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1. UVOD

1.1. KliS& obecné Ixodes ricinus)

Klist¢ obecné Ixodes ricinus) je zastupcentiadu Ixodidagceledi Ixodidae a pagtledi
Ixodinae. Jde o krevsajiciho ektoparazita vysShnatovai. Zivotni cyklus klistte obecného
se sklada zerit vyvojovych stadii, Bhem kterych saje naetch fiznych hostitelich (Singh a
Girschick, 2003). Larvy saji na plazech, ptacichandrobnych hlodavcich, nymfy naedns
velkych hlodavcich a dosjg samice pouze natgich savcich getré ¢loveéka (Olsén a kol.,
1995). Samice saji osm az deset dni, jsou schopsgtnaz 4000 mg krve hostitele a
v pribéhu sani ztSi asi déstekrat swij objem (Kaufman, 1989). Po uva@imi z hostitele
naklade az ¢kolik tisic vajicek. Cyklus v piznivych podminkach trva dva ai toky a korgi
nakladenim vafiek a smrti jedince. KIi&t obecné obyva mirmy pas celé
Evropy, severozapadni Afriky argrini Asie. VCeské republice je nejhajj$im zastupcem
¢eledi, vyskytuje se na pastvinach, vihkych loukachkovinach do nadnigké vySky okolo
1000 m. n. m. (Daniel a kol., 2004).

Mnoho parazii véetné mikroorganism, kteri infikuji obratlovce, se i svém genosu
neobejde bez krevsajiciho vektora. Klif dilezitym penaséem Siroké palety patogére
fad protozoi Babesia microti), bakterii Borrelia burgdorferi sensu latoEhrichia sp.,...) i
vira (virus kli¥ové encefalitidy) (Gray a Kahl, 1991). Tito parazge mohou mnoZzitip
prachodu ¢lem kliS€te ze steva do slinnych zlaz. Slinami, které jsathbm sani na hostiteli
produkovany, je nasledrparazit penesen z kligte do obratlovce. Vzajemné interakce mezi
patogenem, vektorem a hostitelem jsou trojiho tyjde: o infekci obratlovce patogenem,
nakazeni vektora patogenem a sani parazita nadiio@tiuttal, 1998). RRnaSené nemoci jsou
fazeny mezi zoondzy, protoze jejich zivotni cykluskpha hlave mezi zviaty (Gray a kol,
1999). Klis¢ obecné se n&jstji nakazi ve stadiu larvy sdnim na infikovanychdaacich.

V Ceské republice je kli&tixodes ricinus vyznamnym penaséem dvou zavaznych lidskych
onemocgni: Lymeské boreliozy a kifdvé encefalitidy. Renosu jsou schopna vSechna
vyvojova stadia kliste.

Nepostradatelnym organem nejen pro sani na hogstl pro klis¢ slinné Zlazy.
Obsahuiji Siroké spektrum enzgra riznych druli farmakologicky aktivnich molekul, které
acinné ovliviuji prirozené i specifické slozky imunitniho systému kel a usnagliji prijem
krve (Sonenshine, 1991). Slinné Zlazy zajjsiadu dalSich funkci, mezi které fiadbsorpce

vody z ovzduSi &ghem obdobi, kdy kligt neparazituje na hostiteli (Wikel a kol., 1994) a



sekrece elektrolyt vody a cementu, ktery sajici klidtkotvuje v Kizi hostitele (Munderloh a
Kurtti, 1995).

1.2. Interakce kligt- hostitel

Aby Kklist¢ mohlo Usgsré dokortit vyvojovy cyklus, musi fijmout potravu. Nejprve
si najde vhodné misto prorigati, poté mandibulami penetrujéZk hostitele a sekretuje
hmotu, ktera ji umaiuje udrZet se na hostiteli (Kaufman, 1989). Pr&ais krve musi klist
piekonatfadu ekazek, hemostazi a nespecifickou i specifickounitmii odpo¥d’. Proto
béhem sani kligt slinami vpravuje do hostitele latky s prokdzanontikmagul&ni,

vazodilat&ni a imunosupresivni aktivitou (Valenzuela, 2000).

1.2.1.Hemostaze

Ztratam krve se hostitel primarisnazi zabranit hemostazoui ®ani kliséte dochazi
k mechanickému posSkozeniide a podkozi. Hostitelovou obranou proti ztratanaekje
agregace krevnich destk, vazokonstrikce a koagdld kaskada. Vysledna fibrinova
sraZzenina zamezuje ztratam krve, proto ma&iggirozenou snahu prolomit vSechny tyto
bariéry.

Mezi inhibitory trombinu, ktery je jednim z Ebvych enzynmdi hemostazy pét
ornithodorin, amblin, boophilin, (Lai a kol., 2004 savignin (Mans a kol.,, 2002). V
hemolym¢g kliSt¢te Haemaphysalis longicornis byl identifikovan serpin HLS-2, ktery je
krome¢ anti-trombinové aktivity zahrnut v regulaci koagecg hemolymfy. Nasledkem inhibice
trombinu nedojde k aktivaci krevnich désk a koaguléni kaskada se celk®vzpomali
(Nienaber a kol., 1999).

Kli¢ovym faktorem koagulmi kaskady je serinova proteadza Faktor Xa (FXa&xykje
soutasti jak vijSi, tak vnitni cesty aktivace. Nejlépe charakterizovanym irthieim FXa je
TAP (tick antikoagulant peptide) z kftg&kaOrnithodoros moubata (Cook a kol., 1998; St
Charles a kol., 2000). DalSintikladem inhibice zavislé na FXa jsou inhibitory TH-Pls-
tissue factor pathway inhibitors), kterd@ispbi na komplex FVila-TF. V Kkli8ti Ixodes
scapularis byly identifikovany homology TFPI - Ixolaris (Freischetti a kol., 2002) a
Penthalaris (Francischetti a kol., 2004). DalSimibiiorem FXa je protein nazvany Salpl4
(Narasimhan a kol., 2002).



Dulezitou skupinou molekuldinnych @i inhibici hemostaze jsou inhibitory systému
kallikrein-kinin, ktery je so@iasti vnitni cesty aktivace koagulai kaskady. Sem patBmTI-

A (Boophilus microplus trypsin inhibitor A), ktery inhibuje trypsin, neofilovou elastazu a
lidsky plazmaticky kallikrein (Tanaka a kol., 1999 kliStéti Rhipicephalus sanguineus byl
nalezen jeho homolog, RsTIQ2 (Azzolini, 2003). bi vzajemné aktivace FXlla a
kallikreinu zmisobuje haemaphysalin z kit H. longicornis (Kato a kol, 2005). VSechnyit
inhibitory pati do rodiny inhibitoi serinovych protedz Kunitzova typu, tzv. Kunitzggey.

Jednou zdezitych molekul, kterd se uplatje @i inhibici shlukovani krevnich
desttek, je apyraza (ATP-difosfohydrolaza), ktera &mm brani i aktivaci neutrofii
(Champagne, 1994). Apyraza byla popsandatsinvy hematofagniclenovai (Ribeiro a kol.,
1985; Ribeiro a kol., 1990, Law a kol., 1992). DalSinhibitory agregace jsou moubatin,
variabilin nebo longicorin (Bowman a kol., 1997).a2vy molekul jsou odvozeny
od druhovych oznzeni klistte. TAI (tick adhesion inhibitor) stejnjako moubatin inhibuje
adhezi destek ke kolagenové matrix (Waxman a Connolly, 1998rd£ewski a kol., 1995).

Pri séni kliStte hraji roli i fibrin(ogen)olytickd agens, nédad TCI (tick
carboxypeptidase inhibitor) nalezeny u druRhipicephalus bursa, ktery in vitro urychluje
fibrinolyzu (Arolas a kol., 2005) a fibrin(ogen)digk4 metaloproteaza (Francischetti a kol.,
2003).

Klist¢ také produkuje vysoké koncentrace prostagland@eD,, PGE a PG}, coz
jsou nebilkovinné sloZzky slin branici aktivaci désk (Bowman a kol., 1997) a @gobujici
vazodilataci v mist sani (Champagne, 1994). U PGIyly popsany &inky na slozky
specifické imunity (Sa-Nunes a kol, 2007).

1.2.2.Zanét

Mechanické poSkozenitke v mist sani vede k nespecifické odgav ve formeg
zaretu (Brossard a Fivaz, 1982). Z#ne provazerttyimi jevy: bolesti, zvySenou teplotou,
otokem a zarudnutim,figemz posledni dva jmenované jsoaskédkem vazodilatace cév.
Presto, Ze vazodilatace je vhodna pro sani krve sbblestitele varujeipd parazitem. Bolest
zpasobuje i ATP, které se uwvalje z poSkozenych bk (Cochrane, 1967), dale serotonin,
histamin a bradykinin (Julius a kol., 2001). Kdigha schopnost potld bolest a swdéni
v misg sani zggsobené bradykininem jeho rogdeénim karboxypeptidazou (Ribeiro a Mather,
1998).



V roce 2000 skupinaédci pod vedenim J. Valenzuely identifikovala ve slimac
scapularis inhibitor alternativni drahy komplementu o hmotn®8,5 kDa a nazvala jej Isac
(I. scapularis salivary anticomplement). Krainantikomplementovécinnosti zpisobuje
pokles produkce anafylatoxXin s nasledkem pottani zagtu. KIis€ Rhipicephalus
appendiculatus produkuje ve svych slinach HBRistamin binding protein), ktery neutralizuje
acinek histaminu produkovaného degranulaci Zirnyciméku Pfitomnost histaminu dale
stimuluje zast. Homology tohoto proteinu, pétiho do rodiny lipocali, miZzeme
pravdEpodobré najit u vSech druhklistat (Paesen a kol., 1999).

1.2.3.Imunita

Imunosuprese je nabena proti specifické i nespecifické imunitni odpadivhostitele
(Wikel, 1996). U nespecifické imunitni odpali se jedn& o supresi NK bekn(Kubes a kol.,
1994; Kopecky a Kuthejlova, 1998), alternativni lfrdkomplementu inhibici ukladani
komplementové slozky C3b na aktivé povrch,cimz se brani uvébvani anafylatoxinu C3a
(Ribeiro, 1987; Lawrie a kol., 1999, 2005), fagazyt (Kyckova a Kopecky, 2006) a
produkce NO makrofagy (Urioste a kol., 1994).

ProtoZze klid&t saje na hostiteli golik dni, ma hostitel dostatekasu i na rozvoj
specifické imunitni odpaydi (Ferreira a kol., 2003). Opakované sani ma zsledéak
hostitelovu reakci naiffomnost kli&cich antiged. Dochazi k rychlé tvokb protilatek a
nekdy i k hypersenzitivni reakci IV. typu — DTH dthyed_ype typersenzitivity — oddaleny
typ precitlivélosti), které se &astni granularni bazofily (Allen, 1973). DTH reakg
odpowdna za dinnou odpo¥d proti klis€ti. Na DTH miZe kliS€ reagovat snizenou
hmotnosti po plném nasati, delSi periodou sanibicihsviékani, mensi siskou vajéek a
v nekterych gipadech mize mit za nasledek i smrt sajiciho Kigt(Wikel a Osburn, 1982;
Ribeiro, 1995).

Na za&atku specifické imunitni odpédi prezentuji Langerhansovy iy v lokalnich
miznich uzlinach antigen T-lymfoayn. Tvari se Th (pomocné) a Tc (cytotoxicke)
lymfocyty. Th lymfocyty se diferencuji na Thl a TisBbpopulace, které se liSi produkci
cytokina. Thl lymfocyty produkuji IL(interleukin)-2, IL-3IFN (interferon)y a TNF (Tumor
necrosis factory, zatimco Th2 subpopulace je typicka produkci ILE45, IL-6, IL-9, IL-10
a IL-13 (Mosmann a Coffman, 1989)¢idna obrana proti sani ki&e je zajistna gredevsim
Thl typem imunitni odpasdi. Thl cytokiny chemotaktickyitfiahuji neutrofily, monocyty,

makrofagy, eozinofily a bazofily. Dochazi pak ke nik tzv. kutanni bazofilni



hypersenzitivity, jiz zmigné DTH reakci. Cirkulujici homocytotropni imunogldiny IgG a
IgE senzibilizuji bazofily a Zirné liley nasedanim pomoci Fc receptoK aktivaci burk
dochazi pemostnim protilatek antigenem. Cirkulujici imunni kompjeklasickou cestou
aktivuji komplement, &ghem této aktivace se uwvnlji anafylatoxiny, coz ma za nasledek
degranulaci zirnych bwk a bazofii a nasledné uvodmi imunoaktivnich latek, néjklad
vyznamnych vazoaktivnich molekul a mediétaéréti histaminu a serotoninu.

Klistétem ovlivrena specifickd imunita se projevuje snizenim rydhlpsoliferace T
lymfocyta (Wikel, 1982; Ganapamo a kol., 1996) a B lymfacyHannier a kol., 2003).
Intenzitu poklesu vyznangnovliviiuje i délka klistciho sani. Bhem sani se émi i hladiny
raiznych cytokirii, které maji v imunitnim systému &tivou roli. Tyto zn&ny v expresnim
profilu cytokini maji za nasledek polarizaci odgadv z Thl smrem k Th2 (Kové a kol.,
2002). Klesaji hladiny IL-1, IL-2, TNle-a IFN<y, naopak produkce IL-4 roste (Ganapamo a
kol.,, 1995). Na ovlivani tvorby IL-10 se nazory liSi. Existuji prace psyici nafst
(Kopecky a kol., 1999) i pokles (Hannier a kol.,03D Bylo prok&zano, Ze IL-4 a IL-10
potlatuji proliferaci Th 1 lymfocyd, a to ve prosgch Th 2 populace. Naproti tomu cytokin
IFN-y, ktery inhibuje dleni Th2 bugk, byva klisS¢cimi slinami potlgen. (Mejri a kol., 2001;
Sender a Paul, 1994).

Do &la klistte se Bhem sani spote¢ s krvi dostavaji také imunoglobuliny. Ty
piechazeji ze gtva do hemocoelu, kde se naspecificky vaze IgBP (Immunoglobulin G
binding protein). Vytvéené komplexy jsou pak transportovany do slinnyéz & odtud zf
do tla hostitele. Tento proces ma vyznam pro ochramsiété pred poskozeni vrihich
organ hostitelovymi protilatkami (Wang a Nuttal, 1994).

V prabéhu 90. let se intenzivni vyzkum sokestil na vliv klisgcich slin, resp. SGE na
imunitni odpo¥d’ hostitele, ale od konce 90. let se hlavnim cilégma stala identifikace
konkrétnich molekul, odp@&dnych za dili imunomodulani &inky. V sowasné dob je
molekularié identifikovano relativa velké mnozstvi proteiy (Castnicich se interakce mezi
klistéetem a hostitelem. Prozkoumat, jaké mechanizmy gbped hostitelskym imunitnim
systémem se u kli§e kthem evoluce vyvinuly je zajimavé jak z pohledu adkiiho
vyzkumu, tak i z dvodu praktickeho vyuziti ziskanych poznatkagiklad v medicig.

Jednim z proteiins potvrzenou imunomoduiai aktivitou je protein Da-p36 z klige
Dermacentor andersoni. Tento glykoprotein o molekulové hmotnosti 36 kida vyrazny vliv
na proliferaci T-lymfocyi stimulovanych konkavalinem A (ConA) (Bergman a.ka@n00).
Rekombinantni protein fjpraveny v eukaryotnim expresnim systémul maa nasledek

vyraznou inhibici proliferace, ktera se dala srdvsatinkem purifikovaného nativniho
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proteinu nebo SGE. Jeho N-koncova sekvence je lagndk vnitni sekvenci imunoglobulin
vazajiciho proteinu. Nepotil se zatim popsat mechanizmus imunosuprese (Bergnkol.,
1998; Alarcon-Chaidez a kol., 2003).

Za zminku stoji i dalSi molekula simunomoduliani (€inky, protein izolovany
z klisgte I. ricinus nazvany lIris kxodes ricinus immunosuppressant). Jedna se o protein
z rodiny serpifi. Fripraveny rekombinantni protein o velikosti asi 43akzpisoboval inhibici
proliferace mysich splenodystimulovanych ConA, stefntak jako inhibici produkce IFN-
po stimulaci mitogeny (LPS a PHA). Iris inhibovagrodukci IL-8, TNFe a IL-6 (Leboulle a
kol., 2002).

1.3. Fenos patogeha efekt SAT

Zjisténi, Zze sliny maji pro ienos patogena kKbvy vyznam, bylo &inéno
v devadesatych letech minulého stoleti. SloZenimalize vyrazg usnadnit kolonizaci nového
hostitele. Tento jev byl pojmenovan jako SAT (Salikctivated Transmission). Poprvé byl
pozorovan u Togotho viru, jehoZz schopnost infikavaice a sajici kliGata vzrostla desetkrat
ve srovnani s kontrolou, wipad, Ze byl injikovan spokiné s SGE Kkligtte Rhipicephalus
appendiculatus (Jones a kol., 1992). Tento tzv. neviremick@nos byl také popsan u viru
klistové encefalitidy (Labuda a kol., 1993) a u bor@iéchova a kol., 2002) V roce 2005 se
poddilo identifikovat prvni protein, ktery je za tenjev zodpo¥dny, Salpl5 (Ramamoorthi a
kol., 2005; Anguita a kol., 2002).riBraveny rekombinantni protein SalplZInschopnost
inhibovat proliferaci CD4+ T lymfocyt potlaienim toku vipenatych iontpo navazani
Salp15 na TCR receptor. Tato skurtest ma vliv i na snizeni produkce IL-2, ktery stloje
proliferaci T-burk. Praw snizeni produkce IL-2 jeistodem pro inhibici proliferace CD4+ T
lymfocyta (Anguita a kol., 2002).

1.4. ProtikliS¢éci vakcina

K vakcinaci proti kligatim existuji dva odliSnéifstupy, jednak jde o vakcinaci proti
slozkdm kli&cich slin (exponované ,exposed“ antigeny) nebo iprantigerim
exprimovanym v jeho ®\w (skryté ,concealed” antigeny). Vakcinaceuie hostitele
ochranit ped infekci a zarowesnizit Zivotaschopnost vektora (Mulenga a kolQ@0QTitus a
kol., 2006).

Na paatku snahy o vyvoj vakciny stoji zjiti, Ze klis¢ci sliny obsahuji molekuly,
které ovliviiuji homeostadzu a imunitni reakci hostitele (TituRibeiro, 1988; Kovg 2004).
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Cilem tchto praci je vytviit protikliStci vakcinu, jejiz pouziti by v hostiteli vyvolalo
rezistenci ke kligti a zarové zamezilo nakazeni patogeny, které kligenasi. Jeiejmé, ze
imunosupresivni proteiny jsodippmné ve slinach&siny, ne-li dokonce vSech krevsajicich
¢lenovai, coz mize byt divodem penosu tak velkého mnoZzstvi patogefNuttal a kol.,
2000). Proto jsou protikli&ti vakciny povazovany za vhodnyigiup k vyvoji vakciny.
Vakciny namiené proti vektoru neochréani hostitele pouzedpznamym fenasSenym
patogenem, ale také protm dosud neznamym (Titus, 2006).

K ptipraw ucinné vakcinani smeési vede az identifikace konkrétnich molekul. Je
nezbytné nalézt imunogenni molekulu, ktera zatoxwesola rezistenci k samotnému kit
Tento poZzadavek je ale problematicky, protoZze ndy\wdokaze protein schopny indukovat
tvorbu protilatek vyvolat i rezistenciawi klistéti (Das a kol, 2000). Usishu bylo dosazeno
stzv. ,ttichym" antigenem ze slin, sialostatinem .L2/akcinace mafat timto
imunomodulatorem omezuje schopnost Et&Stplré se naséat, prodluZzuje periodu sani a
umoziuje rozvinuti za#tlivé odpowdi. Je ale zajimave, Ze sialostatin L2 neni rozpozn
humoralnimi sloZkami imunitni odpési v opakovaném sani kl&e, zatimco u zvat
oc¢kovanych sialostatinem L2 dochazi k neutralizaleoj&inku (Kotsyfakis a kol., 2008).

Vhodnymi antigeny se mohou stat antikoagolamolekuly, dale ty, které brani
shlukovani destek a vzniku za¥tu. Mezi tyto molekuly pat mimo jiné inhibitory proteéz,
které maiji tyto procesy na &omi. Jedna o serpiny (serine protease inhibitais)piimo
z rodiny serpif, tak i Kunitz-serpiny, které \he hostitele regulujiadu @&ju. Problémem
téchto molekul je to, Ze fize dojit ke crossreaktivits vlastnimi serpiny, coz nasledpovede
k autoimunitni reakci (Mulenga a kol., 2001).

Mezi nadjné kandidaty na vakcinu gaBPTI-kunitz trombinové inhibitory, Ixolaris,
Penthalaris, Salp1l4 a BmTIs/RsTIs. Dnes se zd&akeinace exponovanymi antigeny je
UcinngjSi nez pouziti skrytych antigénprotoze imunizace skrytymi antigeny nemusi zabran
pienosu patogéna navic si byla zvata schopna vytid rezistenci sanim neinfékich
klistat (Maritz-Olivier a kol., 2007; Mulenga a kol.,@0).

Novym pistupem k vakcinaci je imunizaceii jkteré plazmidova DNA vnesena do
hostitele spusti bwinou i humoralni imunitni odp&d’, na rozdil od imunizace proteinem,
kdy vznika pouze humoralni (Barry a kol., 2004).

Zatim existuje jedina koméme vyrakEna antikliséci vakcina. Jde o vakcinu proti
klisteéti Boophilus microplus, které penasSi babeziézu, nemocciui cela stdda dobytka
v Africe (Wiladsen a kol., 1995; Fragoso a kol.989 Jedna se o vakcinu naemou proti

skrytému antigenu Bm85.

12



1.5. Zpisoby identifikace novych imunoaktivnich molekul

Klasickym zmgisobem identifikace imunoaktivnich molekul je tzesta od proteinu ke
genu. Ze slinnych Zlaz jsou ziskany aktivni slofigbo SGE. Podle znamé sekvence se
v expresnim systémurtipravi rekombinantni protein a otestuje se rgparnou aktivitu
(Valenzuela, 2002).

Pri identifikaci je mozZné postupovat i ofpgym zpisobem, tedy od genu k proteinu.
V souwasné dob je asi nejvyhod§sSi. Tento postup je kombinaci rozsahlého sekvemiova
vysoce kvalitni full-length ¢cDNA knihovny slinnyclzlaz, nalezeni gén kddujicich
sekretované proteiny a nasledné bioinformatick@aprani ziskanych sekvenci. Nahodnym
vybérem velkého pétu kloni cDNA je mozné ziskat soubor stovelzmych gef. Tyto geny
jsou posléze rozdeny podle ¢etnosti a pibuznosti se znamymi sekvencemi uloZzenymi
v databazi do klagir V pripact, Ze nalezeny homologni protein v databazi ma pupsa
aktivitu, je mozné pokemvat v gipraw rekombinantniho proteinu a v testovani jeho
biologické aktivity (Valenzuela, 2002).

Posled® jmenovany postup byl vyuZit v projektu, ktery bzhmeéren na sialom
(transkriptom ze slinnych zlaz) kg Ixodes ricinus (Chmeld a kol., 2008). V tomto pokusu
byla popsana exprese a dynamikatgepribéhu sani. Na &kolika druzich kligat, konkréts
nal. scapularis (Ribeiro a kol., 2006; Valenzuela a kol., 200R)pacificus (Francischetti a
kol., 2005), Dermacentor andersoni (Alarcon-Chaidez a kol., 2007) @&mblyomma
variegatum (Nene a kol., 2002), jiz byly podobné prace dalemy a tato je prvni, ktera se
osekvenovanytyii CDNA knihovny ze slinnych Zlagtyi stadii s&ni dostych samic kliste
I. ricinus. Jednalo se o0 nenaséaté samice, dale samice pamethyiech a sedmi dnech sani.
Z kazdé knihovny bylo osekvenovano 600 nahodnychi,g&teré byly roztidény podle
piibuznosti nebo furdni podobnosti. Takto vznikl seznam gekteré nynicekaji na funkni
testy.

Ma diplomova prace navazuje p&ma tento projekt. Pro svou magisterskou praci
jsem si vybrala skupinu gérkodujicich proteiny o molekulové hmotnosti 18,721% kDa.
Transkripce &chto geri je podle vysledk vySe uvedené prace upregulovana jiz prvni den po
prisati. Je tedy pra¥gpodobné, Ze tyto proteiny majiiléZitou roli gi sani. O pesné funkci
téchto proteiri ale neni znamo nic. Homology prot&ifh8,7 kDa byly dosud objeveny jen u

klistat rodulxodes.
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1.6. RNA interference

V této magisterské praci byl vyuZit i nedavno olejey burény mechanizmus
ozn&ovany jako RNA interference. Spolupraiddy proteii a dvouviaknové (ds)RNA
dochéazi k vysoce selektivni degradaci sekmérpodobné mRNA s naslednym zastavenim
syntézy daného proteinu (Bernstein a kol., 2001¢ptbmnost cilového proteinu pak
umoziuje sledovat ipadny fenotypovy projev.

RNAIi zaznamenala v posledni dobbrovsky metodologicky ptom. Tento evoltné
konzervovany mechanizmus, poprvé popsaryaanorhabditis elegans (Fire a kol., 1998),
slouzi jako obrana genomu eukaryotick&ibu pred invazi (ds)viry a vpadem mobilnich
genetickych elemeft jakymi jsou transpozony (Tabara a kol., 1999kktsré studie
naznuji, Ze dalSi funkce RNAI sgova v regulaci genové exprese na posttranskrigrovni
(Zamore, 2001). Dosud byl tento mechanizmus prakézady eukaryot (Ngo a kol., 1998).

Prvnim krokem RNAI je in vitradi in vivo syntéza dsRNA, kter4 spousti kaskadu
reakci kosticich degradaci homologni sekvence mRNA. Po navazspecifické
endonukleazy DICER k dsRNA dochazi k jejimu nastiga spaeby ATP. Vzniklé 21-25
nuklotidia dlouhé ,sense” a ,antisense” fragmenty RNAI zn&aié& jako ,malé interferujici
RNA" siRNA (Elbashir a kol., 2001), jsou vazany #omplexu RISC (RNA - induced
silencing complex), ktery &i homologni jednovliaknovou mRNAréstoze nebyly dosud
identifikovany vSechny enzymatické s@sti tohoto komplexu, jsou s nim spojeny
endonukleazové a exonukleazové aktivityietwe aktivity zodpowdné za vyhledavani
homologni sekvence (Tuschl, 2001). Katalytick§inék RNAi spd@iva ve funkci RNA
dependentni RNA polymerazy (RARP), kter4 vyuZivéisanse siRNA jako primery a
dosyntetizovava dsRNA, pomoci niz je nastediegradovana mRNA (Nishikura, 2001).

Fyziologie slinnych Zlaz, jimi sekretované faktayjejich dilezitost pro sani kliste
jiZz byly rozebrany do detdil(Bowman a kol, 1997; Sauer, 2000). Limitujicimttalem ve
vyzkumu Kkli¥at je nedostatek dosazitelnych informaci o prodesac sekretovanych
proteinech, které ovladaji sani kK&$. Metody jejich zkoumani se ale vyvijely pomaiidm
doby, kdy EST (Expressed semence tag) projekityeply obrovské mnozstvi informaci o
sekvencich gan které koduji proteiny sudezitou funkci. Neni protoipkvapenim, Ze bylo
identifikovano mnoho gen kédujicich proteiny s neznamou funkci (Hill a.k&@000; Nene,
2004). Metoda RNAI nabizi paimé jednoduchy, spolehlivy, levny a efektivni nastpop

analyzu funkcegchto proteiri v klistcich slinnych zlazach.

14



Prvni ¢lanek o pouzitelnosti RNAI ve vyzkumu kit byl publikovan v roce 2003,
kdy byl zkouman vliv dsRNA na hladinu HBP (histamviéizajici protein) (Aljamali., 2003).
Kdyz byla dsRNA injikovana do nenasatych samic tsgdhopna se dostat do slinnych Zlaz a
zpasobit sekvedn¢ specifickou degradaci mMRNA a zaravesniZeni histamin-vazebné
kapacity slinnych Zlaz. Tato skdtest naznéuje, Zze dsDNA se fize rozsiit z mista vstupu
do riznych tké&ni. DoSlo i k ovlivni sani kligat, coZz naznaije, Ze HBP je pro klfata
dulezity pro efektivni sani. Nasledovaly pokusy dg@nim exprese proteinu Salpl4 a jeho
paralogi, u kterych se fedpokladaji antikoagutai inky (Jackson a kol., 2003). Auto
navrhli dsRNA pro Salpl4, ktera ale utlumila prodiuéelé rodiny paralagproteinu Salpl4.
Tento fakt je v souladu ggdchozim zji&nim, které nazrnaje, Ze RNAIi neni absolun
cilové specifickd, ale je siRNA specificka. Jedna siRNMAsghopna uniet cilovy gen, ale
také geny, které se alespo 80% shoduji se sekvenci siRNA. ProtoZze RISC luljea21-26

nukleotidi, neni gekvapenim, Ze mohou byt vypnuty i geny s podobnyzsahem.
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2. CILE PRACE

Cilem prace je charakterizovat rodinu proteinmolekulové hmotnosti 18,7 a 19 kDa,
pokusit se najit jejich funkci afipadny efekt na imunitu hostitele a sanitdis PouZzila jsem
dva fizné gistupy. Prvnim bylo vytvi@ni rekombinantniho proteinu a druhymigpbem
byla RNA interference, diky které je mozné zastasyntézu daného proteinu a jeho

negitomnost pak umaiuje sledovat fipadny fenotypovy projev.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. POUZITE CHEMIKALIE

RNA a DNA agarézova

elektroforéza

Nazev roztoku

Slozeni

10 x TBE pufr

DEPC bD; 20 mM NaEDTA; 0,89 M kyselina borita; 0,89 M Tris

1 x TBE pufr 10 x TBE pufr 10 xteceny v DEPC HO
1 x TAE pufr 40 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA
EtBr Ethidium bromide 10 mg/ml

Agaréza | (Amresco)

1 % agar6za pro DNA ELFO vTAE pufru

1,2 % agardza pro RNA ELFO v 1 x TBE pufru

6 x Loading Dye (MBI

0,25% bromfenolova map0,25% xylencyanol, 30% glycerol; 1,206

Fermentas) SDS; 60 mM fosfat sodny (MBI Fermentas)
DNA standard GeneRuler™ 100bp DNA ladder (MBI Femtas)
DEPC HO Dietylpyrokarbonat 1000 xedtny v dd HO, odstaty pes noc g

vyautoklavovany

Média pro péstovani baktérii

Nazev roztoku

Slozeni

SOC médium 2 % bacto-trypton; 0,5 % bacto-yeastaety 0,05 % NaCl; 2,5 mNM
KCI; 10 mM MgCh; 10 mM MgSQ, 20 mM glukdza; pH 7,0; sterilni

LB (Luria-Bertani)| 1 % bacto-trypton; 0,5 % bacto-yeast extract; 0,N&CI; pH 7,0;

médium sterilni

LB agar 1,5 % bacto-agar v LB médiu

IPTG Isopropylp-D-thiogalactoside (zasobni roztok 1 M)

Antibiotika Ampicilin (zasobni roztok 50 mg/ml,B)

PouZzité soupravy (Kity)

Pouzitd metoda

Nazev

Sekvenace DNA

Big Dye® Terminator
Biosystems)

v3.1 Cycle Ssmwing Kit (Applied

Izolace plazmidu

JET quick Plasmid Miniprep Spin (Genomed)
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Cisteni PCR produktu z JET

reakce

quick Gel Extraction Spin Kit (Genomed)

Cisteni PCR produkit
z agar6zoveho/EtBr
gelu

JET

quick PCR Purification Spin Kit (Genomed)

SDS-PAGE a Western Blot

Nazev roztoku

Slozeni

5 x Elektroforeticky pufr

0,125 M Tris; 0,96 M glyg 0,5% SDS

5 x Gelovy pufr

1,875 M Tris; pH 8,8

5 x Vzorkovy redukujic
pufr

0,75 m Tris-HCIl, pH 6,8; 5% SDS, 50% glycerol; 0"
dithiotreitol; 0,25% bromfenolova méd

5%

Odbarvovaci roztok

25% methanol, 10% kyselina actov

Proteinovy standard - LMW,

LMW Electrophoresis Cadition Kit (Amersham)

Barvici roztok

0,05% Coomassie Brilliant Blue R-2580% methanol, 109
kyselina octova

PBS-Tween

1 x PBS:; 0,05% Tween 20

5 x Blotovaci pufr

0,125 M Tris; 0,96 M glycin; G4ASDS; 20% methanol

Blokovaci pufr

5% suSené mléko v PBS Tween 20

10% (w/v) SDS

Laurylsulfat sodny

10% (wWiv)
persulfat

Amonium

30% (v/v) glycerol

TEMED N, N, N°, N’- tetramethylenediamine
30% AA Acrylamide a bisacrylamide
Protilatky SWAR, SWAM

Substratovy roztok

~10 mg diaminobenzidinu, 5Mpd, 100 ml 0,1 M Tris-HCI, pH

7,8

Exprese, purifikace rekombinantniho proteinu

Nazev roztoku Slozeni

Resuspendai pufr | 20 mM

Tris-HCI; pH 8,0

Izolatni pufr

2 M urea; 20 mM Tris-HCI; 0,5 M NaCl; 10 mihidazol; 1 mM 2-
merkaptoetanol; 2 % Triton X-100; pH 8,0

Solubilizani pufr

6 M guanidin hydrochlorid; 20 mM Tris-H@);5 M NaCl; 5 mM imidazol
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1 mM 2-merkaptoetanol; pH 8,0
Vazebny a 8 M urea; 20 mM Tris-HCI; 0,5 M NaCl; 10 mM imiddzpH 7,8
ekvilibracni pufr
Elu¢ni pufr 8 M urea; 20 mM Tris-HCI; 0,5 M NaCl; 0,SMnmidazol; pH 7,8

Priprava ds RNA

Extrakce z gelu Jet Quick Gel Extraction Spin Kdefomed).
Purifikace PCR Jet QuickPlasmid miniprep kit(Genomed)
produktu
Miniprep
QIAprep Spin Miniprep Kit (Quiagen)
Proteinaza K 1 pl proteindza K (20mg/ml) ve 15A@ImM Tris-HCI pH 8, 2 mM CagGl

Priprava mRNA

RNA-later RNA protektivni, stabilizujici roztok (Ambion)

Trireagent™ SIGMA®, Technical Bulletin MB-205, 1999

3.2. RIPRAVA REKOMBINANTNIHO PROTEINU
3.2.1. Fiprava vektoru pro exexpresi rekombinantniho c90

Specifické expresni primery byly navrzenygmé, podle molekuly sekvence genu pro
c90 ziskané z cDNA knihovny ze slinnych Zlaz sarjgden den po isati tak, aby
zaklonovany gen byl igpisovan bez signalni sekvence a ve spravioim ramci. H
navrhovani 5’ primeru bylo nezbytnéigat dw baze za restrini misto pro Nco | zi/odu
zachovani ORF. Pro zaklonovani byl pouzit vektoim gEL d+ (Novagen). i translaci je
syntetizovana tzv. histidinova kotva (6xHis) na @&c rekombinantniho proteinu, ktera
pozdji umozni purifikaci proteinu na kol@nobsahujici Ni* ionty. Plazmid obsahuje T7
promotor, ktery umaluje &innétizeni transkripce exprimovanych gemNese také rezistenci
na ampicilin, diky tomu je mozné eliminovat bakteH. Coli, které plazmid neobsahuiji.

Pouzitymi restriknimi enzymy byly Ncol a Xhol (MBI Fermentas).
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Expresni primery:

Ncol

~N
C90pET20-fwd: 5°- TGACCA TGG CTG AAC TCAATC CTG ATT TG -3

Xhol

N

C90pET20-rev: 5'- AAACTC GAG CAA AGG TTT CAG GGG ACC -3

Slozeni PCR reakce — slozeni r&gaksnesi:

10 X PCR pufr ....cccvvvvvvnnnnns 2,5 ul
dNTPs (10 mMM) ..o 0,5 pl
MgCI2 (50 mM) ................ 0,75 ul

c90pET20fwd (50 mM) .... 1,0 pl
C90pET20rev (50 mM) ..... 1,0 pl
Taqg polymeraza (5U/ul) ... 0,25 pl

PCR byla provedena v cycleru (Applied biosysterims)d programem:
1. denaturace: 93 °C, 3 minuty

2. denaturace: 93 °C, 20 sekun

3. annealing: 55 °C, 45 sekund 30cyklu

4. elongace: 72 °C, 1 minuta

Vysledek reakce byl zkontrolovan v 1% TAE agarézovgelu obsahujicim ethidium bromid
(2 pl'na 100 ml 1% agarozy v TAE), kdy 10 pl PCRkae bylo smichano se 2 pl 6x Loading
Dye Solution (MBI Fermentas). Pod UV&kem byla utena velikost produktu porovnanim
se standardem GeneRuler™ 100bp DNA ladder (MBI Eatas).

3.2.1.1. Purifikace produktu PCR reakce

Vysledny PCR produkt byl purifikovan zgelu pomogitu JETquick Gel
Extraction Spin Kit (Genomed). Vekolika krocich tak byly z reakce odstiny nezadouci
slozky, jako jsou nap DNA polymeraza, primery, nukleotidy a soli. Vydkem byla
preciSttnad DNA, kterd byla eluovana do 40 pl dgQH Poté byla spektrofotometricky

stanovena jeji koncentrace.
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3.2.1.2. Ligace PCR produktu do vektoru pET21d+

pET 21d+ ...... 0,5 pl
ligaza ............ 0,5 ul
2x ligaéni pufr ....3 ul
PCR produkt .... 2 ul

3.2.1.3 Restriini reakce

Tango pufr (10x) .... 4 ul

N\ [ofo ] I 2 ul
Xhol .....cccoeeniin, 2 ul
vzoreK ................ 32 ul

Smeés byla inkubovana 2 hodinyiB7 °C.

3.2.1.4. Transformace kompetentnich bakteridoli kmen TOP10

K 50 ul kompetentnich btk OneShot®TOP10 (Invitrogen) byldigano 6 ul lig&ni
smesi. Snés byla ponechana 30 minut na ledu. Nasidayly baktérie vystaveny teplotnimu
Soku 42 °C/1 minuta a ihned zchlazeny na ledu. BPgtek bakterialni suspenziigano 250
il SOC média a baktérie byly kultivovanii prepani 230RPM/37 °C/ 60 minut. Pro ziskani
jednotlivych kolonii byla tato bakterialni kultukgyseta na LB/agar médium s ampicilinem
(50 pg/ml). Kultura byla rozégna a ponechanags noc g 37 °C. Pozitivni kolonie byly
piectkovany do 4 ml LB média s ampicilinem (c=50 pg/mal)kultivovany pi tiepani
(230RPM/37 °C/ noc).

3.2.1.5. Izolace plazmidu

Z narostlych kultur byly izolovany plazmidy pomo®#ET Quick Plasmid Miniprep
Spin Kit (Genomed) dlefpozeneého navodu. Plazmidova DNA byla eluovana Gou4 dd
H,O. lIzolovany plazmid se zaklonovanym genem pro &90 uchovavan p -20 °C.
Pritomnost zaklonovaného genu bylaétiana PCR reakci dle vySe uvedeného protokolu a
sekvenovanim v sekvetrad laboratdi.
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3.2.2. Fiprava rekombinantniho proteinu c90

3.2.2.1. Transformace bakterialniho kmene BL21™StéDE3)

PrecisSteny expresni plazmid byl transformovan do exprestiohek E. Coli BL21
Star™(DE3) (Invitrogen). Zpsob transformace je uveden vyse.

3.2.2.2. Exprese rekombinantniho proteinu

Kultura narostla ve 250 pl SOC média byleeyedena do 10 ml LB meédia s
ampicilinem (50 pg/ml) a kultivovana za stejnychdponek pes noc. Nasledn byly
odebrany 2 ml, které bylytpneseny do 300 ml LB média s ampicilinem, tato ugaltse
nachala narst na OD=0,6. V tomto okamziku bylaigano IPTG na celkovou koncentraci
1mM a kultura se nechala 3 hodidiggat i 37 °C.

3.2.2.3. Izolace rekombinantniho proteinu z baétefrikultury

Bakterie byly ziskany z média centrifugaci v 50mhicifuganich zkumavkach (8500
ot/min, 10 minut, 4°C). Supernatant byl ods¢rgmelet obsahujici bakterie rozptnst 10 ml
resuspendaiho pufru. Sonikaci ultrazvukem (3 x 15 s) na katdru (Hielscher) byla
rozruSena bakteridlni&ta. Suspenze byla naslédeentrifugovana (13000 RPM, 10 minut,
4°C). Supernatant obsahujici cytoplazmatické pmgtélyl uchovan pro kontroluip-20°C.
Pelet byl rozpugh v 6 ml izol&niho pufru a sonikovan (3 x 15 s). Suspenze byla
centrifugovana (13000 RPM, 10 minut, 4°C). Supemiabbsahujici membranové proteiny
byl uchovén pro kontroluip-20°C. RetiStovani v izol&nim pufru bylo opakovano dvakrat.
Zbylé pelety byly rozpushy v 5 ml solubiliz&niho pufru michanim v kadinceipaboratorni
teplo€ 1 hodinu. V tomto kroku byla rozruSena inkluzsiiska obsahujici exprimovany
rekombinantni protein. Suspenze se poté centrifaigogi (13000 RPM, 15 minut, 4°C).
Supernatant obsahujici rekombinantni protein bylZggpro nasledny refolding a purifikaci.
Pelet se zbytky membran inkluznietigek byl odstraén.

3.2.2.4. Kontrola exprese rekombinantniho proteinu

Pritomnost a ¢istota proteinu byla asfena pomoci SDS-PAGE (Elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu) na #iaeni Mighty Small I SE250/SE260 (Hoefer)iel

nanesenim na gradientovy polyakryamidovy gel (5-L#®gly vzorky smichany s 5 x
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vzorkovym pufrem (5 pl pufru a 20 pl vzorku) a diemavany @i 100°C 5 minut. Pro
elektorforézu bylo pouzito n&p 100V, po zarovnani vzoikv gelu bylo zvySeno na 200V.
Jako marker molekulovych hmotnosti byl pouZit piradgy standard LMW Electrophoresis
Calibration Kit (Amersham). Po ukoéani elektroforézy byl gel obarven v Coomassieihriti
blue R250 a odbarven v odbarvovacim roztoku. Vzookgahujici vysoké koncentrace
imidazolu ¢i guanidin hydrochlorid, byly i®d gipravou na akrylamidovy gel odsoleny
dialyzou 1 hodinu proti destilované vod

3.2.2.5. Refolding rekombinantniho proteinu

1M DTT (Dithiothreitol) byl n@edén do roztoku proteinu zakoncentrovaného pomoci
Amiconu (Millipore, 10 000Da cut-off) na kotireou koncentraci 10mM a si®1se nechala 45
minut michat g laboratorni teplat (LT). Potom byl roztok rozkapan do stonasobného
objemu TBS pufru a michan néjde 1 hodinu fi LT a potom pes noc p 4 °C. Roztok byl
druhy den centrifugovan (10000g, 15 mingiinz se roztok zbavil precipitatu. Supernatant

byl na Amiconu zkoncentrovan &gveden do TBS pufru.

3.2.2.6. Purifikace rekombinantniho proteinu

Pouzité fazni proteiny obsahujici na C-konci sekveesti histidi, které umotuji
pouziti afinitni chromatografie (IMAC), purifikacea Ni2+ kolog. Kolona byla nejprve
piipravena postupnym nanesenim 20 ml 50 mM EDTA an2MQ vody a poté nabita Ki
(NiSOy) a ekvilibrovana TBS pufrem. Vzorek byl nanasechtgsti 0,5-1 ml/min. Nasledoval
5 mM imidazol (TBS), 20 mM imidazol (TBS), 50 mM idazol (TBS), 100 mM imidazol
(TBS) a 500 mM imidazol (TBS). Odebrané frakce byp¢t zkontrolovany na gelu pomoci
metody SDS-PAGE.

Druhou moznosti purifikace proteinu byla gelov&dite, pi které byl pouzit pufi50
mM Tris, 0,15 M NaCl, 1 mM EDTA, pitok 0,5 ml/hod a frakce byly odebirany po 2 ml.
Gelova filtrace byla provedena na analytické FPldbk Superose 12 (Pharmacia). Timto
zpusobem se proteiny ro&d podle velikosti.

Poslednim zfisobemcisténi proteinu byla Mono Q purifikace, zaloZzena nangipu
iontové vyngny. Protein byl promyvan zvysujicim se gradienteaCN(0-1M) v prostedi
20mM Tris-CL, pH 8,5. Podle vysledku SDS-PAGE bwybrany frakce s nejvysSim

obsahem proteinu, a ty byly zakoncentrovany na Amic

23



3.2.2.7. Piprava protilatek

Z kralika bylo nejprve odebrano preimunni séruratéPbyl imunizovan roztokem
proteinu s nekompletnim Freundovym adjuvans. Imagezbyla provasha 5x v intervalu 7
dni.

3.2.2.8. Western Blot

Vzorky rozdlené na klasické SDS-PAGE bylyrgmeseny na nitrocelul6zovou
membranu. Blotovaci sandwich vypadé nésledovotovaci papir Whatman, membréana,
gel, blotovaci papir Whatman (Obr.1). VSechnyc¢ggti blotu se fed pouZzitim promyji
nekolik minut v blotovacim pufru. #&nos trval 90 minutip150 mA. Poté byl odden marker
a obarven v 0,1% amidoblack v odbarvovacim pufraetfranol:kys. octova:voda, 25:10:65),
membrana byla blokovana v 5% roztoku suSenéhocngtého miéka v PBS/Tween 1
hodinu, inkubovana 1 hodinu v primarni protilatc®@(q imunni sérum, 1:100 v PBS/Tween,
Anti-His 1:1000 v PBS/Tween) a 45 minut v sekundamotilatce SWAR/Px nebo SWAM/PX,
Sevac, 1:1000 v PBS/Tween). Mezi vS8emi kroky byl@mbrana tkladré promyta
v PBS/Tween (3x5 minut). Proteiny byly obarveny pain3,3 - diaminobenzidinu (10mg
DAB, rozpustno v 30 ml 0,1 M Tris/HCI, pH 7,5), ktery séHem reakce peroxidazy s©Gh
oxiduje a barvi se do kda. Reakce byla zastavengemistnim membrany do destilované

vody.

<+—— Blotovaci papir Whatman

/.IJJJIJ!IJI

< Gel

<«—— Membréana

<+—— Blotovaci papir Whatman

Obr.1: Sandwich na Western blot
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3.3. RNA INTERFERENCE

3.3.1. RNAi protokol

PCR amplifikace

Specifické primery pro RNAI byly navrZzenyang, podle molekuly sekvence genu pro
c90 ziskané z cDNA knihovny ze slinnych Zlaz saja@en den po fisati. Templatem pro

PCR reakci byla cDNA ze slinnych Zlaz K& pt dni nasatych.

Navrzené primery: Apal

€90 — RNAi — F: ATGGG CCC TTA GCA GGT CAAATG AC

Xbal

c90 — RNAi — R: TATCT AGA TTACAA AGG TTT CAG GGG AC

PCR reakce:

10 x Buffer Tag .......ccevvvvvvvvnnciiennnnnn. 1.l
dNTPs (10 mmol/kazdy).......ccccccvuvueeee 0,25 ul
Primer c90 — RNAi — F (10 mmol) ....... 1l
Primer c90 — RNAi — R (10 mmol) ....... 1l
Taqg polymeraza ........cccceeeeveeeeeeeennnnn, L.l
HoO oo, 4,75 ul
Celkem 10 pl

Prabéh cyklu:
1. denaturace 94°C 5 minut
2. annealing (nasedani) 55°C 30 sekync 30 cyki

3. syntéza 72°C 1 minuta

PCR produkt byl vkiznut z gelu a f&¢istén pomoci Jet Quick Gel Extraction Spin Kit
(Genomed). DNA byla eluovana 50 pl dedH
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Restrikce

Restrikni reakce probihala 2 hodinyi 87°C ve 3@l s nasledujicim slozenim:

pll PCR produkt
Buffer TANGO 10X .....ccvvvvvvvvnnannnnn. 3 ul 3 ul
ENZym ... 1 pl od kazdého 1 pl od kil
DNA e 3 ul(0,5 ng) 20 pl
HoO 23 ul 6 ul

Purifikace

PCR produkt i plazmid bylifecisteny kometnim purifikatnim kitem JET quick Gel
Extraction Spin Kit a JET quick Plasmid Miniprepisgit (Genomed).

Ligace

Ligacni reakce probihalaies noc i 16 °C v objemu 10 pl s pouzitim pGEM T-easy

kitu ve slozeni:

BUFfer 2X ..o, 5 ul
Nastipany plazmid pl 10 ...................... 2.ul
DNA e 2 ul
TANQAZA ..o ivie e, 1l

Klonovani plazmidu do TOP 10 bk

K bunkam OneShot®TOP10 (Invitrogen), které byly ponegh&fl0 minut na ledu,
byl pridan plazmid, celkovy objem reakemil 25 pl. Po 30 minutach na ledu nasledoval heat
shock (42°C, 1 minuta na ledu), po kterém byimdgno 130 ul LB méda a poté seé&sm
trepala 1 hodinu ip 37°C. Suspenze byla nakonec vyseta na Petrihd&umés fes noc
kultivovana. Narostlé kolonie byly sterirvybrany, gectkovany a opt kultivovany gres
noc. Ritomnost plazmidu nesouciho gen pro c90 v baktehida owrena PCR. Nakonec byl
plazmid gecisttn pomoci kit QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) asekvenovan

v sekverini laboratdi.
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Restrikce purifikovaného plazmidu

Restrikni reakce probihala 2 hodinyi 87°C, v objemu 50 pul a ve slozeni:

10 pg plazmid ......coeeeeieeeeenenn. 30 ul
Buffer TANGO ......ccceeeiiiienennnn. 5ul
ENzym ... 6 i
HoO o, o ul

Purifikace linearizovaného plazmidu

Smes vzorku, 25 pl proteindzy K a 3,75 pl 10% SDS hglkubovana 30 minutip
50°C. Dale bylo fidano 80 pul fenol-chloroformu, vzorek byl ghg ¢ promichan a 5 minut
staten [ nejvySSich otékach. K odebrané vodné fazi (~80 ul) byldidano 80 ul
chloroformu a oft promichano a steno. K nasledh odebrané vodné fazi (~80 ul) bylo
piidano 56 ul izopropanolu a zamichano.é&Snbyla inkubovana iplaboratorni teplat 15
minut a potom st&ena 30 minut  nejvysSich ot&ach. Pelet byl vymyt 80 pl 80% EtOH a
sta’en 8 minut. Plazmid byl eluovan 20 ul DEPC.,CH a jeho koncentrace

spektrofotometricky zkontrolovana.

Syntéza ss RNA

Syntéza jednovldknové RNA probihalai B87°C alespa 8 hodin, sms byla

promichana kazdou hodinu. Mimo led byla pro kaztf&kno namichana sfa o tomto

slozeni:

ANTPS oo 8(RIul od kazdého)

Buffer (37°C, vortex) ................ 2 ul

Lin. plazmid ............ccoeiiiiiiiinns X pld, maximalg 8 pl)

Enzyme mix .......cccevvviiiiiiiinnnnnns 2 ul

[ L doplnit do 20 pl (kD + plazmid = 8 pl)

Purifikace ssRNA

K namichanému vzorku bylfiplan 1 ul DNAzy, sms byla inkubovana 15 minufip
37°C. Poté bylo fddano 115 pl HO a 15 pl acetatu amonného,ésnse zamichala. Pdigani

27



150 ul fenol-chloroformu byl vzoreka#tladré promichan na vortexu a gen 5 minut pi
nejvyssich otékach. K vodné fazi (~ 150 ul) bylaigano 150 ul chloroformu, zvortexovano
a sta@eno, k nasledhodebrané vodné fazi (~ 150 pl) byldano 105 — 110 pl izopropanolu,
smes byla promichana a inkubované |aboratorni teplat 15 minut, poté byla stena 30
min. Jednovldknovd RNA byla eluovana 10-20 ul DERED a jeji koncentrace byla

zkontrolovana spektrofotometricky (musi byt > 3Qagml).

Hybridizace

Sense a antisense ssRNA byly smichany vgporh:1 tak, aby vysledna koncentrace 3
pno/ul. Do sklesného odnirného valce o objemu 2 |, ktery byl obaleny hlini&a folii, byla
nalita vrouci voda. Vzorek byl inkubovan ales@hodin i laboratorni teplat (dokud voda
nevystydla). Vysledek hybridizace byl &en na agar6zovém TBE gelu (Ambion loading
dye, pouzit 1 ug RNA).

3.3.2. Injikace ds RNA do kli$at

Klistata byla injikovana intrahemocoeldrpomoci mikromanipulatoru (Narishige) a
sklerenych kapilar. 50 Kligat ve dvou pokusech bylo injikovano 1 pl dsRNA (§/)
specifickou proti c90. DalSi den byla tato Kéita ponechana sat na réeti. Po @ti dnech

sani byla kligata vypitvana.

3.3.3. Ziskavani klisécich slin

Naséaté samice bylyighyceny na podlozni skka lepici paskou, pomoci modeliny se
upevnila kapilara, ktera se nasunula ktidta hypostom a jednu palpu. Ngbht kliStte bylo
kapnuto 1-2 pl roztoku pilocarpinu (2,5 mg pilodatpl50 pl ethanolu). Podlozni skta
s kliStaty byla potom uloZena do termostatu na@%&é zvySenou koncentraci €@si po
dvou hodinach byly vSechny kapilary vyprazdy pomoci balénku s hadkou. Ziskané sliny

byly uchovany v -70 °C.

3.3.4. I1zolace tkani z kligat a totalni RNA

Klistata byla vypitvana ve sterilnim PBS pufru, ziskamgany byly uchovany v
RNA-lateru. Organy byly f&d homogenizaciipneseny do Trireagentu™ (1 ml na kazdych
50-100 mg tka¥). Ziskany homogenat byl fgnesen do 1,5 ml mikrozkumavek a
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centrifugovan 12000g, 10 minut, 4 °C, supernatagt jprenesen do nové 1,5 ml
mikrozkumavky a 5 minut inkubovantiplaboratorni teplat (LT). Nasledovalo vysrazeni
chloforormem (na 1 ml Trireagent™igat 0,2 ml chloroformu),iepani 15s a inkubace 2 —
15 minut (LT). Vzorek byl ogt centrifugovan 12000g, 15 minut, 4 °C, horni vastvyRNA
byla p'enesena do nové 1,5 ml mikrozkumavky, do kteréphigan isopropanol (0,5 ml na 1
ml Trireagent™), s&s byla zamichanareklopenim a inkubovana 5 — 10 minut (LT). Vzorek
byl centrifugovan 12000g, 10 minut, 4 °C, supemiataistrasn a k peletu byl fidan 75 %
ethanol (1 ml na 1 ml Trireagent™) a pelet byl pypma vertexu. Nasledovala &p
centrifugace 7500g, 5 minut, 4 °C, supernatanbdgtragn. RNA byla vysuSena od ethanolu
20 minut na vzduchu (LT) a bylo k nfigano 30 ul DEPC kD, promichano a inkubovano 10
— 15 minut pi 55 — 60 °C.

Mnozstvi ziskané RNA bylo stanoveno spektrofotorolegm merenim proti sterilni
DEPC HO pii vinové délce 260 nm pomoci spektrofotometru Bmtpmeter (Eppendorf).
Kvalita RNA byla potvrzena gelovou elektroforézou.

3.3.5. Dvoukrokova semikvantitativni RT-PCR

Tento krok byl proveden pomoci kitu Enhanced aviewerse transcription reaction
for two-step RT-PCR (Sigma-Aldrich). Templatem R®o-PCR byla cDNA ziznych tkani
(strevni tk&, slinné Zlazy, ovaria) jediclxodes ricinus. Byly pouzity primery c90pET20-
fwd a c90pET20-rev. Pro kontrolni reakci byly pduzjen-specifické primery pro actinovy
gen, jehoz hladina mRNA je konstantni.
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4. VYSLEDKY

4.1. Proteiny o molekulové hmotnosti 18,7 a 19 kDa

Proteiny o molekulové hmotnosti 18,7 a 19 kDa sp@évori u kliS€te Ixodes
ricinus skupinu minimalg 13 homolognich geén Vykazuji zngnou podobnost s homology
nalezenymi U. scapularis al. pacificus. Vysledky ziskané z cDNA knihovetyi raiznych

stadii sani kligte poukazuji na overexpresthto proteiti v prvnichétytiadvaceti hodinach

—_—

san

Pro pokusy byl vybran zastupce této rodiny, éenajako contig90 (Obr. 1). Toto
ozna&eni pochazi z bioinformatické analyzy cDNA knihov@®omoci prograin NetNGlyc a
NetOGlyc (http://www.cbs.dtu.dk/services/) bylos#jno, Ze tento protein neobsahuje Zzadné
glykosylace, coZ nazdaje, Ze pouzitim bakteridlniho expresniho systénidenbyt ziskan
protein v aktivni form. Transkript c90 je 558 bazi dlouhy. Maturovanyteno tvai 167
aminokyselin a jeho vygitana molekulova hmotnost je 18843 kDa. 1zoelekifriocod tohoto
proteinu je 6,1, jednd se tedy o velice 8ldysely protein. Hotovy protein obsahuje 12
konzervovanych cystein které pravdpodobrg tvori disulfidické mistky, coZ nize mit za

nasledek vytvieni multimeti a stovani.

cctt agcaagaact gat aat gat ggccgcgcaacttctcattgtaatcgtcgettgttta
M A A QL L I VI V A CL
gcaggt caaat gacat gcgct gaact caat cct gat t t gaagaaat gt ccaaacaaagt a
A G Q MTCAELNWPUDIL K K P N K V
ttccacggt ccgggat att cgct ggget gcact t acacct gcaggaat ggaccaccggaa
FHGWPGY S L G T Y T R N G P P E
gat acaaaagaat at t ggggt at t t at aaagat gct accgt gt gcgt t gct ct t cagaat
DT KEY WGI Y KDA ATV V A L Q N
gat gaccct aacaagt t ccaacacgtt gggact t gcaaaaat ggaat gt gt gt t caat at
D DPNIKZFOQHYV GCT K N G M V QY
gaaggaccgaacact caacaagt at ggagccaactt cct gagtt gcgagcccagt tt cat
EGPNTOQOQVWSOQLZPETLT RAGO GQTFH
gcgt gcgacaccat t t caagcggcgat t ct gt ggaaaagt gcct gttt gt t t gcaagaaa
A DTl S S GD S V E K L F V K K
t at caat at caat at gaaaaggagggat at t t ct acggagt t t acaaggat ggt aat aaa
Y QY QY E K EGY FY GV Y KD GN K
t gcaaact cgaaaat ggcgaggt cggcgt ct gct t cagt ggat t t t gccacggaaaagaa

K L ENGEV GV F S G F H G K E
tactttccgacaatt gat aacggt cccct gaaaccttt gt aaat aaaataatcttgtgta
Y F P TI DNGWPULKUP L -

Cct caaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

Obr. 1. Sekvence transkriptu c90 s peptidovou sekwei. (Zlut¢ — signalni sekvence,

oranzo¥ — cysteiny, motk — primery c90pET20-fwd a c90pET20-rev)
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Tato skupina protein je tva‘ena nejméé tremi iznymi polymorfnimi geny, které
sdileji konzervovanou cysteinovou strukturu &kailik domén, coz nazwaje shodnou
terciarni strukturu. Na obrazku 2 je srovnani znédmyastupg rodiny ze ¥ klistat rodu
Ixodes. Pribuznost &chto geri byla zji¥ovana metodou neighbor-joining, ktera odhalila 3
hlavni skupiny uvnit celé rodiny (obr. 3). Tytofit skupiny zahrnuji zastupce ze vseé¢h t
druhi, pouze geny identifikovanélv pacificus spadaji vSechny do jedné skupiny, coz vSak
muze byt zgisobeno nedostatkem sekvenci spiS nez neexisteychjgeri v 1. pacificus.
Tato skuténost naznéuje, Ze tyto 3 skupiny resp. geny musely existg#atl tim, nez se
klistata rozdlila do druhu.
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klistat Ixodes ricinus, |. scapularis a |. pacificus. Variabilni konce molekul byly ziovodu

Obr. 2: Srovnani zastupd@ rodin proteinia o molekulové hmotnosti 18,7 a 19 kDa z

piehlednosti odstramy. Proteiny jsou usgadany podle fibuznosti.
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Obr. 3: Nezakdeniny strom proteifh 0 molekulové hmotnosti 18,7 a 19 kDa z fiSI.

ricinus a jim pibuznych zastugc z |. scapularis a |. pacificus. (Vytvoieno metodou
Neighbor-joining v programu MEGA 4.0)

4 .2. Riprava rekombinantniho proteinu c90

4.2.1. Amplifikace DNA kodujici 90

Pro amplifikaci kédujici sekvence genu pro c90abjgko templat pouzita cDNA ze
slinnych zlaz kliite jeden den pofsati a gen-specifické expresni primery c90pET20-&v
C90pET20-rev, upravené pro zaklonovani do expresméktoru pET21d+. Ret cykia byl

stanoven na 30 a teplota pro nasednuti pfimar55 °C. Vysledny amplifikovany Usek c90 o
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Vv

velikosti zhruba 500 bp byl igistén pomoci kitu Jet Quick Gel Extraction Spin Kit
(Genomed) (obr.4).

M ¢c90

Obr. 4: Amplifikace cDNA kédujici sekvence ¢90 pomai PCR (M-marker, ¢c90-produkt
PCR)

4.2.2. Klonovani do expresniho vektoru

Precistény produkt PCR reakce byl zaklonovan do expreswigktoru pET21d+ a
transformovan do kompetentnich BknOneShot® TOP10 (Invitrogen). Z osmi vybranych
kolonii byly izolovany plazmidy, u kterych byla pori PCR zkontrolovanaifpomnost
poZzadovaného genu pro c90. Pcsteni sekvenci byl vybran jeden plazmid se spfavn
zaklonovanym genem, a ten byl transformovan do estpch bugk BL21 Star(DE3)

(lvitrogen).

4.2.3. Riprava rekombinatniho proteinu

Pro provedeni pilotni exprese rekombinantniho gimot bylo kultivovano 300 ml
kultury baktérii, které obsahovaly plazmid se zakhanym genem pro c90. Exprese byla
indukovana gidanim IPTG na celkovou koncentraci 1mM. Z kultinyly odebirany vzorky
po 3, 6, 9 a 24 hodinach. Po 2-3 hodindch byl yizrexprimovany rekombinantni protein
piitomny ve frakci obsahujici inkluzniliska. DelSi exprese neéita vliv na mnozZstvi

exprimovaného proteinu (Obr. 5). Pro expresi &s8ivn objemu byl vybratas 3 hodiny.
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Obr. 5: Pilotni exprese rekombinantniho proteinu c® (M-marker, 1-0 hod., 2-3 hod., 3-6
hod., 4-9 hod., 5-24 hod., 6-0 hod., 7-24 hod.)

Béhem izolace byly bakterialni proteiny ra@tehy na fi frakce: cytosolickou,
membranovou a inkluznéliska. Rekombinantni fazni protein byl akumulovamkiuznich
téliskach baktérii, jak prokazal Western blot s ptnzprotilatky proti His-Tagu.(Obr. 6).
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Obr. 6: lzolace rekombinantniho proteinu z bakteridni kultury (M-marker, 1-3:

amidoblack, 4-6: Western blot, 1,4-cytoplazmatipkéteiny, 2,5-membranové proteiny, 3,6-

rozruSena inkluznitiska obsahujici exprimovany rekombinantni protein)
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4.2.4. Refolding

V¢étSina eukaryotnich protaimema pi expresi v bakterialnim expresnim systému
spravnou terciarni konformaci & absenci posttranstac—modifikatnich aparat a
eukaryontnich chaperanProto je nutné rekombinantni protein refoldowatoyu slozit) do
spravné konformace. Refolging probihal metodatedisi do velkého objemu refoldovaciho
roztoku.

Do vzorku s denaturovanym proteinem bitlan 1M DTT na koné&nou koncentraci
10 mM, michan 45 minutipRT, rozkapan do stonasobného objemu TBS pufricadn pes
noc @i 15 °C. Roztok byl nasledrcentrifugovan (10000g, 15 minut), aby se z roztoku
odstranil precipitat. Protein se pdilia Uspssre refoldovat i pesto, Ze se relati¢nvelké

mnozZstvi vysrazelo.
4.2.5. Purifikace
Protein byl naslednpurifikovan na Ni* chelat&ni kolors, byla zn#iena absorbance

jednotlivych frakci pi A=280nm a podle nagenych udaj byly vybrany frakce s nejvyssSimi
hodnotami absorbanci. Ty byly smichany a analyzpyé@moci SDS-PAGE (Obr. 7).

: <«— Mmultimery

Obr. 7: Purifikace rekombinantniho proteinu ¢90 ponoci Ni2+ afinitni chromatografie
na koloné¢ obsahujici Chelating sepharosé' Fast Flow (Amersham) s navazanymi

nikelnatymi ionty (M-marker, 1, 2, 3, 4, 5- jednotlivé frakce)
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Po afinitni chromatografii byly ve vzorku staletppe neistoty, proto byly aplikovany
dalSi purifika&ni kroky, gelova filtrace, a Mono-Q (iontova vyna). Pro gelovou filtraci byly
smichany frakce 3, 4 a 5 ¥eplichoziho kroku, které byly naslédmakoncentrovany ips
Amicon a ffevedeny do roztoku 50 mM Tris, 0,15 M NaCl a 1 mBITA tak, aby vysledny
objemc¢inil 0,5 ml. Gelovou filtraci byly odstramy proteiny o vysSi molekulové hmotnosti,
z nichZ rekteré byly pravépodobré multimery proteinu c90, twené pomoci disulfidickych
mustki. Abychom zjistili, zda c90 skuiaé tvori multimery in vitro, byly frakce z gelové
filtrace pipraveny pro SDS-PAGE v redukujicim a neredukujigofru. Jak je vidgt na
obrdzku 10, &které prouzky skute¢ byly odstragny diky redukujicim podminkam.
Rekombinantni c90 tedy skdte tvoii in vitro multimery (Obr. 8).

. -3
/\

— — T —— a— <«— ¢90 monomer
-

1 2 34 5 6 7 8 9 10

~—

neredukujici podminky redukujici podminky

Obr. 8: Rekombinantni protein c90 po gelové filtrac (1-vzorek ped filtraci, 6-marker.
Vzorky v jamkach 2-5 jsou shodné se vzorky 7-1%1,de pouze v pouzitém vzorkovém pufru.
Rozdily jsou patrné zejména mezi jamkami 3 a 8, kderedukujicich podminek je ve
velikosti monomeru vice proteinu. Vzorék 9 ztratil diky redukci oproti vzorkd. 4 jeden
prouzek, tvéeny pravédpodobré dimerem c90.

Za elem dosazeni vys8istoty proteinu byla provedena purifikace pomogcitawvé
vymény (Mono-Q). Pro tuto metodu byla zvolena¢snposlednich dvou frakci ziskanych p
gelové filtraci (frakce 4 a 5, resp. 9 a 10 na &pr.Po tomto kroku byl rekombinantni c90 jiz
dostatén¢ cisty a pouzitelny pro naslednou imunizaci kralik&dalSimu pouziti byly

vybrany a spojeny frakc& 3 a¢. 4 (Obr. 9). Zajimavé je, Ze ve vSech frakciclobgvil
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pravceEpodobr odsStipnutowdsti ¢90. Jak k tomuto odpeni dochézi, neni jasné.

[kDa]
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30 er c90
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14,4 Odsgpeny fragment c90

M 1 2 3 4 5

Obr. 9: Mono-Q purifikace (M-marker, 1-vzorek, ktery Sel na kolonu, 2-5:rjetdivé frakce.
Ve frakci 4 je opt patrny prouzek velikosti dimeru c90.
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4.3. Produkce polyklonalnich protilatek

Polyklonalni  protilatka byla ifpravena imunizaci kralika purifikovanym
rekombinantnim proteinem c¢90. Protilatky byly testoy metodou Western blot, ktera
ukazala, ze protilatky velmi déd reagovaly s rekombinantnim ¢90. Jako kontrolailatek
bylo pouzito preimunni sérum, u kterého protilatigprokazovaly Zadnou reakci (Obr. 10).
Protilatka je tedy dostaie¢ specificka a senzitivni pro detekci ¢90. Jako rogtni fedéni
polyklonalnich protilatek bylo experimentélaréenoredni 1:100.

Obr. 10: Test protilatek proti c90 (1-bakteriélni lyzat, 2-marker, 3-kréliimunni anti-c90

sérum, 4-6- preimunni krélisérum)
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4 .4. Exprese c90 viznych podminkéach

Metodou dvoukrokové RT-PCR byl v normalnich santicé®0 detekovan pouze ve
slinnych Zldzach nenasatych, 1 dennich a 4 derkiigfat. Ve stevni tk&ni ani v ovériich

piitomnost c90 zji$ha nebyla v Zzadném ze stadii sani (obr. 11).

Aktin c90

Slinné Zlazy

Strevo

Ovaria

Obr. 11: Pritomnost genu c90 viiznych tkanich a fazich sani samic Kliste |. ricinus
(M-marker, 1-nenasaté samice, 2-2 dny sani, 3-4sdny, 4-6 dni sani, 5-gimasaté samice,

6-negativni kontrola)

Pro néasledujici pokusy s RNA interferenci byleba potvrdit pitomnost c90
transkriptu v samicich 5 dni péigati. Metodou RT-PCR byla exprese genu c90 proiaczé
slinnych Zlazach a veisik. V ovariich se naopakiipomnost genu c90 potvrdit nepdiia
(Obr. 12). Ritomnost transkriptu veigivé neodpovida fedchozim vysledkm. Tento rozpor
bude diskutovan v oddilu diskuze.
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1 2 3
Obr. 12: Tkanova lokalizace(1 — stevo, 2 — slinné Zlazy, 3 — ovaria). U aktinovyclonkd

trvala PCR 25 cyki a pro ¢c90 30 cyki

Pritomnost ¢i nepitomnost proteinu ¢90 v tkanichétpdni sajicich samic byla
zjistovana pomoci Western blotu za pouZiti imunniho-e@@ séra. Touto metodou vsak
nebyl protein c90 detekovan v Zadné z tkani (OBy. 1

1

<« c90

SRRIY

M 1 2 3 4 5 67 8 9 10

Obr. 13: Tkanovy profil pro c90 v klistéti I. ricinus. (M-marker, 1-5: amidoblack, 6-10:
Western Blot, 1,6-slinné Zlazy, 2,#esto, 3,8-ovaria, 4,9-hemolymfa, 5,10-pozitivni
kontrola)

JelikoZ se nepodito detekovat protein v tkanickepdni sajicich samic, byly na
piitomnost c90 testovany tk&samic sajicich 1 den. Na membfanWestern blotu (Obr. 14)
jsou patrné prouzky o velikosti monomeru ve slimgtazach a ovéariich, ale také prouzky
odpovidajici ¥tSi molekulové hmotnosti. Jedna se pggpatiobrg o multimery, které byly
pozorovany i u rekombinantniho proteinu. Ve slirmytazach (a u pozitivni kontroly) je

patrny i prouzek o velikosti cca 14 kDa. V hemolyraérum detekovalogkolik prouzki,
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které se vSak velikos¥isi od €ch ze slinnych zlaz i ovarii. Mozné vyshkeni bude

nastigno v diskuzi.

«—— €90

Obr. 14: Tkanovy profil c90 v samicich sajicich jeden de(M-marker, 1-4: SDS-PAGE, 5-
9: Western blot, 1-slinné Zlazy, Zeto, 3-ovaria, 4-hemolymfa, 5-slinné zlazy, feso, 7-
hemolymfa, 8-pozitivni kontrola)

Dale byla také zji®vana pitomnost c90 transkriptu viznych vyvojovych stadiich
klistéte I. ricinus. Pritomnost mRNA pro ¢90 se pdila prokazat pouze ve stadiu nymfy a
nenasaté samice (Obr. 15).

coo NSNS T
Ak

Obr. 15: Pritomnost genu c90 viznych stadiich vyvoje kliséte |. ricinus (1-vajiko; 2—
larva; 3—nymfa; 4—samec; 5—-nenasata samice; 6-ansadice)
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4 5. RNA interference

4.5.1. RNAI protokol

Amplifikovany PCR produkt byl extrahovan z geluadigovan do plazmidu pl10.
Zligovany plazmid pl10 byl zaklonovan do Top 10 &kwBaktérie z vybrané pozitivni
kolonie byly geatkovany do LB média s ampicilinem. Nakonec byl &sp vyizolovan
plazmid. Nasledovala restrikce purifikovaného platnpomoci fenolchloroformu. V dalSim
kroku byla nasyntetizovana jednoviaknové RNA, kteyka pozdji purifikovana. Finalnim

krokem byla piprava dvouvlaknové RNA hybridizace sense a argisetdkna ssRNA.

M 1 2 3 4 5 6
Obr. 16: Priprava dsRNA a plazmidu(M-marker, 1-neStipnuty plazmid, 2-plazmid Stipnuty
Apal, 3-plazmid Stipnuty Xbal, 4-sense ss RNA, fsa@mse ssRNA, 6-dsRNA)

4 .5.2. Tkéovy profil mRNA pro ¢90 u kligat Ixodesricinus s vypnutym genem c90

Metodou dvoukrokové RT-PCR byla detekovan&tomnost mRNA pro c¢90
v raiznych tkanich kligte Ixodes ricinus. Totalni RNA byla vyizolovana ze slinnych Zlaz,
strevni tkak a z ovarii 25 kligat napichanych dsRNA pcatp dnech sani. Komplementarni
DNA byla vytvarena pomoci kitu Enhanced avian reverse transonipgaction for two-step
RT-PCR (Sigma-Aldrich).
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V prvni reakci byly pouzity expresni primery (c®#R20-fwd a c90pET20-rev) a
primery pro RNAIi (c90-RNAI—F a c90-RNAi—R) zaalem srovnani jejichdinku (Obr. 17).
S ok¥ma sadami primérbylo dosazeno podobnych vyslédiPro dalsi reakce byly zvoleny
expresni primery, protoZze primery na RNAi by mobdhytit i gen c91. Pro kontrolu exprese
byly pouzity gen-specifické primery pro actinovyngektery je exprimovan viblizné
stejném mnozstvi ve vSech tkanich a jeho transnm@ni ovlivina nasatim.

Paiet cykli a ndedéni mRNA bylo uteno experimentaty nakonec bylo zvoleno
fedni 100 x a poet cyki 30.

Strevc Slinné Zlaz Ovarie
EXPre SN Prim ey —— — N
c9C o
RNAi primery [ I

Akt —————

GFP c90 GFP c90 GFP c90
Obr. 17: Exprese genu c90 v kl&techl. ricinus napichanych GFP a c90

Ve slinnych Zlazach a ovariich byla mistekavaného potteni tvorby, pozorovana
upregulace genu c90 po pokusu o jeho vypnuti. Viigrenu c90 zfsobilo jeho overexpresi,
a proto bylo v nasledujicich pokusech zkoumandlj jesni tvorba proteinu c90 reakci na
poraréni. Bylo testovano ¢kolik cDNA z riznych RNAI pokué na gitomnost mRNA pro
c90 (Obr. 18). VSechny cDNA pochazely ze sangtcdmi po nasati.

Obr. 18: RT-PCR: mRNA ze slinnych Zlaz z kli®at |. ricinus knock-outovanymi geny
GFP, c90, transferin, IX0A a IxoC(1-nenapichané samice, 2- GFP knock-down, 3-c90
knock-down, 4-transferin knock-down, 5-1xoA knoctwveh, 6-1xoC knock-down)

Pomoci Western blotu byla testovartégmnost c90 proteinu v tkanich ki&, u
kterych byl proveden pokus o vypnuti genu pro ¢é3idobr jako u jednodennich kiiat je
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mozné ve slinnych Zlazach i v ovariich detekovaupky velikost& odpovidajici mono i

multimerim c90 steji jako prouzek odpovidajici 14 kDa fragmentu (O). 1

s «—— €90

Obr. 19: Tkanovy profil genu c90 v kli¥atech s vypnutym genem c9M-marker, 1-

slinné Zlazy, 2-sevo, 3-ovaria, 4-pozitivni kontrola)

4.5.3. Pokus s napichanim Kh$ vodou, G+ bakteriemi a G- bakteriemi

Aby se zjistilo, jak kli&t reaguje na vlastni vpich, byl uskébeén experiment, pro
ktery bylo pouZito 60 kli&t, roza&lenych do ti skupin po dvaceti. Prvni skupina K& byla
napichana 1 pl ddi®, druha suspenzi G+ baktéliicrococcus luteus 0 OD=1 skupiny a
posledni skupina G- baktérierischerichia coli. Po @ti dnech sani na mé&atech byly
vypitvany organy. Vzorky zéthto orgah byly zpracovany a analyzovany postupy RT-PCR a
Western blot.

PCR pro vzorky ze stva a ovarii z klgat napichanych vodou, G+ a G- baktériemi
trvala 40 cykil, protoze bylo zji&no, Ze v pitbéhu 30 cykl nedoslo k viditelné amplifikaci.
K nejvysSimu narstu mnozstvi transkriptu c90 dochazi po napichégfdt vodou, a to ve
vSech tech testovanych tkanich. V ostatnich kategoriichm&zi sebou jednotlivé tkén
vyrazre liSily. Zatimco ve sevech a ovariich byl transkript pro c90 detekovamppichani
obéma typy baktérii, ve slinnych zZlazach nebyla jekprese vibec detekovana (Obr. 20).
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Obr. 20: Shrnuti (1- klifata napichana GFP, 2- knocked-down (c90), 3-
nenapichand kifata, 4- kli€ata napichana vodou, 5- kl&a napichand G+ baktériemi, 6-
klistata napichana G-baktériemi).
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Obr. 21: Pritomnost proteinu c90 ve tkanich(M-marker, 1-slinné Zlazy, 2igvo, 3-ovaria,
4-hemolymfa, 5-pozitivni kontrola)

Na membré# byly opst viditelné bandy odpovidajici velikosti monomedimeru a
trimeru c90 v ovariich ve vSeclteth zkoumanych skupinach a navic gegé slinnych
Zlazach ve skupihsamic napichanych G- bakteriemi (Obr. 21). Na nréamiysou Zetelné i
prouzky o velikosti multimdr odS€peného fragmentu c90 o molekulové hmotnosti asi 14
kDa.
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5. DISKUZE

Zastupci proteinovych rodin 18,7 a 19 kDa byly pops poprvé v Kkligti Ixodes
scapularis jako jedna ze skupinfipkatalogizaci sialomu tohoto druhu. (Ribeiro a.k@006).
Homologni geny kodujici tyto proteiny byly nalezenyevropském kli$ti Ixodes ricinus, u
ktereho se navic ukazalo, Ze expresmito geri je siln® zvySena jiz prvni den poripati.
Logicky se tedy zda, Ze se jedna o skupiriledtou pro sani kligte. O funkci &chto
proteini se vSak dalo pouze spekulovat, protoZze Zadn&himokusy nebyly provedeny a co
je zajima¥jSi, nebyly nalezeny Zadné homology u jinych orgafii nez u kligat rodu
Ixodes. Zda se tedy, Ze se jedna o skupinu unikatni¢p@e kli¥ata. Fylogenetickou
analyzou vSech dostupnych sekvenci bylo &St Ze rodina 18,7 kDa se sklada ze t
podskupin, které jsou pra$podobré piitomné u vSechtit druhi. U Ixodes pacificus
(Francischetti a kol., 2005) to zdardimeplati,jde ale pravépodobré jen o nedostatek dat.
V rdmci jednotlivych skupin jsou sifipuzrejsi proteiny z jednoho druhu, ¢ehoz se da
usuzovat, Zze uipdka vSechit druhi existovaly minimald tii geny, které dale po speciaci
podléhaly dalSi evoluci mechanismem genoveé dupdiltanaslednym hromé&oim mutaci.

VSichni z&stupci sdileji konzervovanou cysteinokostru sloZzenou z 12-ti cystéira
nékolik shodnych domén, které nazog podobnou terciarni strukturu. Jedna podskupina
obsahuje dokonce j&Stva cysteiny navic.. Préwverciarni struktura byvéasto pro funkci

e

proteini dialezit¢jSi nez individualni aminokyselinové slozeni. Proye tedy sdileji
konzervovanou strukturu, kterd je udrZzovana v esiplzatimco ostatni aminokyseliny
podléhaji porarné rychlému vyvoiji.

Praw vysoké mnozstvi cysteirmize zpisobovat vzajemné propojovani jednotlivych
molekul mezi sebou. To se&ijd i u proteirii z rodiny 18,7 kDa. Teorii, Ze proteiny této
skupiny maji sklon tvist multimery, podporuji vysledky dosazené v tétaagir Vznik
multimer byl pozorovan § purifikaci rekombinantniho proteinu. Na SDS-PA@Elu jsou
zietelrg vidét proteiny o vysSi molekulové hmotnosti nez c9@jchz rekteré jsou s neptSi
pravdépodobnosti jeho multimery drzené pohromadisulfidickymi miastky. To bylo
potvrzeno provedenim SDS-PAGE ve dvou typech tpufrredukujicim a neredukujicim.
Redukni podminky maji za nasledekepuseni disulfidickych vazeb uvhiproteinu i mezi
molekulami, takZze vysledkem by ¢ého byt zmizeni prouzk predstavujicich multimery.
Skute&n¢ se ukazalo, Zec¢hteré z prouzk o velikostech odpovidajicich multinien byly

v redukujicich  podminkach slabSi ve srovnani scugicimi podminkami, zatimco
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prouzky o velikosti monomeru byly vyraggi. To je dikazem skuténosti, Ze rekombinantni
€90 skuteng tvori in vitro multimery pomoci disulfidickych fstki. Obdobr data ziskana z
Western blotu tkani kliste vykazuji na membranachifomnost prouzk, které odpovidaji
velikosti nasobkm molekulové hmotnosti 18,7 kDa. Tato data nabizéjér, ze proteiny
skupiny 18,7 kDa tvioi multimery i v podminkach in vivo, a Ze se te@ylfjd o firozenou
vlastnost &chto proteiri. Z &€chto vysledk je mozné vyvodit, Ze zkoumané proteiny jsou
schopné se &bvat.

Na Western blotech bylo anti-c90 sérem detekovatidi \mnozstvi prouak které
velikosti neodpovidaji nasotn monomeru ¢90. U vzoikz Mono Q byl navic pozorovan
fragment o velikosti asi 14 kDa, ktery ¥eplchozich pokuspiitomen nebyl. Tento fragment
c90 mozna vznikl od§penim nebo degradaci. Podobny fragment byl detekovdkanich, je
proto mozné, Ze se jedna birpzeny jev. Schopnost tohoto fragmentu spojova estatnimi
molekulami c90 by mohla vysitlit pfitomnost tak velkého mnozstviane velkych proteir
detekovanych pomoci Western blotu. Tuto schopriedy; tvait multimery, ma i od&peny
fragment c90 o velikosti 14 kDa, protoze na membiaau Zetelné i prouzky odpovidajici
nasobkm c¢trnacti. Rimy dikaz by podalo fimé sekvenovani peptidu nebo hmotnostni
spektrometrie.

Pritomnost genu c90 v kkidtech z pokus které pedchazely RNA interferenci, byla
prokazadna pouze ve slinnych Zlazach nenasatychydévmich actyrdennich samic. Ve
strevni tkani ani v ovariich fitomnost genu c90 potvrzena nebyla. Nasledujiciupok
s pstidennimi klig’aty ale gen c90 odhalil i verstg. Tento rozpor ve vysledcich by mohl byt
zpausoben faktem, Ze pro pokusy byly pouzitgmé vyizolované cDNA. V pokusu g8anymi
vyvojovymi stédii kliséte byl gen c90 detekovan v nyd v nenasété samici. N@omnost
genu v nasaté samici je prapodobrk zpisobena tim, Ze Slo o ki&po giti dnech sani, kdy
uz je produkce c90 velmi slaba.

Pavodnim zanmirem bylo uskuténit pokus s vypnutim genu pro c90 pomoci RNAI a
sledovat, zda knock-outované sliny owili§ji imunitu a jestli vypnuti genu oviimje klisg
samotné. Tyto pokusy nakonec provedeny nebyly,opeotse ukazalo, Ze vypnuti genu
nefungovalo podle @kavani. Namisto ipdpokladaného snizeni tvorby nebo dokonce
vypnuti genu ¢90 doSlo k jeho upregulaci. Tentohghpozorovan ghem pokug RT-PCR.
Ukazalo se, Ze transkripce c90 je ovlma [ procesu vypinani genu, s n&si
pravéépodobnosti  vpichem. Proto nasledovaly pokusy sa&iyS napichanymi
vadou, baktériemi a jinymi knockouty. Vysledky pskus kli€aty napichanymi vodou, G+ a

G- bakteriemi ukazaly, Ze nejhidiu &jSi reakce ve vSech tkanichtzobil vpich vody. Tato

48



skute&nost by se mozna dala vysM jako odpovd organizmu Kklig&te na zmnu
osmotického tlaku v hemolyraf Vysledky dosaZzené v jednotlivych tkanich jsowalirvelice
raiznorodé. V ovariich a veist€ je napadna podobnost v reakci na vodu a baktaleeye
sttev¢ je navic patrna reakce na knock-outovany c90. Blagginné Zlazy reaguji kroin
vpichu vody i na knock-out GFP a c90. Ziskana datazuji jistou rozporuplnost, ktera by
mohla byt disledkem toho, Zebyly pouZity tizné izolace cDNA. Vysledky jsou ale
reprodukovatelné v ramci jedné dané izolace cDNdtgie pokusy PCR byly opakovany
tiikrat vzdy s totoznym vysledkem. Tim je tedy vyena metodicka chyba. Navic Western
blot pritomnost c90 v tkanich potvrzuje. Na expresi caflytasi bude mit vliv jestjiny
faktor, jaky se ale nepotil objevit.

Ze ziskanych informaci a vysleilkyvstavaji mnohé otazky, na které by byloipbt
nalézt uspokojivé odpedi. Prikladem je nejednotnost vysleidk riznych pokusg RT-PCR,
proto by bylo v budoucnosti vhodné pro vSechny pgkpouzit stejné vyizolované cDNA.
Klistata ale také mohou reagovazm na rfizné vpichy v dsledku nestejné manipulace Na
praci s Zivym organismem ma vitada jinych faktak, treba i stav kligte. Tato skuténost by
méla byt potl&ena pouzitim &Siho pdétu kligat. Bylo by teba ¥novat se i vysledikm
z SDS-PAGE a Western blotu, které ukazuji multime&§0, zde by bylo na mist
sekvenovani peptidufipadré hmotnostni spektrometrie. Zajimava je i skotest, Ze zatimco
sialomova prace (Chmela kol., 2008) hovid o vyrazném rozdilu v produkci c90 mezi
nenasatymi a&ast&né nasatymi samicemi, pokusy RT-PCR usko#aé v této praci tento
markantni narst nepotvrdily. Vys¥tlenim této skut@nosti je pravépodobr to, Ze fdivodni
piedpoklad, Ze dochazi k upregulaci, je zaloZzen rarnmacich z cDNA knihovny, které
vypovidaji o celé skupinproteini. Vysledky z RT-PCR jsou konkrétni, a proto relewnan
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6. ZAVER

Poddilo se vytvdit rekombinantni protein c90 a polyklondlni pratfia proti tomuto
proteinu. Byla pipravena dvouvlaknova RNA pro pokusy s RNA intesfesi. Z tkani
ziskanych z Kkligat napichanych touto dsRNA pétipdnech sani bylyifpraveny vzorky pro
RT-PCR a Western blot. Dosazené vysledky né&avely, Ze protein c90 se upiaie v €le
kliStéte v reakci na porami, a proto byl uskut@én pokus s kligaty napichanymi vodou, G+
bakteriemi a G- bakteriemi.

V prabéhu ziskavani dat pro tuto diplomovou praci bylostjio, Ze zkoumané
proteiny maji schopnost tiib multimery, a Ze p RNA interferenci nedochazi k vypnuti
genu, ale naopak k jeho upregulaci. Vétevtechto informaci spolané s bioinformatickou
analyzou vyvstava mozny z&ty Zze proteiny o molekulové hmotnosti 18,7 a 19 KBau
pravdépodobre dilezité ve fyziologii klis¢te. Tyto proteiny maji s nejisi prava@podobnosti
strukturni funkci véle kliS&te a jejich produkce fize byt reakci na porani, v giipad
RNAI vpichu, spiS neZ v antiimugitSowasre ale i skuténost, Ze u normélniho kl&e jsou
proteiny 18,7 kDa exprimované veétsi mie na zaéatku saci periody nabizi k Gvaze to, Ze i

v hostiteli maji tyto proteinyijece jen svou funkci.
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