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1. Uvod

1.1. Klistata

Podad kli¥’ata (Ixodida) je taxonomicky Fazen do kmenélenovci (Arthropoda),
podkmene Kklepitkatci (Chelicerata)fidy pavoukovci (Arachnida), paddy roztci
(Acarina) arddu Parasitiformes. Ixodida se délleni na fi ¢eledi: Ixodidae (Kligata - ,tvrda
klistata“), Argasidae (kligci - ,mékka kli¥ata®) a Nuttalliellidae. Dnes je znamo 907
druhi klistat, 720 drufi paticich do Ixodidae, 186 do Argasidasled Nuttalliellidae
reprezentuje pouze jeden druh (Barker a MurrelD80

Klistata jsou krevsajici ektoparaziti obratlGva vedle komér nejvyznamsjsi
pienadei Siroké Skaly patogeénnapadajicich zZivichy wetrg ¢lovéka po celém sité.

Z jednoho hostitele na druhého mohotemasSet fivodce onemoaii ziad protozoi,
bakterii, vifi i hub (Jongejan a Uilenberg, 2004).

Zivotni cyklus kli¥at (Ixodida) zahrnujefit aktivni vyvojova stadia: larva, nymfa a
dosplec. VetSina kli§at potebuje ke svému vyvojiiit rizné hostitele - tzv iihostitelsky
cyklus, ale gkteré druhy jsou typicky dvouhostitelské nebo daerjednohostitelské
(Sonenshine, 1991). Po sani krve dochaziekngné ve vysSi instar nebo wipadt dosglé
samice po kopulaci ke 8fce az #kolika tisic vajéek, kterd nastava pouze jednou za zivot a

nasleduje smrt.

1.1.1. KIiS&€ obecné [xodesricinus)

Klist¢ obecné Ixodes ricinus), nejtezngjSi druh klis&te v Evrog, je typickym
tiihostitelskym klisitem (Singh a Girschick, 2003), jehoZ Zivotni cyktng zpravidla dva
az ¥ roky. Na naSem Uzemi se vyskytujegevsim ve vihkych oblastech nizin a pahorkatin,

v listnatych i jehlénatych lesich, na loukach a pastvinach, getiba az do listopadu.

Obr. 1: Klisté obecné (xodes ricinus): klist vyhledavajici hostitele pomoci Hallerova organu
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Dospla klig'ata maji na #betni stras téla scutum (tvrdy Stitek), ktery u satnkryje
vétSinu €la, ale u samic pouzegunic¢ast, coz umaiuje mnohonasobné &geni &la samic
pii sani na hostiteli. Typicka je pro kita stavba jejich Ustniho Ustroji, které jerérm
pedipalpami, chelicerami (slouzi k proniknutizk hostitele) a hypostomem (ukotveni
v kiizi). Hostitele kli& vyhledava pomoci tzv. Hallerova organu umigho na fednich
koncetindch. Timto organem jsou kié§a schopna vnimat teplotu, €@ dalSi chemické
sloweniny.

Larvy a nymfy saji na drobnych obratlovcich, hlavma hlodavcich, ptacich a
plazech, nymfy vyhledavaji i &Si obratlovce. Dosg¢e samice pak saji naétgich
obratlovcich, hlavé na lesni zdti, ale i na domacich ztdtech a lidech, dosgp samci
nesaji. Na rozdil od jinych krevsajicich parézii kterych je krev travena v lumertesta,
dochéazi u kligte k intracelularnimu traveni v travicich itkdch ve stevnim epitelu, ve
kterych se nachazi soubor kyselych cysteinovychsmaréatovych proteaz (Sojka a kol.,
2008, Horn a kol., 2009). Proteiny ziskané z ksa@ujzdrojem energie a Zivin nezbytnych
pro vyvoj a reprodukci (Grandjean, 1984).

Mezi nejvyznamiySi onemociini prenasené kli&aty u nas pdt Lymeska borelioza
(zpasobovana spirochétamBorrelia burgdorferi sensu lato) a kif§va encefalitida
(pivodcem encefalitidy je arbovirus - TBE) (Nuttall999). Zatimco vakcina proti

encefalitict je dostupna, humanni vakcina proti boreliéze reebgtim vyvinuta.



1.2. Metabolismus Zeleza u kligte | xodesricinus

Zelezo (Fe) je pro &Sinu organism esenciélni, protoZetpobi jako akceptor a
donor elektrof viad metabolickych procés Na druhou stranu je diky této vlastnosti
potencial@ toxické, protoze pokud se vyskytuje v buice, mize katalyzovat fenmenu
H.O, na volné radikaly, které poskozuji DNA, proteinyigidy a jejich gitomnost nize
vést aZ ke smrti biky. Ztohoto dvodu je nezbytné kontrolovatiipm, transport,
uskladreni a vyuziti Zeleza organizovanou sadou prdteifiHentze a kol., 2004).
V poslednich letech doSloted® vyznamnych obje¥ tykajicich se protein zahrnutych
v metabolismu Zeleza u obratldv¢Dunn a kol., 2007). Mezi nejvyzna®gjgi proteiny
zahrnuté vtomto procesu paferritin (FER) a iron regulatory protein (IRP1IRP2).
Ferritin, slouZici k uskladimi Zeleza, je u obratlouctvoren d¥ma typy podjednotek -
tézkym a lehkymietzcem - a jeho translace je regulovana navazanim nRFron
responsive element (IRE) v 5’ netranslatované ¢obREER mRNA (Walden a kol., 2006).
Obdobny systém jako u obratlavbyl objeven ufady dalSich organisim(Nichol a kol.,
2002).

Na zaklad studia metabolismu Zeleza u kst 1. ricinus byl vytvoren model

metabolismu Zeleza u ki@t (Obr. 2).
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Obr. 2: Model metabolismu Zeleza u kliat (upraveno podle HajduSek a kol., 2009)



Prvnim proteinem popsanym v metabolismu Zelezididrat byl vnitrobugcny
ferritin - FER1 (Kopéek a kol., 2003) - jde o homo-oligomer obsahujiolize ¥zké
fetzce, jehoz mRNA obsahuje IRE. Dale byl nalezen araltierizovan sekretovany
ferritin2 (FER2) a IRP1 (HajduSek a kol., 2009).RzEstejr jako FER1 obsahuje pouze
téZkéretzce, IRE se v jeho mRNA nenachézi.

KliStata postradaji metabolickou cestu syntézy (Braala k999) a pravtpodobrg i
degradace hemu (absence hem-oxygenazyyelgi tedy vejsi zdroj Zeleza - tim je
hostitelska krev - a systém dopravujici Zelezgpdofernich tkani - hlavnimipnaséem
Zeleza v tomto systému je FER2 (HajduSek a koD92K expresi FER2 dochazi hlavwe
strevé, sani krve ji neovliiiuje. FER2 (sekretovany do hemolymfy) tedy hrajemaymnou
roli v zasobovani perifernich tkani Zelezem nezfytipro jejich normalni funkci. Undéni
exprese FER2 vede k paténi syntézy proteinu FERL1 v perifernich tkanich,red ve sew
- tam je dostatek Zeleza z krve, ale toto Zelezoni mehledem k neftomnosti FER2
transportovano do perifernich tkani. Déle &enii exprese FER2 vede u Kh§ ke
zhorSenému sani a k jejich usychani na hostitell&lem k jeho malé homologii s ferritiny
obratlova@ by mohl byt pouzit pro vyvoj vakciny proti ktfi&im nebo kligaty grenaSenym
patogeidm (HajdusSek a kol., 2010).

IRP-IRE interakce je ddb popsany mechanismus regulace translace v ramci
metabolismu Zeleza u obratldycktery umo#uje reagovat na zény hladiny Zeleza. U
klistat obsahuje IRE pouze FER1. Exprese FER1 mRNA aritk neni zavisla na sani
krve, hladina proteinu FER1 u nenasatych thliSje velmi nizka, kjejimu vyraznému
zvySeni dochaziip sani krve a f umiceni genu IRP1, coZ nazhge in vivo regulaci
translace FER1 pomoci IRP1. IRP1 tedy u nenasékjidiat inhibuje translaci FER1
navazanim na IRE na FER1 mRNA aiippd sani se IRP1 uvilije a dochazi k expresi
proteinu FER1 (HajduSek a kol., 2009).

U obratlovd@ je hlavnim penaS&em Zeleza transferin, zatimco v hemolyrkfistat
pini tuto funkci FER2 (HajduSek a kol., 2009). Eaige a funkce transferinu u ki&

nebyla dosud znama.



1.3. Transferiny u riznych organismi

Transferiny (Tf) u obratlovc tvori rozmanitou skupinu zahrnujici proteiny vazajici
Zelezo jako nafklad sérovy Tf, laktoferin, melanotransferin, aatsferin, ale také proteiny
vazajici malé i velké nekovové ligandy. Vyznamnytrulgurnim znakem proteinz Tf
rodiny je homologie mezi N-termindlni a C-termir&tasti molekuly, coz nazgaje vznik
genovou duplikaci. Transferiny u obratldvgsou multifunkéni proteiny, sérovy Tf je
vyznamnym penaSéem Zeleza (Aisen, 1998), jejich dalsi funkce, oéavantimikrobidlni,
nejsou plg objaskny (Farnaud a Evans, 2003).

Studie prvniho Tf u hmyzu prokazala vyznamny gk rozdil - chybjici
schopnost vazat Zelezo v C-terminatidisti molekuly (Bartfeld a Law, 1990). Studium
dalSich hmyzich transfefinve wtSin¢ pripadi tuto skuténost potvrdilo, tyto studie déle
prokazaly, Zze se stgjnjako u obratlové jednd o multifunkni proteiny. Bylo navrzeno
n¢kolik potencialnich roli: transport Zeleza, anttlwka funkce, vitelogenni protein, protein
regulovany juvenilnim hormonem (Nichol a kol., 2D02 genomurady hmyzich druinbylo
stejre jako u obratlové nalezeno vice génkddujicich fizné transferiny. Porovnani
aminokyselinovych sekvenctdhto geri se sekvencemi Tf tlovéka a dalSich obratlovic
prokazalo, Ze jsou konzervovany pouzktaré aminokyseliny (aa)itezité pro vazbu zeleza
(Fe). Na zaklaglitohoto zjis&ni se nefedpoklada funkce hmyzich transfdrim metabolismu
Zeleza (Dunkov a Georgieva, 2006).

U koman Aedes aegypti a Anopheles gambiae bylo nalezeno vice gérkodujicich
transferin (Tf1l - Tf4). TflAedes aegypti ma konzervované aa pro vazbu Fe v N-terminalni
¢asti molekuly, ale ne v C-terminaldésti, kde se také nalézaji rozsahlé delece. Egistuj
hypotéza, Ze tento Tfl, podabjako laktoferin u obratlovig vychytava Zelezo ptgbné pro
patogeny napadajici organismus a delece v C-telmiinéblasti je mechanismem
zabraujicim patogefim s transferinovym receptorem v ziskani tohoto zeelg¥oshiga a
kol., 1997). ZvySeni exprese Tfl po infekci komBekteriemi nebo vlasovci a ro¥n po
zvySeni hladiny Fe tuto hypotézu potvrzuje. Ales aegypti obsahuje substituce v aa pro
vazbu Fe v obou terminalnich oblastech, nejvySgidiogii vykazuje s melanotransferinem
(MTf) savai a je exprimovan v larvach, kuklach a vajieich. Tf2 by tedy mohl hrat &itou
roli béhem fistu a vyvoje komdr a vyvoje oocyi (Zhou a kol., 2009). # infekci komara
bakteriemi se exprese na rozdil od Tfl sniZuje,mpimohlo branit dalSimu vyvoji koméra
v pripact infekce.



V genomu octomilkyDrosophila melanogaster byly identifikovany ti geny pro
transferin (Adams a kol., 2000). Tfl postrada kenaeané aa pro vazbu Fe v C-terminalni
oblasti a rovdz obsahuje v této oblasti deleceai Radbytku Fe dochazi ke sniZzeni jeho
exprese. R infekci bakteriemi nastava zvysSena exprese, ¢@zuje na moznou funkci Tfl
D. melanogaster v imunit (Yoshiga a kol., 1999). V nedavno publikované afegi studii
bylo prokadzano, ze Tf2 (MTf) v bik&ch drozofily je membranéwézany protein, ktery je
slozkou pepazkovych spdqj (,septate junction®) tviicich mezibuscné propustné spojeni
v epitelialnich tkanich. Funkce Tf2 v drozofile ianti spravné usgadani pepazkovych

spoji je zavislé na vazbizeleza a endocytoze (Tiklova a kol., 2010).



1.4. RNA interference (RNAI)

RNA interference (RNAI) je posmné nedadvno objeveny a intenzirstudovany
buné¢ny mechanismus, ktery umiije regulaci exprese organismu vlastnich igera
posttranskripni urovni (Zamore, 2001) a zaravepotlauje expresi cizorodych gén
Mechanismus RNAI se nejspiS vyvinul jako obrandiprnvazi cizorodych a parazitickych
nukleovych kyselin (Mourrain a kol., 2000) - obrapeoti transpozoim, repetitivnim
sekvencim a RNA vim, které v ditych stadiich tvéi dsRNA (Tabara a kol., 1999).

Podstatou RNAi je interference fragméntdsRNA (dvouvlaknové RNA)
s komplementarni mRNA, jeji nasledna degradacm atitlaeni syntézy cilového proteinu
(Bernstein a kol., 2001). N&pomnost tohoto proteinu pak umuge sledovat fipadny
fenotypovy projev a tim identifikovat neznamou fangilového genu.

Poprvé byla RNAIi popsana u hlisti€aenorhabditis elegans (Fire a kol., 1998).
Pavodnim zamirem wdci pod vedenim Andrewa Firea a Craiga Mella bylativake genu
unc22 C. elegans injikaci antisense ssRNA, kter&la vytvarit duplexy s komplementérni
MRNA a tim potlait expresiunc22. K tomu sice doSlo, ale stejny mutantni fenotyp by
pozorovan u kontrolni skuping. elegans injikované sense ssRNA.iiBinou byl vznik
malého mnozstvi dsRNAfpin vitro priprak ssRNA. Pray tato dsRNA byla poziji
identifikovana jakaiastice zfisobujici sekvetn¢ specifickou degradaci mRNA (Fire a kol.,
1998). V roce 2006 obdrzeli Andrew Z. Fire (Stad&k& univerzita) a Craig C. Mello
(Massachusettska univerzita) za objeveni fenoméNi kterference Nobelovu cenu za
fyziologii a medicinu.

Proces RNAI je evoltné velmi konzervovany, byl zji8h u mnoha eukaryotnich
organisnii (Cogoni a Macino, 2000), ale w&kierych organisrin, nag. u Saccharomyces
cerevisiae, Trypanosoma cruzi, Leishmania major a Plasmodium falciparum, apiné chybi
(Cerutti a Casas-Mollano, 2006).

Mechanismus RNAI je znazasm na Obr. 3.
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Obr. 3: Mechanismus RNAI

RNAI zatinain vivo neboin vitro syntézou dsRNA. Po vstupu dorliy je dsSRNA
navazana ke specifické endonukleaze DICER (RNA&yéBérnstein a kol., 2001,). DICER
nasledd dsRNA SEpi za spaeby ATP (Nykanen a kol, 2001, Zamore, 2001) nakiérat
dvourettzcové siRNA (small interfering RNA - malé interfgai RNA) (Elbashir a kol.,
2001, Carmell a Hannon, 2004). siRNA jsou 20-25id@azi dlouhé Useky s neparovymi
presahy na obou koncich, na 5' konci je fosfatovisiay na 3' konci hydroxylova skupina.
Vzniklé siRNA se asociuji s proteinovym komplexemS® (RNA-induced silencing
complex) (Hammond a kol.,, 2000), ke komplexu se amaje protein Argonaute
(endonukleazova aktivita) (Carmell a kol., 2002)cliazi ke $peni siRNA na sense a
antisense vlakno, sense vlakno je degradovano iseasé #stava navazano na RISC.
Nasledr dochazi k vyhledani komplementarni sekvence mRNéiiamu roz&¢peni zhruba
uprosted komplementarniho Useku. Takto répéha mRNA je bikou rozeznana a
odbourana RNazami, tim je pattma syntéza cilového proteinu.

U Klistat byla poprvé RNAi popsana vroce 2002 (Aljamalikal., 2002),

v nasledujicim roce byla ukgjnéna studie o vlivu injikace HBP dsRNA na hladinu HBP
(histamin binding protein - histamin vézajici pinje(Aljamali a kol., 2003). Od té doby



byla publikovana o RNAI u klf&t fada praci (nap Ramakrishnan a kol., 2005, Karim a
kol., 2005, de la Fuente a kol., 2007a, Decremla R008). Metoda RNAI byla také vyuZita

pii studiu metabolismu Zeleza u két& . ricinus v nasi laboraiio (HajduSek a kol., 2009).



2. Cile prace

Identifikovat gen pro transferin v kIt Ixodes ricinus (IrTf)
Zjistit kompletni kddujici sekvenci IrTf
Porovnat sekvenci se znAmymi transferiny ostathilabticht

A\

Pripravit rekombinantni protein IrTf a pomoci proté& se pokusit zjistit misto
exprese tohoto proteinu

5. Provést umieni exprese IrTf pomoci RNAIi a pokusit se odhadfetud funkci
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3. Material a metody

3.1. Pouzité chemikalie a primery

Tab. 1: PouZité chemikalie, kity a software

DNA a RNA elektroforéza, PCR

50x TAE pufr

2M Tris-acetat, 50mM EDTA, pH 8,0

1x TAE pufr 50x TAE pufr 50xediny destilovanou kD
10x TBE pufr 0,89M Tris, 0,89M kys. boritd, 20mM JEDTA
1x TBE pufr 10x TBE pufr 10xedny destilovanou kD
DEPC HO Dietylpyrokarbonat 1000ied§ny % de,stllovane kD, odstaty,
autoklavovany
) A -
Agaréza 1% agaroza pro ELFO - pro DNA elfo v 1x TAE pufpup RNA
elfo v 1x TBE pufru
EtBr Ethidium bromid 0,5ug/ml
6x Loading Dye (MBI 10mM Tris/HCI (pH 7,6), 0,03% bromfenolova ntpf,03%
Fermentas) xylencyanol, 60% glycerol, 60mM EDTA
GeneRuler™ 100bp DNA Laddé¥BI Fermentas)
DNA Ladder GeneRule? 1kb Plus DNA LaddefMBI Fermentas)
RNA Ladder High Range RNA Ladder (MBI Fermentas)
Polymeraza Tag polymeraza (Top-bio s.r.0.)
dNTPs mix (MBI Smes dNTPs kazdy o koncentraci 2,5mM
Fermentas)

PCR HO (Millipore)

Filtrovand, destilovanda, autoklavovamoda

Média a chemikalie pro gistovani bakterii

- 2% trypton, 0,5% kvasnicovy extrakt, 0,05% NaChi2M KCl,
SOC medium 10mM MgSQ, 20mM glukéza, pH 7,0, sterilni
LB (Lrl:lrélzgsrirtam) 1% trypton, 0,5% kvasnicovy extrakt, 0,5% NaCl, p#, sterilni
LB agar 1,5% agar v LB médiu
Antibiotika Ampicilin (zasobni roztok 50 mg/ml)
IPTG Isopropylp-D-thiogalactopyranosid (zasobni roztok 1M)
X-gal 5-bromo-4-chloro-3-indoly-D-galactopyranosid

Exprese, purifikace a refolding rekombinantniho prdeinu

Resuspendai pufr

20mM Tris/HCI, pH 8,0

Izolagni pufr

20mM Tris, 2M maovina, 0,5M NaCl, 10mM imidazol, 2% Tritor
X-100, pH 8,0

Solubilizani pufr

20mM Tris, 6M guanidin hydrochlorid, 0,5M NaCl, 16n
imidazol, 1ImMB-merkaptoethanol, pH 8,0

Vazebny a ekvilibreni

8M macovina, 20mM Tris/HCI, 0,5M NaCl, 10mM imidazol, pH

pufr 7,8
Elucni pufr 8M maovina, 20mM Tris/HCI, 0,5M NaCl, 0,5M imidazol, pH8
Refoldovaci pufe.1

8M maiovina, 50mM Tris, 500mM NaCl, pH 8,0

Refoldovaci pufg.2

20% glycerol, 50mM Tris, 150mM NacCl, pH 9,0

Refoldovaci pufg.3

—

50mM Tris, 150mM NacCl, pH 9,0
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SDS-PAGE a Western blot

Vzorkovy redukujici
pufr

0,75M Tris/HCI, pH 6,8, 5% SDS, 50% glycerol, 0,%hiotreitol,
0,25% bromfenolova mad

Barvici roztok

0,05% Coomassie Briliant Blue R-250, 50% methab@¥ kyselina
octova

Odbarvovaci roztok

25% methanol, 10% kyselina a&tov

Proteinovy standard -
LMW

LMW Electrophoresis Calibration Kit (Amersham)

PBS-Tween

1x PBS, 0,05% Tween 20

Blotovaci pufr

0,125M Tris, 0,96M glycin, 0,1% SDE)% methanol

Blokovaci pufr

5% suSené mléko v PBS Tween

Roztok primarni
protilatky

2 ml 5% suSeného mléka v PBS Tween, 2 ml PBS Twéényl
protilatky

Sekundarni protilatka

SWAR-P¥eEni 1:1000 v PBS Tween)

Substratovy roztok

50 miJ®, 1,5 ml 1M Tris, 10 mg DAB, 30 ul4@,

10% PBS

80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g NHPO,, 2,4 g KHPOy, pH 7,4,
11 H0

Syntéza dsRNA

Proteinaza K

1 ul proteindzy K (20 mg/ml) ve 150 pl 10mM Tris/HEH 8,0),
2mM CaC}

Pouzité kity

Purifikace PCR
produktu

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)

Izolace DNA z gelu

QIAquick Gel Extraction Kit ((an)

Izolace plazmidu z

QIAquick Plasmid DNA Purification Spin Miniprep K{Qiagen)

bakterii
Exprese . Champion™ pET100 Directional TOB&xpression Kit
rekombinantniho .
) (Invitrogen)
proteinu
Syntezszsl\[ln K“f'kace MEGAscripf® T7 High Yield Transcription Kit (Ambion)
Syntéza cDNA Enhanced Avian HS RT-PCR 100 Kit (Sagm

Pouzity software

Analyza DNA sekvenc

NCBI (www.ncbi.nlm.nih.goy
http://www.expasy.org

NavrZeni primel

Primer Select (DNASTAR)

Editace DNA sekvenci

EditSeq (DNASTAR), ApE (A ptad Editor), Chromas

Clustal W MegAlign (DNASTAR)
Predllgzep)jzjgunalnlho SignalP 3.0 Servenftp://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP
Fotodokumentace AlpfaDigiDoc RT (Kodak)

Editace obrazk

Adobe Photoshop 7.0 (Adobe)
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Tab. 2: Pouzité primery - primery navrzeny podle sekvence genu ISCW01086des scapularis

ozn&eny *
Nazev primeru Pouziti Sekvence
TfRACE-R5* 5- ATC CCG TAA AGG TCT GCT GG -3
TfRACE-R6* 5-ACAGCTCCACATCTTTGCC -3
AAP 5’RACE 5- GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACG GGI IGG
GIl GGG IIG -3
AUAP 5-GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC -3’
Tf-Exp-F Exprese 5-CACCCTCGATGACGT GACTTG GTG -3
Tf-Exp-R* rekombinantniho Tf 5-GTC AGG CCAGCAGCCGAGC-3
T7F primer 5- TAA TAC GAC TCACTA TAG GG -3
T7R primer 5- GCT AGT TAT TGC TCA GCG G -3’
SP6 primer 5-ATT TAG GTG ACA CTATAG -3’
M13 forward Sekvenace 5-TGT AAA ACG ACG GCC AGT -3
M13 reverse 5'- CAG GAA ACA GCT ATG ACC -3’
TransfFsek 5-CCT TAC GCG GGC TACCA -3
TransfRsek 5-GCG ACC GCAGAAGTT GG -3
TIRNAIE * 5- AT GGG CCC GAG A:CT TTG AGC TGG
RNAI, RT-PCR TGT -3
. ' 5-TATCT AGA AGC AGT CGA CGA GAC
TfRNAIR * GTA -3
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3.2. Ziskani celé sekvence Tkodesricinus

V databazi VectorBaggttp://www.vectorbase.orpbyla u kliséte Ixodes scapularis

nalezena pouze jedna sekvence kodujici transfd&CWO010864). Po porovnani se
sekvencemi jinych transfefinbylo zjiS€no, Ze tato sekvence je nekompletni a obsahuje
chyby. Mibec neobsahovala 5’ konec kodujici sekvence a iuseitvence byly mezery.
Jednim z cfl této prace bylo ziskat celou odpovidajici sekverdiS€te Ixodes ricinus.

3.2.1. 5’RACE PCR
Pro ziskani 5’ konce kédujici sekvence genu Tf pglazita metoda 5’RACE PCR -
System for Rapid Amplification of cDNA Ends, vensi@.0 (Invitrogen). Princip metody je

schematicky znazoén na Obr. 4.

mRNA

5 (a),
¥ =
GSP

i T e T e T

Syntéza cDNA podle mRNA templatu za
pouZziti reverzni transkriptdzy a gerov
specifického primeru (GSP1)

Degradace RNA pomoci $si RNaz

3| E— 5‘
il o 2> o - 5 Pripojeni poly(C) sekvence na 3’konec
cDNA
Oligo-G primer
3 CC..CC - 5 PCR ampl_ifikace CDNA s poly(C) koncem
= pomoci oligo-G primeru (AAP) a gendv
GSP2 specifického primeru (GSP2)
AUAP
3w GG..GG - Amplifikace PCR produktu pomoci AUAP
5w GC_CC primeru a genay specifického primeru
== (GSP3)

GSP3
Obr. 4: Princip metody 5’RACE PCR

5'RACE PCR byla provedena podle navodu, pro ankaldi cDNA gipravené ze
slinnych Zlaz Kligtte Ixodes ricinus byly pouzity primery AAP (Abridged Anchor Primer) a
TFRACE-R6 (navrzen na zaklagekvence ISCW010864odes scapularis). Po gecisteni
PCR produktu pomoci PCR Purification Kitu (Qiagerdsledovala dalSi PCR s primery
AUAP (Abridged Universal Amplification Primer) a RACE-R5 (navrZzen na zaklad
sekvence ISCW010864odes scapularis).
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PCR produkt izolovany z gelu pomoci Gel Extractigiiu (Qiagen) byl podle
manudlu zaklonovan do vektoru pGEM Easy Vector (Promega) a plazmid byl
transformovan heat shock metodou do One BA@P10 Chemically Competefit coli
(Invitrogen). Na zakla®ilmodrobilé selekce byly vybrany kolonie, které bRIER s primery
T7 a SP6 otestovany nditpmnost inzertu, pozitivni kolonie rostlygs noc v tekutém LB
médiu s ampicilinem a pomoci Plasmid DNA PurifioatiSpin Miniprep Kitu (Qiagen)
Z nich byly vyizolovany plazmidy.

Sekvenace byla provedena na automatickém sekvenair PRISM 3130x! firmy
Applied Biosystems v Laboratogenomiky, UMBR, Biologické centrum AUR. Vysledky
ze sekvenatoru byly vyhodnoceny pomoci progr&hromas a DNASTAR.

3.2.2 Zjisténi zbyvajici sekvence Tf

Sekvence na 3’ konci genu byla ziskana po zaklamogélého genu Tf ziskaného
z cDNA ze slinnych Zlakxodes ricinus PCR amplifikaci pomoci prim&iTf-Exp-R (navrzen
podle sekvence ISCWO010864odes scapularis) a Tf-Exp-F (navrZzen podle sekvence
ziskané 5’RACE PCR lxodes ricinus) do plazmidu pET100/D-TOPO (Invitrogen)
sekvenaci za pouziti primefd 7F a T7R. Zbyvajicéast sekvence uviigenu byla zjidna
sekvenovanim pomoci navrzenych gehspecifickych primet TransfFsek a TransfRsek.
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3.3. Exprese rekombinantniho proteinu Tf

3.3.1. Amplifikace Tf genu, ligace, transformace

Kompletni Tf gen bez sekvence pro signalni pepiitlamplifikovan z cDNA ze
slinnych Zlaz pomoci gen®vspecifickych primear Tf-Exp-F (navrZzen podle sekvence
Ixodes ricinus) a Tf-Exp-R (havrzen podle sekverizedes scapularis). Po PCR amplifikaci
nasledovala gelova elektroforéza a izolace DNA la d&el Extraction Kit - Qiagen).
Ziskany Tf gen byl podle podle navodu k Champion™®Tp00 Directional TOP®
Expression Kitu (Invitrogen) ligovan do expresnifektoru pET100/D-TOP®(Invitrogen)
(Obr. 5), plazmid byl naslednzaklonovan heat shock metodou do One ShE®P10
Chemically Competert. coli (Invitrogen). Pozitivni bakterialni klon byl idefikovan PCR

s primery T7F a T7R a byla provedena kontrolni sekce.

Open reading frame
W ©rigin of replication
B Other gene
Ndel 296 B Fromoter
¥bal 256
Eglll 120 v - Fegulatory seguence

o lacC reg
T pQ-m i / Selectable marker
|
\ Ii/ Tag
S | / Terminator
Bell 5218 : e L& V8 T et 0. IRader Bl =
% / |

]
. Unigue restriction site

£ty ==
Apal 5028 P
Apol 4957 \ . e
\\ LY
Hpal 4?30\ ‘
!
pET100/D-TORO
: 5764bp

\
Mrul 4133—""" \

-

ol 36?84 ’
4

%
fyal 2678 ) \
\ Al 2222

I S ' pBR322 origin

Accl 2880

Obr. 5: Vektor pET100/D-TOPO®

3.3.2. Exprese rekombinantniho proteinu

Plazmid pET100 byl po izolaci z pozitivni kolonielésmid DNA Purification Spin
Miniprep Kit - Qiagen) podle navodu transformovaeah shock metodou do expresnich
burgk BL21 Star (DE3) OneShdiChemically Competert. coli (Invitrogen). Bakterie byly
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pies noc kultivovany ve 37°C v LB médiu s ampicilinargluk6zou (10 ml LB + 10 pl amp
+ 200 pl 1M glukoéza), nasledrbyla po dobu 6 hodin provedena kultivace ve 378C v
200 ml LB média + 200 pl amp + 4 ml 1M glukdézy. Ppakované centrifugaci
(2500 ot/min, 10 min) a promyvani bakteri¢igtém LB médiu prokhla kultivace ve 400 ml
¢istého LB média fes noc.

Po kultivaci néasledovala centrifugace, pelet bybsuspendovan, sonikovan a
bakterialni lyzat byl postugnrozctlen na jednotlivé frakce (cytoplazmaticka, membréano
inkluzni €liska) opakovanou resuspendaci peletu v resuspeimlaresp. izolenim pufru
(Tab. 1), sonikaci a centrifugaci (13000 g, 10)mirakce inkluznichétisek byla ziskana
po Uplném rozpusdhi peletu v solubilizénim pufru (Tab. 1) na magnetickém michadle po
dobu 8 hodin. Jednotlivé frakce byly analyzovanynpoi polyakrylamidové elektroforézy -
SDS-PAGE (frakce inkluznickeltsek byla ped SDS-PAGE 30 minut dialyzovana proti
destilované KO - odstragni guanidin hydrochloridu) a Western blotu za ptugiysi
monoklonalni protilatky proti His-tagu (SIGMA). PFtgni frakce byla purifikovana
chelat&ni chromatografii vyuZivajici afinity His-tagu k i®liontim. Purifikace probihala
v prostedi 8M maoviny, rekombinantni Tf byl z kolony eluovan zvysiijse koncentraci
imidazolu a detekovan spektrofotometricky. Vybrainékce byly analyzovany pomoci
SDS-PAGE.

3.3.3. Refolding rekombinantniho Tf

Cilem refoldingu bylo, aby rekombinantni proteiskal sprdvnou 3D strukturu. Po
chromatografické purifikaci byl protein v roztokivi8mocoviny s imidazolem. Refolding
byl proveden dialyzouips dialyzani membranu za pouzitii trefoldovacich pufr (Tab. 1).
Postup® byla snizovana koncentrace &owiny, az byla Uplé odstragna. Po uko&eni
dialyzy byla provedena centrifugace 13000 ot/mif, rhin a supernatant i pelet byly

uschovany.
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3.4. Fiprava krali ¢ich polyklonalnich protilatek a kontrola jejich funkce

Pri refoldingu rekombinantniho proteinu Tf vznikl pipitat, ktery byl nésledn
pouzit k imunizaci kralika. #d injikaci byl precipitat rozsuspendovan v 500g5 a bylo
piidano 500 pl nekompletnihno Freundova adjuvans. inawe byla provedena 4x
v intervalech po 14 dnech. Krev byla odebrana li4pdrposledni imunizaci, nechala se stat
piiblizné 2 hodiny v pokojové tepléta g'es noc ve 4°C. Centrifugaci (2500 ot/min, 15 min,
4°C) bylo ziskano sérum.

Kontrola funkce protilatek byla provedena metoddestern blot proti

rekombinantnimu Tf.
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3.5. RNAI experiment
3.5.1. Syntéza dsRNA

1) PCR amplifikace, restrikce PCR produktu a plazmdu pl10

Usek cDNA vybrany pro tvorbu dsRNA byl amplifikavipomoci PCR s primery
TfRNAIF a TfRNAIR. Po elektroforéze v 1% agarozovéagalu byl PCR produkt z gelu
izolovan pomoci Gel Extraction Kitu (Qiagen). Nakleala restrikce PCR produktu a
plazmidu pl10 restrisnimi enzymy Apal a Xbal po dobu 2 hodin ve 37°Coz8hi
restrikcnich reakci:

Plazmid pl10 | PCR produkt
Pufr TANGO 10x 3 ul 3 ul
Enzymy (Apal, Xbal)| 1 pl kazdy 1 pl kazdy,
DNA 20 pl 3 ul
H.0 5 ul 22 pl
Celkovy objem reakce 30 pl 30 pl

Po restrikci byla provedena purifikace pomoci PGRfRation Kitu (Qiagen).

2) Ligace a transformace

Liga¢ni snEs byla namichana a ponechati@spnoc ve 4°C. SloZeni liggd snesi:

Pufr 2x 5 ul
Plazmid pl10 2 pl
DNA (PCR produkt) | 2 pl
T4 ligadza 1l
Celkovy objem reakce 10 pl

Po ligaci byl plazmid zaklonovan heat shock metodio One Shét TOP10
Chemically Competenk. coli (Invitrogen). Pozitivni kolonie byla identifikovanRCR
s primery TfRNAIF a TfRNAIR, nasledovala kultivagg#es noc ve 37°C v tekutém LB
médiu s ampicilinem (30 ml LB média + 30 pl amppaznid byl izolovdn pomoci Plasmid
DNA Purification Spin Miniprep Kitu (Qiagen) a odé&s na kontrolni sekvenaci s primery

M13 forward a M13 reverse.

3) Restrikce plazmidu pl10
Restrikce plazmidu probihala po dobu 2 hodin V&C3bbjem pidaného plazmidu

zalezi na jeho koncentraci:
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Enzym Apal Enzym Xbal
Plazmid pl10 10 ug (~30 ul) 20 pg (~ 30 wl)
Pufr TANGO 10x 5 ul 5 ul
Enzym 6 i 6 i
H,0 doplnit do 50 p| doplnit do 50 ul
Celkovy objem reakce 50 ul 50 ul

4) Purifikace linearizovaného plazmidu

Po restrikci bylo k plazmidu f@ano 25 pl proteindzy Ka 3,75 pl 10% SDS,
nasledovala inkubace 30 minui p0°C. Po inkubaci bylofano 80 pl fenol-chloroformu,
smes byla promichana na vortexu a centrifugovana (Q30@min, 5 min). Po odebrani
priblizné 80 ul vodné faze k ni byloridano 80 pl chloroformu, nasledovalo promichani na
vortexu a centrifugace (13000 ot/min, 5 min). Zndoylo odebrano ifiblizné 80 ul vodné
faze, gidano 56 ul izopropanolu, s% byla promichana na vortexu, inkubovana 15 minut
v -20°C a centrifugovana (15000 ot/min, 30 min, 490 odebrani supernatantu byl pelet
promyt v 80 pl 80% ethanolu, nasledovala centriteggl5000 ot/min, 10 min, 4°C).
Ethanol byl odebran, zkumavka se nechdibligné 15 minut v boxu vyschnout a naslédn
byl pelet rozpuén ve 20 ul DEPC bkD. Koncentrace plazmidu byla zjga

spektrofotometricky a ugpnost restrikce byla zkontrolovana elektroforézou.

5) Syntéza ssRNA

Reakni snesi pro sense a antisense ssRNA byly namichany pomagencii z
MEGAscripf® T7 High Yield Transcription Kitu (Ambion). Syntézadnoviaknové RNA
probihala po dobu alespo8 hodin ve 37°C, dhem syntézy byly stsi pravidel
promichavany. SloZeni sisi pro syntézy ssRNA:

dNTPs 8 ul (2 ul kazdy)
Buffer (37°C, vortex) 2 ul
Lin. plazmid X 1l (1 pg, max 8 pl)
Enzyme mix 2 ul
H,O doplnit do 20 pl
Celkovy objem reakce 20 pul

6) Purifikace ssRNA

Purifikace byla provedena pomoci reagencii z MEGi#$® T7 High Yield
Transcription Kitu (Ambion). Po syntéze ssRNA bgjprve gidan 1 pl DNazy, s&s byla
inkubovana 15 minutip37 °C. Nasledovalofmani 115 pl HO a 15 ul acetatu amonného a

promichani na vortexu. Déle bylgiggno 150 pl fenol-chloroformu, si® byla promichana
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na vortexu a centrifugovana (13000 ot/min, 5 miR).odebraniiblizné 150 ul vodné faze

k ni bylo gidano 150 pl chloroformu, nasledovalo promichanivogexu a centrifugace
(13000 ot/min, 5 min). Znovu bylo odebrantibtizné 150 ul vodné faze,iglano 105 ul
izopropanolu, sws byla promichana na vortexu, inkubovana 15 minuR09C a
centrifugovana (15000 ot/min, 30 min, 4°C). Po @éiebsupernatantu se nechala zkumavka
v boxu giblizné 15 minut vyschnout a nasletlibyl pelet rozpush v 15 pul DEPC KD.
Koncentrace ssRNA byla zji&ta spektrofotometricky (musi byt > 3000 pg/ml) NS

byla zkontrolovana elektroforézou.

7) Hybridizace

Sense a antisense ssRNA o koncentraci 3000 pghylsmichany v porru 1:1.
Zkumavka se sisi byla umisina do sklegného odnirného véalce o objemu 2 litry
obaleného hlinikovou folii. Do vélce byla naliteouci voda a vzorek v ni byl inkubovan
pies noc (alespp8 hodin). Vysledek hybridizace byl zkontrolovaelgtoforézou - na gel

byl nanesen 1 pg RNA za pouziti Ambion loading dye.

3.5.2. Injikace dsRNA do kli¥at a izolace tkani

Injikace dsRNA do samic kli&e byla provedena pomoci mikrokapilary uréigt na
mikromanipulatoru (Narishige). Do kazdéeho Kiét bylo injikovano pblizné 0,5 ul Tf
dsRNA o koncentraci 3 pg/ul, stasrt byla proveden injikace kontrolni GFP dsRNA
(predem pipravena v nasi labordiopodle stejného protokolu). Po injikaci byla Kb$a
ponechéana jeden den ve vlhkém predi za pokojové teploty a poté nésledovalo sani na
morceti az do Uplného nasati a pitva.

Pri pitvé byla kli¥ata gichycena na Petriho misku s voskem. Nieje byla
odstragna posteriorntast kutikuly, izolované tka&n(slinné Zlazy, vajniky, stevo) byly
promyty v PBS pufru. Tk&uréené pro izolaci RNA a naslednou tvorbu cDNA byly
vloZeny do mikrozkumavek s TRI Reag€h{Sigma), tkas pro Western blot byly vioZeny

do mikrozkumavek nasucho, vSechny izolovanédkamy uchovany v -80°C.

3.5.3. Izolace RNA a tvorba cDNA

1) Izolace RNA
Tkans v 0,5 ml TRI ReagenY (Sigma) byly rozbity homogenizatorem, byldano
0,1 ml chloroformu, si&s promichdna na vortexu. Po centrifugaci (15006iat/ 15 min,
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4°C) byla odebrana vodna faze obsahujici RNA, kytd piidano 0,25 ml izopropanolu,
smés byla promichana na vortexu, 30 minut inkubovana20°C a centrifugovana
(15000 ot/min, 30 min, 4°C). Po odebrani supertatdnyl pelet promyt v 0,5 ml 75%
ethanolu, nasledovala centrifugace (15000 ot/nnmin). Ethanol byl odebran, zkumavka
se nechalafiblizn¢ 15 minut v boxu vyschnout a naslédbyl pelet rozpugh ve 20 pl
DEPC HO. Koncentrace RNA byla zji&ta spektrofotometricky, kvalita RNA byla &ena

elektroforézou. Izolovana RNA byla uloZena v -80°C.

2) Syntéza cDNA
Syntéza cDNA byla provedena metodou reverzni krgmse pomoci Enhanced
Avian HS RT-PCR 100 Kit (Sigma). Nejprve byla nah@ina reakce:

RNA templat x ul (0,5 pug, max 8 )
Deoxynucleotide Mix 1 pl
Oligo(dT)3 1l
H,0 doplnit do 10 pl
Celkovy objem reakce 10 pl

Nasledovalo promichani na vortexu, centrifugac&uliace 10 minut v 70°C, 2
minuty na ledu a aft centrifugace. Poté bylo k reakdigéno:

10x buffer for eAMV-RT| 2 pl
Enhanced Avian RT lu
RNase inhibitor 1l
H,O 6 pl
Celkovy objem reakce| 20 jul
Po inkubaci smisi 50 minut v 45°C byla ziskana cDNA uloZzena v €0fred

pouzitim na RT-PCR byla cDNA rextna 1:10.

3.5.4. Tkaiovy profil (RT-PCR)

Templatem pro RT-PCR byla cDNA ziskana zizolowdnykani (slinné Zlazy,
vajeiniky, stevo). Byly pouzity primery TfRNAIF a TfRNAIR, prodatrolni reakci byly
pouzity genow specifické primery pro aktinovy gen, jehoZz exprgseve vSech tkanich

konstantni.

3.5.5. Western blot analyza exprese proteinu Tf
Proteiny byly rozdleny vertikélni polyakrylamidovou elektroforézouQS-PAGE)
v gradientovém gelu (5-17%¥igkonstantnim nafti 200V. Vzorky byly ged SDS-PAGE

smichany s vzorkovym redukujicim pufrem v gom3:1 (15 pl vzorku + 5 ul pufru) a

22



denaturovany po dobu 5 minuti 100°C, jako marker molekulovych hmotnosti byl pibu
proteinovy standard LMW (Amersham).

Po SDS-PAGE byl gel, nitrocelulézovd membrana atoviaci papiry promyty 5
minut v blotovacim pufru s methanolem (200 ml pufrtb0 ml methanol), nasledroyl
sestaven sendviha Western blot - blotovaci papir Whatman, geinim&na, blotovaci papir
Whatman (Obr. 6).

44— blotovaci papir

B i AT R R BV RV A RN
/ =

44— membrana

44— hlotovaci papir

Obr. 6: Sendvi na Western blot

Proteiny byly penaseny na membrandi £50mA po dobu 120 minut. Poté byla
odriznutac¢ast membrany s markerem, 5 minut byla barvena v PB&n s amidoblackem,
pies noc ponechana v odbarvovacim roztoku a druhy ptemyta v destilované veéd
Zbytek membrany byl blokovan v 5% roztoku suSengifiéka v PBS Tween (blokovaci
pufr) po dobu 1 hodiny, nasledovala inkubace vakatprimarni protilatky (2 ml mléka +
2 ml PBS Tween + 40 pl protilatkyygs noc. Po promyti v PBS Tween (3 x 5 min) phid
inkubace v roztoku sekundarni protilatky SWAR-Pedni 1:1000 v PBS Tween) po dobu
1 hodiny. Po dalSim promyti v PBS Tween (3 x 5 noiyly proteiny na membr&mobarveny
pomoci substratového roztoku 3,3'-diaminobenzidiniDAB, ktery se Bhem reakce
peroxidazy s KO, oxiduje a barvi se do Bda. Reakce byla zastavena promytim membrany
v destilované vodl

3.5.6. Vliv umléeni genu Tf na grezivani a sani samic

Po injikaci Tf dsRNA a kontrolni GFP dsRNA byladtta ponechana jeden den ve
vihkém prostedi za pokojové teploty a poté nasledovalo sanimopaeti az do Uplného
nasati. Byla sledovana schopnost sami@ e nasat a po sani byla srovnavana jejich

hmotnost.
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4. Vysledky

4.1. Ziskani celé sekvence Tkodesricinus

Porovnanim sekvence genu ISCW010864 (Obr. 8)étdidixodes scapularis se
sekvencemi jinych transfefirbylo zjiS€no, Ze je nekompletni. Na zaktasgekvence tohoto
genu byly navrzeny primery TFRACE-R5 a TFRACE-R§gjEhz pomoci byla provedena
5'RACE PCR. Byl ziskan 5’ konec koédujici sekven@ang Tf u kliSkte Ixodes ricinus a
podle & navrzen primer Tf-Exp-F. Ten byl spoie s primerem Tf-Exp-R (navrZzenym
podle sekvencdxodes scapularis) pouzit pro PCR amplifikaci celého genu TXodes
ricinus, ktery byl zaklonovan do vektoru pET100 a sekvénmmmoci primeru T7R byla
ziskana sekvence na jeho 3’ konci. Zbyvajést sekvence uviitgenu byla zjigna
sekvenovanim pomoci navrzenych gehspecifickych primer TransfFsek a TransfRsek.
Postupnou sekvenaci (Obr. 7) tak byla ziskanasadaence Tfxodesricinus.

Irodes seapuiaris ToCWO10864 |

TfRACERS TIRACERS TEEmpR
O
| Irodes Ficinus SEACE |
| |
AMF | =P
AU&PI
TTF
ST
| Ixodes ricinus T (pET 1007 |
TEExp-F T£Exp-R
4’ TransfFsek TransfR=sek ‘m
T7F ' ______» ‘ ‘______

| fxodes ricinus BIA |

TRHN AR TREMAF
4’ ‘7

Obr. 7: Schéma postupné sekvenace Tkodesricinus

1 ccggcaggt gacaat ccgcagaagat gt gcgagct gt gt ggcggccgccct ggggagcegce 60
P AGDNWPOQIKMCEILT CGSGRZPGTER

61 t gct cgggcaacgaccctt acgcgggct accagggggcggt gcggt gcct agcggagecge 120
C S GNDUPYAGY QGAVRTCLAETHR

121 ggagacgtggccttt gt gaagcacacgaccct ggacgaggt gct gcgggggcggagccat 180
GDbVAFVIKMHTTULDEVLRGRSH

181 gcctttcgectgetctgeccat cgggggacacggcet gectacggaccagttccggtcecgtge 240
AAF RLLCPSGDTAATUDU QFIRSZC
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241 aactggggctttgtgccgcccaat gt agt ggt gaccacct cggacacacggct ggccgtg 300
NWGFVPPNVYVVTTSDTRLAYV

301 cgggagcagtaccaggactt cct cagggt gggt agccacaaggcgaccagt caaggcgca 360
R E QY QDF LRV GSHIKATSQGA

361 ttgcttttgtgcttccatgcagccaacgagtgcacttggagtgtgttgcagtatttttgg 420
L LLCFHAANETCTWSUVL QY F W

421 agttccaccacggagcggccgcect gttt gt caacgcaact gagct gt cgeggttctacctg 480
S §$TTERWPLFVNATETLSRF YL

481 tttgccaacgggccacgct at ggcaat gccaccaacctcct gct gcaggacct gacgacg 540
F ANGPIRYGNATNLIULULOQDULTT

541 gagtttgtgccgcectgcacgggaaccagcagacctttacgggat acct gggcaaagatgtg 600
E FVPLHGNOQQQTFTGY L GK DV

601 gagctgttccacaagttgcgcaagtgcccggtccatccggccaagttgtgegtggtctct 660
E L FHKLIRKZ CPVHZPAIKILTCVVS

661 gacaaggagat ggagaagt gccat cgaat gaagact gccttcaagtcacagatgctgaag 720
DKEMEIKT CHRMIKTAFIKZSQML K

721 ccagacttgaact gcat caagagcgagagccat ct gcagt gt at gcacat gat ccgaaat 780
P DL NTCI KSESHLOQCMMHMMI RN

781 ggtgtcgccgacttggttgttctcgaggccggggat at ct at cgggcaggccagtcactc 840
GV ADLVVL EAGDI Y RAGU QS SL

841 gggctgattcccat aat cgcagaacagt acaattt ggat gaaccatactactacgtcgtg 900
GLI1I P11 I A EQYNWLDEWPY Y Y VYV

901 gcagtgactttccaaggggacaaggagacagacctgttgactctcaaaggcaagtgccgg 960
AV T F QGDIKETDTULULTUL K GKCR

961 cggcggt cgt gccacacgggcat caaccaggcggccggcet gggt ggt gcccctcagecttc 1020
R RSCHTGI NQAAGWYVVPL S F

1021 ctcat cagcaacgagcggat gcgggcgt acacgt gcgact ccccacgcet cggcgt cggag 1080
LI S NERMRAYTOCDSUPRS A S E

1081 ttcttctccaagagctgegttccgggttcgcetgtcgecgegagttt gt gaget ccgagege 1140
FFSKSCVPGSL SREFVS S ER

1141 agct acaagaacct gt gcgacct gt gccacggcat ggggt ccaacttct gcggt cgcaat 1200
S YKNLCDULU CHG GMGS SNZFT CGRN

1201 gcggcggagceccttctacggccacacgggt gecctttcgcet gect ggt cgagggeggegge 1260
AAA EPFY GHT GAFIRTCLVEGSG GG

1261 aacatcgcctttgtgaagcacacgaccgt gtt cgagaacacggcgggccgcaacagcatg 1320
NI A FV KHTTVFENTAG GIRNSWM

1321 tggtgggcacgaaacat ct cgcccggagacttt gagcet ggt gt gccgcgat ggect cgecga 1380
WWAWRNI S P GDUZFELV CRDGSR

1381 cggt cgcaggacaagt acgccgagt gcaacct gggcaaggt ggcttccaat gcaattgtc 1440
R S QDKYAET CNLGIKVASNAI V

1441 accagt cccggcaagccacagcacgt gat cgacgcct acat cgacctgttcgtgtacgcg 1500
T S P GKPQHVI DAY 1l DL F VYA

1501 cagcagttct acgggt ccaagt acagccaggacttcaccttcaagatgtttgtctccgag 1560
Q QF Y GS KY S QQDZFTFKMFV S E

1561 tcggcctatcgcgacctcatctttcaggattcggcacagcaact caaaccagtgcctctg 1620
S AYRDLI F QDS SAOQQQLKWPVPL

1621 gcacgccgcaattacagggact acct gggct ct gacttcct gcaggecggt acgtctcgtc 1680
A°RRNYIRDYULGSIDFL QAVRLV

1681 gact gct cggcggccggct cget cget gececcgect ctct ct cacggt cgcact ggt gt gg 1740
bCSAAGSLAARLSLTVAL VW

1741 gt o c c yuaccct cggggagegect cect t ggt gcccagcact 1800
V AR L L A *

1801 ctgaacggcagggagtgtgcccaagtttctccttcat cgcaagcctcctacctggggtgg 1860

Obr. 8: Nukleotidova a aminokyselinova sekvence genlISCW0108641xodes scapularis - stop
kodon vyznden velkymi pismeny a tn¢, barevg ozna@&eny primery navrzené podle sekvence genu
ISCWO010864 - TFRACE-R5, TFRACE-
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4.1.1. 55RACE PCR

Metodou 5’RACE PCR, jejiz princip je schematickyazorgn na Obr. 4,
byla ziskana sekvence na 5’ konci genu Tf. cDNAstmenych Zlaz klisite Ixodes ricinus
byla amplifikovdna PCR s primery AAP a TfRACE-R@&stedovala PCR s primery AUAP
a TfRACE-R5. PCR produkt o¢ekavané velikosti (Obr. 9) byl zaklonovan do veltor
pGEM®-T Easy Vector (Promega) a plazmid byl transfornmwto One Sh&t TOP10
Chemically CompetenE. coli (Invitrogen). Na zaklagl modrobilé selekce byly vybrany
kolonie, které byly PCR s primery T7 a SP6 otestgvaa fFitomnost inzertu, pozitivni
kolonie rostly pes noc vtekutém LB médiu s ampicilinem a z nicly byyizolovany

plazmidy. Sekvence (Obr. 10) byla ziskana sekvep@amwioci primek T7 a SP6.

1500 bp —
1200 bp —

Obr. 9: PCR produkt 5’RACE PCR: 1 - GeneRulé 100bp Plus DNA Ladder, 2 - PCR produkt
5'RACE PCR

1 ggccacgcgt cgact agt acgggggg 26
27 ggggggacaccttttgcggttaccctgtttactctcttgtgcagettgttatgttcgtta 86

87 gcttgaaatttaggagcggt gaaaATGeggt ggt cgt cgt cct ggctcgcagttttgcac 146

147 cttggtttagcccacgtcgctcttctgggct ggggcct cgat gacgt gacttggtgcacc 206
L bbbV T WwWCT

207 gtgagcgacat ggaacacct caagt gcact gagtttgccgaggcggttcgtgccagcagg 266
v S DbMEMHL KT CTEVFAEAVIRASR

267 acattctcgttgcaact caagt gcaagcgt gccgcecttcaaagaccagt gcatgaacttc 326
T F S L QL KCKIRAAFIKDIGQZCMN F

327 cttgacaat ggccaggtgcacct ggt ggagcttgat cccggggaggt ct act cggeccggt 386
L DNGOQQVHLV ELDZPGEVY S AG

387 cgtttccacagcgtcatccccat cct ggcagagcgct acgggccaggcagggaagcet ggc 446
RFHSVI PI L AERYGPGREASG
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447 tactactctgtggcagtggtccat gccaagacagagt acaagt cgct cct ggacctaaag 506
Y Y SV AV VHAKTEYKSLL DL K

507 aacaagtctgtgtgcttcacgagt gt gggt gacat ggccggct gggt cat ccccatggcc 566
NKSVCFTSVGDMAGWYVI P MA

567 accctggtgcat gagaacgt cctt gaagt aagcgact gcaacaacctt gt caagagcgcc 626
T L VHENVLIEVSDT CNNLVKSA

627 tcgactttctttgggccgagctgtgecccccaact ccctcattgacaagcacaacccaaca 686
S T FFGPSCAPNSILI DKHNWPT

687 ggtgacaat ccgcagaagat gt gcgagct gt gcggcggccgccct ggggagcgectgectcg 746
G DNPQQKMCETLTCGG GRWPGERTC S

747 ggcaacgacccttacgcgggct accagggggcggt gcggt gcct ggcggagcgcggagac 806
G NDPYAGY QGAVRCLAERTGHSD

807 gtggcctttgtgaagcacacgaccct ggacgaggt gct gcgggggcggggccacgecttt 866
V A°FVKHTTULDEVLRGRGHAF

867 cgcttgctctgeccct caggcgacacggcet gct acggaccagttccecggt cgtgcaactgg 926
R L L CPSGDTAATU DI QEFRSTCNW

927 ggcttcgtgcecgeccaat gttgtggt gaccacct cggacacacggcet ggcecgt gcgggag 986
GFVPPNVVVTTSDTIRLAVRE

987 cagtaccaggacttcctcaggagggcggt gagcacattt ggcaagccaccggt gggctac 1046
QY Q DFLRRAVSTUFGIKWPWPVGY

1047 gagagcccgt ggttccacccgaaccagacgagcgt cagccagaaccccgact ggaactgg 1106
E S PWFHPNOQTSV S QNUPDWN W

1107 tccaat cagagcgt gt ggt cagggggacagcccacct cgccgecct ggt ggcagagttcc 1166
S NQ SV WSGGQQPTS PP WWOQS S

1167 accacggagcggccgct gttt gt caacgcaact gagctgtcgecggttctacctgtttgec 1226
T T ERWPULFVNATELSRFY L F A

1227 aacgggccgcgct at ggcaat gccgccaacct cct gct gcaggacct gacgacggagttt 1286
NGPRYGNAANLILTULOQDULTTE F

1287 gt gccgct gcacgggaat cagcagacctttacgggat 1323
VP L HGNOQQTFT G

Obr. 10: Nukleotidova a aminokyselinova sekvence BACE PCR produktu - start kodon
vyznaen velkymi pismeny a #n¢, predikovana sekvence signalniho peptidiéow, barevi
ozna&eny primery: AUAP, TFRACE-R5, Tf-Exp-Ffigyntetizovana polyG sekvence podtrZzena

4.1.2. ZjiS€ni zbyvajici sekvence Tf

Na zaklad sekvence ziskané 5’RACE PCR (Obr. 10) byl navi@@mer Tf-Exp-F
(za sekvenci kédujici signélni peptid), ten byllspoprimerem Tf-Exp-R pouzit pro PCR
amplifikaci celého genu Tflxodes ricinus, ktery byl zaklonovan do vektoru
pET100/D-TOPG a sekvenaci pomoci primeru T7R byla ziskana selevem jeho
3’ konci. Zbyvajici ¢ast sekvence uviitgenu byla zji&ha sekvenovanim pomoci

navrzenych genavspecifickych primer TransfFsek a TransfRsek (Obr. 11).

1 ATCGcggggt t ct cat cat 18
M R G S H H

19 cat cat cat cat ggt at ggct agcat gact ggt ggacagcaaat gggt cgggat ct gt ac 78
HHHHGMASMTGGQQMGIRUDL Y

79 gacgat gacgat aaggat cat ccct t caccct cgat gacgt gact t ggt gcaccgt gagc 138
b bbDKDMHU®PZETLDUDVTWCTV S

139 gacatggaacacct caagt gcactgagtttgccgaggcggttcgtgccagcaggacattc 198
DMEMHLI KT CTEFAEAVRASIRTF

199 tcgttgcaact caagt gcaagcgtgccgccttcaaagaccagt gcat gaacttccttgac 258
S L QL KCKRAAFIKDWO QCMNTEFILD
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259

319

379

439

499

559

619

679

739

799

859

919

979

1039

1099

1159

1219

1279

1339

1399

1459

1519

1579

1639

1699

1759

1819

1879

1939

1999

aat ggccaggt gcacct ggt ggagct t gat cccggggaggt ct act cggecggtegtttc
NGQVUHLTVETLTUDTPGETVYSATGTRF
cacagcgt cat ccccat cct ggcagagcgcet acgggccaggcagggaagct ggct act ac
HSVIliPILAERTYGPGRETAGTYY
t ct gt ggcagt ggt ccat gccaagacagagt acaagt cgct cct ggacct aaagaacaag
SVAVVHAIKTTETYU KSTLTLTDTLKNK
tct gt gt gctt cacgagt gt gggt gacat ggccggcet gggt cat ccccat ggccaccctg
SVCFTSVGDMAGWVYIl PMAT L
gt gcat gagaacgt cct t gaagt aagcgact gcaacaacct t gt caagagcgcct cgact
VHENVLEVSDT CNNLVEKTSAST
ttctttgggccgaget gt gcccccaact ccct cat t gacaagcacaacccaacaggt gac
FFGPSCAPNSTLTIDEKTHNEPTGD
aat ccgcagaagat gt gcgagct gt gcggcggecgecct ggggagegcet gct cgggcaac
NP QKMCETVLTG CGGRTPGETRTCSG N
gac EENECHEEHEEHEEEE 99 gcygt gcggt gcct ggcggagcgeggagacgt ggce
DPYAGYOQGA VR L AERGODV A
tttgtgaagcacacgaccctggacgaggtgctgcgggggcggggccacgcctttcgcttg
FVKHTTLDEVLT RGRGHATFTR RIL
ct ct gcccct caggcgacacggcet gct acggaccagt t ccggt cgt gcaact ggggcettc
L CPSGDTAATDO OFTRS ST CNWG F
gt gccgcccaat gt t gt ggt gaccacct cggacacacggct ggccgt gcgggagceagt ac
VPPNVVVTTSDTRLAVE RET QY
caggactt cct caggagggcggt gagcacat t t ggcaagccaccggt gggct acgagagce
QODFLRRAVSTTFGKTPPVGYE S
ccgt ggt t ccacccgaaccagacgagcgt cagccagaaccccgact ggaact ggt ccaat
PWFHPNOTSVSQNTPUDMWNWS N
cagagcgt gt ggt cagggggacagcccacct cgccgecct ggt ggcagagt t ccaccacg
Q SVWSGGOQPTSPPWWOQSSTT
gagcggccgcet gttt gt caacgcaact gaget gt cgeggtt ct acct gttt gccaacggg
ERPLTFVNATTETLTGSR RTFYTLTFANG
ccgcgct at ggcaat gccgeccaacct cct gct gcaggacct gacgacggagttt gt gccg
PRYGNAANTLTLTLTG ODTLTTTETFVEP
ct gcacgggaat cagcagacct t t acgggat acct gggcaaagat gt ggagct gt t ccac
L HGNOQOQOTTFTOGTYLGKTDVETL F H
aagtt gcgcaagt gcccggt ccat ccggccaagt t gt gcgt ggt ct ct gacaaggaaat g
K LRKCPVHPAEKTLTCVVYSDTIKE M
gagaagt gccat cggat gaagact gcct t caagt cacagat gct gaagccagact t gaac
EKCHRMKTATFIE KS S OQMLIKTPTDTL N
t gcat caagagcgagagccat ct gcagt gcat gcacat gat ccgaaat ggt gt t gccgac
Cl KSESHLG OCMHMI RNGVAD
ttggttgttctcggggccggggacat ct at cgggcaggcecagt cact cgggetgattccc
LVVLGAGDI VYRAGQSTLTGTL I P
at aat t gccgaacaat acaat t t ggacgaaccat act act acgt t gt ggcagt gactttc
|l I AEQYNLUDETPYYJYVVAVTF
caaggggacaaggagacagacct gt t gact ct caaagggcggcggt cgt gccacacgggc
Q GDKETTDTLTLTLUEKGRRSTC CHTG
at caaccaggcggccggcet gggt ggt gcccct cagcet t cct cat cagcaacgagcggat g
| NQAAGWVYVPLSTFTLTI SNETRM
cgggt at acacgt gcgact ct ccacgct cggegt cggagttcttct ccaagagcet gegtt
RVYTCDSPRGSASTETFTFSKSTCV
ccgggtt cget gt cgecgegagt tt gt gaget ccgagecgecagcet acaagaacct at gcgac
PGSLSRETFVSSETRSYTZKNINTLTCD
ct gt gccat ggcat ggggt EEAACHICHGEGHHeHEaacgcggcggagect ttct at gge
L CHGMGS SN NTFT CGRNAATETPTFTVYG
cacacgggggcttttcgct gcct ggt cgagggcggeggcaacat cgect tt gt gaagcac
HTGATFRT CLVETGS G GNINI AFV K H
acgact gt gt t t gagaacacggcgggccgcaacagcat gt ggt gggcacgaaacat ct cg
T TVFENTAGRNSMWWATRNINI S
cccggagact t t gagct ggt gt gccgcgacggcet cgcgacggt cgcaggacaagt acgec
PGDFELVC CRDGSI RRSO QDI KY A

318

378

438

498

558

618

678

738

798

858

918

978

1038

1098

1158

1218

1278

1338

1398

1458

1518

1578

1638

1698

1758

1818

1878

1938

1998

2058
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2059 gagt gcaacct gggcaaggt ggcttccaat gccatt gt gaccagt cccggcaagccacag 2118

E CNL GKVASNAI VTSP GIKUPAOQ
2119 cacgt gat cgacgcct acat cgacctgttcgt gt acgcgcagcagttctacgggt ccaag 2178
HV I DAYl DLFVYAQOQTFY G S K

2179 tacagccaggacttcaccttcaaggtgtttgtctccgagtcggcctaccgcgactttatc 2238
Y S QbF TF KV F V S ESAYRDF I

2239 tttcaggactcggcacagcaact caaaccagt gcct ct ggcacgccgcaatt acagggac 2298
F QDSAQQL KWPVPL ARRNYRD

2299 tacctgggctccgacttcct gcaggcggt acgt ct cgt cgact gct cggcggecggcetcg 2358
Y LGS bDbFL QAVRLVDT CSAAGS

2359 ctcgcetgecegect ct cget cacggecgeact ggt gt ggge o[ N 2418
L AARL SLTAALVWAARTLILA*

Obr. 11: Nukleotidovd a aminokyselinova sekvence kembinantniho proteinu Tf: start a stop
kodon vyznaeny velkymi pismeny a #m¢, sekvence vektoru ozéena s¥tle Se@, sekvence His-

tagu podtrzena, bareymznaeny primery: Ti-Exp-F | I IERIERSIES SKITraRSEk, teoreticka

molekulova hmotnost je 90,2 kDa, pl = 7,46

Na zaklad ziskanych sekvenci byla vyttena kompletni sekvence Todes ricinus
(Obr. 12).

1 ATGcggt ggt cgt cgt cct ggect cgcagttttgcac 36

37 cttggtttagcccacgtcgctcttctgggct ggggect cgat gacgt gactt ggt gcacc 96
L bbbV T WwWCT

97 gt gagcgacat ggaacacct caagt gcact gagt tt gccgaggcggtt cgt gccagcagg 156
v S DbMEMHL KO CTEVFAEAVIRASR

157 acattctcgttgcaact caagtgcaagcgtgccgccttcaaagaccagtgcatgaacttc 216
T F S L QL KCKIRAAFIKDIG QZCMN F

217 cttgacaat ggccaggt gcacct ggt ggagcttgat cccggggaggtctact cggeccggt 276
L DNGOQQVHLV ELDZPGEVY S ASG

277 cgtttccacagcgtcat ccccat cct ggcagagcgct acgggccaggcagggaagct ggc 336
R F HS VI P11 L AAERYGPGREAG

337 tactactctgtggcagtggt ccat gccaagacagagt acaagt cgct cct ggacctaaag 396
Y Y SV AV VHAKTEYKSLL DL K

397 aacaagtctgtgtgcttcacgagt gt gggt gacat ggccggcet gggt cat ccccat ggcc 456
NKSVCFTSVGDMAGWYVI P MA

457 accctggtgcat gagaacgt cctt gaagt aagcgact gcaacaacctt gt caagagcgcc 516
T L VHENVLEVSDT CNNLVKSA

517 tcgactttctttgggccgagct gt gcccccaact ccctcattgacaagcacaacccaaca 576
S T FFGPSCAPNSTILI DKHNPT

577 ggt gacaat ccgcagaagat gt gcgagct gt gcggcggccgecct ggggagecget gctcg 636
G DNPQQKMCETLTCGG GRWPGERTC S

637 ggcaacgacccttacgcgggct accagggggcggt gcggt gcct ggcggagcgcggagac 696
G NDPYAGY Q GAVRCLAEIRTGHSD

697 gtggcctttgtgaagcacacgaccct ggacgaggt gct gcgggggcggggecacgecttt 756
VvV AFVKHTTULDEVLRGRGHAF

757 cgcttgctctgeccect caggcgacacggct gct acggaccagttccggtcgtgcaactgg 816
R L L CPSGDTAATUDI G QQEFIRST CNW

817 ggcttcgtgccgeccaat gttgtggtgaccacct cggacacacggct ggccgtgcgggag 876
GFVPPNVVVTTSDTIRLAVRE

877 cagtaccaggacttcctcaggagggcggt gagcacattt ggcaagccaccggtgggctac 936
QY Q DFLRRAVSTUFGIKWPPVGY

937 gagagcccgtggttccacccgaaccagacgagcgt cagccagaaccccgact ggaactgg 996
E S PWFHPNOQTSV S QNUPDWN W

997 tccaat cagagcgt gt ggt cagggggacagcccacct cgccgecct ggt ggcagagttcc 1056
S NQ SV WSGGQPT S PP WWQ S S

1057 accacggagcggccgct gttt gt caacgcaact gagct gt cgecggttctacctgtttgec 1116
T T ERWPLFVNATELSRFY L F A
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1117 aacgggccgcgct at ggcaat gccgccaacct cct gct gcaggacct gacgacggagttt 1176
NGPRYGNAANLILILOQDILTTE F

1177 gtgccgcet gcacgggaat cagcagacctttacgggat acct gggcaaagat gt ggagctg 1236
V PL HGNOQQTUFTGY L GKDVEL

1237 ttccacaagttgcgcaagt gcccggt ccat ccggccaagtt gt gcgt ggtct ct gacaag 1296
FHKLIRIKT CPVHPAKILT CVV S DK

1297 gaaat ggagaagt gccat cggat gaagact gcctt caagt cacagat gct gaagccagac 1356
EME KU CHIRMKTAFIKS QML K P D

1357 ttgaactgcat caagagcgagagccat ct gcagt gcat gcacat gat ccgaaat ggtgtt 1416
L NCI KSESHLOQCOCMHMI RNGV

1417 gccgacttggttgttctcggggccggggacat ct at cgggcaggccagt cact cgggctg 1476
A DL VVL GAGDI YRAGQSULGIL

1477 attcccat aattgccgaacaat acaattt ggacgaaccatactactacgttgtggcagtg 1536
I P 1 I A E QY NULDEWPY Y Y VYV AV

1537 actttccaaggggacaaggagacagacct gttgact ct caaagggcggcggt cgt gccac 1596
T F Q GD K ETDULLTUL KGRIRSCH

1597 acgggcat caaccaggcggccggct gggt ggt gcccct cagcettcct cat cagcaacgag 1656
T GI NQAAGWVVPLSFULI S NE

1657 cggat gcgggt at acacgt gcgact ct ccacgct cggcgt cggagttcttct ccaagagec 1716
R MRV YT CDSWPRSASETFF S K S

1717 tgcgttccgggttcgcet gtcgecgegagttt gt gagect ccgagcgcagcet acaagaaccta 1776
cC vpPGSL SREUFVSSEIRSYKNIL

1777 tgcgacct gt gccat ggcat ggggt ccaactt ct gcggt cgcaacgcggcggagectttc 1836
CcC bLCHUGMGS SNUEFT CGRNAAEPF

1837 tatggccacacgggggcttttcgct gcct ggt cgagggcggcggcaacat cgectttgtg 1896
Y GHTGAFWRT CLVEG GGG GNI AFYV

1897 aagcacacgact gt gttt gagaacacggcgggccgcaacagcat gt ggt gggcacgaaac 1956
K HTTVZFENTAGRNSMWWARN

1957 atctcgcccggagactttgagct ggt gt gccgcgacggct cgcgacggt cgcaggacaag 2016
I S P GDVFEL V CRUDGS SRR S QD K

2017 tacgccgagt gcaacct gggcaaggt ggcttccaat gccatt gt gaccagt cccggcaag 2076

Y A ECNLGIKVASNAI VT S P GK
2077 ccacagcacgt gat cgacgcct acat cgacctgttcgt gt acgcgcagcagttctacggg 2136
P QHV I DAY I DL FVYAQOQTFYG

2137 tccaagtacagccaggacttcaccttcaaggtgtttgtctccgagtcggcctaccgcgac 2196
S K'Y SQDZFTZFIKVF VS ESAYRTD

2197 tttatctttcaggactcggcacagcaact caaaccagt gcct ct ggcacgccgcaattac 2256
FI FQDSAQQL K®PVPL A RRNY

2257 agggact acct gggct ccgact t cct gcaggcggtacgt ct cgt cgact get cggcggec 2316
R DY L GSDUZFULQAVRLV DT CSAA

2317 ggctcgcetcgcetgeccgect ct cget cacggecgceact ggt gt gggecggcet cggetgetg 2376
G S L AARLSLTAALVWAARILL

2377 gccTGA 2382
A -

Obr. 12: Kompletni nukleotidovd a aminokyselinova ekvence Tflxodes ricinus: start a stop
kodon vyzné&eny velkymi pismeny a tn¢, predikovana sekvence signalniho peptittowe, usek
pouZzity pro RNAI podtrzen, bareymmznaeny primery: TIRNAIF, TIRNAIR
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4.2. Exprese rekombinantniho proteinu Tf

Ze slinnych Zlaz kligte Ixodes ricinus byla ziskdna cDNA, z ni byl nasledpomoci
PCR s primery Tf-Exp-F a Tf-Exp-R amplifikovan gemo Tf (bez sekvence kodujici

signalni peptid) (sekvence viz Obr. 11).
1 2

3000 bp—>
2000 bp—»

Obr. 13: Amplifikace genu Tf: 1 - GeneRulél 1kb Plus DNA Ladder, 2 - PCR produkt obsahujici
gen Tf

Ziskany Tf gen byl po izolaci z gelu (Obr. 13)digan do expresniho vektoru
pET100/D-TOP@ (Invitrogen), plazmid byl naslednzaklonovan do One SHbrOP10
Chemically Competen€&. coli (Invitrogen). Pomoci PCR s primery T7F a T7R byl

identifikovan pozitivni klon (Obr. 14) a provedesekvenace.
1 2 2 4 5 &

Obr. 14: OvéFeni péitomnosti inzertu ve vybranych koloniich: 1 - GeneRulél! 1kb Plus DNA
Ladder, 2 - 6 - testované kolonie, 6 - pozitivrarkl- izolovany plazmid pouZzit k transformaci do
expresnich butk BL21 Star (DE3) OneSh%tChemicalIy Competerk. coli (Invitrogen)

31



Plazmid pET100 byl po izolaci z pozitivni kolonieaisformovan do expresnich
bursk BL21 Star (DE3) OneShBtChemically Competert. coli (Invitrogen). Po kultivaci
byl bakterialni lyzat byl postugnrozdslen na jednotlivé frakce (cytoplazmaticka,

membranova, inkluznéliska) a ty naslednanalyzovany pomoci SDS-PAGE (Obr. 15).

Lw 1 2 3 4

kDa

54
&7

43

30

20,1
144

Obr. 15: SDS PAGE analyza jednotlivych proteinovychfrakci: LMW, 1 - cytoplazmaticka
frakce, 2 a 3 - membréanova frakce, 4 - frakce inkioh €lisek

Provedend SDS-PAGE analyza prokazaléitomnost proteinu o velikosti
odpovidajici rekombinantnimu Tf (90,2 kDa) ve frialnkluznich &lisek (Obr. 15). Jeho

piitomnost byla o¥fena metodou Western blot za pouziti mySi monoktdnaiotilatky proti
His-tagu (SIGMA).

kDa

24
&7

43

30

20,1
|

14,4
|

Obr. 16: Detekce rekombinant. Tf pomoci protilatky proti His-tagu: LMW, 1 - cytoplazmaticka
frakce, 2 - cytoplazmaticka frakdedtna 1:5, 3 a 4 - membranova frakce, 5 - frakce irkich
télisek, 6 - frakce inkluznickélisekiredtna 1:5
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Pritomnost rekombinantniho Tf ve frankci inkluznicliigek byla Western blotem
potvrzena (Obr. 16). Kroéntohoto proteinu reagovala protilatka proti Histtagiadou
proteolytickych Sfpi, které nejspiS vznikly proteolyzouéhem exprese, izolace nebo
purifikace. Frakce inkluznichelisek byla nasledhpurifikovana chelatai chromatografii
vyuzivajici afinity His-tagu k Nfi iontim. Purifikace probihala v prastdi 8M maoviny,
rekombinantni Tf byl z kolony eluovan zvySujici kencentraci imidazolu a detekovan

spektrofotometricky. Vybrané frakce byly analyzoyqmmoci SDS-PAGE (Obr. 17).

LW 1 & 3 4 ) ] LW
kDa kDa
94 94
67 &7
43 43
30 a0
201 20,1
14.4 14,4

Obr. 17: SDS-PAGE analyza chromatograficky ziskany frakci: LMW, 1 - 6 - jednotlivé frakce

SDS-PAGE analyza prokazalditpmnost proteinu o velikosti rekombinantniho Tf
(90,2 kDa) arady proteolytickych $pi. Tyto Sepy byly rozeznany i SDS-PAGE analyze
po chromatografické purifikaci (afinita His-tagu Ni* iontim) i pri analyze

rekombinantniho proteinu Western blotem (protilgtkati His-tagu).
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4.3. Fiprava krali ¢ich polyklonalnich protilatek a kontrola jejich fun kce

Protilatky byly gipraveny imunizaci kralika suspenzi precipitatu iki&mo [i
refoldingu rekombinantu. Kontrola funkce protilateida provedena metodou Western blot
proti rekombinantnimu Tf. Krali protilatka roviZz rozpoznavala kroéncelého Tf i jeho
proteolytické dtpy (Obr. 18).

LILGA R B2
kDra

94
&7
43
30

201
14.4

| T

Obr. 18: Western blot kontrola funkce protilatek: LMW, R1 a R2 - rekombinantni Tifedsny
1:10, LMW a R1 - barveno Amidoblackem, R2 - detekcic¢i protilatkou, barveno DAB

34



4.4. RNAIi experiment

4.4.1. Syntéza dsRNA

Pomoci PCR s primery TfRNAIF a TfRNAIR byl ampkifivan Usek cDNA vybrany
pro tvorbu dsRNA (vyzngn na Obr. 12 - Gsek 1967-2307bp v kompletni sakveéf).
Tento Usek byl naslednpodle RNAI protokolu ligovan do plazmidu pl10, tbgl S€pen
restrikknimi enzymy Apal a Xbal a vyt¥ena dsRNA (Obr. 19).

1 2

400 bp__y
300 bp—>

A

Obr. 19: Priprava Tf dsRNA: panel A - PCR amplifikace useku cDNA:1 - GeneRuler™ 100bp
DNA Ladder, 2 - PCR produkpanel B - kontrola plazmidu, S€peni restrikénimi enzymy a
tvorba dsRNA: 1 a 8 - GeneRuler™ 100bp DNA Ladder, 2 - &ashy plazmid pl10, 3 - plazmid
Stépeny Apal, 4 - plazmid &beny Xbal, 5 - sense ssRNA, 6 - antisense sSRNAISRNA

4.4.2. Tkaiovy profil (RT-PCR) a expresni tk&aiovy profil

Vytvorena dsRNA byla mikrokapildrou injikovana do samiiStite, sodasré byla
provedena kontrolni injikace GFP dsRNAirdgem vytvéena v nasi laborato podle
stejného protokolu). Po injikaci byly samice pordath jeden den ve vlhkém préessti ve
zkumavce a poté nasledovalo sani nacetbaz do Uplného nasati.

Po skokeni sani byly z kli&t izolovany jednotlivé tka&n(slinné zlazy, vajniky,
strevo), nasledovala izolace RNA a tvorba cDNA (prolRIR) a analyza exprese (Western
blot).
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Obr. 20: Tkanovy profil Tf vytvo feny pomoci RT-PCR:SG - slinné Zlazy, OVA - vajmiky,
GUT - stevo, symbolem + ozdany tkag z kliZat injikovanych GFP dsRNA, symbolem -
oznaeny tkar z klig'at injikovanych Tf dsRNA, aktin pouZzit jako konteol

RT-PCR byla prokazanatippmnost Tf ve vSech tkanich (Obr. 20), RNAI tedy
nevedla k Uplnému urdni exprese genu igsto byla hladina RNA sniZena.

Déle jsem se pokusila analyzovat expresi prot&inu tkanich izolovanych z kli&t
po injikaci Tf dsRNA a kontrolni GFP dsRNA.

LMW E1 580+ 83- 0OV+ 0OV- 0G0+ G- Ha+ E2
Da

54
67

43

30

Ly

20.1
14.4

Obr. 21: Western blot analyza exprese Tf v homogetéch tkani: LMW, R1 a R2 -
rekombinantni Tfiedtny 1:10, SG - slinné Zlazy, OV - véjEky, G - stevo, HL - hemolymfa,
symbolem + ozngeny tkag z kli'at injikovanych GFP dsRNA, symbolem - oZeay tkar
z klig'at injikovanych Tf dsRNA, LMW a R1 - barveno Amidabkem, SG+ - R2 - detekce kiali
protilatkou, barveno DAB

Western blotem nebyla detekovana exprese Tf v&adkani (Obr. 21),id/odem je

nejspis nizka hladina exprese nebo jeji Uplna agsen
4.4.3. Vliv umléeni genu Tf na gFezivani a sani samic

Po injikaci kontrolni GFP dsRNA a Tf dsRNA byladteana schopnost samic pin
se nasat a po sani byla srovnavana jejich hmo(mabt 3).
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Tab. 3: Vliv umléeni genu Tf

Typ injikované dsRNA Poset nasatych samicPramérna hmotnost (g
GFP 25225 0,301 (+0,049)
Tf 24 7 25 0,361 (+0,047)

0,45

0,4

0,35 -

o
w
|

0,25 -

o
N

0,15 -

Primérna vaha samic (9)

o
=

0,05 -

B GFP BTF
Obr. 22: Porovnani pramérné hmotnosti nasatych samic po injikaci GFP dsRNA Tf dsRNA

Porovnani schopnosti sani aipgrné hmotnosti samic po injikaci GFP dsRNA
a Tf dsRNA nevedlo ke zji&i Zzadného vyrazného rozdilu, dokonce bylo &jidtnepatrné
zvySeni hmotnosti po injikaci Tf dsRNA (Obr. 22)e arzhledem k nelplnému udeini

exprese genu Tf jsou vysledky tohoto pozorovanfidezné.
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5. Diskuze

Na zaklad ziskané sekvence bylo zjib, Ze transferin z kli&e Ixodes ricinus

obsahuje podolinjako dalsi transferiny dvkonzervované domény (Obr. 23).

1 125 50 in 00 625 750 TG

( Transferrin superfamily ) ( Transferrin superfamily )

Obr. 23: Transferinové domény

Na zaklad porovnani ziskané sekvence IkXbdes ricinus se sekvencemi transfetin
Z jinych organism byl vytvoren fylogeneticky strom (Obr. 24). Z tohoto stroralpgtrné, ze
pati do skupiny transferintypu 2 (melanotransferiny).

100 ® Tf2_Dmel
100 ® Tf2_Aaeg
100 ® TF2_Iric
Mtf_Hsap
100 Ltf_Hsap
100 Tf1_Dmel
I Tf1_Aaeg
Tf4_Aaeg
) E——EA L
ool Tf3_Aaeg

A
0.1

Obr. 24: Fylogeneticky strom transferini u ¢lovéka, Drosophila melanogaster, Aedes aegypti a
Ixodes ricinus: Nezakdengny strom byl vytvéen na zaklagl aminokyselinovych sekvenci metodou
Neighbor-joining (NJ), sekvence byly porovnany painprogramu ClustalXCisla u kdeni vétvi
piedstavuji hodnoty bootstrapu gfiané pomoci metod NJ a minimal evolution s 1008koganimi
pro kazdou hodnotu. fitko predstavuje vzdalenost 0.1 substituce na jednu arysetiku. Tf2
Ixodesricinus (ozna&encderverg) pati do skupiny transferii (ozn&eny zeles).

Déle bylo prokazano, Ze aminokyselinyile¥ité pro vazbu Zeleza jsou oproti
lidskému Tf vice nez z 50% modifikovany (Obr. 28¢které z &échto modifikaci jsou stejné
i u Tf2 (MTf) Drosophila melanogaster, coz spolén¢ s piitomnosti mista potencialni GPI
(glykofosfatidylinositol) modifikace (kotvy) v Tf2. ricinus nazn&uje, Ze by mohly plnit
stejnou funkci. Funkce Tf2 (MTfD. melanogaster byla popsana teprve nedavno - jde o
membranow vazany protein (vazbargs GPI kotvu), ktery je sloZzkougpazkovych spdj
(,septate junction“) tviicich propustné mezib&éné spojeni v epitelialnich tkanich
(Tiklova a kol., 2010).
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Obr. 25: Porovnani aminokyselinové sekvence Tf2xodes ricinus se sekvencemi transferinu
¢lovéka, Drosophila melanogaster Tf2 a Aedes aegypti Tf2: fialové ozn&ena signélni sekvence Tf2
l. ricinus, Zlu€ a mode ozn&eny aminokyseliny dlezité pro vazbu Fe na N-konci a C-konci
proteinu - zeletha znaménkem + ozdé@na shoda s lidskym transferineteyverg€ a znaménkem -
ozna&ena rozdilnost sekvence, zaler€ - oznéeno predikované potenciélni misto GPI modifikace
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Predpokladame tedy, Ze Tf2 je membr&he@azany protein plnici obdobnou funkci
jako Tf2 (MTf) D. melanogaster (Tiklova a kol., 2010). Tato skuteost by vys¥tlovala
absenci kligtciho Tf2 v hemolymy.

RT-PCR byla prokdzana mRNA exprese ve vSech zkoychatkanich (slinné zlazy,
vajeiniky, stevo). Analyza exprese proteinu Western blotem r&mala jeho itomnost
v Zzadné z tkani,idrodem je nejspiS nizka hladina exprese. Pro |okailigroteinu by patgh
byla vhodrjSi mikroskopicka imunolokalizace za pouziti vyitené protilatky.

Rekombinantni protein Tf2 (90,2 kDa, pl 7,46) bwpemovan v bakterialnim
systému a s pouzitim tohoto rekombinantu bytipnaveny protilatky. Kromd proteinu o
predpokladané velikosti byla detekovétea proteolytickych 8pi, které byly rozeznany
pii SDS-PAGE analyze po chromatografické purifikadir(ita His-tagu k Ni* iontim), pi
analyze rekombinantniho proteinu Western bloteroti|atka proti His-tagu) i p ovéreni
funkce kralti protilatky. Tyto Spy nejspiS vznikly proteolyzouéhem exprese, izolace
nebo purifikace.

RNAI experiment nevedl ke zji&ti Zzadného vyrazného rozdilu ve schopnosti samic
plné se nasat. #iPsrovnani hmotnosti nasatych samic bylo dokonc#enp nepatrné zvyseni
hmotnosti po injikaci Tf2 dsRNA, ale vzhledem k pBému uméeni exprese genu Tf2 jsou
vysledky tohoto pozorovani népazné. Vzhledem k nedavno prokdzané funkci Tf2 (MTf
D. melanogaster (Tiklova a kol., 2010) budetregjmé nutné hledani fiisslusného fenotypu po

RNAI eliminaci Tf2 zangfit na strukturni vlastnosti epitelialnich tkani.
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6. Zaver

V Klisteti Ixodes ricinus byl identifikovan gen kédujici transferin. Bylas§na jeho
kompletni nukleotidova sekvence (2382 bp). Poroimése sekvencemi transfetifinych
organisnii bylo zjiS€no, Ze paif do skupiny transferin typu 2 (melanotransferiny).
V bakterialnim expresnim systému byl produkovaronglsinantni protein Tf2 (90,2 kDa,
pl = 7,46) a s jeho pomoci byla imunizaci kralik#pmvena protilatka detekujici tento
rekombinant. Metodou RT-PCR byla prokdzana expfd2emRNA ve vSech zkoumanych
tk&dnich, Western blot neprokazaitpmnost proteinu Tf2 v Z&dné z tkani. Weni exprese
pomoci RNAI nebylo Upla UsgsSné, pesto byla hladina mRNA snizena. RNAI experiment
nevedl| ke zji&ini Zzadného vyrazného rozdilu ve schopnosti samitg# nasat. #°srovnani
hmotnosti nasatych samic bylo dokonce &jist nepatrné zvySeni hmotnosti po injikaci
Tf2 dsRNA, ale vzhledem k neuplnému gemi exprese genu Tf2 jsou vysledky tohoto

pozorovani nepikazné.
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