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1. Ixodes ricinus(klisté obecné)

viN /s

KIist¢ obecné je nefEngjsi druh kliskte stedni Evropy a tedy Geské republiky.
Z taxonomického hledisk#iadime kligata do kmeneArthropoda (Clenovci), podkmene
Chelicerata (Klepitkatci), tidy Arachnida (Pavoukovci), podidy Acari (Roztai), fadu
Parasitoformesa podadu Ixodida (Klistata). Ixodida se dale &i na dw celedi Ixodidae

(Klistatoviti) aArgasidae(KliStakoviti). Ixodes ricinugpati do ¢eledilxodidae

Kromé sttedni Evropy se kli8t obecné vyskytuje v menSi fai po celém zbytku
Evropy, dale srem na jih ke Kaspickému rfica severnimu Iranu nebo také v severni
Africe. Klistata obyvaji pedevSim mirny pas opadavych a smiSenych $edostaténou
vihkosti nebo jiné husté porosty s vysokym mnobstdiefovych srazek (Volf & Horak,
2007).

Pro celed’ Ixodidaeje charakteristicky tvrdy ivetni Stitek gcutun), ktery u samg
pokryva celou hornicast tla, zatimco u samic jedast, coZz umaiije mnohonasobné
zvetSeni Ela pri sani krve Yolf & Horak, 2007). Télo maji kli¥’ata zplo&tlé. Samci jsou 2,5 —

3 mm velci a v dosjosti ¢ervenohgdi. Samice jsou velké 3 — 4 mm a po nasati mohou
dosahnout velikosti okolo 1 cm a jsou zbarvené edas Ustni Gstroji maji bod&wsaci,
tvorené postrannimi pohyblivymi chelicerami a hypostom&adlikova 2007). Hypostom

je ryp&ek se zptnymi h&ky slouzici nejen k sani krve, ale takétlcpyceni na hostiteli a

samci pomoci & dokonce pedavaji sandce sperma (Forstl et al., 2006).

Klist¢ obecné marthostitelsky vyvojovy cyklus, ktery obvykle trvéi roky. Larvy
vétSinou saji na drobnych hlodavcich, ptacich ajkdth, podob# jako nymfy, které vSak
vyhledavaji i ¥tSi obratlovce. Dosge saméky parazituji pedevSim na&tSi lesni z¥¢fi, ale
také na domaécich kopytnicich a pseChovék je nahodnym hostitelem a parazituji rgmn
rizna vyvojova stadia kli&e (Volf & Horak, 2007).

Vliv klistaty prendSenychvodai chorob na viejné zdravi v pibéhu let dramaticky
roste. Parola & Raoult (2006) ve své literarni ré§enenuji 15 novych kli&aty prenasenych
bakterii, které byly objeveny a uznany za lidskéogany v letech 1982 az 2004. Khks$a

pienaSi mnohem viceipodai chorob nez jakykoliv jinglenovec (Schwartz, 1994).
Klist¢ obecné je fenaSeéem pivodai: klistové encefalitidy (TBEV) a Lymské
boreliézy (spirochéty komplexBorrelia burgdorferi sensu lato), tulamérie {podcem

bakterieFrancisella tularensiy Q-hore&ky (riketsie Coxiella), erlichiozy (riketsieErlichia

spp.) nebo horky Skalistych hor Rickettsia ricketts)i Klistata mohou svého hostitele
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posSkodit i pouhym sanim prastinictvim velmi silnych toxién vylucovanych ve slinach
béhem sani (Volf & Horak, 2007).

2. Imunitni systém kliStéte

Jak uz bylo zmigno, kli¥ata jsou vyznamnymi vektogfenovci genaSenych nemaoci.
Rozmanitost patogennich organismprenasSenych kli&aty presahuje mnozstvi patogen
objevenych u jinych krevsajiciallenovdi. Behem procesu sanitbe byt klist infikovano
mnoha tiznymi mikroorganismy, jako jsou prvoci, viry, bakee rickettsie a nematoda, a
nasleds tyto patogeny fenasi (Sonenshine, 1993¥itBmnost efektivni imunitni odpadi

v hemocoelu arthropod je tedy nezbytna pexjii infekce patogeny (Fogaca et al., 2005).

Bezobratli se fed infekci brani svym fpozenym imunitnim systémem, ktery
neobsahuje protilatky ani p&tdovée buiky. Prvni Urové obrany tvdi kutikula, ktera vytvé
chemickou a mechanickou bariéru proti pafamit Pokud se parazité dostanoie$p tyto
bariéry, zapojuje se b&nd a humoralni odpéd. Tyto imunitni reakce jsou
nespecifickymi obrannymi reakcemi zahrnujicimi fegdzu, nodulaci a enkapsulaci
buré¢cné odpo¥di, ale také humoralni enkapsulaci, hemaglutinéiciantimikrobialni
proteiny. Odpowdi burngéného i humoraliniho imunitniho systému se projevuji
v hemocytech, hemolyraf stevech, slinnych zlazach a tukovégtese (DeMar, 2006).

2.1 Bunééna imunitni odpovéd’

Fagocyt6za je proces pohlceni a odstnarcizorodého materialgi mikroorganisni
zprostedkovany specializovanymi bBkami (Gotz & Boman, 1985). Hlavni fagocytickou
funkci v burg¢né imunitni odpo¥di maji hemocyty, plasmatocyty a granulocyty (DeMar
2006).

Nodulace je reakce hemodyna zvySené mnoZstvi bakterii, hub, protozoi nebo

......

koagula granularnich bek obklopenych vrstvou krevnich beky které mohou, ale nemusi

podstoupit melanizi (Go6tz, 1986).

Enkapsulace zahrnuje obalertSich nodul a cizorodych materiélnékolika vrstvami
burgk a isoluje je tak z aktivniho ébu (G6tz & Boman, 1985; Gotz, 1986).



2.2 Humoralni odpovéd’

Humordlni enkapsulace zajife zformovani volného agregatu z melasidho
materialu okolo cizorodého materiélu, postupné ®imisagregatu a pockolika minutach
kompletni obaleni ciziho materialu. Tato reakc&enbyt spusha @itomnosti nematod,
hub, bakterii a jinych cizich organiém a latek. Enkapsulace je vyvolana
profenoloxidazovym aktivaim systémem, jehoZ prvnim krokem je navazani teqdézy a
dalSich proteifra druhym krokem melanizace a sklerotizace cizbtétky (Vey, 1993).

DalSi obrannou reakci je aglutinace. Hemaglutijacghlukovanicervenych krvinek
v prfitomnosti hemaglutinin Na hemaglutinaci se podili hemaglutininy nebdimgk které
se pirozere vyskytuji u vSech eukaryotickych organismmnoha bakterialnich drihi
nekterych viti, a jsou velmi dleZité @i agregaci a opsonizaci mikroorganisiiRatcliffe et
al., 1979). U sauc hraji lektiny vyznamnou roli recepigrkteré vazi mikroorganismy, ale
také aktivuji komplement (lwanaga, 2002). Lektisgy proteinyi glykoproteiny s jednim
nebo vice vazebnymi misty pro specifické karbohydra proto jsou schopné agregovat
mikroorganismy pes rozpoznani specifickych antigelokalizovanych na povrchu patogenu
(Peumans & van Damme, 1995). Lektiny bezobratlygdu jzahrnuty do proceésdurecné
adheze, opsonizace, fagocytozy a cytolyzy (Vastdachalonis, 1983). Lektiny vazané na
membranu zdanlivprimo vazi cizicastice, zatimco humoralni hemaglutinirigjmé jednaji
jako opsonické faktory, které se vazi na ¢astice a usnadiji jejich vstebavani hemocyty
(Ratner & Vinson, 1983). #edpoklada se, Ze KkI&t lektiny se, stejh jako lektiny jinych
bezobratlych i obratlovg i¢astni hemaglutinace a opsonizace mikroorgaiiansou hlavni
souwasti rozpoznavani cizorodych latek, hemaglutinaceravdpodobr také genosu
patogeid (DeMar, 2006).

Antimikrobialni proteiny

DalSi slozkou humoralni odpédi je produkce antimikrobialnich peptidkteré mohou
piimo napadnout a rychle zabit invadujici mikroorgamis, jsou vSudyfiomné a tvé
souast vrozené imunitni obranné odpdv prokaryotickych i eukaryotickych organiém
Tyto proteiny projevuji extrémni diverzitu priméhi a sekundarnich struktur a jsou
schopné zasahnout velké mnoZstvi mikroorgatiistahrnuji lysozymy, cecropiny, attaciny,
defensiny, peptidy bohaté na prolin, peptidy boheéglycin a dalsi, které se liSi svymi
mechanismy likvidace cilovych bék (DeMar, 2006).

Lysozymy jsou @gFitomné v hemolynif hmyzu a v fipac infikovani hmyzu se jejich

tvorba zvysuje. Projevuji se @tginy zviecich druld a chovaji se jako enzymy, které lyzuji
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bakterie Stpenim B-1,4 glykosidickych vazeb peptidoglykanové beme stny (DeMar,
2006).

Cystatiny jsou reverzibilni inhibitory cysteinovych protemaéakteré se vyskytuji u
mnoha zwfat i rostlin. Teprve nedavno byly objeveny i u &di§a krond jejich role fi
potlatovani imunitniho systému hostitele, hrafile¥itou roli v humoralni odpadi proti
patogerim klis’at (DeMar, 2006).

Fragmentyhemoglobinu: hemoglobin je vyznamnymignaSéem kysliku. V posledni
doke bylo ovSem zji&tno, Ze je také zdrojem dalSich bio-aktivnich pepiidanov et al.
1997), které KliGata vyuzivaji v antimikrobialni obrarfDeMar, 2006).

Vv s

také nejvice studované antimikrobialni peptidy skt (DeMar, 2006). Defensiny jsou
cyklické antimikrobialni peptidy obsahujici Sest sigynovych zbytk se stejnym
cysteinovym parovanim, Cysl-Cys4, Cys2-Cys5, Cyg86C BZzné jsou to peptidy o
velikosti kolem 4kDa. Mezi imunitni odpeégi jednotlivych kliskcich druli na gitomnost
patogerti existuji rozdily. Vysledkengthto rozditi je prenos vybranychijvodal nemoci u

nékterych drulii nebo jejich eliminace (Gillespie et al., 1997).

DalSi antimikrobiélni proteiny : krom¢ defensiri byla v posledni dabobjevenarada

dalSich peptid s antimikrobialni aktivitou. P&t mezi ®® nag. mikroplusin, hebraein,
ixodidin, ixosin apod. (DeMar, 2006).

Porozungni mechanisiiim &inka antimikrobialnich peptidl je dilezité pro vyvoj
lepSich strategii kontroly kifat a zabr&ni prenosu nemoci klif&ty. Identifikace molekul
zahrnutych do trznych kroki vrozené imunity kliGat by mohla poskytnoutipezitost

k vyvaoji protiklistcich vakcin a zabranitiehi grenasenych onemo&mi (DeMar, 2006).

3. Inhibitory proteaz a jejich funkce

Imunitni systém hostitele je souborem &kia efektorovych molekul, které zabgi
invazi parazity. Sekretované proteazy hraji vyznammoli v metabolismu parazita a
ovliviuji jeho virulenci. Proteazy tak t¥iojednu z hlavnichiid virulentnich faktofi, ktere
se (astni invaze, vyhybani se imunitostitele, vyZzivy a reprodukce parazita. Nijak
piekvapiw se u hostitele vyvinuly inhibitory schopné inaktat a odstranit tyto protedzy
zapojeneé do invaze parazitem. Inhibitory protearakestaly nezbytnou seéasti imunitniho

systému hostitele (Armstrong, 2006).



Inhibitory proteaz:

Imunitni systém je zar@n na zmiréni Utoku patogennimi parazity, kiese
probojovali do vnitniho prostedi hostitele. Primarni obranoded Utokem patogeny jsou
integumenty, které zahrnuji pokozku a slizové Mgstéraviciho, dychaciho, vyttovaciho a
rozmnozovaciho systému. U mnoha bezobratlych jsokozka i mukézni membrany
obohacené o nezivé povrchové vrstvy jako je kuéikarthropod. Tyto tkan zabraiuji
proniknuti cizich organisth do vnitniho prostedi potencialniho hostitele. Sekundarni
obrana je tvenaradou bugk a rozpustnych efektdrtvoricich imunitni systém. Tyto kiky
a efektory napomahaji inaktivaci a odstmain parazih a jejich toxickych produki
(Armstrong, 2006).

Inhibitory proteaz se di do dvou zakladnich furtkich tid. Prvni tida je tvdena
inhibitory vazajicimi se na aktivni misto cilovéofgdzy a tyto inhibitory inaktivuji jeji
schopnost hydrolyzovat substraty (Armstrong, 20@8uha tida jsoua,-makroglobuliny,
které uzaviraji cilovou proteazu v ,molekularnitgasotrené polypeptidovyniezcemas,-
makroglobulinu (Starkey & Barrett, 1977). &aena protedza tak ztraci schopnost
proteolyzi makromolekularnich substratkteré jsou fliS velké na to, aby pronikly do
molekularni ,pasti‘a,-makroglobulinu. Stale vSakime hydrolyzovat substraty o dostaie
nizké molekularni hmotnosti, které se mohou do tjpatostat a interagovat s aktivnim

mistem proteazy (Starkey & Barrett, 1973).

3.1 Serpiny
Inhibitory serinovych proteaz secld podle specifity na substrat do 4 skupin na
inhibitory chymotrypsinu, trypsinu, subtilisinu dastazy. Tato reSerSe déale s ohledem na

téma prace pojednava o inhibitorech trypsinu.

Serpiny jsou nejtSi rodinou protedzovych inhibitior zapojenych do mnoha
biologickych proces jako koagulace krve, fibrinolyza, programovanadgna smrt, vyvoj
nebo zawst (Carrell et al.,, 1987; Gettins, 2000; Huntingten al., 2000). Serpiny jsou
strukturré heterogenni a fukké velmi rozmanité proteiny, které se nachazejiiznych
organisnit od viri az po obratlovce (Patston, 2000; Potempa et 884;1Gettins, 2002).
Celkem bylo objevenoips 400 fiznych serpifi u organisnd zahrnujicich viry, rostliny,
hmyz, prokaryota a obratlovce (Irving et al., 200@erpiny jako a-antitrypsin, ao-
antichymotrypsin, Cl-inhibitory, antitrombin nebwohibitor aktivatoru plasminogenu maji

zésadni roli f kontrole protedz ovlikujicich komplement, koagula¢i zarst a jsou také
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spojovany s vice nez 90 lidskymi nemocemi jako doz&/cirh6za, angioedém, demence,

chronicka bronchitida nebo tromboza (Silverman.e01).

Serpiny jsou také sdasti imunityfady ¢lenovai, nag. koman (Michel et al., 2006),
octomilek (Nappi et al., 2005) nebo lis&jlanduca sextdZou & Jiang, 2005). Serpiny také

kontroluji kaskadu koagulace hemolymfy u ostrorgjgarwala et al., 1996).

Ne vSechny serpiny vSak inhibuji serinové protedgyistuji serpiny inhibujici

cysteinoveé proteazy i proteiny bez jakékoliv intiiaktivity (Whisstock et al., 2005).
Struktura serpii

Struktura serpiin je z velkétasti konzervovana. Bmérna velikost proteinu je 350-400
aminokyselin a molekularni hmotnost 40-50 kDa. Bsrjsou tvaeny temi - skladanymi
listy a 7-9a-helixy (Patston 2000). Usek aminokyselin nazvamjka reaktivniho centra
(RCL) obsahuje misto rozpoznani proteinu, kteréfitvpruzny usek fiblizne 17
aminokyselin mezi A a B-sklddanym listem (Silverman et al., 2001).

Mechanismus {sobeni serpiit

Serpiny s inhikini aktivitou funguji extracelulani intracelularg. Extracelularni
serpiny jsou dlezité @i kontrole proteolytickych kaskad v plagn{nag. koagulace) a
intracelularni serpiny ochiigji buiku a chrani ji proti nefmérenému uvolani
cytotoxickych proteaz (Whisstock et al., 2005).

Jeden z hlavnich prindippasobeni serpiinje schopnost molekuly projit dramatickou
konformani zménou (Whisstock et al., 2005). iibzert se serpiny vyskytuji
v metastabilnim stavu. &8i stability dosdhnou éhem inhibéniho mechanismu tim, Ze
piejdou ze stresové konformace do relaxované, cadkg nezbytné pro inhibici proteazy.
Béhem této zrany uspdadani oblast zodpedna za interakci s cilovou proteazoie )i
smyka reaktivniho centra (RCL), se vlozi do fAskladaného listu a vyt¥dbtak nove
vlakno. Struktura findlniho serpinového enzymatickékomplexu odhalila, Ze serpin si
osvoji relaxovanou konformaci a proteaza, kteratgsté&né rozvolrena je kovalent#

piipevréna k serpinu acylovou vazbou (Huntington et alQ®0

Serpiny jsou steph jako jiné komplexy nachylné k destabilizujicim @ecim
(Whisstock et al., 2005). Mutace v kritické oblasfiZze zpisobit, Ze RCL jedné molekuly se
vlozi do A B-skladaného listu jiné molekuly a vyttiatak vazbu smika-skladany list.
Nasledr dojde k polymerizaci této vazby a k agregaci (Keaml., 2011). Toto hromadi

je evidentni pedevSim u vzacné édicné demence, kterd je tgpbend hromahim
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neuroserpinu v neuronech nebo u padienhedostatkem antitrypsinutgmbenym agregaci

antitrypsinu v hepatocytech (Medcalf, 2005).

Serpiny se uplauji v mnoha konzervovanych interakcich jako ifldpd zmenSeni
postrannich fetzcal v pieplninych oblastech, 2z#Sovani mezer nebo vymvani
vystavenych hydrofobnich kapes, které umoziniopinimu vlaknu se ipnmenit z pivodni

formy do stabilni inhikini konformace (Khan et al., 2011).

3.2 Inhibitory proteaz u klis tat
Klistata jsou pozoruhodni krevsajittenovci. NaSe znalosti traveni krve u KiE na
molekularni drovni ovSem daleko zaostavaji za pam&nim stejnych procésu jinych
krevsajicich parait(Lara et al., 2005). Charakterizace inhihitproteaz v klisiti je velmi
dulezit4, protoZe inhibitory mohou hratildZitou roli v regulaci trAveni hemoglobinu, ktery
je spojeny s antimikrobialni ochranou Kigta grenosem patogénRenard et al., 2002).

Inhibitory cysteinovych proteaz - cystatiny

Rodina cystatitt se @li na i hlavni skupiny: cystatiny typu 1 jsou cytoplasioiké
proteiny o 100 aminokyselinovych zbytcich bez dididkych mastki. Cystatiny 2. typu
jsou sekretované proteiny se 120 aminokyselinams disulfidickymi mistky. 3. typ
cystatini tzv. kininogeny jsou proteiny s vice doménami tlogigi i opakovani cystatinu
typu 2 (Barret & Salvesen, 1986)

Pritomnost cystatith byla zkouméana nd@pu kliStte Ixodes scapularisPozornost si
ziskaly dva cystatiny s velkou vzajemnou shodounakyselin izolované ze slinnych zlaz
klistéte. Prvni byl pojmenovan sialostatin Lutvjeho afinit ke katepsinu L a bylo uép
prokdzano protizatlivé a imunosupresivni gsobeni na hostitele. Druhy cystatin se
zvySenou inhikini aktivitou proti katepsinu L byl pojmenovan sitiatin L2 (Kotsyfakis et
al., 2007). U kligtte Boophilus microplusbyl charakterizovan cystatin pojmenovany
Bmcystatin, ktery vykazuje 70% aminokyselinovou dinos cystatinem z kli&e |.

scapularis(Lima et al., 2006).

Zhou et al. (2006) ve své studii prokazali, Ze idtdle Haemephysalis longicorniso

krmeni a inokulaci lipopolysacharidu dojde ke zwjsxprese cystatinu.

Dva geny koédujici inhibitory cysteinovych proteazodiny cystatifi pojmenované
Om-cystatin 1 a 2 byly izolované zéest pripravené cDNA knihovny kligkaOrnithodoros

moubata Syntéza obou cystafirbyla po krmeni krviietelrt redukovana. Om-cystatin 1 je
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exprimovan pedevsim ve #evech, zatimco RNA Om-cystatinu 2 byla objevenginych
tkanich klis¢te. Tyto sekretované inhibitory cysteinovych pratese podili na regulaci
nékolika proteolytickych cii v travicim systému Kkliste a na interakci kligthostitel
(Grunclova et al., 2006).

Nedavno bylo navic prokazano, Ze utlumeni cystateu slinnych Zzlaz kligte
Amblioma americanunznané snizilo schopnost kli§te se usgsné krmit na hostiteli
(Karim et al., 2005).

3.3 Serpiny popsané u kligat
Aby mohla kli¥ata dokogit krmeni, musi fekonat zaéty, aktivaci komplementu
hostitele a koagulaci krve. JelikoZ jsou tyto casiyulovany serpiny, fiieme pedpokladat,
Ze kli¥ata mohou vyuzit gkteré serpiny k tomu, aby se vyhnula obrannym meisham
hostitele. NaruSeni funkce nebo imunizace pewtitd proteirim je slibnou alternativou pro
vytvoieni nové strategie kontroly kit (Mulenga et al., 2009).

Doposud bylo u &kolika ekonomicky a lékaky dilezitych kliat klonovano a
charakterizovdno vice nez 30 @geRodujicich serpiny (Mulenga et al., 2009). Kdist
Boophilus micropluge bohatym zdrojem inhibitérserinovych protedz (Soares et al., 2012).
Razné druhy inhibitak serinovych proteaz byly objevenyedevsim ve vatkach a larvach
klistéte B. microplus Prikladem serpift z B. microplusjsou inhibitory nazvané BmSlIs
(Boophilus microplusSubtilisin Inhibitors), s aktivitou proti subtilieu A (Sasaki et al.,
2008) nebo ixodidin, izolovany z hemolymfy, se siininhibiéni aktivitou proti proteazam,

elastaze a chymotrypsinu (Fogaca et al., 2006).

V Klistéti Rhipicephalus haemaphysahbgly identifikovany dva nové serpiny (RHS-1
a RHS-2) s anti-chymotrypsinovou aktivitou a sectfikou expresi ve slinnych zlazach a
ve stevech. PestoZze oba serpiny, RHS-1 i RHS-2, vykazuji vellshodu se serpiny
popsanymi u jinych klt&at, shoda aminokyselin mezi nimi samotnymi bylangt@na na
pouhych 32,5%. Oba vyrazimhibuji chymotrypsin a RHS-1 navic projevuje koagul&ni
aktivitu. ,Umli¢eni* geri kddujicich tyto serpiny vedlo k znesnadhkrmeni a fichyceni
kliStéte na hostiteli. Tato data potvrzuji, Ze jsou ob@isy UR. haemaphysaloideahrnuty

do procesu krmeni krvi (Yu et al., 2013).

Prinejmensim 45 gehpro serpin bylo identifikovano v genomu kéi& 1. scapularis
VSech 45 serpih bylo strukturalé rozctleno na 32 serpin obsahujicich introny a 13
8



serpini bez gitomnosti introfi. Data z RT-PCR analyzy exprese ukazala, Zze 84%hzje
exprimovano ve $¢vech a slinnych zlazach hladovychaste&né nasatych kligat (Mulenga
et al., 2009).

VétSina znamych serpinje glykosylovana, a proto nenfgkvapive, Ze u 40 ze 45
serpinovych sekvenci z kl&e |. scapularisbyla pedpozena pitomnost N-glykosylaci
(Mulenga et al., 2009).

Mulenga et al. (2007) charakterizovali 17 novychps® z kliS€te Amblyomma
americanum které byly nasledn pojmenovany lospiny. RT-PCR analyza exprese 15
vybranych gef ukazala, Ze &Sina (11/15) lospiin byla exprimovana ve igvech,
vajecnicich a slinnych zlazach.

Ctyti serpiny nazvané RAS-1 aZ? RAS-4 byly objeveny istkle Rhiphicephalus
appendiculatus Analyza exprese pomoci RT-PCR ukazala, ze RA&]1,-3 i -4 jsou
exprimovany kromy sttev a slinnych Zl4z i v jinych kli&ich organech. Krotn RAS-3,
jehoz exprese se zda byt stejna ve vSech orgam®aB;1, -2 a -3 jsou exprimovany

pievazr ve slinnych zlazach (Mulenga et al., 2003).

Sugino et al. (2003), Imamura et al. (2005) a Pretcal. (2007) ve svych studiich
poskytli pleswedcujici dikazy o potencialu serpinv novych strategiich kontroly klat. Tito
a jini autdi ukazali, Ze krmeni klf&t na hostiteli &kovaném rekombinantnimi Kl&timi
serpiny zpsobilo ziskani menSiho mnozstvi krvé grmeni a dsledkem byla snizena
plodnost a zvySena umrtnost Ki§. Tyto objevy nazraji, Ze serpiny hraji vyznamnou roli

ve fyziologii klisgte.
DalSi serpiny byly izolovany z kli&e . ricinus.

Inhibitory proteaz ziidy aspartatovych a kovovych inhibitoproteaz prozatim u

klistécich druti nebyly objeveny.

3.3.1 Serpiny popsané u Ixodes ricinus
Jedinym dobe popsanym inhibitorem serinovych proteaz u &éSkxodes ricinusje
prozatim tzv. Iris Ikodes ricinusimmunosuppresor), elastazovy inhibitor exprimovaey
slinnych Zlazach kligte a uvohovany Ehem krmeni. Tento protein modulujérpzenou i
ziskanou imunitu hostitele. Je to specificky intobielastaz, ktery zasahuje do koagulace,
fibrinolyzi, adheze krevnich de&tk a také do imunitniho systému hostitele (Preval.e

2007). Iris inhibuje pedevSim lidské leukocytové elastazy, aktivatory néké&ho
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plasminogenu, thrombin a faktor Xa. Existuji spekel, Ze Iris by mohl byt pouzivan jako

terapeuticky nastroj proti endotoxemickému Sokebt et al., 2009).

Druhym serpinem objevenym luricinus je IRS-2, ktery je produkovany ve slinnych
Zlazach klistte. Tento protein se zattuje na d¢ cilové prozagtlivé serinové proteazy,
katepsin G achymazu zZirnych Bnpo gipact také na trombin. Vzhledem k tomu, Ze IRS-
2 inhibuje katepsin G a trombinem vyvolané sradewme, zastava dvoji roliip krmeni

klistéte, jelikoz miZze zasahovat do tvorby zdn i do hojeni ran (Chmelat al., 2011).

Leboulle et al. (2002) sestrojili 2 cDNA knihovngtvni ze slinnych Zlaz hladovych
klistat . ricinus a druhou ze slinnych Zlaz 5 dni krmenych kli&Zatimco v prvni knihové
se nenasSly zadné sekvence vykazujici homologiz gpamymi sekvencemi, vSechny
sekvence z druhé knihovny prokazaly vyraznou hogiblee znamymi geny. &které
sekvence z 2. cDNA knihovny jsou podobné antikoagtim, inhibitotim sraZeni krevnich
desttek nebo jinym proteim, které mohou byt zahrnuté do protigdinych a
imunomodulénich proces. Nagiklad Seq24 ukazuje shodu &terymi geny z rodiny
inhibitora  serinovych protedz jako je lidsky inhibitor thromb nebo prase
monocytové/neutrofilové inhibitory elastaz.

Chmela et al. (2008) sestavili 4 cDNA knihovny @zn¢ krmenych samic kliste .
ricinus. Z kazdé knihovny bylo nahodrvybrano 600 klof, které byly odsekvenovany a
analyzovany. Sedesat dva sekvenci obsahovalo Kdoiteénu, jejiz fitomnost je

charakteristicka pro inhibitory trypsinu.

DalSi objevené proteiny s homologii k inhibitor serinovych protedz doposud nejsou

dostaténé charakterizované.

4. Protiklist éci vakciny

V sowlasné dob existuje dostatek tdkazi, Ze vakcinace hostitiel definovanymi
antigeny kligat dok&ze vyvolat signifikantni imunitni odpgaf na napadeni kli&em
(Willadsen, 2004). Je znamo, Ze imunitni odfabvyroti napadeni klistem mize byt
zpisobena opakovanym napadenim E&n nebo aktivni imunizaci hrubym,
purifikovanym nativnim¢i rekombinantnim antigenem (Mulenga et al., 2000posledni
doke bylo objeveno mnoho antigérs prokdzanoudinnosti a zbyva mnoho dalSich, které je

ttreba pro¥iit a zhodnotit jejich dinky. Existuje omezeny, alefgs\wdéivy dikaz o tom, Ze
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nckteré z échto antiged se prokazou jako ¢énna ochrana nd&@ druhy, | kdyz

nepgredvidatelnou a prozatim nesrozumitelnou cestoulddgen, 2004).

Uz piiblizné 70 let je znamo, Ze imunitni odpl na napadeni klidtem mize byt
vyvolana vakcinaci tiznymi antigennimi materidly, jako jsou homogenatel&ho klisite,
homogenaty ze slinnych Zlaz a extrakty slinnyclz Zl@bo vniitni organy klistte. K tomu,
aby mohly byt pouzivany jako vakcina a byly kosm&rdostupné, je ovSenteba jest
dukladrgjSiho prozkoumani (Willadsen, 2004).

Prozatim jsou komeéné¢ dostupné dva typy vakcin. Prvni typ zahrnuje amiyg
zapojené v firozené rezistenci proti napadeni Ktém. Tyto antigeny jsou sekretovany ve
slinach kliséte bshem gichyceni a krmeni na hostiteli (Nuttall et al., BpODruhy typ jsou
tzv. ,skryté“ antigeny, které jsou za normalnicholmlosti ged imunitnimi mechanismy
hostitele skryté (Willadsen & Kemp, 1988). Typiclgkryté“ antigeny se nachazi narst
streva a interaguji se specifickymi imunoglobulingijggymi pfi krmeni s krvi. Nicmé&
jakykoliv antigen, se kterym se hostitel za norriciirokolnosti nesetka, je ,skryty” antigen.
Pokud se navic takovy antigen setka s imunoglobydionikajicimi do hemolymfy nebo do
streva nebo je spojeny €jakou Zivotrg dilezitou funkci kliséte, predstavuje potencialniho
kandidata na vakcinu (Nuttall et al., 2006).

Vicemére existuji ¥ cesty umo#ujici identifikovat nové uziiné antigeny. Prvni
cesta vyuziva imunologické reakce hostitele, netialiluje antigeny, které vyvolavaji tvorbu
protilatek. Druha cesta identifikuje kiégi faktory dilezité pro funkce neborgZiti parazita a
déla tak z nich potencialni kandidaty pro vakcinyefl cesta je pragmaticka, zaloZzena na
biochemické frakcionaci. Postuprzhodnocuje jednodusSsi proteinove ¢simvakcinaci

hostitele a testovanim imunity parazita (Willadszo04).

Proteinazy a proteindzové inhibitory jsou zceladsgtatné povazovany za kibvé
molekuly @i krmeni kliStte a g pocateinich i kon€nych reakcich tykajicich se imunitni
odpowdi. Prozatim vSak nebyly tyto proteiny dostate zkoumany jako potencialni
vakcinani antigeny. Napklad serinové proteazy jsou lakavou moznosti,qa®tse dastni
nejen travicich procés ale také aktivace komplementu, koagulace krvaléich aspekit
imunity. Jejich velkou nevyhodou je, Ze se vyskiyteg velkych mnoZstvich¢asto jsou
nestabilni a malo dostupné. Pozornost na sebepi@ditaly inhibitory proteaz (Willadsen,
2004). Aby byly efektivnimi l&vy, musi mit inhibitory protedz minimalni charakte
peptidu, vysokou stabilitu ip neselektivni proteolytické degradaci, dobrou peatbilitu
membrany, dlouhou Zivotnost v krevnietisti a v buikach, nizkou nachylnost k eliminaci,
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vysokou selektivitu pro protedzy a dobrou dostupnh®ung et al.,, 1999). Serinové
inhibitory proteaz s vysokou molekularni hmotnosti zdaji byt vhodnymi kandidaty na
cilové vakcin&ni antigeny (Imamura, 2005). Andreotti et al. (20@fistili, Ze serinovy
inhibitor proteaz z kliste B.micropluslze vyuZzit jako vakcinai antigen. Stefatak Sugino
et al. (2003) prokazali vyuziti serpintHaemaphysalis longicornigko (Einného antigenu.
A stale zbyva mnoho serginci jinych inhibitori proteaz, které by mohly slouzit jako

efektivni vakcinéni antigeny, doposud vSak nejsou dostat@rozkoumany.
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5. Cil prace

1. Literarni studie k problematice metodickyatispupi pii studiu diferencial&
exprimovanych gein

2. Optimalizace technik pro detekci a izolaci genu powy peptid s inhildini
aktivitou proti serinovym proteazam v kkgt(i.e. RNA/DNA purifikace, cDNA
syntéza, PCR, elektroforéza, klonovani, sekvengvani

3. Interpretace vysledka zkuSenosti se zvolenymi metodami s kowyen cilem
identifikace a izolace genu pro novy antimikrobigdeptid s inhibini aktivitou

proti serinovym protedzam klé&e Ixodes ricinus
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6. Material a metody

6.1 Pouzité materialy a chemikalie

Tab. I: Pouzité PCR primery

Primer Pouzita
(Generi | annealingova Zdroj Sekvence (5'- 3")
Biotech) teplota (°C)
VWi
50 tato prace | ATG AAG GCG CTT CTG CTC TCC GG
Forward 1
VWi
50 tato prace | CAC CAG AAT TGC GGC CGA CTT G(Q
Forward 2
vWi
S0 tato prace | CTAACAAGC CTTTGG CATGGG T
Reverse
Chrudimska et
Actin
55 al, 2011 o 1 GAT CGG CGG CTC TAT
Forward (GenBank -
HQ682101)
_ Chrudimska et
Actin - al., 2011 | ACG CGC ACT CTT TTC CAC AAT
Reverse (GenBank - | CTC
HQ682101)
M13 TOPO TA
50 Clonind® Kit - | GTA AAA CGA CGG CCA
Forward .
Invitrogen
M13 TOPO TA
50 Cloningd® Kit - | CAG GAA ACA GCT ATG AC
Reverse .
Invitrogen
T7 Chamior™
30 Expression Kitl TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG
Forward .
- Invitrogen
T7 Champion™
50 Expression Kitl GCT AGT TAT TGC TCA GCG G
Reverse .
- Invitrogen
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Tab. Il: Pouzité kity

Kit Vyrobce

Nucleo Spiff RNA Il Kit Macherey-Nagel
Enhanced avian HS RT-PCR-100 kit Sigma
QIAquick®Gel Extraction Kit Qiagen
QIlAprep® Spin Miniprep Kit Qiagen
TOPO TA Cloning Kit Invitrogen
Chamiod™ pET100 Directional _

_ _ Invitrogen
TOPJ Expression Kit

Tab. Ill: Pouzité chemikalie
50x TAE (na 1x TAE) 200mM Tris-HCI, 50mM EDTA
AgarOza 1 % agar6za (SERVA) v 1xTAE pufru
2x PCR Premix Promega Taq DNA polymerazad0 dATP,
dGTP, dCTP, dTTP; 3mM MgCI2

6x Loading Dye 10mM Tris-HCL (pH 7.6), 0,03% bromd&dova

modf, 0,03% xylen cyanol FF, 60% glycero
60mM EDTA, 500x SYBR Green

100 bp DNA ladder Thermo Scientific GeneRuler Ogdk

LB médium 1.0% Tryptone, 0.5% Yeast Extract, 1.08&CN pH
7.0

LB agar 1,5% bacto-agar v LB médiu

Antibiotika Ampicilin (zasobni roztok 50mg/ml)

IMIPTG Isopropylthiof-galaktosid, zasobni roztok

30% Acrylamide/Bis-Acrylamide| Acrylamide a bisa@awiide, zasobni roztok

TEMED N, N ,N" ,N"-Tetramethylethylenediamine

10% APS Amonium persulfat, zasobni roztok

10% SDS Laurylsulfat sodny, zasobni roztok

Barvici roztok PageBIU¥ (MBI  Fermentas) obsahujici
Coomassie Brilliant Blue G-250

C1 pufr 1,5M Tris-HCI; pH 8,8

C2 pufr 0,5M Tris-HCI; pH 6,8

10x SDS-PAGE elektroforézowy25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDSzé&sobni

pufr roztok

1x PBS 137mM NacCl, 2,7mM KCI, 10mM NaPQ,,

1,8mM KH,POy; do 11 ddHO; pH 7,4; sterilni
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Protein Ladder

Spectfd Multicolor Low Range Protein Ladder

20x Reducing agent

2M DTT, zasobni roztok

Blotovaci pufr

10% methanol, 25mM Tris-base, 192glytin

Blokovaci pufr

3% BSA (w/v) v 1x TBS

Protilatky

Ni-NTA konjugat; TBS-Tween; 1:1000

1x TBS

10mM Tris-Cl (pH7,5), 150mM NacCl

1x TBS Tween

20mM Tris-Cl (pH 7,5), 500mM NaCl, %%
(viv)Tween 20, 0,2% (v/v) Triton X-100

10x Tris-saline

9% (w/v) NacCl, 1M Tris-Cl; pH 8,04sobni roztok

Barvici roztok (HPR)

Rpraveny cersty €sre pred pouZzitim: 18mg 4
chloro-1-naphthol, 6ml methanol, 24 ml 1x Tr,
saline, 60ul 30% peroxid vodiku {6)

S-

Ni-NTA agaroza

Qiagen

Lyzacni pufr 10mM imidazol, 300mM NaCl, 50mM NaPIiO;
pH 8,0

Promyvaci pufr 20mM imidazol, 300mM NaCl, 50mM N#&tDy;
pH 8,0

Elu¢ni pufr 250mM imidazol, 300mM NaCl, 50mM NalPOy;
pH 8,0

6.2 Metody

6.3.1 Pitva kligat

Jednotlivé organy - #stva, malpigické trubice, vajeiky a slinné Zlazy — byly

vypitvdny z 50 samic kif&t I. ricinus. Jednotlivé organy byly sbirané do roztoku RNA
Later a zmrazené na -80°C do dalSiho zpracovamhdienfa byla odebrana z 50 samic

ricinus a uloZzena na -80°C do dalSiho zpracovani.

6.3.2 lIzolace RNA

Izolace RNA byla provedena pomoci Nucleo SpRNA Il kitu (Macherey-Nagel)
piesré podle protokolu od vyrobce. Vysledna RNA byla el@oa 40 pl ddeD.

Koncentrace RNA byla z#étiena na fistroji NanoPhotometertpvinové délce 260/280 nm.

6.3.3 Syntéza cDNA

Jednovlaknova komplementarni DNA byla syntetizovaomoci kitu Enhanced avian
HS RT-PCR-100 (Sigma). Syntéza byla provedena poél®du od vyrobce pro Two-Step
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RT-PCR. Koncentrace cDNA byla Zpena na fistroji NanoPhotometeripvinové délce
260/280 nm.

6.3.4 PCR (Polymerase Chain Reaction)

Pro amplifikaci cilového genu byla pouzita metodaRp kde byla jednovlaknova
cDNA pouzita jako templat. Pro amplifikaci spediddho Useku byly pouzity speciéin
navrzené primery. Pro zjiti piipadné kontaminace byld&ipravena negativni kontrola, ve
které byl templat nahrazen dgbl Reakce praihla v 0,2 ml zkumavkach wistroji
Mastercycler personal (Eppendorf).

Reakni sneés (1 reakce ve 20ul):

2x PCR Master MiX..........c...o..... 10 pl
0,1mM primer Forward...............1 ul
0,1 mM primer Reverse...............1 ul
Steriinf O, 7 ul
CONA. . 1ug
Praibéh PCR reakce:

96°C....cvvinnnnn. 5 min — denaturace DNA
96°C...cceviinnnn. 30 s — denaturace DNA
50°C....cccivnnnne. 30 s — nasedani specifickych pritner
................ 1 min — syntéza

72°C.ciiiiinnn. 20 min —za¥recna elongace

S o
\l
N
o
@)

Koneina teplota byla nastavena na 4°C.
Kroky 2-4 se 35x opakovaly.

Vysledky reakce byly zkontrolované na elektroforezZE% agarézovém gelu/1x TAE
pufru. K naneseni vzorku byl pouzit 6x koncentrovany veesk pufr od Promega
s obsahem SYBR Green barvy pro vizualizaci DNA pkaupod UV zéenim. Ke kazdému
vzorku o objemu 20 pl bylofglano 3.31 ul vzorkového pufru. Jako marker byl Zobu
standard molekulovych hmotnosti 100 bp Gene RuUéBI(Fermentas). Elektroforéza
probihala p napsti 100 V po dobu 20-35 minut. Vysledky byly zdokumtevané pomoci
pristroje MiniLumi (Dnr Bio Imaging Systems).

6.3.5 Purifikace PCR produktu

PCR produkt byl purifikovan z gelu pomoci QIAqufekel Extraction kitu (Qiagen)

podle navodu od vyrobce. DNA byla eluovana z kol8ayul ddHO.
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6.3.6 Klonovani PCR produktu do vektoru pER-TOPO
Purifikovany PCR produkt byl dle navodu od vyrotmklonovan do pCR4-TOPO
vektoru. Rea&ni snes byla po dobu 30 minut inkubovana pokojové teplat.

6.3.7 Transformace One Shot TOP10 E. coli kompetgah bunek
2 ul reakni smesi z klonovaci reakce bylyiplany ke kompetentnim Bkam One
Shof® TOP10E. coli. Po 25 minutové inkubaci na ledu a nasledném tejoioSoku 30s i
42°C bylo gidano 250ul S.0.C. média a reéak snts byla inkubovana 1 hodindiB87°C
na tepace. Vysledna transformiai smés byla rozaena na LB agar obsahujici ampicilin
(50ug/ml) a pes noc inkubovana na 37°C. Druhy den byly jednétkelonie peneseny do
LB média s ampicilinem (50 pg/ml) a&@pnkubovany pes noc na 37°C néepaice.

6.3.8 Screening: Purifikace plazmidové DNA
Bunééné kultury byly po inkubaci na 37°C gemy a z bu&ného peletu byla podle
protokolu z kitu QIAprefl Spin Miniprep Kit purifikovana plazmidova DNA. Pimidova
DNA byla eluovana z kolony 50 ul dd@.

6.3.9 O¥ieni pritomnosti inzertu v plazmidu pomoci PCR a sekvendva

Pro owieni gitomnosti inzertu v plazmidu byla pouzita metodaRP(5.3.3), za
pouziti gen-specifickych primérstejnych jako i amplifikaci genu a vektor-specifickych
primemi M13 forward a M13 reverse. Vysledek byl zkontr@avelektroforézou na 1%
agar6zovém gelu a vyhodnocen pod U\Wtkem. Plazmidy, u kterych byla potvrzena

piitomnost inzertu, byly nasledimsekvenovany.

6.3.10 Klonovani PCR produktu do expresniho vekt@hampior™ pET
100/D- TOPQ, owiteni piitomnosti inzertu a spravnéhéteciho ramce

pomoci PCR a sekvenovani
Sekvenaci asfeny PCR produkt byliesreé podle protokolu od vyrobceigklonovan
do expresniho plazmidu pET 100/D-TOP®o0 nasledné transformaci kompetentnichskun
One Shot TOP1&. coli Competent Cells byl proveden screeningitopnost inzertu byla
ovéiena pomoci PCR. Sekvenovanim plazmidu obsahujgphavny inzert s T7 promotor
primerem byl ogten spravngteci ramec kddovany PCR produktem.

6.3.11 Transformace BL21 Stdf (DE3) One Shot Cells
Kompetentni biiky BL21 stal (DE3) One Shét byly podle navodu transformovany

rekombinantnim expresnim plazmidem obsahujicimrinze
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6.3.12 Exprese rekombinantniho proteinu (pilotni gariment)
Transformované hiky BL21 Staf™ (DE3) One Shétbyly naakovany do LB média
s ampicilinem (50 pg/ml). Vzorky byly inkubovany 8&°C. Po 3 hodinachi@d gidanim
IPTG do reakce pro indukci exprese rekombinantmitadeinu, byl odebran vzorek, ktery
byl ozna&en jako nulty - neindukovany. Pdigani IPTG (cilova koncentrace 1mM) byl
kaZzdou hodinu po dobu 6 hodin odebran dalSi vzoX¥gksledky pilotni exprese byly
vyhodnoceny pomoci SDS-PAGE elektroforézy.

6.3.13 Kontrola exprese rekombinantniho proteinuDS-PAGE

Bunécny pelet z pilotni exprese byl resuspendovan vi25Ix PBS. Z kazdého vzorku
bylo odebrano 14 ul a smichano s 5 pl barvy 4x @abr Protein Loading Buffer a 1 pl
Reducing agent. Vzorky byly inkubovany 10 minut@®8C, poté ihned zchlazeny na ledu a
staeny. Supernatant byl nanesen na SDS-PAGE gel. @gbilpraven ze zaostvaciho
(5%) a rozdlujiciho (15%) gelu. Elektroforéza probihal&btizné 1,5 hodiny pi 120V na
pristroji Hoefer SE 250. Po sk&eni elektroforézy byl gel 2x promyt v destilovarngdy a
obarven v roztoku PageBIU&(MBI Fermentas).

6.3.14 Western Blot a detekce rekombinantiho protei
Vzorky rozdlené na SDS-PAGE gelu bylygneseny na PVDF membraniegem
zaktivovanou v metanolu podle navodu vyrobce (Mdhe). Renos na membranu trval
priblizné¢ 1,5 hodiny B 17 Vna aparaiie Idea Scientific Company. Detekce
rekombinantniho proteinu byla provedena dle prdiokpmomoci anti-His Ni-NTA HPR
konjugati (Qiagen). Membrana dggnesenymi prouzky zaznamenavajicinfitgmnost

proteinu byla vyfocena.

6.3.15 Nativni purifikace rekombinantniho proteinu
Jeden gram bwiného peletu byl rozpudt v5 ml lyz&niho pufru a do sisi byl
piidan lysozym (1 mg/ml). Re&ki smés byla inkubovana 30 minut na ledu a poté
sonikovana naifstroji Bandelin Sonoplus 10x 10 vite pti 20 kHz. Lyzované hiky byly
staeny a supernatant byl odebran pro naslednou natiwrifikaci na Ni-NTA agaréze. 20

ul supernatantu bylo uschovano pro kontrolu porsdxs-PAGE.

Na kolonu byl piddn 1 ml Ni-NTA agar6zy. Néasledovalo promyvani @oda
ekvilibrace kolony lyzanim pufrem. 5 ml supernatantu bylo naneseno nankola
ponechano i@s noc v rotatoru Bio RS-24 (Biosan) na 4°C prodzawi na agarézu. DalSi
vzorek byl odebran ze s, kterd protekla i@s kolonu (flow through). Kolona byla 6x
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promyta 10 ml promyvaciho pufru. Po kazdém proroytiodebran dalSi vzorek pro SDS-
PAGE analyzu (washing). Nakonec byl cilovy protelnovan z kolony eknim pufrem.
Eluce byla provedena 5x 500 ul &hiho pufru. Metodou SDS-PAGE byly jednotlivé frakce

nativni purifikace zkontrolovany.

6.3.16 Hmotnostni spektrometricka analyza

Elu¢ni frakce byly analyzované na SDS-PAGE, extrahovamgelu a odeslané na

hmotnostni spektrometrii pro &seni.

7. Vysledky

7.1 1zolace RNA a syntéza cDNA

Koncentrace vyizolované RNA z jednotlivych orgakliStéte a z celého kliste jsou

zaznamenany v tabulce (Tab. I).

Tab. I: Koncentrace RNA z kli&e a jeho organ

Koncentrace (ng/ul)
Celé klis€ (10 kligat) 93,19
Hemolymfa (z 50 kli&at) 22,6
Strevo (z 50 kligat) 708,1
Malpigickeé trubice (z 50 klit) 171,5
Vajecniky (z 50 kli¥at) 324
Slinné Zlazy (z 50 klis&t) 369,5

Z RNA byla syntetizovana cDNA.
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7.2 PCR
Kvalita syntetizované cDNA byla po provedeni metd@R za pouZiti aktinovych
primeri zkontrolovana na 1% agar6ézovém gelu. Velikostaigko PCR produktu je 530
bp, coz odpovida spravné velikosti fragmentu gekiina, na zaklad kterého byly navrzeny

primery.

V N M

530 bp — «<— 500 bp

Obr. 1: Kontrola kvality cDNA pomoci aktinovych prer.
V - vzorek, N — negativni kontrola, Mharker 100bp DNA Ladder

Z této cDNA byl metodou PCR za pouziti specifickymiimett ziskdn gen pro novy
peptid s inhibini aktivitou proti serinovym proteazdm. PCR prodibkd purifikovan a
osekvenovan. Vysledna velikost fragmentu genu j@ I29. Analyza sekvence ukazala, Ze
296 bp zahrnuje sekvenci signalniho peptidu. D&kgmentu genu kodujiciho protein bez
signalniho peptidu odpovida 241 bp.
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Vi V2 N M

296 bp
241 bp

——— 300 bp

Obr. 2: Amplifikovany fragment genu bez sigridekvence a se signalni sekvenci.

V1 — fragment genu bez signalni sekvence, V2 nfi&g genu se signalni sekvenci,
N — negativni kontrola, M — marker 100bp DNA Ladder

AGAATTGCGEGECCGACT TECCCT GGGT GT GTAGT CCCAGAGAGGT CTTCAAGGAATGCGT G
RI1I A A DLUPWVCSWPREVFKECYV
AGCAGCAGCCT GT GCCGAACT GAAGT GCGGECATGGAACGCATGCCACTCGCTTGCACTAAG
S S S CAELKCOCGMEWRMPLATZCT K
GACTGTGCCAGCGECTGCT TTTGCGCT CCAGECT TCTACCGCAAGGGEGCACAGEGAATGC
bCcASGCEFCAPGEFYRIKUGHRETC
GI'TCCCCGGAGCGAGT GCCAACT CAAGCCCCTCAAACCCAT GCCAAAGCCTTGI TAG

v P RS ECOQLKWPL KWPMPK A C -

Obr. 3: Nukleotidové sekvence genu a aminokysefrsekvence proteinu jim kédovana.

Ziskanad sekvence genu kodujiciho TILIr byla zad&@wa databdze GenBank a
porovnana se sekvencemi v databazi. Nukleotidokéesee genu ukazala 92% homologii s
MRNA von Willebrand faktoru kligte I. ricinus (AY338243), 85% homologii s mRNA
domrelého von Willebrand faktoru kli&te |. scapularis(XM_002414632) a 92% homologii
s konzervovanym  hypotetickym  proteineml. scapularis (XM_002414631).
Aminokyselinova sekvence vykazuje homologiiékalika inhibitory serinovych proteaz.
Sekvence TILIr (2. na obr. 4) byla porovnhana s igdoegem (P83516), inhibitorem
serinovych protedz Rhipicephalus microplus(ACV83329.1), inhibitorem trypsinu
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z Ascaris lumbricoides (XP_001120243), inhibitorem trypsinu Bombina bombina
(CAA64330), na cystein bohatym proteinem. zscapularis (EEC10264.1), lidskym von
Willebrand faktorem (CCQ25771), catepsin G/chympgigovym inhibitorem ZApis
mellifera  (P56682), chymotrypsin/elastazou Az  lumbricoides (S08572),
chymotrypsin/elastazovym inhibitorem Az suum (P07851). Vysledky srovnani jsou

piedstavené na obr. 4.

- - CGPNEVFKTC- GSAC- E- TCGKPRAGI - CTADCRI - GCFCAD- - GYLRNGEGACVPRSEC Consensus #1

- - CGPNEVFKTC- GSAC- E- TCGKPRAGI - CTADCRI - GCFCAD- - GYLRNGEGACVPRSEC Mjority
T T T T T T

50 60

1 1

. .|R.|GQ. . .|[CVPRSEQ TILir
- -IGYLRNGEG.|CV. . . .|G chynotrypsin inhibitol
- -IGYLRNGEGACV. . . ./G chynotrypsin inhibitol

..C\/.ﬁ. .G |.scapularis cysteine

CVH.|SEQ chynotripsin inhibitol
JdJH. ]G 1xodidin

putative protease inhi

Lo o o
e

.|C

. .|CV .JEG serine prot inhib Rm
CM. .. .|Q trypsin inhibitor Am
C
C

M. .[§-]G trypsin inhibitor B. b
- - .[R- |G cystein rich TIL veno
B [ .|CM. . .|[EG hunman vW

Obr. 4: Srovnani TILIr proteinu s inhibitory serineh protedz a jinych podobnych

sekvenci.

V databazi NCBI Protein blast bylo prokdzano, zgtdeprotein obsahuje na cystein
bohatou doménu s inhilii aktivitou proti trypsinu (Trypsin inhibitor likeystein rich
domain-TIL), ktera je typicka pro inhibitory trypsi. Tato doména&sSinou obsahuje 10
cysteinovych zbytk, které tvai 5 disulfidickych niistki. Proteiny obsahujici TIL doménu
jsou schopné inhibovat proteazy a hraji taleditou roli v mnoha biologickych procesech
jako je antikoagulace a imunitni odgdt

RIAADLPWV%SPREVFKE%VSSSCAELKCG MERMPLACTKD ._ASG‘%:F*:APG FYRKG HRE%VPRSECQLKPLKPMPKAC

Obr. 5: Parovani cysteinza tvorby disulfidickych rastka u TILIr proteinu. Cysteinove
zbytky, které spolu tvd disulfidické mistky, jsou 1-7, 2-6, 3-5, 4-10 a 8-9.
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pfamo1826: TIL, with user query added

Trypsin Inhibitor like cysteine rich domain
This family contains trypsin inhibitors as well as 2 domain found in many extracellular proteins. The domain typically contains ten cysteine
residues that form five disulphide bonds. The cysteine residues that form the disulphide bonds are 1-7, 2-6, 3-5, 4-10 and 8-9.

pfam01826 is classified as a model that may span more than one domain.
pfam01826 is not assigned to any domain superfamily.

Sequence Alignment [l indude consensus sequence ?
Format: Compact Hypertext ¥ Row Display: up to 10 ¥ Color Bits: 2.0 bit ¥ Type Selection: top listed sequences A

1ccv_ A 3cC G.[1].AC RTR. [1].CT.[1].0Q CRIG coc QF 40
query 30 C . [1]1.88.[2] [1].MPL.[1].CT.[1].D

gl 74817541 14 C =.[1].2C [1]1.RQA CT.[1].Q

gi 122003586 27 ¢ GC C [1]1.FRP CA.[1].R

gi 122003584 37 C cC C [1].FTP oT.[1].1

gl 122118885 22 C.[1] [1].BC cC .[1]1.IYM. [1].CI.[1].K

gl 122095708 23 c.[1 [1].2C C [1].ANQ.[1].CN.[1].EK

gl 121956148 60 c.[1 [1].AC.[1] .DRTCTNQ. [1] .END. [2].CR.[1].8

gi 12644020 294 C [1].BC RTCRSL. [1] .ITE. [1].CR E.[1]

gl 82275268 1472 C [1].2C PPQCAPA. [1].80R.[1].C8.[1].D DO 1510
lccv A . [1].ACVLPENC 56

query .[1] .ECVPRSEC 86

gi 74817541 .[1].RCVTPREC 67

gl 122003586 - [1] .RCISEHQC 82

gl 122003584 . [1] .RCIHVSQC 92

gl 122118885 . [2]1.BCVPIGEC 78

gi 122095708 FVR -[2].QCVPSSRC 79

gl 121996149 102 GYVRNKS.[1].RCVPSYMC 117

gl 12644020 333 GOLLDEG RCVESTEC 347

gl 82275268 1511 GYILNGK SCILPQSC 1525

Obr. 6: Proteiny obsahujici TIL doménu.

1CCV_A: Chain A, Nmr Solution Structure Xpis Mellifera Chymotrypsin Inhibitor
(Amci).
Query: TILIr, Ixodes ricinus

Gi 74817541: LOCUS Q5TQV2_ANOGAnopheles gambiae

Gi 122003586: Hypothetical proteiAgdes aegypti

Gi 122003584: Hypothetical proteiBranchiostoma belcheri tsingtauense
Gi 122118885: Hypothetical proteiBranchiostoma belcheri tsingtauense
Gi 122095708: Gene3D:G3DSA:2.10.25.Ddpsophila melanogaster

Gi 121996149: LOCUS Q7KUM2_DROMBEyosophila melanogaster
Gi 12644020: Hypothetical proteiG@aenorhabditis elegans

Gi 82275268: LOCUS XP_0012378320pheles gambiae

24



7.3 Exprese genu kodujiciho TILIr v niznych tkanichl. ricinus

Pro analyzu exprese genu koédujiciho TILIrizmych tk&nichl. ricinus bylo pouZzito
66ng mMRNA vyizolované ze slinnych Zlaz, hemolymigjeiniki, steva a malpigickych
trubic. Pro kontrolu byla provedena stejna reake&tmovymi primery. Vysledky ukazaly,
Ze exprese genu koédujiciho TILIr byla zaznamen&nave stevech. V ostatnich tkanich

nebyla zaznamenéna Zadné exprese.

Obr. 7: Exprese genu v jednotlivyehanecH. ricinus.

1 - stevo, 2 — slinné Zlazy, 3 — malpigické trubice, viajetniky, 5 — hemolymfa,
N — negativni kontrola, M — marker 100bp DNA Ladder

Obr. 8: Potvrzenifftomnosti aktinu v cDNA z jednotlivych orgaklistéte.

1 — stevo, 2 — slinné Zlazy, 3 — malpigické trubice, vajecniky, 5 — hemolymfa, N —
negativni kontrola, M — marker 100bp DNA Ladder
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7.5 Exprese rekombinantniho proteinu

Po pilotnim experimentu bylo zjito, Ze rekombinantni protein je exprimovan uz od
1. hodiny po indukci a mira exprese sgasem nezvySuje. Jako optimati@s pro expresi
proteinu byly vybrany 3 hodiny. Molekulova hmotna@skombinantiho proteinu odpovida
12 767,80 Da.

12,8 kDa

Obr. 9: Pilotni experiment se vzorkem bez induk@g & vzorky s indukci 1 — 6 hodin

(vzorky 1-6). M — marker Low Range Protein Ladder

7.6 Nativni purifikace rekombinantniho proteinu

Protein byl purifikovan za nativnich podminek na-NNIA agardze. Vysledky
purifikace zkontrolované na SDS gelu ukazalkitgmnost cilového proteinu (TILIr)
odpovidajici velikosti ve vSech ¢hich frakcich. Poignosu proteith na membranu pomoci
metody Western Blot a nasledné detekci prdétgoomoci anti-His protilatek byla na
membrag potvrzena fitomnost rekombinantniho TILIr s navazanym His-tageelunich
frakcich 1., 2., a 3. (Obr. 9). Po konfirmaci Westblotem byla aminokyselinova sekvence

rekombinantniho TILIr o¥fena hmotnostni spektrometrii.

MEMBRANA GEL

== 15kDa i
3o 1 | pokPr1 2 AN R

Obr. 10: Penos eldnich frakci 1 az 5 na PVYDF membranu.
M — marker Low Range Protein Ladder
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7.8 Hmotnostni spektrometricka analyz

Pomoci hmotnostni spektrometrické analyzy byla petva podobnost proteinem
Tick til 9 z Ixodes ricinudJAB77954.1) a prekurzorem trypsin@00761. Dale byla utena
casténa aminokyselinova sekvence proteinu TILIr. Progukekombinantniho proteir

v expresnim systému byla potvrze

THHr 31 Rl AADL PW/CCGPREVFKECVSSSCAEL KCGREGVPLACTADCVSGCFCAPGFYRKGHREC 90
RI AADLPW/C PREVFKECVSSSCAELKCG E MPLACT DC SGCFCAPGFYRKGHREC
til 9 1 Rl AADL PW/CSPREVFKECVSSSCAEL KCGVERMPLACTKDCASGCFCAPGFYRKGHREC 60
TILIr 91 VPRSECRVEPFKPW NA 107
VPRSEC+++P KP A

Til 9 61 VPRSECQLKPLKPMPKA 77

Obr. 11: Srovnani TILIr Fick til 9.
7.9 Online analyza sekvenc

7.9.1 Predikce signalniho peptis

Signalni sekvence byla zj@ta pomoc databaze CBS (Obr. 12). Ukazalo se,
aminokyselinova sekvence TILIr zahrnuje 20 aminekys signalniho peptidu, ktery :
odSEpuje od zralého peptidu mezi aminokyselinami 20 81 (R). Velikost zralého TIL

bez signélni sekvence odpovida 80 amiiselinam.

SignalP-4.1 prediction (euk networks): Sequence

" C-score
10 . — S-score
- ‘ Y-score
08 \\I
h
06 | 11
) | H- -
5 T
» 04 "M
- _||||H|||H‘ Y T T,
MKALLLSGFLVLLAATAASARIAADLPWVCSPREVFKECVSSSCAELKCGMERMPLACT KDCASGCFCA H
0 1I0 ’_)IO 3I0 4'0 5‘0 6‘0 70
Position

Obr. 12: Predikce signélniho peptid aminokyselinové sekvenci TIL
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7.9.2 Predikce 3D struktury proteinu

3D struktura proteinu bylairedpo¥zena pomoci databaze Expasy SWISS-MODEL.
Model byl sestaven c¢asténé podle homologni  sekvence isoinhibitoru
elastazy/chymotrypsinu 1 a zbylé useky pomoci kmlydragmeni. Struktura obsahuje dva
ze ti B-skladanych ligt, které jsou satasti struktury serpin Dale obsahujedkolik ot&ek
a dlouhy Usek s mistem pro navazani proteazy. IBsabiruktury je dana 5 disulfidickymi

mustky, které tvai jiz zmininou TIL doménu dlezitou pro inhibici proteazy.

ODbR8: Predikce 3D struktury

7.9.3 lzoelektricky bod

Pomoci databdze ExPASy a Isoelectric Point Calouldtyl zjiS€n priblizny
izoelektricky bod proteinu. V EXPASYy byl izoelekky bod odhadnut na 8,39. Isoelectric
Point Calculator srovnava vysledky tznych databazi (Obr. 13). #nér vSech
vypccitanych izoelektrickych badje 8,101. B pH 8,101 tedy tento protein nenese Zadny

elektricky nabo;j.

-
r

Obr. 14: Srovnéni izoelektrickych bibdiskanych ziznych zdroj
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7.9.4 Predikce funkce proteinu

Podle databaze APD2 (Antimicrobial Peptide Calasland Predictor) fiZze sekvence
tvorit disulfidickou vazbu $-strukturou, spiralovité struktury obsahujici dfglitké mastky
nebo rkolik thioeterovych vazeb. Potencial vazby protejaul,68 kcal/mol. Sekvence ma
vysoky obsah cystein(14%), alanif, prolina, serini, glutamiri a arginiri (kazdy 8%).
Z celkového pstu 71 aminokyselin je 8 aminokyselin kyselych (D, E4 bazickych (K, R,
H), 35 hydrofobnich (I, V, L, F, C, M, A, W) a 9 donich (T, S, Y, Q, N). Ret dovrsuji 4
glyciny a 8 prolii. Databaze také potvrdila, Ze analyzovana sekvgmaedpodobré
piedstavuje antimikrobialni peptid nebo protein, ktena antimikrobialni potencial.
V databazi antimikrobiélnich pepticdyly na zaklad této informace vyhledany homologie.
Mezi podobné proteiny pat antimikrobialni peptid Rhamp z kl&é Rhipicephalus
haemaphysaloideg40,44%), ktery inhibuje dkteré proteazy jako je elastdza nebo
chymotrypsin. DalSi podobné antimikrobialni peptigsou Ixodidin zB. microplus
(36.58%), rostlinny defensin Sd1 (33,33%), neurammaiz pijavice Hirudo medicinalis
(31,76%) nebo dalSi rostlinny defensin P322 (31,25%

8. Diskuze

Klistata jsou neéjastjSimi krevsajicimi ektoparazity napadajicimizné druhy zuiat
od lidi po dobytek (Sonenshine, 1991). JelikoZ jgektory mnoha patogénpredstavuji pro
zavazgjsi, je kontakt s kligaty prenasenymi chorobami. Protikéét strategie jsou proto z
lékaského i veterinarniho hlediskaldzité (Willadsen et al., 1995, Willadsen et a@9&).

Inhibitory serinovych protedz secastni kontroly mnoha biologickych proées
Analyza sekvencitiznych genorm vedla k objevu velkych rodin sergimn mnohobu&énych
organisnii. Objeveni velkého mnozstvi serpirkddujicich cDNA u kligat je mozné
povaZzovat za népny dikaz, Ze kligata také koduji velké rodiny serpinTento fakt byl
pied nedavnem potvrzen sekvenovanim genomuc¢kliStscapularis ve kterém byla
objevena rodina 45 sergin(Mulenga et al., 2009). Ve srovnani s 3100 MBRK&ho
genomu, ktery koduje 36 prozatim znamych sérgiraw et al., 2006), 45 génserpiri
identifikovanych vl. scapularis ktery ma genom o velikosti 2100 MBP, tv@elkou ¢ast
genomu. | kdyZz biologickou tdezitost vysokého pdu serpiri u |. scapularis nelze v
sowasné dob urcit, mizeme se domnivat, Ze signalizuje velky vyznam sénpé fyziologii
klistat.

Wuziti serpiri jako kandid&t pro protikliStci vakciny by pedstavovalo zajimaveé
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feSeni, protoZzedhkteri zastupcidchto inhibitof pasobi jako kléovi regulatéi metabolismu
¢lenoval a hemostazi hostitele. Navic jiz bylo publikovamdolik praci, ve kterych byly
serpiny z jinych kligat ¢eledi kli¥atovitych pouzity jako vakcirgai proteiny (Imamura et
al., 2005; Kazimirova et al., 2002; Mulenga et 2003; Sugino et al., 2003).

Hlavnim cilem této prace byla izolace genu pro ngsgptid s pedpokladanou
inhibi¢ni aktivitou proti serinovym proteazam. Velikostpigké molekuly trypsinu se
obvykle pohybuje vrozmezi 350-450 aminokyselin t¢im, 2000). Z nového genu,
pojmenovaného TILIr, byla tena ¢ast&nd sekvence (98 aminokyselin) obsahujici na
cystein bohatou doménu s inhibi aktivitou proti trypsinu.

V databazi NCBI Protein Blast a EXPASY bylo zji$b, Ze tento protein vykazuje
homologii s ¥tSim mnoZstvim proteinz rodiny inhibitofi serinovych proteaz. Mezi tyto
geny paiti mRNA domrlého Tick til 9 zl. ricinus s 84% shodou (JAB77995.1), doghn
prekuzor inhibitoru serinovych protead. zricinus s 83% shodou (JAB74024.1), doghn
inhibitor chymotrypsinu s 67% shodoul.zricinus (JAA66176.1), z 58% shodny protein
podobny inhibitoru trypsinu s doménou bohatou nsteip (JAB69137.1) a von Willebrand
faktor z kliStte Ixodes ricinus(AAQ01562). Dale je protein shodnyiadou proteif
zjinych druli Kklistat jako nap. hypoteticky von Willebrand faktor 2. scapularis
(XP_002414677), hypoteticky konzervovany proteinl.zscapularis (XP_002414676),
prekurzor inhibitoru serinové proteazyRhipicephalus microplus(ACV83329), domély
ixodidin  podobny inhibitoru chymotrypsinu/elastdzyz Rhipicephalus pulchellus
(JAA53952), domaly polypeptid s TIL doménou &nopheles gambia@ABD18600) a také
celarada na cystein bohatych protnl. scapularis

Proteiny obsahujici Trypsin Inhibitor Like doménwll) se uplatuji v mnoha
biologickych procesech a maji velky potencial bt nekterych nemoci. TIL doména
vétSinou obsahuje 10 cysteinovych zhytkjejichz gitomnost byla v nAmi popsaném
proteinu potvrzena. &&hto 10 cysteinovych zbytku proteiri s TIL doménou tvid 5
disulfidickych mistki. Cysteinové zbytky, které spolu tvalisulfidické mistky, jsou 1-7, 2-
6, 3-5, 4-10 a 8-9.

Serpiny ¥tSinou obsahuji na C-konci pruzné sty reaktivniho centra (RCL),
které primarg urcuji inhibi¢ni funkci. RCL smyka funguje jako pseudosubstrat pro cilovou
protedzu. Serpiny obsahujici RCL sthy maji schopnost inhibice (Mulenga et al., 2009).
Jelikoz naSe sekvence j@st&éna a postrada cely C-konec, RCL skg v ni nebyla
objevena.

Po zadani proteinové sekvence do databaze SwissiMsml prokazalo, ze tato
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sekvence s velkou pragoodobnosti tvii a-helixy stejrié jako dalSi inhibitory serinovych
proteaz.

DalSi dileZitou sodasti serpif jsou mista N-glykosylace.&8ina znamych serpine
glykosylovana. Nafpklad u kliStte I. scapularisbyla ve 38 ze 45 serpinovych sekvenci
prokazana fitomnost N-glykosylaci. Kroghjedné sekvence obsahovaly vSechny jedns®, dv
nebo ti mista N-glykosylace (Mulenga et al., 2009). Pom@dycosylation Predictoru
(University of Nottingham, Jonathan Hirst) |zéegdpowdét, Ze nami popsany protein ma
jedno misto glykosylace. Tato data nemusi byt (pjelikoz tato prace popisuje pouze
Caste&ny protein.

Kdyz byl gen porovnan s genomem Kiétl. scapularisa jeho zmignymi 45 serpiny,
ukazal nej¥tSi shody s mRNA don@ehol. scapularisserpinu s pracovnim nazvem serpin
5 (XM_002435349) a s prekurzoreimscapularisserpinu 2 s pracovnim nazvem serpin 1
(XM_002411888.1). Aminokyselinova shoda s prvninpsem zl. scapularisbyla 35% a
s druhym 38%. Schematicky fylogeneticky strom vytny v modulu MedAlign programu
DNAstar ukazuje, Ze nami popsany protein je vicé $® serpiny popsanymi lu ricinus
piibuzny se serpiny 1, 5 a 6 z ké& |. scapularis VWswtlenim by mohl byt nedostatek
sekvenci z genomu ricinus nebo jednoduse velka podobnastito dvou klikcich druli.

41 ricinus serpin transcriptome1
6 1. ricinus serpin transcriptome3
11. scapularis trombin inhibitor2
15 1. scapularis frombin inhibitor
— 91. scapularis serpin 3
B 2
- 111 scapularis serg
2 pulari pin 6

- 71.5¢c3 serpin 1

51, ricinus serpin franscriptome2
T ST —— - 141, scapularis serpin 8
— 3 1. ricinus serpin Kopacek
8 |. scapularis serpin 2
............................................ 10 I Scapulans SEfDIﬂAi
- ' 131. scapularis serpin 7

4552

450 400 350 300 250 200 150 100 50 0
Obr. 15: Schematicky fylogeneticky strom sefpinl. ricinus a |. scapularisvytvoreny

v modulu MedAlign programu DNAstar.

Beéhem giprav této bakaigké prace byla zvejnéna gedlEzné analyza transkriptomu
slinnych Zlaz kligtte I. ricinus (Schwarz et al., 2012). Po této analyze bylo objev&6
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serpimi. Srovnani naSi sekvenceémito serpiny ukazalo 32% shodu s Ir2-20314 mRNA
sekvenci 2. ricinus (GADI0100477§.

U ¢lovéka se ¥tSina serpif vyskytuje v extracelularni foren(Silverman et al., 2004).
Stejre tak TILIr obsahuje signalni sekvenci, ktera jei¢iga pro extracelularni formu. 82%
popsanych kompletnich serpimu kliS€te I. scapularis(Mulenga et al., 2009) a 13 ze 17
serpimi z A. americanum(Mulenga et al., 2007) je praggbdobre extracelularnich.
Z hlediska hledani novych antigepro vyvoj protiklist¢ci vakciny je fakt, Ze tyto proteiny
jsou extracelularni a tedy snadno dostupné fékiormunitni odpo¥di hostitele, velmi
povzbudivy. Nicmés, predikce zaloZené na analyze sekvence nemusi $ifdaci in vivo
platné (Mulenga et al., 2009).

Exprese genu pro TILIr byla potvrzena v&est I. ricinus. VétSina serpif klistéte 1.
scapularisje exprimovana ve igvech a ve slinnych Zlazach. Je mozné, Ze analg2ayany
jsou exprimované i v jinych Kkli&tich organech. Nicménz hlediska dlouhodobého zajmu o
porozungni molekularnim mechanisim interakci mezi kligtem a hostitelem je toto
zjisteni velmi zajimavé. $¢va jsou totiz dlezitd pro zpracovani krevni potravy kéi&,
zatimco slinné zlazy jsou zasadni pro krmenieam@s patogen

Analyza funkci a vlastnosti kl&tich serpid prokazala, Ze klf&ta mohou vyuZzivat
serpiny k manipulaci obrany hostitele, aby si usiladpienos patogen Klistéci proteiny
jako nap. serpiny, které reguluji krmeni krvi na hostitgsiou z hlediska vyvoje novych
technologii prevence proti ktigty prenaSenym ijvodaim chorob velmi Zadouci.
Zablokovanim funkceéthto proteii budou tyto latky schopné naruSit schopnosttatis
zahdjit krmeni a/nebo znemozZnfigyavu giznivych podminek pro kolonizaci hostitele
piendSenym patogenem.

Pomoci serpih klistata také mohou manipulovat s obrannymi mechanizosyitele
s cilem usnadnit siffjem potravy. Je mozné, Ze serpiny nejsaimp zapojené do
zprostedkovani krmeni. Nicménstejre jako u savé, mohou byt zapojeny do regulace
dulezitych cest v kli&ti, jejichZz naruSeni fize mit vliv na schopnost ktigt jako vektoit
(Mulenga et al., 2009).

NasSe prace je pouze prvnim krokem v charakterizasiého inhibitoru trypsinu
klistéte I. ricinus. DalSi prace by #a byt provedena pro ziskani kompletni sekvencerTIL
nového serpinu, a &eni jeho genomové struktury. lUscapularisse 13 ze 45 serpinjevi
jako intron obsahujici geny. V zajmu takiéstava zji&ni funkci rekombinantniho proteinu a
to pomoci tesi na inhibici proteaz nebo antikoagéhéch tesi. Test RNA interference by

navic mohl objasnit vliv proteinu ndigm krevni potravy kligtem.
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9. Zavér

U klistete Ixodes ricinugbyl vyizolovan novy gen kddujici protein s inhibi aktivitou
proti serinovym proteazam o velikosti 296 bp a btiogai TIL doménu, ktera jetdezita pro
inhibici proteaz. Gen prokazal homologitalou gef kddujicich jiné inhibitory serinovych
proteaz nejen z kli&e 1. ricinus, ale i zjinych drub klistat a organisin Velikost
casténého proteinu je 12,8 kDa. Produkce rekombinantnfiroteinu v expresnim
bakterialnim systému byla potvrzena pomoci hmotriosgpektrometrické analyzy.
V proteinu bylo pedpowzeno jedno misto glykosylaceid@pokladany izoelektricky bod je
pH 8,101. Exprese genu byla prokdzana kevsth klistte I. ricinus.
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