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1. Uvod

Je znamo fiblizné¢ 850 druti klistat vyskytujicich se na vSech kontinentech
s vyjimkou Antarktidy. Kligata jsou ektoparazité obratldvivi se pouze krvi a patmezi
nejvyznamgjsi vektory nemociienasenych na lidi a Z@ta na celém st.

Rozcdlujeme je do dvou hlavnich skupin: Ixodidae a Aidas. VSechna klf&ta
maji ¥ vyvojova stadia — larvu, nymfu a dadpe. Kli¥ata Ziji relativie dlouho a ¥tSina
z nich dokaze fezit i vice jak rok bezifjmu potravy.

Celed” Ixodidaecita pres 200 druth. RozmnoZzovani probiha na hostiteli. déetji

parazituji na malych savcich (Goodman a kol., 2005)

1.1 Klist é Ixodes ricinus

Klisteé Ixodes ricinus je rozta, patici docéeled’i Ixodidae, podeledi Ixodinae &adu
Ixodida. Je penasSéem pathogein jako napiklad viru kli¥ové encefalitidy nebdakterii
Borrelia burgdorferi sensu lato zZisobujici Lymskou boreliozu.

Parazituje na suchozemskych obratlovcich. Larviyreajptacich, savcich a plazech,
nymfy pak na w¥tSich obratlovcich a do&jei (samice) na &3ich savcich. Zivotni cyklus
trva piblizne 2 — 3 roky. Je roz&né v mirném pasmu Evropy a v Asii. (Goodman g, kol.
2005).

| ve vySSich nadniskych vyskach (kolem 900 m. n. m.) je zdokumentoj&iro
vyskyt a také vyskyt nemoci, jentemasi (Danielova a kol., 2006).

Kliste, patogen a hostitel spolu navzajem interagujiodiat je penasen z kligte na
hostitele. Hostitel proti kligti uplatiuje vrozenou i adaptivni imunitujipobi proti gmu i
hemostazou a zémem. KIliS& proti hostiteli fisobi souborem imunomoddtdch opateni
(Wikel a Bergman, 1997, Nuttall a kol., 2000, Frianbetti a kol., 2009).

Pro porozumani tomu, jak pesré klistata saji, jak dochazi kgnosu patogeni jak
vyrobit vakcinu proti kligatim je feba dokonale pochopit imunobiologii vztahu hostitel
klist¢. Pokroky v imunobiologii kligat vedly k identifikaci proteiin slinnych Zlaz, jenz
interaguji s hostitelskym imunitnim systémem (Bavdsa Wikell, 2004).



1.2 Obsah slin kliS tat

Sliny sekretované slinnymi Zlazami kié&8 maji potencionalni antikoaguitd,
vazodilat&ni a protizastlivé cinky, protoZe obsahuji rozmanité proteiny, jenZSiagi
krevni cévy, ovliviuji U¢inek histaminu hostitele, potlaji zarét a pisobi proti
imunoglobulirim hostitele. (Goodman a kol., 2005; Ribeiro a Fsohetti, 2003).

Latky obsazené ve slinach Kki& napiklad inhibuji produkci prozattlivych
cytokini jako je TNFa a IL-1, blokuji aktivaci komplementu a ouiuji buiky imunitniho
systému (Wikel a Bergman, 1997).

Sliny klisat a extrakt ze slinnych Zlaz uningi takzvany ,slinami aktivovany
pienos”. Zjistilo se, Ze usnadji prenos patogen z kliS€te na hostitele (Nuttall a kol.,
2000). Patogenyiejm¢ vyuzivaji imunomodukénich vlastnosti slin kli&t. Tento jev byl
poprvé zaznamenan u Thogoto viru a byl nazvan S8dlifa Activated Transmission)
(Jones a kol.,, 1989; Jones a kol.,, 1992). Slinyt&ti jsou dlezité i takzvaném
neviremickém penosu, kdy i kdyZz v krvi hostitele nebyl zfigt virus, tak i pesto se
neinfikovana kligata sajici s infikovanymi nakazi timto virem (Joadsol., 1992). Salp 15,
inhibujici proliferaci Th (CD4+) lymfocyt, byl prvni molekulou, u niz se prokazala
spojitost se SAT (Anguita a kol., 2002).

Obsah slin tvii také velké mnozZstvi protdina bioaktivnich lipid. O wtSing
proteini neni znamo, jakou maji funkci (pouze tibpzné 5 % byla zji&na jejich funkce)
(Francischetti a kol., 2009).

Vubec prvni protein z kli&tich slin byl ziskan z kli&te Ornithodoros moubata.
Peptid nazvany TAP (tick anti-coagulant peptid&)Zesny ze 60 aminokyselinovych zbytk
mél antikoagul&ni vlastnosti — s vysokou specifitou inhiboval faktXa — enzym
koagul&ni kaskady (Waxman a kol., 1990). Nasledovaly opjgalSich proteif kliStécich
slin.

Pokud se ve velkém mnoZstvi proteia jejich rodin za¥ime pouze na rodiny
obsahujici domény inhibujici proteazy, zjistime,dbetéto domény p#t8 dalSich domén,
mimo jiné napiklad rodina inhibitoit serinovych proteaz (serpiny) nebo cysteinové

proteinazove inhibitory (cystatiny) (Francischetkol., 2009).



1.3 Charakteristika inhibitor 0 serinovych proteaz

Serpiny jsou negtSi nadrodina proteinovych inhibitofIrving a kol., 2000). Lze je
nalézt u Sirokého spektra organisiiibakterie, archea, eukaryota, viry) (Irving a k&000;
Silverman a kol., 2001). Samotné slovo serpin jeoadno od péateinich pismen slov:
Serin Proteasdn hibitor (Gettins, 2002). Serpiny séastni regulaci procégako je srazeni
krve, diferenciace buk, fibrinolyza, transport hormaiy zarétliva odpowd’, patogenita vik
a parazik a mnoha dalSich (Potempa a kol., 1994).

Ne vSechny serpiny funguji jako inhibitory serinokyproteaz — mohou n#klad
vykonavat funkci transportnich protéiiHammond a kol., 1987).&5&ina serpia hraje roli
v regul&nich procesech. Mutace sempimize zmisobit napiklad poruchy srazeni krve,
cirhézu nebo demenci (Irving a kol., 2000).

Serpiny s proteazami interaguji v mtismycky tvorené 30-40 aminokyselinami,
nazyvaneé také reaktivni sika (reactive center loop — RCL). Tato oblast sehaat na
povrchu serpinu. (Loebermann a kol., 1984, Get@06€R).

Jadro serpiin je sloZzeno z - skladanych list a 8-9a helixi. Obsahuje fiblizné
350 aminokyselinovych zbylk Serpiny se velmi odliSuji délkou Useku na N- a&@nacich.
VétSina serpifi ma molekulovou hmotnost kolem 40 — 60 kDa a podebmezi serpiny, co
se tye primarni struktury, rite byt dokonce niz8i nez 25 %. K zakladni iderdaiiktéto
nadrodiny doslo diky podobnosti primarni struktlidgkého anti-thrombinu, lidskéhg, —
inhibitoru proteaz a ovalbuminuigstoZe jsou si sekvem podobné jen asi ze 30 % a maji
zcela odlisné funkce.

Zajimavou vlastnosti &Siny serpifi je také to, Ze i inhibici protedz dochazi
ke zngnam v jejich konformaci, k takzvané ,sebevrazednbsgatové inhibici“, g niz
serpin ztrati funénost (Gettins, 2002).

1.4 Inhibitory serinovych proteaz ve slinach klis  tat

Serpiny se &astni regulaci procésjako je srazeni krve, fibrinolyza, transport
hormoni, zaretliva odpowd’, patogenita vir a parazii a mnoha dalSich (Potempa a kol.,
1994), jak uz bylaeceno vySe. Pokud dojde k zablokovasdhto funkci serpifh imunizaci
hostitele, zhorsi se tim i schopnost tdiSsat (Mulenga a kol., 2000, Mulenga a kol., 2001)

Vakcina proti kligatim by tedy pedevSim mohla poskytnout ochranu proti
nemocem fenasenym kligty (Wikel a Bergman, 1997).



Pro produkci vakciny je nejive tteba vyprodukovat a blize charakterizovat proteiny
esencialni pro regulaci imunitni odgaV hostitele a fenos patogen(Mulenga a kol., 2000;
Mulenga a kol., 2001). U ztdt, na nichZz opakovansala kligata, vznikla imunita proti
klistatim, coz nazn&uje, Ze vakcinu proti klf&tim Ixodes ricinus Ize vyrobit (Prevot
a kol., 2007).

Komerné se vyuziva vakcina proti ki@t Boophilus microplus, které penasi
babeziozu (Willadsen a kol., 1995). Diky ni doSleykaznému snizeni ekonomickych ztrat

spojenych s fgnosem tohoto onema#mi (de la Fuente a kol., 1999).

1.5 Inhibitory serinovych proteaz ve slinach klist  éte Ixodes ricinus

Serpiny uz byly izolovany z kifat Ixodes scapularis (Mulenga a kol., 2009),
Haemaphysalis longicornis (Sugino a kol., 2003 Ammblyoma americanum (Mulenga a kol.,
2007), Rhipicephalus appendiculatus (Mulenga a kol., 2003) #xodes ricinus (Leboulle
a kol., 2002; Chmetaa kol., 2011).

Jen u gkterych serpifi byly testovany jejich funkce a imunomodina viastnosti.
Bylo zjiS€no, Ze serpin, izolovany z kl&e Ixodes ricinus, nazvany lris Ikodes ricinus
imunosupresor) je produkovan ve slinnych Zlazagribeéhu sani. Jak rowx sam jeho
nazev naznalje, byly u r©j zjistény urité imunomoduléni vlastnosti. Potkauje proliferaci
T-lymfocytd a indukuje Th2 typ imunitni odpégii (dojde kinhibici produkce IFN-
lidskymi leukocyty) a sniZzuje produkci prozdiivych cytokini, produkce TNFe, IL-6 a IL-
8 byla také potlkgena (Leboulle a kol., 2002).

Zjistilo se, Ze Iris snizuje koagulaci, inhibujebrinolyzu (Zejm¢ diky anti-
proteolytické aktivik RCL) a hemostazu. Slo o prvni ektoparaziticky serp nsjz bylo
prokazano, Zze poz#uje jak hemostazu, tak imunitni odmdv hostitele. Stal se tedy
vhodnym kandidatem na vyvoj vakciny proti Ki§t Navic se ukazalo, Ze Iristippzers
inhibuje elastazu lidskych leukodytPrevot a kol., 2006).

Dalsi vyzkum ukézal, Ze Iris je produkovan jak Jmrgich Zldzach dosgych
samiek a samit, tak u nymf. U sandek, které saly na hostiteli, doslo k velmi brzkdukci
Iris. Protein se objevil v ib¢hu sani ve slinach. Po imunizaci mysi a kiajomoci Iris se
objevily specifické protilatky proti tomuto protein Iris je schopen vyvolat vyraznou
specifickou imunitni odpasd’.

Byla pozorovana o 30 % vysSi umrtnost nymf sajigiahimunizovanych kralicich

(oproti kontrolni skupi®). Dosg:lcam sajicim na kralicich v kontrolni skupitrvalo 6 — 10
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dni neZ dokotila sani. V pipact klistat sajicich na imunizovanych kralicich byla dobai sa
11 — 23 dni. Oft byla pozorovana vysSi mortalitarifgdizné 33,6 % u kligat sajicich na
imunizovanych kralicich oproti 4,2 % u kontrolnuginy).

Mezi klig'aty nebyl zaznamenan rozdil, co se tyka kladericelaj & uz sala na
vakcinovanych nebo kontrolnich krélicich (Prev@0?).

Pomoci radioaktivé zna&enych prob se také ziskaly kompletni sekvence girger
Z Ixodes ricinus: IRS-1 (xodes ricinus serpin) (DQ915842), IRS-2 (DQ915843), IRS-4
(DQ915844) a IRS-8 (DQY15845).

Zjistilo se, Ze IRS-2 inhibuje chymazu Zirnych &kinagregaci krevnich de&gk
prostednictvim inhibice katepsinu G, déle inhibuje ag@dkrevnich destek indukovanou
trombinem a také akutni z&n(Chmela a kol., 2011).

Protein IRIS-2 s His-tagovou kotvou byl produkovarbakterialnim expresnim
systému. IRIS-2 vykazoval vyrazny inhihi (€inek na produkci IFNs v kulture mysich
splenocyt aktivovanych lipopolysacharidem. Stimuloval produk-10 splenocyty, IL-6 a
NO makrofagy, naopak inhiboval produkci TNFa fagocytozu makrofdig Podle Chmelia

by IRIS-2 mohl byt SAT faktorem (Chme|&2005).



Cile prace:

- Zpracovani literarnihoiphledu: Ulohy serinovych protedz ve slinach ki&txodes
ricinus.

- Priprava inhibitoru serinovych proteaz z kéi&lxodesricinus v bakulovirovém expresnim

systému.



2. Metody

2.1 PCR amplifikace

Pro amplifikaci serpith z cDNA z kliStte Ixodes ricinus byla pouzita metoda PCR.

NavrZeni primera
Podle sekvenci serpinRS (xodes ricinus serpin) pevzatych z genové banky NCBI

(viz priloha) byly navrzeny primery — viz tab. I.

Tab. I: NavrZzené primery.

Nazev primeru Sekvence

IRS-1 Fwd 5-GGA GGA TCC ATGA AGC CTC TAG TCC CTC
(GENERI BIOTECH) TTC-3

IRS-1 Rev HT 5-AAT CTC GAG TCA ATG GTG ATG GTG ATG
(GENERI BIOTECH) GTG TCC GAG ACT GTT CAC TTG TCC-3

IRS-8 Fwd 5-TTA GGA TCC ATG ACC CGC CTG CTG TGG -3
(GENERI BIOTECH)

IRS-8 Rev NOHT 5-ATT CTC GAG TCA AAG GGC GTT GAT CTCC-3
(GENERI BIOTECH)

PCR
Jako templét pro PCR reakci slouZila cDNA ze sloinglaz kliStte Ixodes ricinus,

cDNA byla pipravena v laboratd imunologie parazitéz RNDr. Jitidthem Chmelgem,
Ph.D..

Kazda 50ul reakce obsahovala:

1 pl cDNA ze slinnych Zlakxodes ricinus

2 ul prislusného Fwd primeru (viz tabulka 1)
2 ul prislusného Rev primeru (viz tabulka I)
45 pl Platinurfi PCR SuperMix (Invitrogen)

Dale nasledovala PCR z&hto podminek:

1. Pa@atetni denaturace 95°C 10 minut
2. Denaturace 95°C 20 sekund
3. Nasedani 50 °C 30 sekund
4. Elongace 72 °C 2 minuty
5. Extenze 72°C 7 minut



Pozn.: Cyklus 2.-4. se opakuje 30krat.

PCR probihala naffstroji 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems).

Gelova elektroforéza

Vzorky po PCR byly naneseny na 1% agarazovy ge¥, gyl gripraven smichanim
50 ml 1 x TAE pufru (40mM Tris HCI, 1mM EDTA, pH®&) s 0,5 g agar6zy (Amresco).
Tato snés se za akasného zamichani pava v mikrovinné troub a posléze se zchladila na
50 °C. Ke srmisi bylo @idano 0,5 ul ethidia bromidu a gel se nalil do apawy na gelovou
elektroforézu (SCIE-PLAS).

Vzorky nanaSené na gel obsahovaly:

50 pl gislusného vzorku po PCR
10 pl 6x DNA Loading Dye (Fermentas)

Dale byl pouzit marker GeneRuler 100bp DNA ladder Plus (Fermentas).
Elektroforéza byla provedena v1 x TAE pufru versismerném elektrickém proudu
pii 100 V 40 minut. Pod UV sitlem byla zkontrolovana uspnost amplifikace. PoZzadované

namnozené useky DNA se poté pomoci skalpetizlyz gelu.

2.2 Purifikace amplifikovanych isek 1 DNA
Amplifikované Gseky DNA byly pecistény pomoci kitu Wizarl PCR Clean-Up

System (Promega). Postupovalo se podle originalnfinemniho navodu s jednou
modifikaci: Ri eluci bylo pouzito 40 pl Nuclease-Free ,(H (Promega) misto

doporwovanych 50 pl.



2.3 Klonovani amplifikované DNA pomoci klonovaciho vektoru

Jako klonovaci vektor byl pouzit pBacPAK9 (Clontefhz obr. 1).

AN | BstX1
(4950) Miul
(546

AcMNPV

1250 bp EcoR V (1158

(1253-1327)

PPulyhecIrin
Amp ' pBacPAKB

Scal 55kb

(3990)

poly A* SnaB | (1201

AcMNPV

183 b Hind 1

(1764)
M13 ori

= =Forward Bac1 Primer

Dralll A = Reverse Bac2 Primer
(3075)

Obr. 1: pBacPAK9 (Clontech).

Restrikce
Nejdrive bylo teba plazmid a amplifikované Useky DNA s geny kdadugerpiny
rozSepit na vhodnych mistech pomoci restrikch endonukleaz. SlozZeni restrk reakce

viz tab. Il.

Restrikéni reakce

Tab. Il: Reagencie pouZit&igestrilkéni reakci.

N Restrikce IRS1- | Plazmid pro IRS- |Restrikce IRS8 | Plazmid pro IRS-
eV HT 1HT 8
30 ul PCR 5 ul pBacPAK9 |30 ul PCR 5 ul pBacPAK9
produktu IRS1-HT| (100 ng/ul) produktu IRS8 (200 ng/ul)
(viz vyse) (Clontech) (viz vyse) (Clontech)
Pouité 1 pl EcoR | 1 plEcoR | 1 pl BamHI 1 pl BamHI
reagenci (Fermentas) (Fermentas) (Fermentas) (Fermentas)
1 pl Xhol 1 ul Xhol 1 pl Xhol 1 ul Xhol
(Fermentas) (Fermentas) (Fermentas) (Fermentas)
8 pl 10x Buffer |8 ul 10x Buffer |8 pl 10x Buffer |8 pl 10x Buffer
Tango' Tango" Tango Tango"
(Fermentas); (Fermentas); (Fermentas) (Fermentas)
25 pl KBO - 25 pl KBO -
Nuclease - Free Nuclease - Free
(Fermentas) (Fermentas)




Prazdny plazmid byl rozmrazen a uchovavan na IRdstrikce probihala ve 40 °C.

Za 2 hodiny byly reakni smési precistsny pomoci kitu Wizarl PCR Clean-Up
System (Promega). Postupovalo se podle originalnfinemniho navodu s jednou
modifikaci: Ri eluci bylo pouzito 40 ul Nuclease-Free ,H (Promega) misto

doporwovanych 50 pl.

Ligace
Pomoci ligéni reakce doSlo k zeernéni PCR produkt do klonovaciho vektoru
pBacPAK®O. Lig&ni reakce probihalaip4 °C ges noc.

Ligacni reakce:

1 pul T4 DNA Ligase (Fermentas)

2 ul 10x T4 DNA Ligase Buffer (Fermentas)

3 ul plazmidu pBacPAK@Clontech) po restrikci (viz tab. I1)
14 pl PCR produktu po restrikci (viz tab. 11)

2.4 Transformace

Pro transformaci byly pouZity kiky E. coli One Shot TOP10 Chemically
Competent. coli (Invitrogen), (uchovavany v -80 °C). Byly rozmrayera ledu.

Nasledr byla provedena transformace probihajicitoya ledu: Ke 25 ul buk bylo
piidano 10 pl vzdy jednéifslusné ligani reakce z fedeSlého dne. Cela gmbyla 30 minut
ponechana na ledu a poté byla inkubovana 1 minuiokwbatoru vyliatém na 42 °C.
Nasledovalo oftovné gemiséni na led na dalSi 2 minuty. Pgdi teplotni Sok, i némz
doSlo k zéleréni plazmidu do butk.

K transformovanym hitkam bylo sterilg pridano 125 ul S.0.C. media (Invitrogean)
celd smés se umistila nag¢paku na 1 hodinu i 200 ot/min a 37 °C.

Nanaseni na bakteriologickou fidu

20 pl smési s transformovanymi likami byla rozaena na agarové udy s
ampicilinem (25 pl LB mediaLB BROTH, MILLER (Amresco); 20 g agaru (Amresco); 1
ml ampicilinu na 15 pg/ml; 1000 mlB). Fady s buikami se umistily do inkubatoru do
37 °C res noc. Nafdach vyrostly kolonie buk E. coli s plazmidem.
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Ovéreni Us@Snosti transformace
Bylo treba zjistit, zda vybrané kolonie obsahuji plazmid insertem nebo pouze

prazdny plazmid — k tomu poslouzila PCR.
Byly odebrany kolonie vyrostlych transformovanychnkk z kazdé agarovéugy.

Cast z kazdé kolonie ségnesla do Master mix sisi, posléze byla provedena PCR.

Master Mix sn&s pro jednu reakci:

1 pl grislusného Fwd primeru (1 uM) (viz tabulka 1)
1 pl prislusného Rev primeru (1 uM) (viz tabulka I1)
5 ul PCR Master Mix (2x) (Fermentas)

3 ul HO - Nuclease - Free (Fermentas)

1 pl cDNA ziskané z kolonie

Dale nasledovala PCR z&hto podminek:

1. Pa@atetni denaturace 93 °C 10 minut
2. Denaturace 93°C 20 sekund
3. Nasedani 55°C 30 sekund
4. Elongace 72°C 1,5 minuty
5.Extenze 72°C 7 minut

Pozn.: Cyklus 2.-4. se opakuje 30krat.

PCR probihala naffstroji 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystem)oBukty PCR byly
roz&kleny pomoci gelové elektroforézy na gelu (za podikifenz byly uvedeny vySedasti
.Gelova elektroforéza®).

Druh&cést burk z kolonie byla dana do 5 ml LB media (Amrescé)sl ampicilinu.
Zkumavka byla pes noc umisha na tepaku pri 200 ot/min a 37 °C. DoSlo k pomnozeni
burgk, coZz se mimo jiné projevilo zakalem tekutiny \imavce. Dale bylo nutné&ggistit
plazmidovou DNA.

Z ¢asti kultivani snesi byl vytvaren roztok pro dalSi uchovavani a to smichanim
200 pul 80% glycerolu a 800 ul bakterialni kultufyasledovalo dkladné promichani a

rychlé zmrazeni tekutym dusikem. Cel&srayla umistna do -80 °C.
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2.5 Purifikace plazmidové DNA

Plazmidova DNA byla fciSttna pomoci Wizard®Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega). Postupovalo se podignalniho firemniho navodu pouze
s jednou modifikaci: # eluci bylo pouzito 50 pl Nuclease-Free@ (Fermentas) misto
doporwovanych 100 pl. K produkcitggistétného plazmidu byly pouzity 4 ml bakterialni
kultury a centrifugace probihalaiipl6 g na centrifuze Spectrafuge 24D (Labnet) a
laboratorni teplat Spektrofotometricky fistrojem NanoDrop 1000 (ThermoSCIENTIFIC)

byla zjiS€na koncentrace purifikované plazmidové DNA.

2.6 Sekvenace

1. sekven&éni reakce

150 ng/ul plazmidové DNA
0,5 ul gislusného Fwd primeru (viz tabulka I)

doplnit do 7 pl HO - Nuclease - Free (Fermentas)

2. sekvenéni reakce

150 ng/ul plazmidové DNA
0,5 pl gislusného Rev primeru (viz tabulka I)
doplnit do 7 pl HO - Nuclease - Free (Fermentas)

Sekvenace probihala v laboratd’firodowdecké fakulty Jih®eské univerzity a
Biologického centra Akademiedd vCeskych Budjovicich. Jako sekvenator se pouZil
pristroj ABI PRISM 3130xI (Applied Biosystems).

Vysledky se zpracovaly pomoci programu BioEdit glbBiosciences). Timto
programem se upravily alignmenty. Genové sekversmirsi se nasledh porovnaly
v databazi NCBI Blast (http://blast.ncbi.nlm.nihvgBlast.cgi).

2.7 Transfekce hmyzich bun ék Sf9

Pro transfekci byly pouzity hmyzi bky Sf9 (OET) v log fazi istu gstované v
mediu Sf-900 II SFM (Gibcok 1% obsahem Penicillin-Streptomyc{@ibco) a s 1%
Kanamycin Sulfate (Gibco). Byl pouZzit systém FlasiaB (OET). Postupovalo se podle

originalniho firemniho navodu.
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Do jamky Sesti jamkového panelu byly rovnen@ naneseny 2 ml Sf9 bek o
koncentraci 180ml. Trikrat se vyngnilo medium — pouZito bylo Sf-900 Il SFM (Gibcdjez
ATB. Z burgk bylo odsato promyvaci medium a ngesdtjamky bylo aplikovan@ ml snesi
obsahujici: 100ng FlashBac DNA, 500 ng plazmiduabbgciho poZadovany gen a
transfekni reagens Cellfectin (Invitrogen). $mbyla ged gidanim k butkdm 15 minut
inkubovéna f laboratorni teplat

Po inkubaci fes noc probihajici v termostatid @8 °C bylo ke swsi pridano 1 ml
media Sf-900 Il SFM (Gibco) bez ATB. Nasledovallubace v termostaturip?28 °C 5 dni.
Bylo odebrdno medium obsahujici rekombinantni valylo skladovanoip4 °C v temnu.

2.8 Amplifikace viru

Ke 200 ml Sf9 buek v log fazi o koncentraci 2x£0nl bylo pidano 1 ml media
obsahujiciho rekombinantni virus. NakazenéKyuoyly umistny na tepaku do 28 °C f
125 ot/min (N Biotek). Po §i dnech se zkontrolovalo, zda infekce probihaiktnfané
buiky byly zwtSeny, vice granulovany aéhg vétsi jadro v porovnani s neinfikovanymi
bunkami.

Infikované butky se @es noc nechaly usadit a supernatant byl sterdebran
pipetmanem. Ke 100 ml bylytfiddny 4 ml bovinniho fetalniho séra (PAA). Medium s
ulozilo do temna do 4 °C.

2.9 Exprese a purifikace proteinu IRS-1 HT

Ke 400 ml Sf9 bugk v log fazi o koncentraci £ml (posledniedsni burek z 200 ml
na 400 ml proéhlo mediem Sf-900 Il SFM (Gibcd)ez ATB) bylo gidano 20 ml media
IRS-1 HT obsahujici rekombinantni virugegdnostg bez bovinniho fetalniho séra (PAA).

Po tech dnech bylo zkontrolovano, zda jsoubutsgEsné nakazeny, v tomifpad
byly buiky opst zwtSeny, vice granulovany, dy vétsSi jadro a nizSi koncentraci
v porovnani s neinfikovanymi tilsami.

Nakazené bitky byly zcentrifugovany na centrifuze Universal 3ZRettich) (i
2860 g po dobu 30 minut a 20.°Do supernatantu bylafigana sterilni 0,5 M kyselina
citronova v takovém mnozstvi, aby roztoklmpH = 5,5. His-tag tim ziskal vhodny naboj
pro navazani v heparinové kotorRoztok byl umisin do 4 °C pes noc. DoSlo k vysrazeni

nezadoucich soli.
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DalSim krokem bylo offovné stdéeni @i 2860 g po dobu 30 minut a 20.°Roztok
byl poté gefiltrovan ges filtr Stericuf Filter 0,22 um (Millipore).

V pribéhu purifikace se ke vzoiikn urtenym pro delSi skladovanfigaval 1% azid

sodny.

Heparinova kolona

DalSim krokem bylo zachyceni pozadovaného protaiau heparinové kol@n
HiTrap  Heparin HP (GE Healthcare) a jeho nasledna eltio®, doslo k jeha@asténému
pieciSténi. Aparatura, zapojena dle originalniho firemnindvodu, byla je#t pred
piipojenim heparinové kolony proplachnuta 20 ml 2@#@eolu a pak 20 ml sterilniho PBS.

Byla pripojena heparinova kolona a byla promyta 50 ml ilsi®élo PBS
s maximalnim pitokem 5 ml/min.

Roztok obsahujici poZadovany protein byl naneserkalanu (pfitok maximalg
5 ml/min). Protein s navazanym his-tagem se zachgtkolorg. K eluci bylo pouzito 13 ml
2M NaCl pefiltrovanych ges filtr Millex-GV, 0.22 um (Millipore).

Aparatura bez kolony byla proplachnuta PBS a kolbywa zakonzervovana 20%

ethanolem.

Kobaltova kolona

Vazebny roztok (pH = 8)
0,04M fosfatovy pufr, pH =8
0,3M NacCl

10% v/v glycerol

Vazebny roztok byl fefiltrovan ges filtr Stericuf§ Filter 0,22 pm (Millipore). Do
piipravené kobaltové kolony (Bio-Rad) bylo napipetowal ml matrix s kobaltovymi
casticemi TALON Superflow Metal Affinity Resin (Cléech).

13 ml proteinu eluovaného z heparinové kolony séclsato se 100 ml vazebného
roztoku. Protein ve vazebném roztoku byl postupo 10 ml nanaSen na kolonu. DoSlo
k zachyceni proteinu na kolén

K eluci proteinu z kolony bylo pouzito 6 ml €hiho pufru pefiltrovaného pes filtr
Stericuf Filter 0,22 pm (Millipore).
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Eluéni pufr (pH = 8):
250mM imidazol
20mM TRIS
150mM NaCl

Do centrifug&ni zkumavky Vivaspin 6 s filtrem (0.2 um) (Biotechyla odebrana

eluovana frakce a stena 25 minut$ 4 °C a 2860 g na centrifuze Universal 32R (Hhjtic

Gelové filtrace — FPLC (Fast protein liquid chromatbgraphy)

Gelova filtrace na aparat Akta FPLC (GE Healthcare) byla pouzZita prdedi
proteini podle molekulové hmotnosti pdgdiSténi na kobaltové kolah Pouzita byla kolona
Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare). Kolona Ky hodiny ekvilibrovana pufrem
(15mM HEPES, 200mM NaCl, pH 7,2).i&h chromatografie byl monitorovartivinovée
délce 280 nm. Injikovalo se vzdy 0,5 ml vzorkuatBk byl 0,5 ml/min.

Kobaltova kolona - FPLC

Kolona HiTrap" IMAC FF (5 ml) (GE Healthcare) byla proplachnuta 24
destilované vody a poté 25 ml 100mM CgCNasledovalo dalSi proplachnuti 25 ml
destilované vody. Chromatograficka aparatura (Akd.C (GE Healthcare)) byla promyta
20 ml 1% tritonu a dale 20% ethanolem. Kolona kpydagripojeni postupé vyplachnuta
pufrem A a B, a nasledé byla ekvilibrovana pufrem A

13 ml proteinu eluovaného z heparinové kolonyreé&kalo s 13 ml 200mM TRIS
HCI (prefiltrovanym ffes membranovy filtr StericGpFilter 0,22 pm (Millipore)) a 26 ml
H.O. Tento roztok byl pomoci davkovaci stky nanesen na kolonu a po vymyti na

zakladni linii eluovan linearnim gradientem pufru B

Pufr A (pH = 7.5)
50mM TRIS HCI
0,5M NacCl
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Pufr B,

50mM TRIS HCI
0,5M NacCl
0,5M imidazol

Dialyza

Dialyza byla provedena s proteinentefi$tinym na kobaltové kolan HiTrap "
IMAC FF (5 ml) (GE Healthcare). Pufr,Boyl dialyzovan proti 2 | pufru A(viz nize).
Dialyza prokhla p'es noc v chladové mistnosti. PouZzilo se dialgzatevo Visking 20/32
(Serva).

Pufr A
50mM TRIS HCI, pH =8

Pufr B,
50mM TRIS HCI, pH = 8
0,5M NacCl

lontova chromatografie na koloré Mono Q - FPLC

lontova chromatografie na koloMMono Q HR 5/5 (GE Healthcare) byla provedena
s proteinem fetisttnym na kobaltové kolanHiTrap IMAC FF (5 ml) (GE Healthcare).
Protein n&l diky vysokému pH z&porny naboj a vychytal se tedykladny naboj. Kolona
byla 15 minut proplachovana pufrems.APo ustaleni zakladni linie byl protein eluovan

gradientem NaCl v pufru8

Pufr A
50mM TRIS HCI, pH =8

Pufr B;
50mM TRIS HCI, pH =8
0,5M NacCl
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SDS — PAGE elektroforéza

Pro owteni spravnosti igcisténi byla provedena SDS — PAGE elektroforéza (apeaatu
XCell SureLock (Invitrogen)). PouZit byl NuPABE4-12% Bis-Tris 1.0 mm Gel
(Invitrogen) a transferovy pufr (25mM Tris, 192mMygn, 0,1% SDS). Bylo naneseno
20 pl od kazdého vzorku,fipraveného na nanaSeni (viz nize). Jako markerpbyit
SeeBlu€ Plus2 Pre-Stained Standard (Invitrogen)ii (Bruhém zgsobu provashi
elektroforézy byly vzorky na@diny vzorkovym pufrem s dithiotreitolem (4:1). Vzorkyly
povaeny a nanaseny na gradientovy polyakrylamidovy (§el7%). Marker byl pouZzit
LMW (GE Healthcare)).

Ptiprava vzork pro nanaseni na gel

13 pl vzorku

5 pl sample NUPAGE® Sample Reducing Agent (Invigrog
2 pl redukniho¢inidla

—» Inkubace 10 minutip72 °C

Elektroforéza probihalatp 200 V a 250 mA 30 minut. Gel byl po vyjmuti
z aparatury a oplachnuti v destilované &adamisén 1 hodinu na fepaku v barvivu
Coomassie Brilliant Blue (Merck). To se nasledrahradilo odbarvovacim roztokem (10%
kyselina octova, 20% methanol). Gel byl ponech@udlbarvovacim roztoku naéepace ges

noc.Druhy den byl vysledek zdokumentovan pomoci AlplgaiDoc RT (Sigma).

Western Blot

Western Blot slouzil k zviditelmi proteinu pomoci protilatky. K separaci protein
byla vyuzita SDS — PAGE elektroforéza (viz vySegl 8yl po vyjmuti z aparatury vioZzen do
blotovaci aparatury, jenz byla undisa v nadob v roztoku s transferovym pufrem
(10% transferovym pufrem s glycerinem a 20% metleanp Jedt predtim byla
nitrocelolézova membrana navdna 10% methanolem. Aparatura byla zapojena dle
originalniho firemniho navodu 1,5 hodingi @0 V a 250 mA.
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Slozeni

houbika

3 kusy filtratniho papiru

nitrocelul6zova membrana natiema v 10% methanolu
gel

3 kusy filtratniho papiru

houbitka

Po penosu proteinu byla nitrocelul6zova membrana 2x #um promyta
v promyvacim roztoku, zalila se blokovacim pufreryéa ponechana 2 hodiny napace

pii laboratorni teplat DoSlo k znemozini piipadného navazani nespecifickych protilatek.

Promyvaci roztok
250 ml PBS

0,1% Tween

Blokovaci pufr
50 ml PBS
5% suSeného odinéného mléka

0,1% Tween

Membrana byla znovu promyta promyvacim roztokenatavena do plastové folie i

s roztokem s primarni protilatkouid® noc byla ponechana regace @i 4 °C.

Roztok s primarni protilatkou
1% BSA v 20 ml PBS
20 pl mySi anti-histagové protilatky

Membrana byla po vyjmuti ze&a& promyta 1x 15 minut v promyvacim roztoku, ten
byl vyménén a promyvani poktmvalo jes¢ 2x 5 minut vzdy s novym promyvacim
roztokem.

K promyté membr&h byl pridan roztok se sekundarni protilatkou. Membrana byl

umistna na 1 hodinu nadpaku pri laboratorni teplat Poté byla promyta 1x 15 minut

18



v promyvacim roztoku, ten byl vy¥nén a promyvani pokeavalo jes¢ 2x 5 minut vzdy

S novym promyvacim roztokem.

Roztok se sekundarni protilatkou
1% BSA v 20 ml PBS
10 pl goat anti-mouse-HRP (Santa Cruz Biotechnglogy

Jako substrat byl pouzit peroxidazovy substrat deieECL Western Blotting
Substrate (Thermo Scientific) pro detekci HRP eratyché aktivity chemiluminiscenci.
Postupovalo se podle originalniho firemniho navdidy smichany 2 ml Detection Reagent
1 s 2 ml Detection Reagent 2 — tim vznikl perox@dzsubstrat. Membrana byla osuSena
ubrouskem a na minutu paema do peroxidazoveého substratu. Poté byla zabdieialie.

Na pistroji FUJIFILM Luminescent Image Analyzer LAB00 se zaznamenala vznikla

chemiluminiscence.

Stanoveni koncentrace

Koncentrace proteinu byla zji&ta metodou Bradfordové ndigtroji BioPhotometer
(Eppendorf). Jako blank poslouZilo 50 ul vyrazecfhuru s 0,5 ml Bradfordovéinidla.
50 ul vzorku s 0,5 ml Bradforéinidla bylo zn&teno g absorbanci 590 nm. Podlégalem

vytvoiené kalibrani kiivky byla zjis€na koncentrace proteinu.

2.10 Biochemicka analyza

Biochemické testy byly provédy pi 30 °C. Byly provedeny Michalisem
Kotsyfakisem, Ph.D.

Byly provedeny ikrat. 1 uM proteinu se s kazdym enzymem nechalmifut
inkubovat. Poté byl iidan vhodny substrat. Ke statistické analyze pozamé inhibice byl
pouZzit t-test. Za statisticky vyznamné byly povaZzovany taignkdy bylo p <0.05 i
porovnani enzymatické aktivity wipomnosti, nebo naopak v néomnosti inhibitoru.

V obou gipadech byla mira hydrolyzy fluores¢éaiho substratu odhadnuta
z linearniho slogeni ziskanych dat (arbitralni jednotky fluorescemaesekundu;’r> 0.95)
(Zapaitany byly vzdy i vysledky, protoZe se testy provdygvzdy trikréat).

Linearni slodeni zvySeni fluorescence jako funkéasu byla owiena pomoci

Magellan” - Data Analysis Software (Tecan group Ltd).
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Mira substratové hydrolyzy v ngfomnosti substratu byla stanovena jako 100 %. Ta
se nasledh porovnavala s enzymatickou aktivitou fitpmnosti proteinu. VSechny pouzité
enzymy byly lidského jpvodu, ¢isténé ¢i rekombinantni.

Jako enzymy byly pouzity: 0,01 nM trombin (Sigm@)p25 nM a-chymotrypsin
(Sigma); 7,7 nM granzym B (Sigma); 0,4 nM plasmigma); 0,9 nM chymaza (Sigma);
0,01 nMB-tryptaza (Promega); 0,33 nM faktor Xa (EMD Biosuies); 0,1 nM faktor Xlla
(Haematologic Technologies Inc.); 0,1 nM kallikrgifitzgerald Industries International);
0,18 nM elastaza (Elastin Products); 4,4 nM kategsi(Molecular Innovations); 0,06 nM
faktor Xla (Molecular Innovations); 0,125 nM uPA ¢Mcular Innovations); 0,012 tPA
(Molecular Innovations); 0,1 nM matriptaza (R&D 8yms); 8,2 nM proteinaza 3 (Merck) a
0,1 nM sequencing-grade trypsin (Roche). Raakufry viz tabulka lll.

Tab. lll: SloZeni reaénich pufi.

Enzym Slozeni reakniho pufru
50 mM hepes pufr, pH 7,4
Elastaza, proteinaza 3, chymaza 100 mM NacCl

0,01% Triton X-100

50 mM Tris-HCI, pH 8
Trypsin,a-chymotrypsin, faktor Xla, faktor 150 mM NaCl

Xlla, trombin 20 mM CaC}

0,01% Triton X-100

50 mM Tris-HCI, pH 8
50 mM NacCl

0,05% Triton X-100

20 mM Tris—HCI, pH 8,5
Kallikrein, matriptdza a plasmin 150 mM NacCl

0.02% Triton X-100

20 mM Tris-HCI, pH 8
200 mM NaCl

5 mM CaC}

0,1% BSA

20 mM Tris-HCI, pH 8,5
0,05% Triton X-100

50 mM Tris-HCI, pH 7,4
Katepsin G 150 mM NacCl

0,01% Triton X-100

B-tryptaza

Faktor Xa

UPA, granzym B a tPA
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Sekvence pouzitych fluoresaarich substrdi viz tab. IV.

Tab. IV: PouZité fluorescemi substraty a jejich sekvence. (AMC = aminometiodmarin).

Pouzity substrat sekvence

Elastaza, proteinaza 3 (Sigma) Suc-Ala-Ala-Pro-AEIC

trombin, plasmin (Sigma) Boc-Asp-Pro-Arg-AMC

trypsin, faktor Xla, uPA (Sigma) Boc-GIn-Ala-Arg-A®I

B-tryptaza (Bachem Bioscience, Inc.) Boc-Phe-Ser-Arg-AMC

chymaza (Bachem Bioscience, Inc.) Suc-Leu-Leu-\\iatAMC
a-chymotrypsin (EMD Biosciences) Suc-Ala-Ala-Pro-Val-AMC

granzym B (Enzo Life Sciences) Ac-lle-Glu-Pro-AspA&

faktor Xa, faktor Xlla, t-PA, matriptazamethylsulfonyl-D-cyclohexylalanyl-Gly-
kallikrein (American Diagnostica Inc.) Arg-AMC acetét

VSechny substraty byly pouzity v koncentraci 280. Mira substratové hydrolyzy byla
meéiena na fistroji Tecaninfinite M200 96-well plate fluorescence readerddie group Ltd,

Switzerland) za pouZiti 365 nm pro excitaci a 460pro emisi.
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3. Vysledky

3.1 PCR amplifikace

Amplifikace gertii IRS-1 HT a IRS-8 z cDNA kligte Ixodesricinus pomoci PCR a
specificky navrzenych primei(viz tabulka I) byla usfgna. K o¥ieni usgsnosti poslouzila

elektroforéza — viz obr. 2.

1500 bp
1200 bp

Obr. 2: Amplifikace Usek gem IRS1-HT a IRS8 z cDNA z kli&te Ixodes ricinus pomoci PCR. 1 -
marker GeneRuler100bp Plus DNA ladder (Fermentas); 2 — IRS-1 HF;IBS-8.

Amplifikované Gseky DNA se od fiistot precistily pomoci kitu Wizar PCR
Clean-Up System (Promega).

3.2 Klonovani amplifikované DNA a transformace

Jako klonovaci vektor byl pouzit pBacPAK9 (ClontgcRro transformaci byly
pouzity buiky E. coli One Shdt TOP10 Chemically. Usgnost transformace se d@ia
pomoci PCR (viz obr. 3 a obr. 4).
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Ovéreni Us@Snosti transformace

Obr. 3: Owteni Uspsnosti zaklonovani IRS-8 do plazmidu pBacPAK9 (@ch). 1 - marker
GeneRuler 100bp Plus DNA ladder (Fermentas); 2 — IRS-8, jeyiZisg3n sekvenovan (viz
Sipka).

Koncentrace IRS-8 byla: ¢ = 300,1 ng/ul

Obr. 4: Owteni Uspsnosti zaklonovani IRS-1 HT do plazmidu pBacPAK®((Eech).

1 - marker GeneRulér100bp Plus DNA ladder (Fermentas); 2 — plazmid-IRBT, jenZ byl
Uspsre sekvenovan (viz Sipka); 3 - plazmid IRS-1 HT; glazmid IRS-1 HT; 5 - plazmid IRS-1
HT.

Koncentrace IRS-1 HT (ugpre sekvenovaného) byla: ¢ = 152 ng/ul
Plazmidova DNA byla fiSttna pomoci Wizard®Plus SV Minipreps DNA

Purification System (Promega). Naslédyyla sekvenovana. Vysledkyiibete vidt na obr.
5aobr. 6.
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Vysledky sekvenace

GEATCCATGACCCGCCTGCTGTGECTCTTCGC CGCTATTACAGCGTCGTTAGCGCAAGACGARATCAGCCAA
= & » T R L L W L F A A I T A 5 L A oo D E I 2 Q
GACARGTGEAAGCTGGCACGAGCCARCARCTACCTGGGGC TCAATCTTCTCAAGCAGCTTC CCAGC ARACGAL
L K w K L A~ R A N N Y L & L N L L K ¢ L P 5 N D
BAGACCARCGTGTTCTTTTCGCCGTTCAGCGTGTCCACAGCCATGEGCATGGCCTACGCCGGCGCCCECGEGE
kK T w v ¥F F 5 P F &8 ¥V 8§ T A M GG M A ¥ A G A R G
GACACCCTGGAACAGTTGACGTTGAACTTCGGTTATGCTGCGGATGAACTC AACGARAGGCAAGGTTCTCGCC
r T L £ o L T LN F &Y A A D E L N E GG K V L A
TTETTCAAGGAACAGCTCCAGTCGACCARCGACCTACCGCACGACTACACGCTCAACATCGCCAACGCAGCT
L F K £ L ¢ & T N D L P H D Y T L N I A N A A
GTGGCCCAAGAAGGGTACGGETATCCTTCCTGAGTACACCGAC GCACTCACGAGTTCCTTCGGETGCAGAGTAC
v A Qg E Y 6 I L P E Y T D A L T 8 8 F G A E Y
ATCGAAGCCGACTTCCAGARAC GCGETCARGAGGCCATACAGAAGATCARC ACTTGGETTAGCARCAGGACA
I E A2 D F g K R & O E A I ¢ K I N T W VvV 5 § R T
CATGGGAAGGTACAGAGTCTGTTCGACGAACCACCGGACTTC TCGACTCGATTGATCCTCC TCAACGCCATC
H & K VvV ¢g s L ¥F D E P P D F s TR L I L L N A I
TACTATAAGGGGACGTGGCTGTACGAGTTCGACAAGACGARAACAANGCCGAGGTCGTTCTACAACGGCGET
Yy ¥y K & T w L Y E F D K T K T K P R 8 F Y N G &
GTCGAGAAGGTTCAGGTACCCATGATGCGECTCAAGTCAACTCTTARCCACACGTACAACGCCATCCTCAAC
v E KV ¢ v p M M R L K S T L B H T Y N A I L N
GCTGACCTTGTAGACCTGCCTTACGTC GGCAATGACTTCAGCATGACCATCATTCTGCCCAGAGAGAARACT
A D L VvV DL P Y ¥V g N D F s M T I I L P R E K T
GEATTGGCTTCGCTCAAGTCGGTTCTGACGTC GCAGACGCTTAACCTCGCCCTCCAGAACATGTACCCCALG
= L A 5 L K 3 v L T 5 ¢ T L N L A L ¢ N M Y P K
GACATGAAGCTGAAGCTTCCARAGTTTAAGCTGCACACCARATACACTCTCAAGCCCACGC TCGARGCCATG
r 1 ¥ L. K L P K F K L D T K Y T L K P T L E A M
GECATCACAAAGATTTTTTCGGCCGACGCCGATCTTTCGGETATCAGCGETTCGCGAAACC TCTACGTGTCT
= I T ¥ 1 ¥ 5 A D A D L 8 & I 5 & 85 R N L Y ¥ S
GATGTCCTACACAAGGC TGTGC TGGAGGTCAATGAAGAAGGC AGCGAAGCCGCTGCCGTTACGEETTTTGTC
p vieE aviesvy @ I c v
ATCCAGCTRAAGAACGGCCGCETTTGTCGACGCCCCCCCCGTTGCCAARGGTGTACGTAGATCATCCCTTCATT
1ot @raar v @eerez2oerexvy -
TTCCTCATCAGGAACTC TARAACCAACACCATCATGTTCCTGGEGGAGATCAACGC CCTTTGACTC GAG
rFr L. I R N 5 K T W T I M ¥ L ¢ E I N A L * L E

Obr. 5: Kdduijici sekvence cDNA pro IRS-8 #gozeni do peptidové sekvence. Zlavyrazréno
restrikini misto; hidé zvyrazréna mozné O - glykositai mista; zeletizvyrazréna — mozna N —
glykosilani mista; fialo¥ zvyrazréno — domény ohradijici reaktivni smyku serpiri; ¢erverg
zvyrazréno — fedpokladané aktivni misto serpinu; * - stop kodon.
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GRRTCCATGARGCCTCTAGTCC CTCTTCTATTTCTTC TEGTC AGC TG TCGRGC ACARGGCAACGATARRCTTACCTTCGCCAACART
E € M ¥ P L VvV P L L F L L V S CURA ATZ QG GUNTDIEKTILTT FSBADNUN
CAGTTCGGCCTGCGATTACTGAATAC TCTTCCARGTCC TCCAGAAGARARCGTATTC TTCTC GCCCTATAGTGTATC CACAGCCCTC
g F 6 LR LULDNNTTLOP?QP@®?P? P EEZNVVFTF S P Y S VS T A L
GGRATGGCGTAC GO GGAGE TAGSGEAGACAC ACARGAAGRGC TCTC GGARC AGC TAGGTTATACCGUCGC TGEEC TRAGC CAGGAT
G M A Y A G A R G DT Q EE L S E QL G Y T AAG L s QD
GACGTCTTCAAC GCGTACTC TGACCACACGCAGTGEGC TAARGGCTTC TAGGTCCAAC TCGAC TCTRAGCGTGGCGARCGCCGLCGTC
D V FNAY S DHETS ¢WULEO®:aZSsS®RSSHEsTL s vawNw-AaA-BZY
CTRCATGATARAGTGGGGC TCC GTTACACGTTCCARARGRACC ATCGATCACGC TTTC GACGC CGRCATTCTGARGETUGAC TTC GTC
LHED K V L RTY TFQQRTTIZDUHAEAETFT DA ATDTITLIEKTYVDTF V
BACGAAC GTARAGGAGC CGTGGATC GCATCARCTACTGGGTGARGGACARGACGAAC GGARAGATTC GGTCGCTTTTTARCARGCCG
N E R K GA ¥v DR INTY WV KTDIEKTUNTGTEKTIZ RS L F N K P
CTAGAATCTGAGACGAGACTTGTTC TGCTCARCGCCATC TAC TTCARGGGATCCTGEARTACCAGET TCARC ARGAGTAGGACT AAR
L £ S E TR L VL LN ATITYTFZ XKGSwWUNTT RTEFTIERTZESTETE
AGRGCGAGGTTCCTCAATGGC GECGTCAC TCCGAC CRAAGGTTGACATGATGATGEGEAGCATGARCATCGGC CACCATTTC TTCAGG
K g B F LN GGc¢cv Br 7KV DMMMOGE S M N I G HHFE F R
GACCTGARAATTGATGTGGCGEATTTCCCGTACCAGGGGLGGGACTACAGCATGACAGTCATCCTGCCCTGEAGGRACGACGGL GTA
D L K I pv¥vADTFU®PY QGRDY S M TV I L P WZRINTDG V
GRRGCGATCARGCAGRACCTCACTC TGGACCTGTTTCAGAAGC TGGTGTCGGAGC TGAGGGAARGRAGGGTC TTCGTGTTATTTCCA
E A I ¥ o@LrvrT0LDLTFQUEKTLVYVY S ETLTZRTETRTERTYVTFV L F P
AAGTTCARARTAGAGGC AGAGTACTCCCTGAAGGARCCCCTCCAGRACCTGEGCUATC AAACAGATC TTCAGTGETGGCTCCGACCTG
K F KX I §EAE® Y S L KE P L ¢N L GI K TITFTsS G 6 s D L
TCCGGCGTCACARACGACARCGATC TTETGETGTCCGCCGTCGTCCACARRGCGGTCCTGGAGGTCAATGAAGRAGGARGCGRAGCA

€ 6 ¥V T NDUNDTULJVYV VvV S A YV VHZEKU ATV L E V N E
GCAGCCGTGTCGAGTGTTETGECCGTCACAAGEATTGGCACGCAGGC ATTCGAGTTC ARCGTCGACCATCCTTTCCTCTTCTTC ATA
s vwvav  rTRBrroeTtoarEcE I | - !
CGCAACACGETC ACCAATGACATC C TG T T TGO GGEAC AMGTG AR AG TC TCGGACAC CATCACCATC ACCAT TGACTCGAG
RN Tv TNDTITILTFOAG®GOGQUVUHNS:s 1L c 0EEEE - 1 ¢

Obr. 6: Kodujici sekvence cDNA pro IRS-1 HT aeZeni do peptidové sekvence. Zlut
zvyrazréno restrikni misto; mot#ke zvyrazgn histag; hadé zvyrazréna mozna O - glykositai
mista; zele& zvyrazréna — mozné N — glykositai mista; fialo¥ zvyrazréno — domeény ohradujici
reaktivni smyku serpiri; cerverg zvyrazréno — fedpokladané aktivni misto serpinu; * - stop kodon.

3.3 Transfekce hmyzich bun ék Sf9 a amplifikace viru

Pro transfekci byl primagnvybran IRS-1 HT, zvlastpro to, Ze obsahoval his-tag,
jenz umoioval specificky zfisob purifikace proteinu.

3.4 Exprese a purifikace proteinu IRS-1 HT

Exprese proteinu byla U&na. Po fech dnech po ugpné néakaze nasledovalo
precisteni proteinu na heparinové kokdiviz obr. 7). K dalSimu igcisténi IRS-1 HT doslo
na kobaltové kolo (Bio-Rad). Pedpokladana molekulova hmotnosippaveného proteinu
IRS1-HT byla 46 kDa (viz obr. 7).
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Obr. 7: SDS — PAGE elektroforéza proteinu IRS-1 HE&jBtEného na heparinové koldmiTrap
Heparin HP a kobaltové kolén(Bio-Rad). 1 - marker SeeBltiePlus2 Pre-Stained Standard
(Invitrogen); 2 — pvodni materiél fed purifikaci; 3 — flowthrough z heparinové kolofop se na
kolonu nenavazalo); 4 — frakce 2 eluovana z hepaéirkolony; 5 - flowthrough z kobaltové kolony
(co se na kolonu nenavazalo); 6 — frakce 2 eluowzak@baltové kolony (Sipka ztaprotein IRS-1
HT).

Pomoci Western Blotu se &ilo, Ze jde o protein IRS-1 HT (viz obr. 8).

1 2 3 4

- -

L L

Obr. 8: Western Blot proteinu IRS-1 HT. 1 — protein eluoya kobaltové kolony (1. frakce); 2 —
frakce 2 eluovana z kobaltové kolony; 3 — frakcel@vana z heparinové kolony; 4 — flowthrough
z heparinové kolony (co se na kolonu nenavézale)pb/odni material fed purifikaci; Sipky zn&
protein IRS-1 HT.
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Protein se povedlorglistit, pii nasledném zkoncentrovani precipitoval. To sdilgis
pii gelové filtraci, ktera se pouzila préldni proteimi podle molekulové hmotnosti (viz obr.
9).

Na geloveé filtraci bylo zjigino, Ze protein IRS-1 HT ma nizsi koncentraci, ngb b
ocekavadno vzhledem kvysletin SDS-PAGE elektroforézy proteinurepisttného na
heparinové a kobaltové kolérfviz obr. 7). Givodem bylo vysrazeni proteinu z roztoku. To
se potvrdiloSDS — PAGE elektroforézou proteinu po gelové fiitra peletu po steni
proteinu po pecisténi na kobaltoveé kolan(viz obr. 9).
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Obr. 9: Gelova filtrace na kolan Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare) a SDS — PAGE
elektroforéza proteinu IRS-1 HT po gelové filtraGelova filtraceProtein IRS-1 HT byl eluovan
ve frakci A9 - A1l (viz Sipky).SDS — PAGE elektroforéza: 1 - marker SeeBlRius2 Pre-
Stained Standard (Invitrogen); 2 — pelet paeid proteinu ped aplikaci na gelovou filtraci (Sipka
znai protein IRS-1 HT); 3 — frakce A9+A11 po gelovéréici; 4 — frakce B9 po gelové filtraci; 5 -

frakce B10 po gelové filtraci; 6 - frakce B11 pelayé filtraci; 7 — frakce B12 po gelové filtra&i;-
frakce C2+C3 po gelové filtraci.

27



Byla také zngtena koncentrace proteinu IRS-1 HT (viz tab. V).

Tab. V: Koncentrace proteinu IRS-1 HT po zkoncentrovangi@love filtraci na kolo& Superdex 75
10/300 GL (GE Healthcare).

Nazev frakce Koncentrace (ug/ml)
A9 300
A10 390
All 275
Al2 120

DalSi provedena exprese se nepibalav takové mie, jako pedchozi. Protein se
pregistil na kobaltové kolo HiTrap' IMAC FF (5 ml) (GE Healthcare) (viz obr. 10 a
piiloha — obr. 14 a obr. 15).

94 kDa

67 kDo & %

43 kDa . ——

30 kDa sy

20,1 kDa [
14,4 kDa e

Obr. 10: SDS — PAGE elektroforéza proteinu IRS-1 HEjSténého na heparinové kolomliTrap”
Heparin HP (GE Healthcare) a poté na kobaltovérkokiTrap " IMAC FF (5 ml) (GE Healthcare).

1 — marker LMW (GE Healthcare); 2 typdni material ped purifikaci na heparinové kol&n3 -
flowthrough z heparinové kolony (co se na kolonmawézalo); 4 — frakce eluovana z heparinové
kolony; 5 - flowthrough z kobaltové kolony (co se &olonu nenavazalo); 6 — frakce A4 po
pieciSténi na kobaltové kola) 7 — frakce A5 po f&isteni na kobaltové kola) 8 — frakce A6 po
piecisténi na kobaltové kolan 9 — frakce A7 po f&ciSténi na kobaltové kolaf) 10 — frakce A8 po
preciténi na kobaltové kolah Sipka znai protein IRS-1 HT.

Koncentrace frakci obsahujicich protein IRS-1 HAalbzmgtena po pecisténi na

kobaltové kolog (viz tab. VI).
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Tab. VI: Koncentrace frakci obsahujicich protein IRS-1 HI geciSténi na kobaltové kolan

HiTrap" IMAC FF (5 ml) (GE Healthcare).

Frakce Koncentrace (pg/ml)
A5+A6 160
A7+A8 82

K daSimu zakoncentrovani frakci A7+A8 eluovanyckohaltové kolony doslo
pomoci dialyzy a iontové vyény na kolod Mono Q HR 5/5 (GE Healthcare) (viz obr. 11).

Zmgtila se koncentrace proteinu (viz tab. VII).
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Obr. 11: lontova vyngna na kolot Mono Q HR 5/5 (GE Healthcare) a SDS — PAGE eléttéza
po jejim provedeni. SDS — PAGE elektroforéza: larkar LMW (GE Healthcare); 2 — protein IRS-
1 HT precisteny na kobaltové kolah 3 — frakce A8; 4 — frakce A9+A10 (purifikovanyagbein IRS-1
HT); 5 - frakce Alllontova vyngéna na kolos Mono Q:Protein IRS-1 HT byl eluovan ve frakci

A9 a A10 (viz Sipky).

Tab. VII: Koncentrace frakce obsahujidiegisteny protein IRS-1 HT po iontové vyiné Mono Q
HR 5/5 (GE Healthcare).

Frakce

Koncentrace (ug/ml)

Objem (ml)

A9+A10

75

2
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Z frakce A9+A10 byly vytveéeny 4 x 0,5 ml alikvoty, 3 z nich se uchovavaly4a®C, 1 se
skladoval v -18 °C.

3.5 Biochemicka analyza proteinu IRS-1 HT

Biochemicka analyzaigciSttného proteinu IRS-1 HT byla provedena Michalisem
Kotsyfakisem, Ph.D. Biochemické testy byly prodéygl pii 30 °C tikrat. VSechny pouzité
enzymy byly lidskéhojpvodu, ¢iSténé i rekombinantni.

Bylo zjisSttno, Ze protein IRS-1 HT vyraZninhibuje kallikrein, trypsin, a-
chymotrypsin, elastazu, katepsin G, u-PA, plasmairiptazu, t-PA. Enzymaticka aktivita
byla vyraz® snizena oproti kontrolni skugimlavre u elastazy (na 10,8 % + 5,4 %wvodni
aktivity), plasminu (na 11,7 % % 1,2 %ayodni aktivity), matriptazy (na 0,2 % £ 0,2 %
puvodni aktivity) a t-PA (na 24,2 % + 1,3 % uyodni aktivity). Vysledky biochemické

analyzy jsou zaznamenany v tab. VIII.

Tab. VIII: Vysledky biochemické analyzy proteinu IRS-1 HT.¢Md jsou ozn&eny enzymy, u
nichZ byla zaznamenana vyrazna inhibice.

MnoZstvi pouZitého Zbyvajici enzymaticka aktivita

Enzym v piritomnosti 360 NnM IRS-1 HT
enzymu (nM) (%)

Trombin 0,01 97 +1

Faktor Xa 0,33 915+2,5

Kallikrein 0,1 67,3+2,7

Chymaza 0,9 101,1+1

Trypsin 0,1 46,9+ 0,5

a-chymotrypsin | 0,025 60,7 £ 3,5

b-tryptaza 0,01 96,7 +2,1

Elastaza 0,18 10,8 +5,4

Katepsin G 4,4 66,3 + 3,9

u-PA 0,125 54,2+0,5

Plasmin 0,4 11,7+£1,2

Matriptaza 0,1 0,2+0,2

Faktor Xla 0,06 96,4 + 3,3

Faktor Xlla 0,1 95,9+ 2

t-PA 0,012 242+1,3

Granzym B 7,7 91,1+4,38

Proteinaza 3 8,2 94,1 +£5,5

Po biochemické analyze byla provedena kontrolni SP®AGE elektroforéza
proteinu IRS-1 HT ponechanéhdi pokojoveé teplat 5 dni, aby se zjistilo, zda je vzorek

stabilni (viz obr. 12). Vzorek bykejmé S€pen v gitomnosti proteaz.
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Obr. 12: SDS — PAGE elektroforéza: Testovani stability keolRS-1 HT po biochemické analyze.
1 - marker SeeBl¥ePlus2 Pre-Stained Standard (Invitrogen); 2 — feak® + A10.

3.6 Skladovani proteinu IRS-1 HT

Po odhaleni precipitace proteinu IRS-1 HT po ppunrifikaci se pomoci SDS-PAGE
elektroforézy otestovalo, zda k ni nedochazi p&srsp purifikaci pi skladovani vzorku i
-18 °C dva tydny. Bylo zjigho, Ze pi zamrazeni proteinu IRS-1 HT Kk precipitaci nedatha
(viz obr. 13).

16 kDa

6 kDa
4 kDa

Obr. 13: SDS - PAGE elektroforéza: Testovani precipitace&s-IR HT u zamrazenych a
nezamraZenych vzoik(po stéeni25 minut g 4 °C a 2860 g)1 - marker SeeBl{ePlus2 Pre-
Stained Standard (Invitrogen); 2 — frakce A9 + AbOskladovani v -18 °C a s&ni; 3 — frakce A9 +
A10 po skladovani ve 4 °C a &tmi.
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VhodrgjSi bude protein IRS-1 HTipd biochemickymi analyzami skladovat v — 18 °C.
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4. Diskuze

V souwtasné dob doslo diky ,high-throughput“ifistupu k identifikaci mnoha novych
geni a proteii pochézejicich ze slinnych Zlaz ké& U proteird, jejichz gibuzné formy
vykazuji imunomoduléni viastnosti, je vhodné proveést dalSi vyzkumifldad vytvaenim
rekombinantniho proteinu, jenz lze dale testovati€Wzuela, 2002).

Rekombinantni protein Iristipraveny z intracelularniho serpinu (44 kDdppbi na
Th2 imunitni odpowd’ hostitele (Leboulle a kol., 2002). Dale dj mbyla objevena slaba
antihemostaticka aktivita. Iris je tedy serpin ditemostatickymi a imunomoduaimi
Gcinky. Vakcinace rekombinantnim proteinem Iriglaxasté&né (&inky (viz tivod) (Prevot a
kol., 2006; Prevot a kol., 2007).

Pouziti serpifi k vakcinaci je zajimavé i z tohaingbdu, Ze jsou kéiové pro regulaci
metabolismu parazita a hemostazu hostitele (Peekot., 2007).

Slibné vysledky vakcinace proteiny sefrpirbyly zaznamenany u kiiat A.
variegatum (Kazimirova a kol., 2002)R. appendiculatus (Mulenga a kol., 2003p H.
longicornis (Imamura a kol., 2005). Rekombinantni proteiaemaphysalis longicornis
serpin-2 (HLS2) kligtte H. longicornis inhiboval trombin. B vakcinaci byla zaznamenana
44,6% uamrtnost nymf a 43% umrtnost désp. HLS2 by tedy mohl byt Wezitym
kandidatem na vakcinu proti kiggaim (Imamura a kol., 2005).

Pfi vibec prvnim vyzkumu fistupem ,high-throughput” provedenym na kitst
Ixodes ricinus byla pipravena cDNA knihovna ze slinnych Zlaz tohoto i v tiznych
fazich sani. Kolem 600 géibylo sekvenovano a podrobeno analyze (Chireekl., 2008).

Z cDNA knihovny byly vybrany geny IRS-1, IRS-2, IRSa IRS-8. Pro po#mné
rychlé ziskani protilatek proti vybranym senjgim obsaZzenym ve slindch ki Ixodes
ricinus byla vyzkouSsena metoda DNA vakcinace. Zjistilo Z&tuto metodu Ize vyuzit pro
ziskani protilatek. fpravené protilatky vSak nejsouils specifické a jefeba pditat se
zkiizenou reaktivitou (Subrtova, 2009).

Tato prace réla za cil gipravu inhibitoru serinovych proteaz z kéi&|xodes ricinus
v bakulovirovém expresnim systému. Pro tuto bakktiu praci byly pouzity geny pro IRS-
1 a IRS-8, které byly nalezeny pomoci screeningAxnihovny sondou specifickou pro
serpiny (Chmelaa kol., 2011).

Bakulovirovy expresni systém ma oproti bakteriaiminskolik vyhod: Produkované

proteiny jsou térr vzdy funkeni a sprava slozené.
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Geny IRS-1 a IRS-8 byly po amplifikaci zaklonovadg expresniho plazmidu
pBacPAK9 (Clontech). Pro naslednou transfekci hybyzity hmyzi biaky Sf9 (OET) —
exprese vdchto buikdch umo#uje vznik posttranstanich modifikaci (nap glykosilaci)
(Huntington, 2006).

Purifikaci proteinu IRS-1 HT komplikovalgeho precipitace i zakoncentrovani.
Zmena vazebného roztoku po heparinové kdloa 200mM TRIS HCI (pH = 7,5) pomohla
k tomu, aby se ziskal purifikovany protein IRS-1.H¥esto je zde prostor k vyzkousSeni
dalSich vazebnych puify aby se cely gibéh purifikace zoptimalizoval.

Po eluci proteinu z kobaltové kolony pomoci imidazbyla provedena dialyza a
iontova chromatografie. Pofil@ se vyprodukovat rekombinantni protein IRS-1 HT
v bakulovirovem expresnim systémuie@pokladana molekulova hmotnostippaveného
proteinu IRS1-HT byla 46 kDa.

Biochemicka analyza byla provedena Michalisem Khalggem, Ph.D. R
biochemické analyze proteinu IRS-1 HT bylo zji&i, Ze vyraz#é inhibuje kallikrein,
trypsin, a-chymotrypsin, elastazu, katepsin G, y-R#asmin, matriptazu, t-PA. To
naznguje, Ze by se mohlo jednat o vyznamny imunomaghilprotein.

Déale bylo zjis¢éno, Ze bude vhodysi protein IRS-1 HT jed biochemickymi
analyzami skladovat v -18 °C — nedochéazelo top#dcipitaci pi zamrazeni.

Porovname — li tyto vysledky s vysledky, jakych @asPrevot s Iris (Prevot a kol.,
2006), IRS-1 HT oproti Iris vyrazyi inhibuje elastazu, t-PA a plasmin, naopak IRSFL
oproti Iris mér inhibuje trombin a faktor Xa.

Gen IRS-1 exprimovany v této praci v bakulovirovérpresnim systému odpovida
genu IRIS-2 exprimovanému v bakterialnim expressystému (iizni protein s His-tagovou
kotvou).

Bylo otadzkou, zda absence posttraéisieh Uprav proteinu exprimovaného
v bakteriadlnim expresnim systému nebude mit vlijeha funkci (Chmelaa kol., 2005). Na
druhou stranu ne vzdy musi byt posttratisiaipravy — zde glykosilace, kbivé pro funkci
proteinu (Potempa a kol., 1994).

IRIS-2 prokazal dinek ve tSing testi. IRIS-2 vykazoval vyrazny inhibni ginek
na produkci IFNy v kulture mySich splenocft aktivovanych lipopolysacharidem.
Stimuloval produkci IL-10 splenocyty, IL-6 a NO nrakagy, naopak inhiboval produkci
TNF-o a fagocytdzu makrofdig(uvedeno jiz vysSe) (Chmela kol., 2005).
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Porovnéni vysledk biochemické analyzy IRS-1 HT exprimovaném v bakintovém
expresnim systému a IRS-1 HT exprimovaném v bal{tém systému provedené RNDr.

Jindfichem Chmelgem, Ph.D. (nepublikované vysledky) jsou zaznamendaap. 1X.

Tab. IX: Vysledky biochemické analyzy proteinu IRS-1 HT exmwvaného v bakulovirovém
expresnim systému a IRS-1 HT exprimovaného v bidktém expresnim systému (Chmigla
nepublikované vysledky). Ta¢ jsou ozndeny enzymy, u nichZ byla zaznamenana vyrazna icénibi

Zbyvajici byvaiici
< . - | enzymaticka . Zbyvajicl L
Mnozstvi 7 Mnozstvi | enzymaticka aktivita
P aktivita o o .
pouzitého or . pouzitého | v pritomnosti 400nM
Enzym vV pritomnosti
enzymu enzymu IRS-1 HT (%)
360nM IRS-1 HT o
(nM) L (nM) (bakterialni exp.
(%) (bakulovirovy .
. systém)
exp. systém)
Trombin 0,01 97 +1 0,01 94,9+ 2,7
Faktor Xa 0,33 915+25 0,8 103.1 £ 0.9
Kallikrein 0,1 67,3+2,7 0,8 55.6+1.2
Chymaza 0,9 101,1+1 1,8 105.7 £ 2.9
Trypsin 0,1 46,9 £ 0,5 0,25 26 £2.1
a- , 0,025 60,7 £ 3,5 0,05 284+24
chymotrypsin
b-tryptaza 0,01 96,7+2,1 0,27 1125+7.7
Elastaza 0,18 10,8+54 0,01 62.4+2.3
Katepsin G 4,4 66,3 £ 3,9 10 88.5+2.72
u-PA 0,125 54,2 + 0,5 0,7 1024 +1.2
Plasmin 0,4 11,7+1,2 0,25 34.3+£25
Matriptaza 0,1 0,2+0,2 1,2 36.4+£0.7
Faktor Xla 0,06 96,4 + 3,3 0,06 100+ 3.1
Faktor Xlla 0,1 959+ 2 1,2 94.6 + 0.8
Granzym B 7,7 91,1+4,8 20 99.8+4.9

Z vysledki vyplyva, Ze i kdyZz bylo pouZzitoizné mnoZstvi enzyin

IRS-1 HT

exprimovany v bakulovirovém expresnim systému uwgganhibuje elastazu, katepsin G,
u-PA, plasmin, a matriptazu. Naopak IRS-1 HT exprany v bakterialnim expresnim
systéemu vyrazi inhibuje kallikrein, trypsin a a-chymotrypsin.oRdily by mohly byt
zpisobeny glykosilacemi v IRS-1 HT proteinu exprimo&aa v bakulovirovém expresnim
systému.

Nabizi se otazka, zda by inhibich vlastnosti IRS-1 HT produkovaného
v bakulovirovem expresnim systému nesSlo vyuzit fikéged k vyrolg vakciny proti
klistatim. Komegné se uz vyuziva vakcina proti k&t Boophilus microplus, které penasi
babezidzu, jak uz bylo uvedeno v Gvodu (Willadséwla 1995). DalSi vyzkum v podsb

vakcinace mysi je vhodnym pok@vanim tohoto vyzkumu.
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5. Zaver

Za pomoci specifickych primérbyl z cDNA kliSg&te Ixodes ricinus namnozen gen
pro serpin IRS-1 HT a IRS-8. IRS-1 HT byl zaklonowdo plazmidu pBacPAK9 (Clontech).
Transformace prathla pomoci buék E. coli One Shot TOP10 Chemically Competeft
coli (Invitrogen). Plazmidova DNA byla usgné osekvenovana.

Byl pripraven rekombinantni protein IRS-1 HT. Expresegiru IRS-1 HT proéhla
v hmyzich bukach Sf9 (OET). Byla provedena jeho biochemickdyaea Zjistilo se, Ze
vyrazré inhibuje kallikrein, trypsin, a-chymotrypsin, elasu, katepsin G, u-PA, plasmin,
matriptazu a t-PA.

Bylo zjistno, Ze vzorek je vhodné skladoviit {18 °C.
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7. Priloha

7.1 Sekvence serpin U prevzatych z genové banky NCBI

IRS-1
ATGAAGCCTCTAGTCCCTCTTCTATTTCTTCTGGTCAGCTGTCGAGCACABGCA
ACGATAAACTTACCTTCGCCAACAATCAGTTCGGCCTGCGATTACTGAATACTCT
TCCAAGTCCTCCAGAAGAAAACGTATTCTTCTCGCCCTATAGTGTATCCAGGCC
CTCGGAATGGCGTACGCCGGAGCTAGGGGAGACACACAAGAAGAGCTCTCGA
ACAGCTAGGTTATACCGCCGCTGGGCTAAGCCAGGATGACGTCTTCAACGETA
CTCTGACCACACGCAGTGGCTAAAGGCTTCTAGGTCCAACTCGACTCTAAGGT
GGCGAACGCCGCCGTCCTACATGATAAAGTGGGGCTCCGTTACACGTTC@GRG
AACCATCGATCACGCTTTCGACGCCGACATTCTGAAGGTCGACTTCGTCABGA
ACGTAAAGGAGCCGTGGATCGCATCAACTACTGGGTGAAGGACAAGACGALG
GAAAGATTCGGTCGCTTTTTAACAAGCCGCTAGAATCTGAGACGAGACTTATC
TGCTCAACGCCATCTACTTCAAGGGATCCTGGAATACCAGGTTCAACAAGASTA
GGACCGAAAAGAGCGAGTTCCTCAATGGCGGCGTCACTCCGACCAAGGTTACA
TGATGATGGGGAGCATGAACATCGGCCACCATTTCTTCAGGGACCTGAAAATG
ATGTGGCGGATTTCCCGTACCAGGGGCGGGACTACAGCATGACAGTCATAGC
CCTGGAGGAACGACGGCGTAGAAGCGATCAAGCAGAACCTCACTCTGGACGST
TTCAGAAGCTGGTGTCGGAGCTGAGGGAAAGAAGGGTCTTCGTGTTATTTCAA
AGTTCAAAATAGAGGCAGAGTACTCCCTGAAGGAACCCCTCCAGAACCTG&CA
TCAAACAGATCTTCAGTGGTGGCTCCGACCTGTCCGGCGTCACAAACGACACG
ATCTTGTGGTGTCCGCCGTCGTCCACAAAGCGGTCCTGGAGGTCAATGAMANG
GAAGCGAAGCAGCAGCCGTGTCGAGTGTTGTGGCCGTCACAAGGATTGGEAGC
AGGCATTCGAGTTCAACGTCGACCATCCTTTCCTCTTCTTCATACGCAACEGGC
ACCAATGACATCCTGTTTGCGGGACAAGTGAACAGTCTCTGA

IRS-8
ATGACCCGCCTGCTGTGGCTCTTCGCCGCTATTACAGCGTCGTTAGCGCAACG
AAATCAGCCAAGACAAGTGGAAGCTGGCACGAGCCAACAACTACCTGGGGCC
AATCTTCTCAAGCAGCTTCCCAGCAACGACAAGACCAACGTGTTCCTTTCGCGT
TCAGCGTGTCCACAGCCATGGGCATGGCCTACGCCGGCGCCCGCGGGGATAC
TGGAACAGTTGACGTTGAACTTCGGTTATGCTGCGGATGAACTCAACGAAGCA
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AGGTTCTCGCCTTGTTCAAGGAACAGCTCCAGTCGACCAACGACCTACCERLCG
ACTACACGCTCAACATCGCCAACGCAGCCGTGGCCCAAGAAGGGTACGGTRCC
TTCCTGAGTACACCGACGCACTCACGAGTTCCTTCGGTGCAGAGTACATCEAG
CCGACTTCCAGAAACGCGGTCAAGAGGCCATACAGAAGATCAACGCTTGGGTA
GCAACAGGACACATGGGAAGGTACAGAGTCTGTTCGACGAACCACCGGACTCT
CGACTCGATTGATCCTCCTCAACGCCATCTACTATAAGGGGACGTGGCTGACA
GTTCGACAAGACGAAAACAAAGCCGAGGTCGTTCTACAACGGCGGTGTCGSA
AGGTTCAGGTACCCATGATGCGGCTCAAGTCAACTCTTAACCACACGTACACG
CCATCCTCAACGCTGACCTTGTAGACCTGCCTTACGTCGGCAATGACTTGACAT
GACCATCATTCTGCCCAGAGAGAAAACCGGATTGGCTTCGCTCAAGTCGGICT
GACGTCGCAGACGCTTAACCTCGCCCTCCAGAACATGTACCCCAAGGACAGAA
GCTGAAGCTTCCAAAGTTTAAGCTGGACACCAAATACACTCTCAAGCCCCGCT
CGAAGCCATGGGCATCACAAAGATTTTTTCGGCCGACGCCGATCTTTCGGIAT
CAGCGGTTCGCGAAACCTCTACGTGTTTGATGTCCTACACAAGGCTGTGCIGA
GGTCAATGAAGAAGGCAGCGAAGCCGCTGCCGTTACGGGTTTTGTCATCGACT
AAGAACGGCCGCGTTTGTGACGCCCCCCCCGTTGCCAAAGGTGTACGTAGKEA
TCCCTTCATTTTCCTCATCAGGAACTCTAAAACCAACACCATCATGTTCCTEGGG
GAGATCAACGCCCTTTGA
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7.2 Zaznam pr ubéhu filtrace na kobaltové kolon é

111018TvaPCobalt001:10 Cond
Aiiliaivali obaliul 1 Lone 111018IvaPCobaltd01:10 Fractions
111018lvaPCobalt001:10 Inject —_111018IvaPCobaltd01:10 Losbook

11101 8IvaPCobalt001:10 UV

400

300

200

100

| | Ja:h] | | (| | { | { |
Waste AT A3 AY A7 A9 A1l B12 B1) BE B6 B4 B2 [1 CFWaste

N B

Obr. 14: Zaznam pibéhu filtrace na kobaltové kolén(1l.run). Protein IRS-1 HT byl
eluovan ve frakci A5, A6, A7 a A8 (viz Sipky).
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UNICOEN 3.11 (Buld 407)
Result file: ¢:\...\Kopajz1'111020TvaP CobaltRun?001

111000IvaPCobalRun001-10_ UV ——111020IvaPCobaltPun2001-10 Cond
111030vaPCobaliRmm 300110 Conc 1110201vaPCobaliPun?001:10_Fractions
111020TvaPCobaltfrm2001 10 _Inject —— 111020lvaPCobaltRun?001-10 Losbook
mAT
800
700
600
500
400
300
200
100
0 eIk | L«J L_J f dii s T
' X1 M Waste AL A3 AS AT A9ANN Waste

0 2 40 60 S«MM 100 ml
Obr. 15: Zaznam pibéhu filtrace na kobaltové kol@n(2.run). Protein IRS-1 HT byl
eluovan ve frakci A5, A6, A7 a A8 (viz Sipky).
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