulace DUOX jsou odkryté jen z &asti, ale je potvrzena dillezitost Ca®* iontdi pii této indukci
(Ameziane et al., 2005), funkce fosfolipazy Cp (PLCP) pfi regulaci enzymatické aktivace
DUOX 1 regulaci exprese a piitomnost mikrobidlnich ligandi. ZvySena exprese DUOX
probiha pak pouze v ptipad¢ vniknuti velkého mnozstvi mikroorganismti do stfeva hostitele -

predpoklada se, Ze vétSina mikroorganismi produkuje tzv. non-PG ligandy, které spoustéji
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expresi DUOX. Vlastni a symbiotické bunky tyto ligandy nemaji, nebo je jejich mnozstvi

redukované, proto jsou organismem tolerovany (Bae et al., 2010).
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- homolog peroxidizy
00000000000000

Vhiti‘ni prostor

EF - hands

C - konec

NADPH

NADPH » NADP + H'

Obr. 2. Struktura membranového proteinu DUOX + princip vzniku H,O,

U komara A. gambiae bylo ukazano, Ze sekretovand peroxidaza a DUOX formuji
dityrosinovou sit’, ktera snizuje propustnost stiev pro patogeny. Tato sit’ chrani mikrofloru
stfev tim, ze brani aktivaci epitelidlni imunity. To ovSem poskytuje vhodné prostiedi
pro vyvoj puvodce malarie, Plasmodii. Vytvofeni dityrosinové sité znemoznuje indukci
tvorby oxidu dusnatého, hlavniho opsonizaéniho mechanismu u komara A. gambiae
(Oliveira et al., 2012). Pferusenim fungovani této bariéry dojde k silné a efektivni patogen-
specifické imunitni odpovédi (Kumar et al., 2010). Zda se, ze DUOX ma ve stievni imunit¢
A. gambiae hned dvoji fukci. Jednak produkce antimikrobicidnich ROS a jednak tvorbu
dityrosinové sité, ktera zabranuje invazi patogenli a zaroven efektivné chrani vlastni

mikrofloru.
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2. Material a metody

2.1. Pouzité chemikdlie a primery

Tab. 2. Pouzité chemikalie.

DNA a RNA elektroforéza, PCR

1x TAE pufr 40mM Tris-acetat, ImM EDTA, pH 8.0
1x TBE pufr 17.8mM Tris, 17.8mM Kkys. borita, 0.4mM Na,EDTA
DEPC H,0 0.1 % (v/v) Dietylpyrokarbonat fedény v destilované H,O
EtBr Ethidium bromid 0.5 pg/ml
6x Loading Dye 10mM Tris/HCI (pH 7.6), 0.03% (w/v) bromfenolova modr,
(Fermentas) 0.03% (w/v) xylencyanol, 60% (v/v) glycerol, 60mM EDTA
GeneRuler™ 100bp DNA Ladder (MBI Fermentas)
DNA Ladder GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (MBI Fermentas)
RNA Ladder High Range RNA Ladder (MBI Fermentas)
DNA Polymeraza Taq polymeraza (Top-bio s.r.0.)
dNTPs mix y e .
(Fermentas) Smés dNTPs kazdy o koncentraci 2.5mM/10mM
Média a chemikalie pro péstovani bakterii
2% (w/v) trypton, 0.5% (w/v) kvasnicovy extrakt, 0.05% (w/v)
SOC médium NaCl, 2.5mM KCI, 10mM MgSO., 20mM glukéza, pH 7.0,

sterilni

LB (Luria-Bertani)
médium

1% (w/v) trypton, 0.5% (w/v) kvasnicovy extrakt, 0.5% (w/v)
NaCl, pH 7.0, sterilni

SB médium

1% (w/v) pepton, 4% glukdza (w/v), pH 5.6

Exprese, purifikace a refolding rekombinantniho proteinu

Resuspendacni pufr

20mM Tris-Cl, pH 8.0

Izola¢ni pufr

20mM Tris, 2M mocovina, 0.5M NaCl, 10mM imidazol, 2%
(w/v) Triton X-100, pH 8.0

Solubiliza¢éni pufr

20mM Tris, 6M guanidin hydrochlorid, 0.5M NaCl, 10mM
imidazol, 1mM B-merkaptoetanol, pH 8.0

Purifikacni pufr 1

8M mocovina, 0.5M NaCl, 50mM Tris-Cl

Purifikacni pufr 2

8M mocovina, 0.5M NaCl, 0.5M imidazol

Refold. roztok ¢.1

4M mocovina, 150mM NaCl, 50mM Tris-Cl, 10% (v/v) glycerol,
20mM, merkaptoetanol, pH 9.0

Refold. roztok ¢.2

2M mocovina, 150mM NaCl, 50mM Tris-Cl, 10% (v/v) glycerol,
20mM, merkaptoetanol, pH 9.0

Refold. roztok ¢.3

IM mocovina, 150mM NaCl, 50mM Tris-Cl, 10% (v/v) glycerol,
20mM, merkaptoetanol, pH 9.0

Refold. roztok ¢.4

150mM NacCl, 50mM Tris-Cl, 10% (v/v) glycerol, 20mM,
merkaptoetanol, pH 9.0

Refold. roztok ¢.5

150mM NacCl, 10mM Na,HPO, « 2 H,0, 2mM KH,PO,, 3mM
KCI
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SDS-PAGE a Western blot

Vzorkovy redukujici
pufr

0.75M Tris-Cl, pH 6.8, 5% SDS, 50% (v/v) glycerol, 32mM
dithiotreitol, 0.25% (W/V) bromfenolova modf

Barvici roztok

0.05% Coomassie Briliant Blue R-250, 50% (v/v) metanol, 10%

(v/v) kyselina octova

Odbarvovaci roztok 25% (v/v) metanol, 10% (v/v) kyselina octova

Proteinovy standard - LMW Electrophoresis Calibration Kit (Amersham)

LMW
PBS-Tween 1x PBS, 0.05% (v/v) Tween 20
Blotovaci pufr 0.125M Tris, 0.96M glycin, 0.1% SDS, 20% metanol
Blokovaci roztok 5% (w/v) susené mléko v PBS Tween
Substratovy roztok 100mM Tris-Cl s pfidanym DAB
Néazev primeru Sekvence
DUOX F* 5- CAC CTA CTC GTC GCA GAT GCACATC -3
DUOX R* 5- TCA GAT GTC CTC GTC CGT CCA GTC - 3
Feritin F 5-CCA AAC GGT TCG CTT TCC TC - 3
Feritin R 5-GAG CCCCACTCGTCCTGGG-3
T7F 5-TAATAC GACTCACTATAGGG -3
T7R 5-TAGTTATTG CTC AGC GGT GG - 3

Primery oznagené * byly navrZeny podle sekvence genu IscW_ISCWO007865 (DUOX) I. scapularis v programu
Oligo Analyzer

2.2. Ziskani sekvence DUOX |. ricinus

Z genomu klistéte 1. scapularis byly podle anotovaného genu pro DUOX navrzeny

odpovidajici primery pro fragmenty téchto gent (Tab. 2).

2.3. Izolace totalni RNA

Stieva samic Kklistéte [I. ricinus byla zhomogenizovana pomoci plastového

homogenizatoru a  inzulinové  stiikacky v RAI roztoku  (Machery-Nagel)

s B-merkaptoetanolem (128mM). Dalsi kroky izolace byly provadény podle protokolu z Kitu
MACHEREY-NAGEL-Nucleospin RNA II. Kvalita vysledné totdlni RNA byla ovéfena
elektroforeticky. Koncentrace RNA byla zjiSténa z naméfené absorbance pii A = 260 nm

(Tab. 3).
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Tab. 3. Koncentrace izolované totalni RNA.

Koncentrace (ng/pl)
RNAp 55.9
RNA; 77.1
RNApss 60.0

D - RNA ze stiev samic sajicich smés mrtvych mikrobt, Z - RNA ze stfev samic sajicich smés Zivych mikrobi,
P - RNA ze stfev samic sajicich sterilni PBS (vice v kapitole 2.18.)

2.4. Tvorba cDNA

RNA izolovana z tkani I. ricinus byla pfidana do jednotlivych reakci tak, aby jeji
finalni mnozstvi bylo 0.5 pg. ¢cDNA byla syntetizovana pomoci oligo (dT),3 primera kitu
Enhanced Avian HS RT-PCR (Sigma).

2.5. Polymerazova ret€zova reakce

Jako templat pro PCR byly pouzity cDNA raznych tkani klistéte 1. ricinus po rtzné
dobé sani. PouZity byly gen (DUOX, feritin) specifické primery (500nM). PCR program:
95°C 45s; 95 °C 30 s; 50 °C 30 s (DUOX i feritin); 72 °C 60s; 72 °C 7 min. Pro DUOX bylo
pouzito 40 cyklid, pro feritin 35 cykli. Kontrola amplifikace DUOX byla ovéfena
elektroforeticky na 1% agar6zovém gelu. Elektroforéza probihala pii napéti 100 V po dobu
30 min. Fragmenty byly izolovany z gelu a podle navodu z kitu Gel Extraction Kit (Qiagen).

Pomoci UV-spektrofotometrie byla stanovena koncentrace DUOX fragmentt.

2.6. Klonovani fragmentu do pCR4 vektoru, transformace do One Shot® TOP10 chemicky

kompetentnich E. coli, sekvenace

Fragment DUOX byl klonovan do pCR4 vektoru (TOPO) podle manualu TOPO TA
Cloning® (Invitrogen). Klonovaci reakce je naznaena v tabulce 4. Reakce byla dale
inkubovana 5 min pfi pokojové teploté. 1.5 pl klonovaci reakce bylo ptidano do 25 pl One
Shot® TOP10 chemicky kompetentnich E. coli (Invitrogen) bun&k a inkubovano 30 minut
na ledé. Nasledné byl proveden 45s heat shock pii t = 42 °C a bunky vraceny na led.
Po ptidani 250 pul SOC média vytemperovaného na pokojovou teplotu byly buiiky umistény
do tfepacky pii 220 rpm/37 °C/60 min. 50 pl bun€k bylo nésledné rozetieno na LB misky,
zbytek kultury stocen 2300 % g /1 min a pelet resuspendovan v 50 pul SOC média a rozetfen
na LB misku. Kultury byly dale inkubovany pii 37 °C pies noc. Spravnost klonovani byla
ovéfena pomoci PCR. Z vybranych kolonii byly izolovany plazmidy pomoci High Pure
Plasmid Isolation kitu (Roche). Inzerty byly sekvenovany kombinaci DUOX F a R primert.
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Vzorky byly sekvenovany pomoci sekvenatoru Applied Biosystems 3130x1 (HITACHI)

v laboratofi genomiky v Biologickém centru AV CR v Ceskych Budé&jovicich.

Tab. 4. Prirava klonovaci reakce s vektorem pCRA4.

1 Wl DUOX (c = 35 pg/ml)

1 pl salt solution

3 Hl HzOz

1 ul pCR4 vektor (c = 10 pg/ml)

pCR4 TOPO vektor je dlouhy 3957 bp, insert DUOX 771 bp. Klonovaci reakce byla vytvoiena smichanim
insertu vektorem v molarnim poméru vektor:insert 1:17.

2.7. Zaklonovani fragmentu DUOX do expresniho vektoru pET100, transformace do One
Shot® TOP10 chemicky kompetentnich E. coli

Ziskany fragment DUOX byl podle protokolu k Champion™ pET100 Directional
TOPO® ligovan do expresniho vektoru pET100/D-TOPQO® (Invitrogen) (Obr. 3). Klonovaci
reakce je uvedena v tabulce 5. Klonovaci smés byla inkubovana 30 minut pii pokojové teploté
a poté umisténa na led. Nasledovala transformace 1.5 pl klonovaci smési do 25 pl One Shot®™
TOP10 chemicky kompetentnich E. coli (Invitrogen) a 30 minutova inkubace na led¢. Dalsi
postup az k rozetteni bunék na LB médium je uveden v kapitole 2.6. Pozitivni bakterialni
klony byly ovéfeny PCR pomoci kombinace DUOX F/R a T7F/R primert a nasledné byla
ovéiena spravnost ¢tecitho ramce insertu. Plazmid pET100 byl izolovan z pozitivni kolonie
pomoci kitu High Pure Plasmid Isolation (Roche). Plazmidy byly eluovany z kolony 100 pl
vody (40 °C) a nasledné byla opér UV-spektrofotometricky proméfena jejich koncentrace,

ktera byla stanovena na 37 ug/ml.

Tab. 5. Prirava klonovaci reakce s vektorem pET100.

4 Wl DUOX (c =35 pg/ml)

1 ul salt solution

1 pul pET100 TOPO vektor (¢ = 20 pg/ml)

PET100 TOPO vektor je dlouhy 5741 bp, insert DUOX 771 bp. Klonovaci reakce byla vytvoiena smichanim
insertu vektorem v molarnim poméru vektor:insert 1:14.
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Obr. 3. Vektor pET100/D-TOPQO®.

2.8. Zatransformovani DUOX fragmentu do expresnich BL21 bunék, exprese

rekombinantniho fragmentu DUOX

Transformace byla provedena pfidanim 10 ng pET100 plazmidi s DUOX fragmentem
do expresnich bundk BL21 Star (DE3) Oneshot® chemicky kompetentnich E. coli
(Invitrogen). Po 20 minutové inkubaci pii pokojové teploté byl proveden 45s heat shock
piit= 42 °C. Dale bylo postupovano podle navodu uvedené¢ho v kapitole 2.7. Z bunék,
narostlych na plotné, byla vypichnuta bakteridlni kolonie a pfenesena do 10 ml sterilniho LB
média s ampicilinem (o cilové koncentraci 50 pg/ml). V tomto médiu byla kultura inkubovana
16 hodin (v tfepacce pti 37 °C). Bunky byly nasledné stoceny pii 2500 x g/4 °C/15 min, pelet
resuspendovan a pienesen do 400 ml LB média s ampicilinem (o cilové koncentraci 50 pg/ml)
a 1% glukozou, kterd byla nejprve filtrovana skrz 0.22um filtr Millex*GP (Millipore).
Bakterie byly kultivovany po dobu 2 h do OD = 0.6, stofeny za stejnych podminek a poté
pfeneseny do 400 ml Cistého LB média (bez AMP a glukézy), které bylo umisténo do 37 °C
a po 15 minutach byla indukovéana exprese pifidanim IPTG (o cilové koncentraci = 1 mM).
Kultura byla inkubovana po dobu 6 hodin, pii 37 °C a 220 rpm. Buniky byly nasledné stoceny
pii12500 x g/4 °C/15 min a pelet skladovan pii -20 °C.
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2.9. Izolace inkluznich télisek z bakteridlni kultury

Bakteridlni pelet byl resuspendovan Vv resuspendacnim pufru (Tab. 2), sonikovan
8 x po 10 s pti amplitudé 40 % a centrifugovan pti 10000 x g/4 °C/15 min. Ziskany pelet byl
resuspendovan v izolatnim pufru (Tab. 2), sonikovan a stocen za stejnych podminek.
Promyvani izolaénim pufrem bylo 2 X opakovano. Vysledny pelet byl rozpustén
Vv solubiliza¢nim pufiu (Tab. 2) do uplného rozpusténi frakce inkluznich télisek. Nasledné byl
roztok sto¢en 10000 x g/4 °C/15 min, supernatant odebran, stocen a filtrovan skrz 0.22um filtr
Millex®GP (Millipore). Cast frakce inkluznich t&lisek byla 2 x po 10 minutach dialyzovana
proti vod¢ a nasledn¢ analyzovéana pomoci SDS-PAGE. Vzorek DUOX + vzorkovy redukujici
pufr s DTT byl povaien pii 100 °C/5 min a 20 ul tohoto vzorku naneseno na gel. Pro ovéteni
molekulovych hmotnosti bylo naneseno 15 ul LMW markeru (20 mg/ml). Elektroforéza
probihala pfi napéti 100 V, po 15 minutich bylo napéti zvySeno na 200 V. Po ukonceni
elektroforézy byl gel 15 minut barven v Coomassie Briliant Blue barvivu a poté odbarven

v odbarvovacim roztoku.

2.10. Purifikace proteinu

Co?* kolona - 5ml (HiTrap™ IMAC FF, GE Healhtcare) byla nejprve promyta 2%
purifikacnim pufrem ¢. 2 (fedénym v purifikaénim pufru €. 1). Pomoci 10ml injekéni
sttikacky byl na kolonu nanesen DUOX. Kolona byla dale 2 x promyta 2% purifikaénim
pufrem 2 v purifikaénim pufru 1 (10mM imidazol), flow through bylo shromazd’ovano.
Nasledné byla kolona 2 x eluovana 50% purifikaénim pufrem ¢. 2 (250mM imidazol)
a ziskana frakce opct shromdzdéna. 3. eluat byl ziskdn promytim kolony 100% purifikaénim
pufrem ¢. 2 (0.5M imidazol). Po ukonceni purifikace byla kolona 3 x promyta destilovanou

vodou a jednou 20% etanolem. Purifikovany protein byl analyzovan pomoci SDS-PAGE.

2.11. Bradford assay

Na 96jamkovou transparentni desticku s plochym dnem (Corning) byly v duplikatech
naneseny nafedéné vzorky BSA (kalibrace) a vzorky purifikovaného DUOX. Kazdého vzorku
bylo naneseno 5 pl. Po pfidani 200 pl Bradfordu probéhla 5 minutové inkubace pii pokojové
teploté. Vzorky byly proméfeny na piistroji TECAN Infinite M200 pfti vinové délce 595 nm.
Naméfené hodnoty pro BSA jsou uvedeny v tabulce 6. Podle ziskané standartni kiivky byly

odecitany koncentrace métenych proteint.
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Tab. 6. Pouzité koncentrace BSA a namérené absorbance.
BSA[mg/ml] ] 004| 01 | 015| 0.2 | 025|033 | 04 0.5

I595 0.00 | 0.15 | 0.41 | 0.51 | 0.64 | 0.69 | 0.89 | 1.00 | 1.06

595 0.00 {012 | 031|052 | 0.56 | 0.71 | 0.91 | 1.04 | 1.12

AVRG 0.00 | 0.14 | 0.36 | 0.52 | 0.60 | 0.70 | 0.90 | 1.02 | 1.09

Koncentrace purifikovaného DUOX

y=0,1377x-0,0961
L2 R*=0,9875

0,8 -
w;
%
- 0,6 -

0,4 -

0,2 -

0 0,04 0,1 0,15 0,2 0,25 0,33 0,4 0,5

BSA (mg/ml)

Obr. 4. BSA kalibrace Bradfordovy metody pro zjisténi koncentrace purifikované DUOX. DUOX
obsahujici histidinovou kotvu byl purifikovan pres chelatac¢ni kolonu. Kolona byla nasledné eluovana 250mM
imidazolem pro uvolnéni DUOX z kolony. Ziskany vzorek DUOX v eluatu byl pouzit pro méfeni koncentrace
Bradfordovou metodou.

2.12 Renaturace rekombinantniho proteinu

Z purifikovaného proteinu bylo odebrano 3 mg a vyfedéno pufrem A na konecny
objem 10 ml o koncentraci 250 pg/ml. Protein byl postupné dialyzovan v refoldovacich
roztocich se snizujici se koncentraci mocoviny (Tab. 2), které byly obménovany kazdych
12 hodin. K dialyze bylo pouzito dialyza¢ni stievo VISKING® (Serva) o praméru 16 mm.

Mezi ¢tvrtym a patym roztokem bylo dialyzaéni stfevo vyménéno za nové.

2.13. Western blot

Proteiny byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE v gradientovém gelu (4 — 17.5%).
Pred vytvofenim sendvi¢e pro Western blot byly gel a PVDF membrana (polyvinyliden
diflorid) ponofeny do metanolu. Pokud byla pouzita nitrocelulozové membrany, byla

ekvilibrovana v blotovacim pufru s metanolem. Proteiny byly blotovany po dobu 2 h
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pfi konstantnim proudu 150 mA. Membrana s markerem byla barvena 5 minut v amidoblacku
(nitroceluléza) nebo Coomassie (PVDF membrana) a poté odbarvena v odbarvovacim
roztoku. Membrany byly 2 h blokovany v 5% roztoku susené¢ho mléka v PBS Tween. Dale
byla membrana inkubovana 2 h v roztoku primarni His-tag protilatky (1:2000 vyfedéné
1% mlékem v PBS Tweenu). Po trojnasobném promyti (po 5 min) v PBS Tween probéhla
inkubace mebrany v roztoku sekundarni protilatky SwWAM/Px (1:1000 x vyfedéné
1% mlékem v PBS Tweenu) po dobu 1 hodiny. Nasledné¢ byla membrana promyta v PBS
Tween za stejnych podminek. Proteiny byly obarveny pomoci substratového roztoku
3.3'-diaminobenzidinu (DAB), ktery se béhem reakce peroxidazy s H,O, oxiduje a barvi

do hnéda. Reakce byla zastavena promytim membrany v destilované vode.

2.14. Piiprava homogenatu ze stiev klistéte I. ricinus

Stfeva nenasatych samic klistéte . ricinus byla vypitvana a umisténa do 130 ul
PBS + 1% Triton X-100 s inhibitory proteaz (Complete™ protease inhibitor tablets, Roche +
EDTA; 1 tableta do25ml roztoku), zhomogenizovana mechanicky a trojnasobnym
zmrazenim/rozmrazenim v tekutém dusiku. Po sto¢eni 10000 x g/4 °C/10 min byl odebran
a uschovan supernatant. Pomoci Bradford assay byla zmétena koncentrace stievnich proteinti

(Tab. 7). Celkova koncentrace byla stanovena na 410 mg/ml.
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Tab. 7. Bradford assay — proméieni standardu a vzorku DUOX.

BSA

(ug/ml) A595 1 11 avrg A avrg
0 0.34 0.32 0.34 0.33 0
10 0.37 0.37 0.37 0.37 0.04
25 0.42 0.42 0.42 0.42 0.09
100 0.68 0.73 0.71 0.71 0.37
330 1.19 1.2 1.2 1.2 0.86
400 1.3 1.32 1.36 1.33 0.99
500 1.42 1.47 1.51 1.47 1.13
Stfevni

oroteiny 1.35 1.38 1.36 1.36 1.03

2.15. Piiprava krali¢ich polyklonélnich protilatek a kontrola jejich afinity

Nejprve bylo tfeba vybrat vhodného kralika pro imunizaci ovéfenim crossreaktivity
krali¢ich naivnich protilatek proti exprimovanym proteinim z kliStéciho stfeva. Kralikiim
zamySlenych pro imunizaci bylo odebrdno 3 ml krve. Krev byla ponechdna 30 minut
pii pokojoveé teploté a poté stocena 2000 x g/4 °C/10 min. Toto sérum bylo dale pouzito jako
primarni protilatka. 2 pg vzorku kliStécich stfevnich proteinii byly separovany redukujici
SDS-PAGE. Nasledn¢ byly proteiny z gelu pieblotovany na PVDF membranu. 1 vzorek byl
obarven v Coomassie. 3 dalsi vzorky byly vyblokovany 5% mlékem v PBS Tweenu/2 h
anasledné 3 x po 10 min promyty v PBS Tweenu. Jako primarni protilatka bylo pouzito
krali¢itho preimunniho séra, vyfedéného 1:50 1% mlékem v PBS Tweenu. V tomto roztoku
byly vzorky inkubovany 1 h a nasledné 3 x po 10 minutach promyty v PBS Tweenu. Vzorky
byly umistény do 1:1000 vyfedéné (1% mlékem v PBS Tweenu) SwAR/Px sekundérni
protilatky, kde byly inkubovany 45 minut a poté opét 3 X po 10 minutach promyty v PBS

Tweenu. Vyvolani vzorku probéhlo podle postupu uvedenym v kapitole 2.13.

Pro imunizaci byl vybran kralik o m = 2200 g. Byl 4 x imunizovan pod klzi suspenzi
precipititu DUOX v PBS (?/s DUOX v roztoku, */s nerozpusténé) vzdy po 14 — 21 dnech.
Imuniza¢ni schéma je uvedeno v tabulce 8. 1 imunizaéni davka obsahovala 25 pg proteinu.
1. davka byla obohacena Freundovo adjuvants, zbylé 3 o nekompletni Frendovo adjuvans.
Po 14 dnech od 4. imunizac¢ni davky bylo odebrano 3 ml krali¢i krve, ktera byla ponechana
10 minut pfi pokojové teploté a poté sto¢ena 2000 x g/4 °C/10 min. Metodou Dot blot byla

ovétena pritomnost protilatek v séru imunizovaného kralika proti DUOX.
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Tab. 8. Imunizaéni schéma.

C. imuniza¢ni davky | Datum imunizace
1 13.12.2011
2 5.1.2012
3 20.1.2012
4 9.2.2012
2.16. Dot blot

Vzorkem pro Dot blot analyzu byl DUOX v 8M mocoviné o koncentraci 530 ng/pl.
Na nitrocelulézovou membranu bylo naneseno v Sesti 20ul kapkach 5 pg tohoto vzorku. Jeden
ze vzorku byl poté vyvolan v barvivu amidoblack a odbarven v odbarvovacim roztoku. Dalsi
tf1 vzorky byly inkubovany v pfitomnosti ziskanych krali¢ich antiDUOX protilatek o rizném
stupni fedéni. Posledni dva vzorky byly inkubovany v pfitomnosti krali¢iho preimunniho séra
o rizné koncentraci. Po 120 minutach inkubace v primarnich protilatkach byly oba vzorky
promyty 3 X po 10 minutach promyty v PBS Tweenu a ndsledné umistény na 60 minut
do 1:1000 vyfedéné SwAR/Px (1% mlékem v PBS Tweenu) sekundarni protilatky.
Po promyti v PBS Tween byly vzorky vyvolany v roztoku 100mM Tris-Cl s DAB piidanim
50 ul H,0O,.

2.17. Kultivace bakterii

E. coli (SBS 363) a S. aureus byly v 6 ml LB média inkubovany 12 hodin pii 37 °C.
C. albicans byla rovnéz inkubovana po dobu 12 hodin, ale v 6 ml SB média a pii 27 °C.
Buiky byly spektrofotometricky proméfeny a vyredény v PBS tak, aby kazda kultura
obsahovala cca 1000 bun¢k/ul. Vychazel jsem z faktu, ze OD = 1 odpovida u E. coli
1 x 10° bunék/ml a podle tohoto modelu jsem pfipravil i ostatni dvé kultury. Vyfedénim
jednotlivych kultur na stejnou hodnotu OD bylo dosazeno stejné koncentrace bunék

Vv jednotlivych kulturach.

2.18. Kapilarni infekce klistat

30 samic I. ricinus bylo infikovano smésnou suspenzi E. coli, S. aureus a C. albicans
v poméru 1:1:1. 109 salo smés zivych bungk, 109 smés mrtvych bunék (usmrcené teplotou -
100 °C/15 min) a 109 salo pouze PBS. Na hypostom a jednu palpu byla nasazena kapilara

s ptisluSnou suspenzi (Obr. 5). Klistata sala pii 37 °C a byla odstrojena po nasati
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4 ul suspenze. Po infekci byla klistata ponechana 12 hodin pfi 25 °C. Vypreparovana stieva
byla pienesena do roztoku RAI pufru (Machery-Nagel) a 3-merkaptoetanolu (128 mM).

Obr. 5. Strojeni klist’at na sani patogenu z kapilar.

2.19. Kvantifikace patogenu

Mnozstvi bun€k obsazenych v kultufe bylo zpétné stanoveno pomoci Miles and Misra
metody. Kratce: jednotlivym bunécnym kulturam byla proméfena jejich opticka densita a tyto
kultury byly vyfedény v PBS na OD = 0.1. Kultury byly dale fedény na OD = 0.1 x 10,
Desitkovym fedénim (2x,20%,200%,2000%) byly pfipraveny zasobni roztoky, které byly
ve tfech 20ul kapkach nanaSeny na danou ¢tvrtinu LB nebo SB misky. Plotny s kulturami

byly inkubovany pfes noc (Obr. 6) a poté vypocitan ptiblizny pocet bunék v 1 ml (Tab. 9).
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Obr. 6. Uréeni poctu bunék v bunééné kultuie Miles and Misra metodou. 1 - S. aureus, 2 - E. coli,
3 - C. albicans. Plotny byly rozdé€leny na kvadranty. Na horni kavdrant byly nanaSeny 2x vyfedéné kultury
kultury, na pravy 20%, na dolni 200x a na levy 2000x vyfedéné kultury

Tab. 9. Poéet bunék v 1 ml.

Bunééna kultrura | Pocet bunék/ml
E. coli 4*10°
S. aureus 10*10°
C. albicans 0.6*10°

2.20. Tkanovy profil, Real-time PCR

Templatem pro RC-PCR byla ¢cDNA ziskand zizolovanych stfev. Byly pouzity
primery DUOX F a DUOX R a pro kontrolu primery pro feritin, jehoz exprese je ve vSech
tkdnich konstantni (Kopacek et al., 2003). Vybrané useky byly amplifikovany pfi teploté
annealingu t = 50.1 °C pro DUOX a t = 54.8 °C pro feritin pomoci Taq Purple DNA
polymerazy (Invitrogen). Bylo provedeno 40 cykla PCR pro DUOX, 35 cykli pro feritin.
PCR program: 95 °C 60s, 95 °C 30s, 50.1 °C 30 s pro DUOX i feritin, 72 °C 60s, 72 °C 7 min.
PCR produkty byly rozdéleny na 1% agardézovém gelu s EtBr pti U = 100 V, t = 30 min.
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3. Vysledky

3.1. Identifikace genu pro DUOX v genomu |. scapularis (Is DUOX)

Pomoci sekvence genu pro DUOX u D. melanogaster (FlyBase: NM_134871) byl
programem BLAST nalezen jeden ortolog vgenomu 1. scapularis (VectorBase:
ISCWO007865). Provedeny proteinovy alignment ukazal znaénou konzervovanost tohoto genu
mezi bezobratlymi zivoCichy (Tab. 10). DUOX je multidloménovy protein o molekulové
hmotnosti 176 kDa, slozeny ze 4 domén. Proteinova sekvence a uspofadani domén jsou
uvedeny na obrazku 8. Barevné oznaceni jednotlivych domén odpovidd barevnému oznac¢eni

Vv proteinové sekvenci. Nukleotidova sekvence je znadzornéna v ptiloze.

1 250 500 750 1000 1250 1532

Query seq. e ———
Putative here binding site kb b CaZt+ binding site (1) 1§ FAD binding pocket
Futative substrate binding site 0 0 b Cal+ binding site 1) ] NAD binding Pocketu
FAD bindina mti{“
beta-alpha-beba stuchure mobif Ml
NAD purophosphate binding resion Jf
NADP ribose bindina mti{»‘“
Specific hits dual_peroxidase_like
Superfanilies An_peroxidase_like superfamily !%! fer-ric_reduc NR_like superfam

Hulti-donains

MGVSPIWFLEEEPYSSQMHIEEQD

EVAY IYSCLVLAFIPISEHPPWTLPGQAVNRVPPFLIRREGPLPQPQQINSSVLEPCMILDGWDYFRGNEVAYIYSCLVL
AFIPIICAGLGYGVIKLOQNRRRRNIFKAKKEINIGKNYDELY VKEWLHONHKRFVEVEIGPDESLSTVNREGEVLREVDEFEK
SVAALVVEISTOMAEKKFMCLVESPRDHDLVLQFDSVHSEEEFLTELESFLVNREKTLESIDTTRDTMLANAETEEKRQER

LEHFFREAYALTFGLEPGEEKRFLEDVGNDVIMVMETSLSKQEFAEALGMEPDSLE

EHRGDFIAIGLDCEGANQNFLDTSSNVARMT SFQINQPAEDFPPSWI IQKWNQVTTFLEENEQHVEFYLEVFYVVTIVLE

IERFIFYSYMAEHMDLEHVMGIGIAITRGSAAST.SFCY
FQTVIGITGVCLEVVMCIIFIFAHPEIRQEAYSYF

WMTHSLYILLY ILCLLHGQAEKLTGTPRFWMEFEVGPAIIFTLDEVVSLQTEYMELDILDTELLPSDVTRVEFTEPPNFEYL
SGOQWVRLGCTGFRASEYHSLTLTSAPHENYLSVHVEAQGPWTWELRNY FDPNNLHEGHIRSAUARHEIYelele o) MU k901
VMVGGGIGVTPYASIINDLVEFGTSTNRY SGVACKEVYFMWICFSHRHFEWFIDVLEDVEREDVTNVLEIHIFITQF Flslis
FDLRTTMLY ICENHFQRISNRSMFTGLEAINHFGRPDMTAFLEFVQQHHSYVSEVGVESCGPSALTESVSSACETVNNNR
ELPYFIHHYENF

Obr. 7. Doménova struktura membranového proteinu Is DUOX. NADPH oxiddza je enzymaticky
transmembranovy komplex sestavajici ze 4 domén, katalyzujici vznik ROS. Dualni peroxidaza je nejvetsi
doménou sekvence, kde dochazi k produkci ROS. 2 EF domény indukuji navazanim Ca®" ionti konformadni
zmény EF motivu, které vedou k aktivaci nebo inaktivaci DUOX proteinu. Fe®" reduktaza je FAD dependentni
dehydrogenaza majici prenosovou aktivitu elektrond, které redukuji kyslik na superoxidové anionty, prekurzory
pro vznik mikrobicidnich oxidantt.
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Tab. 10. Porovnani proteinové homologie DUOX mezi jednotlivymi organismy (%).
Homo sapiens | Apis mellifera A. gambiae D. melanogaster
I. scapularis 57 84 84 77
D. melanogaster 58 87 94
A. gambiae 57 90
Apis mellifera 59

3.2. Identifikace ortologu DUOX v klistéti I. ricinus (Ir DUOX)

Na zékladé¢ nukleotidové sekvence ISCWO007865 byly navrZzeny primery
pro identifikaci ortologu N-terminalni ¢asti domény DUOX klistéte 1. ricinus (Tab. 11). Podle

doménoveé predikce odpovida tato oblast peroxidazové doméng.

Tab. 11. Sekvence navrzenych primert pro Ir DUOX podle sekvence Is DUOX.
DUOX F 5 - cac cTA CTC GTC GCA GAT GCACATC-3
DUOX R 5- tcA GAT GTC CTC GTC CGT CCA GTC -3

Malymi pismeny jsou vyznaéeny nukleotidy ptidané pro zaklonovani do vektoru, resp. pro zajisténi stop-kodonu
na C- konci

Templatem pro amplifikaci byla cDNA izolovana ze stiev samic klistéte 1. ricinus. Byl
amplifikovan produkt o velikosti ~ 750 bp, ktery byl izolovan z gelu a nasledné zaklonovan
do 2 typu vektori. Pro sekvenaci byl pouzit vektor pCR4 (Obr. 8), ktery byl po zaklonovani
fragmentu DUOX transformovan do One Shot®* TOP10 chemicky kompetentnich E. coli.
Sekvenaci bylo potvrzeno, Ze se jedna o gen pro DUOX. Se ziskanou sekvenci fragmentu
genu pro DUOX bylo provedeno srovnani nukleotidovych sekvenci (alignment) proti genu
pro DUOX Kklistéte I. scapularis (Obr. 9). Tento alignment ukéazal 98% homologii mezi
DUOX geny téchto dvou blizce ptibuznych klistat. Pro expresi N-termindlniho fragmentu
DUOX byl pouzit pET100 (Invitrogen), ktery byl transformovan do expresnich BL21 buné¢k

chemicky kompetentni E. coli.

L  pCR4 pET100
J— s

500 bp b

Obr. 8. Zaklonovani fragmentu do 2 typa vektord. L - ladder, pCR4 - fragment DUOX zaklonovany
v plazmidu pCR4 (DUOX F — DUOX R - 771 bp), pET100 - fragment DUOX zaklonovany v expresnim
plazmidu pET100 (T7F — T7R - 1051 bp)
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TACTCGICGCAGATGCACATCGAGRAGCAGCGCTACGATGGCTGGTACARCRARACCTCGCC

PEEREERETP et e e e e b e e e (e e el
TACTCGTCGCAGATGCACATCGRAGARAGCAGCGCTACGRCGEGCTGETACRACARCCTCGCC

CACCAGGACTGGGGCGCAGTCGRAGAGCCAGCT GEGTGCGEGARGGCGCCGTICGT CGTACGCG
FEErrerererr ey e et re e e et
CACCAGGACTGGGGCGCTGTCGAGAGC CAGCT GEGTGCGERRGGCGCCGTICTTCGTACGCG

GRCGGCGT GTACATGAT CGCCGAGGEGAGECCCAGCCCEGCGCTCCCTGAGCCAGGRCCTE
PECErrr e e b ettt bbb e et e e bl
GACGGCGT CTACATGAT CGCCGAGGGGAGGCCCAGCCCGCGCTCCCTGAGCCAGGACCTG

TTCARGGGCGRGGACGGACTGCCCTCCACCAGGARCCTCRACCGTCCTCTTICGTCTICTIC

PEEREEEEr e et e e e e e e e e e e e b et
TTCARGGGCGRGGACGGACTGCCCTCCACCAGGRACCTCACCGTICCTCTICGTCTICTIC

GGGCAAGTGATCTCGTCGGRAGTGTTARTGGCCAGCGAGCCCGGCTGCCCGRATCGRGTTIC
[ (e et r et et el
GGCCARGTGATCTCCTCGGAAGTGTTGATGGCCAGCGAGCCCGECTGCCCGATCGAGTTIC

CACCGCATTCCCATCAGCCGCT GTCGACGACGAT GTACGRCAGCARAGTGCACGGGRCAGCEC

PELREERET et e e e et b r e et e et b et
CACCGCATTCCCATCAGCCGCTGTGACGRAGAT GTACGACAGCRARGTGCACGGGRCAGCGEE

TACATGCCCTTTCACCGAGCCCACTACGACGT CAAGRCGGGCCAGTCCCCCRACRACCCC

PEErrerrrrrmmp e e e e el
TACATGCCCTTCCACCGGGECCCACTACGRACGT CRARGACGEGCCAGTCCCCGRRCARCCCC

CGGGRACRGACGRACCT GECGACGAGCTGGAT CGACGCGTCGTACGT GTACAGCACGAGC
FEEEEEEE e et e et bbb e bbbt b e e bbb e e el
CGGGARACRGACGRACCT GGCGACGAGCTGGAT CGACGCGTCGTACGT GTACAGCACGAGT

GAGACGTGGGCCAACACGATGCGETICCTTCGAGRRCGGCACCTTCCGGACGGCCGACALG
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GRGRCGTGGGCCARCACGATGCGGTCCTTCGAGRACGGCACCTTICCGCACGGCCGACACG

GACTCCCGGCTCCCGCCCAAGRRACARGGAGCGCGTGCCGCTCTTCRAACTCGCCGCCCGLC
FEErErrerrer et et et ereer e e e e et bt e e et et et el
GACTCCCGGCTCCCGCCCARGARCRAGGRGCGCGTGCCGCTCTICAACTCGCCGCCCGCC

CGCTACCTGGGCATCATGRACCCGGAGCGCATGTTCATCCTGGGCGACCCCCGGACGARAL
PEEREERETE R et et et e et b e e e b e et e e b el
CGCTACCTGGGCATCATGRACCCGEAGCGCATGTTCATCCTGGECGACCCCCGGACGRAC

CAGRRCCCGGGCCTGCTGGCGT TCGECATCCTGTTCT TCAGGTACCACARCATGCACGCC

PEEEEErrrerr e e e e e e eyl
CRAGRRCCCGGGCCTGCTAGCGTTCGGCATCCTGTTICT TCAGGTACCACARCGTGCRCGEC

CTGCGCATCARGRACACCCACCCGGACTGCGACGGRACGAGGACRATCT 765
FErrrerere e et e et et el
CTGCGCATCARGRACACACACCCGGACTGGACGGACGAGGACATCT 205
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Obr. 9. Porovnani nukleotidové sekvence amplifikovaného fragmentu Ir DUOX a Is DUOX. Tu¢né jsou
vyznacené nukleotidy, kde se sekvence Ir DUOX a Is DUOX lisi
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3.3. Tkanovy profil transkripce DUOX ve stieveé, slinnych zldzdch a vajelnicich klistéte

l. ricinus

Metodou RT-PCR byla provéfena mira exprese Ir DUOX v jednotlivych tkanich
. ricinus v pribéhu sani (dynamicky profil). Hlavnim zamérem provedeného pokusu byla
identifikace rostouci/klesajici tendence transkripce Ir DUOX. Templatem pro RT-PCR byla
cDNA izolovana ze stiev, slinnych zlaz a vaje¢nikl vypitvanych ze samic I. ricinus v riizném
stadiu sani na morceti. Vysledky pokusu ukézaly, ze Ir DUOX je exprimovana ve vSech
testovanych tkanich, ale dynamika exprese v pribéhu sani je rozdilnad. Ve stievé se zda byt
Ir DUOX nejvice exprimovana u nenasatych klistat a v pribéhu sani jeho exprese
(s vyjimkou 5. dne) klesa (Obr. 10). Opacény trend byl pozorovan u slinnych zlaz, kde exprese
Ir DUOX byla u nenasatych klist'at nejnizsi, ale jiz od druhého dne sani byly hladiny mRNA
vyrazn¢ zvySeny na konstantni tiroven (Obr. 11). Ve vajecnicich byla od 2-5. dne pozorovana
zvySena exprese Ir DUOX, po 5. dni doslo k down regulaci az na minimalni hladinu mRNA
(Obr. 12). Tyto zajimavé rozdily v dynamice exprese DUOX vV raznych tkanich bude nutné

v budoucnu potvrdit pomoci kvantitativni real-time PCR.

L UF D 4D 5D i10] FF

DUOX
500 bp

feritinova kontrola

500 bp

Obr. 10. Dynamika exprese Ir DUOX ve sti‘evé v priubéhu sani. Sloupce znazoriiuji cDNA z rtiznych fazi
sani. L - ladder, UF - cDNA z nenasatych samic, 2D - po 2 dnech sni, 4D - po 4 dnech sani, 5D - po 5 dnech
sani, 6D - po 6 dnech sani, FF - GipIné nasati
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500 bp feritinova kontrola

L UF 2D 4D 5D 6D FF
DUOX
500 bp

Obr. 11. Dynamika exprese Ir DUOX ve slinnych Zlazach v pribéhu sani. Sloupce znazorfiuji cDNA
z riznych fazi sani. L - ladder, UF - cDNA z nenasatych samic, 2D - po 2 dnech sni, 4D - po 4 dnech sani,
5D - po 5 dnech sani, 6D - po 6 dnech sani, FF - Giplné nasati

L UF 2D 4D sD 6D FF

500 bp
feritinova kontrola

Obr. 12. Dynamika exprese Ir DUOX ve vaje¢nicich v pribéhu sani. Sloupce znazoriiuji cDNA z riiznych
fazi sani. L - ladder, UF - cDNA z nenasatych samic, 2D - po 2 dnech sni, 4D - po 4 dnech sani, 5D - po 5 dnech
sani, 6D - po 6 dnech sani, FF - GipIné nasati

3.4. Exprese rekombinantniho proteinu

Fragment DUOX byl zaklonovan do expresniho vektoru pET100 a jeho pfitomnost
ovétena pomoci PCR s T7F/R primery (Obr. 8) a sekvenaci. Naméfena koncentrace vektoru
se zaklonovanym DUOX byla pomoci UV - spektrofotometru stanovena na 37 ng/ul.

Plazmidy byly transformovany do expresnich BL21 E. coli.

3.5. Detekce rekombinantniho proteinu v inkluznich téliskach

Z bakteridlniho peletu byly izolovany jednotlivé proteinové frakce — rozpustna,
membranova a frakce inkluznich télisek. Pfitomnost velkého mnozstvi proteinu o teoretické
velikosti fragmentu DUOX byla pomoci SDS-PAGE prokazéna v inkluznich téliskach
(Obr. 13a). Metodou Western blotu s pomoci protilatek proti polyhistidinovému motivu bylo
prokazano, Ze se jedna o rekombinantni fizni protein (Obr. 13b). Tento material byl nasledné

pouZit pro afinitni purifikaci na kobaltové kolong.
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a) M Cyt ) Mem Mem2 IB IB 10x b) M DUOX

66,0 kDa
66,0 kDa

45,0 kDa
45,0 kDa 30.0 kDa
30,0 kDa

20,1 kDa
20,1 kDa

Obr. 13. Detekce rekombinantniho fragmentu DUOX. (a) SDS-PAGE proteinovych frakci bakterialni
kultury. M - LMW marker, Cyt - rozpustné cytosolické proteiny, Mem/Mem?2 - rozpustné membranové proteiny,
IB - Ir DUOX vV inkluznich téliskach, IB 10x - Ir DUOX v inkluznich téliskach 10x ziedéné. (b) Western Blot
fazniho rekombinantniho proteinu s anti His-tag protilatkami. DUOX - Ir DUOX detekovany anti His-tag
protilatkou (1:2000) metodou Western blot

Velikost DUOX fragmentu byla odectena na 32 kDa. Fuzni protein se sekvencemi

vektoru pET100 je znazornén na obrazku 14.

MRGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDHPFT

Obr. 14. Proteinova sekvence vysledného fiizniho fragmentu Ir DUOX. Zluté je vyznadena &ast proteinu
pochazejici z vektoru pET100, zelen€ je vyznacena cast specifickd pro Ir DUOX. Teoreticka hmotnost celého
fuzniho proteinu je 32 083 Da

3.6. Purifikace rekombinantniho His-tag fragmentu

His-tag DUOX agregovany v inkluznich téliskach byl purifikovan chelata¢ni
chromatografii v pfitomnosti 8M mocoviny. Purifikovany protein byl eluovan promytim
kolony 250mM a 500mM imidazolem. Jednotlivé frakce byly ovéteny pomoci SDS-PAGE
(Obr. 15). Po purifikaci Ir DUOX byla pomoci Bradford assay zmétena jeho koncentrace.
Celkovy zisk proteinu ze 400 ml LB média byl stanoven na 7.8 mg.
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Purifikace 1 Purifikace 2

M 1B FT EL1 EL2 EL3 FTb EL4 ELS EL6

66,0 kDa

45,0 kDa

30,0 kDa

20,1 kDa

Obr. 15. Purifikace DUOX pies Co** kolonu za pouziti imidazolu. M - LMW marker, IB - inkluzni
téliska (Ir DUOX), FT/FTb - frakce nezachycenéd na koloné&, EL1, EL2, EL3, EL4 - rekombinantni protein
uvolnény z kolony po promyti 250mM imidazolem, EL3, EL6 - rekombinantni protein uvolnény z kolony
po promyti 500mM imidazolem

Po purifikaci pies Co®* kolonu byla ve vzorku FT detekovana vysokd koncentrace
proteinu, proto byla provedena druha purifikace. Po této druhé purifikaci se snizila pfitomnost
proteinu ve vzorku FTb. Fakt, ze se na kolon¢ nezachytil vSechen rekombinantni protein,

pravdépodobné zpiisobilo vysyceni kolony.

3.7. Kontrola preimunnich sér kralikd uréenych pro imunizaci

Pro vybér kralika vhodného pro imunizaci byla nejprve otestovdna reakce jejich pre-
imunnich sér se sttevnimi homogenaty klist'at. Koncentrace stfevnich proteinti byla stanovena
pomoci Bradford assay. KliStéci stfevni proteiny byly ovéfeny pomoci SDS-PAGE (nanaSeno
2 pg/ml). Pomoci metody Western blot byl proveden screening krali¢ich naivnich sér
(Obr. 16). 3 rtzna naivni krali¢i séra detekovala kliStéci stfevni protein o velikosti 55 kDa,
coz neovlivni detekovani nativniho DUOX specifickymi protilatkami, jehoz velikost je

cca 180 kDa.
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66 kDa

45 kDa

Obr. 16. Kontrola crossreaktivity krali¢ich naivnich protilatek proti fragmentu DUOX s proteiny
klistéciho stievniho extraktu. Do kazdé fady bylo naneseno 2 pg vzorku klistécich stfevnich homogenati.
M - LMW marker, C - kontrola pfitomnosti klistécich stfevnich proteini v Coomassie, K1, K2, K3 - protein
detekovany krali¢imi preimunnimi séry (pochazejici ze tfech zvirat) vyfedénymi v poméru 1:50

3.8. Piiprava krali¢ich polyklondlnich protilatek a kontrola jejich specifity

Protilatky byly ziskany imunizaci kraliciho plemene ¢incila velka. Sérum odebrané
po 4. imuniza¢ni davce bylo pouzito pro detekci antiDUOX kvality protilatek obsazenych
v séru. Tato specifita byla ovéfena metodou Dot blot (Obr. 17). Ukazalo se, ze sérum
imunizovaného kralika vykazuje nejméné¢ 10% silngjsi reakci s rekombinantnim fragmentem
DUOX (ptivodni antigen), nez pre-imunni sérum. Diky znacné specifité¢ protilatek proti
rekombinantnimu fragmentu, nebyla tedy nutna dal§i imunizace. Kralik byl usmrcen, vykrven

a z krve bylo ziskdno sérum.

antiDUOX kontrola
AME 1:100 1:1000  1:10000 1:100 1:1000

Obr. 17. Kontrola specifity protilatek na rekombinantni DUOX metodou Dot blot. AMB -
vz. v amidoblacku, 1:100 — 1:10000 - detekce DUOX antiDUOX protilatkami o rtizné koncentraci. Kontrola
byla provedena za ptritomnosti pre-imunniho séra o rizné koncentraci
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3.9. Vliv pfitomnosti patogent na regulaci transkripce genu pro DUOX

V puvodnich pracich, které¢ popisuji vyznam DUOX ve stfevni imunit¢ D. melanogaster
(Haet al., 2005) i vjejich uloze pii pfenosu Plasmodii komarem A. gambie
(Oliveira et al., 2011), bylo ukazano, ze jejich exprese je siln¢ zavisla na piitomnosti ostatni
bakterialni mikroflory. Na zakladé faktd z téchto clankl byl proveden pokus, pii kterém byly
samice klistéte 1. ricinus uméle infikovany smési zivych nebo mrtvych mikrobt (G~ bakterie -
E. coli, G* bakterie - S. aureus a kvasinka - C. albicans). Byl sledovan vliv této infekce
na expresi DUOX v stfevech nenasatych klistat (Obr. 18).

DUOX feritin negativni kontr.

L Z M P ¥ M P ED KF

Obr. 18. Transkripce Ir DUOX ve stiev€ nenasatych samic I. ricinus po umélé infekci smési mikrobi.
L -ladder, Z - zivé mikroby, M - mrtvé mikroby, P - kontrola mikrobialni stimulace sterilnim PBS,
KD - negativni kontrola bez templatu s DUOX F/R primery, KF - negativni kontrola bez templatu s feritinovymi
F/R primery. Sloupce DUOX a feritin detekuji miru exprese testovanych gent

Pokus ptinesl piekvapivé vysledky. PCR stfevni ¢cDNA samic klistéte I. ricinus,
infikovanych smési G',G" a kvasinek, ukézala iplnou supresi exprese Ir DUOX, tedy ziejmé
ztratu produkce ROS, které jsou popsany v literature jako hlavni antimikrobidlni latky. Toto

pozorovani je dale diskutovano v nasledujici kapitole.
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4. Diskuze

Experimenty zabyvajici se dynamikou exprese Ir DUOX ukazaly rozdilné trendy
u jednotlivych tkani béhem sani. Nejzajimavéjsi vysledek byl pozorovan u expresniho profilu
Ir DUOX ve stievé klistéte I. ricinus, kde byla béhem prvnich dni sani konstantni hladina
produktti tohoto genu, béhem dalsiho sani ale byla exprese snizena na minimalni hladinu.
Tento pokles by mohl souviset s ptfijmem hemoglobinu (hemu). Oliveira et al. ukazal,
7e U komara Aedes aegypti dochazi po nasati krve k vyraznému poklesu produkce ROS
Ve stfeve, souvisejici s aktivitou DUOX (Oliveira et al., 2011). Ve sttevé klistat, kde dochazi
k intracelularnimu zpracovani hemoglobinu, je také zvySend pravdépodobnost vzniku
hydroxylovych radikali, fatdlnich pro vlastni organismus. Proto se domnivame,
ze pozorovany pokles exprese DUOX ve stievé klistat by mohl souviset s jejich obrannymi
mechanismy proti oxidativnimu stresu. Tuto domnénku potvrzuje 1 fakt, ze pribeh exprese
DUOX ve slinnych zlazach i vajeénikach, které se nedostanou do piimého kontaktu s hemem
nebo hemoglobinem, je odliSny. Zajimavé pozorovani pfinesl i transkripéni profil exprese
Ir DUOX ve slinnych zldzach, kde byla hladinu transkriptu témét konstantni po celou dobu
sani. Je pravdépodobné, ze antimikrobidlni aktivita ROS, produkovanych DUOX, se podili
na obran¢ klistéte jiz v dobé fixace na kizi hostitele. Na tomto rozhrani se vyskytuji

potencialné Skodlivé mikroorganismy, které mohou byt témito mechanismy eliminovany

(Wikel et Bergman, 1997)

V imunitnim systému organismu D. melanogaster byla doposud hlavni funkce
V imunitnich reakcich ptipisovana slozkdm hemocoelové (hemolymfatické) imunity. Nejveétsi
pozornost byla doposud vénovana uloze antimikrobialnich peptidit (AMP) jako drosomycin,
cecropin nebo defensinim. Oproti témto piredstavam Ha et al. (2005) ukazal, ze
k produkci ROS transmembanovou DUOX a to hlavné v pfitomnosti mikroorganismd. Sva
tvrzeni podpoftil pokusem na mutantnich muskach se snizenou expresi pro AMP. Po nakazeni
téchto musek neletadlnimi bakteriemi nebyla pozorovdna zvySena mortalita. Po RNA
interferenci DUOX byla pozorovana naprostd ztrata schopnosti produkce ROS. Infekce
DUOX deficientnich musek stejnymi bakteriemi vedla k vyrazné vyssi umrtnosti. Role ROS
v antimikrobidlni obrané stievniho epitelu byla potvrzena experimenty s enzymem katalazou.

Katalaza je hlavnim enzymem pro rozklad ROS H,0,, ktery je produktem DUOX. Deaktivace
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genu pro katalazu opét vedla ke zvySené mortalit¢ musSek. Pfesnd regulace DUOX
u D. melanogaster je zasadni pro udrZeni vlastni stfevni mikroflory a zaroven efektivni
obran¢ proti invadujicim mikrobiim. Regulace DUOX, vedouci k masivni produkci ROS, ma
vlastni signalni drahu ptes PLCP protein a kaskadu dalSich proteinti (Bae et al., 2010).
Dutlezitou slozkou v této regulaci jsou mikrobialni peptidoglykanové (PG) ligandy. Mikroby
sttevni mikroflory produkuji non-PG ligandy, které neaktivuji kaskddu vedouci ke vzniku
nadmérného mnozstvi ROS. Dochazi tedy pouze k bazalni produkci ROS, které zajist'uji
rutinni mikrobialni kontrolu. V ptitomnosti velkého mnozstvi patogend, které produkuji PG
ligandy, dochazi k aktivaci této drahy a maximalizaci produkce ROS pro boj se Skodlivymi
mikroorganismy (Bae et al., 2010). Rovnovéha mezi produkci ROS a jejich degradaci se tak
ukazala jako nezbytna ve stfevni imunité D. melanogaster v pokusech provedenych in vitro
(Ha et al., 2005). Funkce DUOX in vivo, kde se patogeny vyskytuji nepietrzité, zatim zistava

neobjasnéna.

Vyzkum DUOX a jeho funkce v ptfitomnosti patogent byl proveden 1 u krev sajiciho
komara A. aegypti. U téchto komart byly pozorovany zmény v produkci DUOX v pfitomnosti
bakterie Enterobacter asburiae, ktera byla izolovana ze stfev nasatych komart téhoz druhu.
Infekce touto bakterii spolecné s askorbovou kyselinou (kterd vychytdva ROS) a solnym
bikarbonatovym agarézovym pufrem (BBSA) vedla ke zna¢nému poklesu zivotaschopnosti
komart. Zaroven byl detekovan 4 nasobny nartst bakterii po 24 hodinach od infekce
(Oliveira et al., 2011). Ptredpokladalo se, Ze zvySena tmrtnost piimo souvisi s proliferaci
bakterii. Toto pozorovani demonstruje, Ze bakterialni rast ve stfevech komarti v pfitomnosti
askorbové kyseliny, bylo zptisobeno absenci ROS. Pro ovéteni tohoto tvrzeni byla infekce
E. asburiae zopakovana v piitomnosti BBSA a DPI (dyphenyleneiodonium), ktery inhibuje
ROS produkci. Vysledky této kontroly byly velmi podobné. Pokles ROS ve stfevech je tedy
zpusoben piijmem hemoglobinu (Oliveira et al., 2011). U komart A. aegypti, ktefi sali pouze
BBSA nedochdzelo ke snizeni produkce ROS ve strevé. Pritomnost ROS vedla k usmrceni
bakterii ve stfevech a zvySeni preziti komard. Obohacenim BBSA hemoglobinem vedlo
ke znaénému snizeni ROS produkce. Stejné vysledky piinesl i pokus, kdy bylo k BBSA
pfidan pouze hem o nizké koncentraci. Doslo k potlac¢eni produkce ROS téméft ve stejné mife
jako v ptipadé obohaceni BBSA plnohodnotnym hemoglobinem (Oliveira et al., 2011).
Po exkreci hemoglobinu se hladina ROS vrétila na ptivodni hladinu. Je patrné, ze pokles ROS

ve stfevé souvisi se zplisobem vyzivy. Hematofagni organismy béhem sani vykazuji snizeni
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ROS, zatimco D. melanogaster, zivici se na kvasicim ovoci, prokazuje vyrazné zvyseni ROS
(Ha et al., 2005)

Nejvice prekvapivé vysledky piinesl experiment, ve kterém byla provadéna
mikrobialni kapilarni infekce samic I. ricinus smési bakterii a kvasinek. Tento experiment
ukdzal, ze po infekci Zivymi i mrtvymi mikroorganismy dochdzi k vyraznému potlaceni
exprese DUOX u nenasatych klistat. Tento zajimavy jev bude potfeba vysvétlit dal§imi
opakovanymi experimenty. Bude napt. zajimavé zjistit, jestli za pozorovanym efektem je
pouze néktery z aplikovanych mikrobt a jestli bude mozno tuto down regulaci pozorovat
I pii aplikaci jednotlivych ,pattern recognition® molekul typickych pro jednotlivé
mikroorganismy (lipopolysacharidy pro G bakterie, peptidoglykany pro G* bakterie popf.
B-1,3-glukany pro kvasinky). Pro presnéjsi kvantifikaci trovné exprese DUOX bude 1épe
pouzit qRT-PCR.
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5. Zavér
e Byl identifikovan gen pro DUOX I. ricinus, ktery je ortologem DUOX I. scapularis

e Provedené transkripéni profily ukazaly rozdilné hladiny transkriptu DUOX béhem
klistéciho sani

e Byl piipraven rekombinantni fragment Ir DUOX a vytvoreny antiDUOX protilatky

e Byl potvrzen negativni efekt patogentl na expresi Ir DUOX ve stieve klist'at
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7. Priloha

NiZe je uvedena nukleotidova sekvence Is DUOX. Zlut& je vyzna¢ena sekvence, pro kterou

byly navrzeny primery pro detekci Ir DUOX.

atgggggtctcccccatctggttecctcgaggaagageccgtactegtecgcagatgcacate
M G v S p I W F L E E E P Y S S O M H I
gagaagcagcgctacgacggctggtacaacaacctcgcccaccaggactggggecgetgtce
E K Q R 'Y D G W Y N N L A H Q D W G A V
gagagccagctggtgcggaaggcgccgtcttecgtacgecggacggcecgtctacatgatcgec
E s ¢ L. vV R K A P S S YA DGV Y M I A
gaggggaggcccagcccgcecgctcececctgageccaggacctgttcaagggcgaggacggactg
E G R P S P R S L S Q D L F K G E D G L
ccctccaccaggaacctcaccgtectettegtettectteggeccaagtgatectectecggaa
P s T R N L T V L F V F F G Q V I S S E
gtgttgatggccagcgagcccggctgcecccgatcgagttccaccgcattcecccatcagecge
v L M A S E P G C P I E F H R I P I S R
tgtgacgagatgtacgacagcaagtgcacgggacagcgctacatgcccttccaccgggcec
c b EMY D S K CT G Q R Y M P F H R A
cactacgacgtcaagacgggccagtccccgaacaacccecccgggaacagacgaacctggeg
H Y DV K T G Q s P N N P R E Q T N L A
acgagctggatcgacgcgtcgtacgtgtacagcacgagcgagacgtgggccaacacgatg
T s w I D A S Y V Yy S T S E T W A N T M
cggtccttcgagaacggcaccttccgcacggeccgacacggactceccecggetececcgeccaag
R s F E N G T F R T A D T D S R L P P K
aacaaggagcgcgtgccgctcttcaactcgceccgeccgeccgectacctgggcatcatgaac
N K E RV P L F N S P P A R Y L G I M N
ccggagcgcatgttcatcctgggcgacccccggacgaaccagaacccgggectgcectageg
p E R M F I L. G D P R T N O N P G L L A
ttcggcatcctgttcttcaggtaccacaacgtgcacgeccecctgecgecatcaagaacacacac
F G I L F F R Y H N V H A L R I K N T H
ccggactggacggacgaggacatctttctgcacgccaggagatacgtcatcgecggeccatg
p b w T D E D I F L H A R R Y V I A A M
cagaacgtaatcgtctacgaatacgtgccaacgttgctcggagagaacgtcacagaatac
o NV I VY E Y Vv P T L L G E N V T E Y
acaggctacaagccagacgtgcatccgggcatcagccacgagttccaggecgectgectte
T G Yy K p DV H P G I S H E F Q A A A F
aggtttccgcacacctccatcccecceccececgggecatctacaggagggaccggagttgcaactte
R F P H T s I P P G I Y R R D R S C N F
ctggacaccaaaaacgggttcaaggccctgecgtctcectgetccacctggtggectecteggag
L b T K N G F K AL R L C S T W W L S E
gaggtgctcccggcecttcececggecgtggacgaattcecctgectgggcatggectecgcagatecgece
E vL. P A S GGV D EF L L GM A S Q I A
gagaaggaagaccagatcctctgctccgacgtccgagacaagctgttecggeccccatggag
E K E b o I L ¢ s D V R D K L F G P M E
ttcactcggagggacctggcggcgctggacatcatgcgcggeccgcgacaacggecttecg
¥ T R R D L A A L DI M R G R D N G L P
gactacaacacggtgcgccgccacttcggactcccececgcecatcaccacctggacgcagatce
by N T VvV R R H F G L P A I T T W T Q I
aacgagaagctggcacgcagcaacccggagatcttcgagaagcttcggaagectgtaccac
N E K L AR S N P E I F E K L R K L Y H
gacaacctggacaacgtggacctgttcgtgggcggcatgctggagtcggacgaggggcgce
p N L D NV DL F V G G ML E S D E G R
ccgggcccgctcecttececgcaagatcatccgggagcagttcgagecgectcagggacgceccgac
P G P L F R K I I R E Q F E R L R D A D
cgcttctggttcgagaacgtccacaacggaccaagggcgcgagctgatcgectacctetece
R F W F E N V H N G P R A R A D R Y L S
ttccagcctgccatggaggcggtggatattectectcggagtttectcaccgcagcagate
F O P A ME AV D I P L G V S S P Q QI

42



aacagctcggtgctggagccgtgcatgatcctcgacggctgggactacttcaggggaaac
N S s v L. E P C M I L D G W D Y F R G N
gaggtcgcctacatctactcctgectecgtgectecgecttcattecccatcagtgagcacect
E vaAaA Yy I ¥ s C L VvV L A F I P I S E H P
ccgtggacactccccggacaagceccgtaaaccgagtgecgecgttecttattegtegecaag
P w T L P G Q A V N R V P P F L I R R K
ggacccttgccgcagccgcagcagatcaacagctcggtgectggagecgtgcatgatcecte
G p L. P QO P O O I N S S V L E P C M I L
gacggctgggactacttcaggggaaacgaggtcgcctacatctactcctgecctegtgetce
b G w DY F R G N E V A Y I ¥ S C L V L
gccttcattcccatcatttgecgeccgggectcecggectacggagtcatcaagectccaaaaccgg
A F I P I I C A G L G Y G V I K L Q N R
cgaaggagaaacatcaaggccaaaaaggaaatcaacattgggaagaactatgacaagctg
R R R N I K A K K E I N I G K N Y D K L
tacgtgaaggaatggctgcaccaaaaccacaagcgcttcgtgaaagtgaagatcggtccg
Yy v KX E W L H Q N H K R F V K Vv K I G P
gacgagtcgctgtcgacggtgaatcgcaaaggggaggtgctgcgcaaggtggacttcaag
b £ s L s T V N R K G E V L R K V D F K
tccgtcgecgegetecgtggtcgagatctccacggacatggccaagaagecccatgtgectyg
s VvV A AL V V E I s T b M A K K P M C L
gtccgctcgcccagggaccacgacctggtecctgcagttcgacagecgtccactecgegcaag
vV R S P R D H DL V L Q F D S V H S R K
aagttcctgacgaagctggagagcttcctggtcaaccggaagaagaccctggagagcatce
K P L T K L E s ¥ L vV N R K K T L E S I
gacaccacgcgggacaccatgctggccaacgccgagaccaaggagaagcgacagaagcgce
p T T R DT M L A N A E T K E K R Q K R
ctcgaacacttcttcagggaggcctacgccecctgacattcggattgaagececcggecgagaag
L E H F F R E A Y A L T F G L K P G E K
cggaaattggaagatgtgggcaacgatgtgatcatggtcatgcggacgtccecctgtcgaag
R K L £ b Vv G N DV I MV MR T S L S K
caggagtttgcagaggccctgggcatgaagccggactcecctgttecgtcaagcaaatgtte
Q E F A E A L G M K P D S L F V K O M F
aactgcgtcgacaaggacaaggacgaacgaatcagcttccaagagttcctcgacaccgtce
N ¢ v D K D K D E R I S F O E F L D T V
gtcctcttcaccagaggcaagagcgaggacaagttccgcatcatcttcgacatgtgcgac
v L. ¥ T R G K S £E D K F R I I F D M C D
aagaacgggaacggcatgatccagaagcaggagctgaccaagatgctccggtcgectggtyg
K N 6 N 66 M I 0 K ©OE L T K ML R S L V
gacatcgccaagaccaactcgctgagcgagtacgagaccacggacatcatcagecggcatg
p I A K T N S L S E Y E T T D I I S G M
tacgcctcggcaggcctcgacaacaccgaggagctcaactacgaggacttcaagaagatg
Yy A S A G L D N T E E L N Y E D F K K M
atgaaggagcaccggggagacttcatcgccatcggcectcgactgcaagggggccaatcag
M K E H R G D F I A I G L D C K G A N O
aacttcttggacacatcctcaaacgtggctaggatgacgagcttccagatcaaccagecg
N F L DT S SNV AU RMT S F O I N Q P
gccgaagacccaccctcecctggaccatccagaagtggaaccaggtgaccacattectecgag
A E D P P S W T I QO K W N O V T T F L E
gagaaccgtcagcacgtcttctacctcttegtcttctacgttgtcaccatcgtecttatte
ENROQOQUHV F Yy L F V F Y VvV Vv T I V L F
atcgagaggttcatcttctactcgtacatggcggagcacatggacctgcggcacgtgatg
I £E R F I F ¥Y S Y M A E H M D L R H V M
ggcatcggcatcgccatcacgcggggctcecggecgectegetgtegttectgectactececctyg
G I 6 I A I TR G S A A S L S F C Y S L
ctgctgctcaccatgtgtcggaacctgatcaccaagatccgggagctceccecgecteccagecag
r»r ... 7T M ¢C R N L I T K I R E L P L Q O
tacatcccgctcgactcgcacgtccagttccacaagatcgtcgecctcaccgegetette
y I p L D S H V Q F H K I v A L T A L F
ttcagcctggtacataccgtcgggcattacatcaacttctaccacgtttctactcagcecca
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¥F S L. vV H T V G H ¥ I N F Y H V S T Q P
gcggaacacttgaggtgtatgacgaaggaaatgcactttgattcggagtttaaatcgact
A E H L R CM T K E M H F D S E F K S T
atcactttttgggtgtttcagacagtcacaggtatcacgggagtgtgcttgtttgtcgte
I T F W V F Q T VT G I T G VvV C L F V V
atgtgcatcatattcatcttcgcccaccccaagatacgccagaaggcgtacagttattte
M ¢ I I *F I F A H P K I R Q K A Y S Y F
tggatgacgcacagtctctacattctactctacattttgtgcttactccacggacaagcg
W M T H S L Yy I L L Yy I L C L L H G Q A
aagctcactgggacgcctcgattctggatgttctttgtaggecccagctattatattcaca
K .. T 6 T P R F W M F F V G P A I I F T
ctggacaaagttgtcagcctccagacgaaatacatggaactggatattctggacaccgaa
L b K vv s L @ T K Yy MM E L DI L D T E
ctcctaccatctgacgtgacgcgcgtgaagttcacgcggceccgecccaacttcaagtacctg
L ... »p s DV TRV K F TR P P N F K Y L
tcgggccagtgggtgcggctgggctgcacgggcttccgggeccagcgagtaccactegete
s G Q W VvV R L G C T G F R A S E Y H S L
acgctcacgtcggcgccgcacgagaactacctgtccgtgcacgtcaaggcccaggggeccc
T L. T s A P H E N Y L S V H V K A Q G P
tggacctggaagttgcgcaactatttcgaccccaacaacttgcacgaaggcatgctccce
W T w K L R N Y F D P N N L H E G M L P
aaggttcggctggaaggtccgttcggagggggcaaccaagactggtacaagttcgagatc
K v R L E G P F G G G N Q D W Y K F E I
gccgtgatggttggtggaggcatcggcgtcacgeccgtacgecctccattctcaacgaccte
AV MV G G G I GV T P Y A S I L N D L
gtgttcggcacctcgaccaacagatactccggggtcgecctgcaaaaaggtgtacttcatg
v ¥F G T S T N R Y S G VvV A C K K V Y F M
tggatctgtccgtcgcaccggcacttcgagtggttcatcgacgtgectcagggacgtggag
w I ¢ Pp S H R HPF E W F I D V L R D V E
Ccgaaaagacgtcaccaatgtgctggagatccacatcttcatcacgcagttctttcacaag
R K bv TNV L E I H I F I T Q F F H K
ttcgacttgagaaccacgatgctgtacatttgcgagaaccacttccagaggatctccaac
¥ DL R T T ML Y I C E N H F O R I S N
aggagcatgttcacggggctgaaggccattaatcacttcggccgaccagacatgacggceg
R s M P T G L X A I N H F G R P D M T A
ttcctcaagtttgtgcagcagcaccactcctacgtgagcaaggtgggecgtgttcagectge
F L XK F VvV 0 0 H H S ¥y v S K v G v F S C
ggaccgtcggcgctcaccaagagcgtgagctcggectgcgagacggtgaacaacaaccgg
G p S A L T K S VS S A C E T V N N N R
aagctgccctacttcatccaccactacgagaacttctga
K L p Y ¥ I H H Y E N F -
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