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Cile prace

Méieni aktivit travicich proteadz (cathepsin B, L, C, Degumain) ve s$evnich
homogenatech doslgych samic kliste Ixodes ricinus v definovanychéasovych
intervalech v pibéhu sani na hostiteli i v fibéhu traveni ped vykladenim vagiek.
Méteni aktivit travicich proteaz (cathepsin B, L, C egumain) v cel@ovych
homogenatech nymf Kli&e Ixodes ricinus v definovanyché¢asovych intervalech
v pribéhu sani na hostiteli i v pbéhu traveni Bhem metamorfézy.

Detekce jednotlivych proteaz metodou Western blot.



1. Uvod

1.1.KliStata
KliStata jsou obligatorni krevsajici ektoparazité. Taroitky seifadi do kmene
¢lenovai Arthropoda, podfdy Acari, fadu Parasitiformes a pi#tlu Ixodida. Kligata jsou
vektory vyznamnych patogén(zahrnujici viry, bakterie a protozoa) igebujicich &zka
onemocgni lidi a zvfat (de la Fuente et al., 2008).
Podad Ixodida je systematicky roddn do ti celedi:
« Kilistakoviti (Argasidae) ozravana jako ,soft ticks — #kka kli¥ata“
(193 druli) (Guglielmone et al., 2010)
» KiliStoviti (Ixodidae) zndmi jako ,hard ticks — tvrda &hkta“ (702 druli)
(Guglielmone et al., 2010)
* Nuttalliellidae (monotypicka skupina — 1 druh) (Mast al., 2009)

1.2. Morfologie a Zivotni cyklus
T¢lo roztast je roz&leno na 2 segmenty (Sonenshine, 1991):
— Gnathosoma (u klf&t capitulum) — fedni segment, kde je uloZeno Ustni Ustroji
véetre chelicer, palp, hypostomu a chemoreceaptor

- ldiosoma — zadni segment — zde jsou wmishohy a ¥tSina vnitnich organ.

1.2.1. Argasidae
Argasidae (kliBaci) se vyznéauji kozovitym €lnim integumentem beztipomnosti

tvrdého Stitku (scutum) nafltetni strag téla. Argasidae se morfologicky liSi od Ixodidae
morfologii umisénim UGstniho dstroji na subterminalédsti capitula (Sonenshine, 1991).
Jejich Zivotni cyklus se oproti Ixodidae vyzoge WwtSim pa@tem nymfélnich stadii (3—4),
déle pgtem a délkou sani krve na hostiteli, ktera uti@ik®vitych dosahujéadow minut az
hodin. Po kazdém sani dégjch samic dochazi k péni (mimo hostitele). Samice naslédn

kladou malé sisky vajtek (Jongejan et al., 2004).



1.2.2. Ixodidae

Pro celed’ Ixodidae je charakteristické scutum, tvrdy sklemtany Stitek, ktery
zakryva celou dorzalndast tla sam@ a u samic zasahujgiplizné do jedné tetiny €la
(Sonenhine, 1991). Samice, stepak jako nymfy a larvy, maji velmi elastickou idmmu
(kutikulu), diky niz jsou schopné &git nkolikanasobg suvij objem v pfibéhu sani a ziskat
dostatek potravy pro naslednou tvorbu &eli (Roberts et al., 1996). Na terminataisti
capitula najdeme u kkat vyrazné ustni Ustroji s hypostomem, ktery jégmadkoncentrickymi
fadami zahnutych zoulbikpro pfinik do pokozky hostitele a udrZzeni se vl@hu sani
(Volf et al., 2007). Dorsalnfast tla je kryta jemnymi $tinami, které slouzi jako pohybové
receptory. Samice maji navic mezi scutem a capitwdekréni organ, nazyvany Geného
organ, produkujici hydrofobni obal kolem kaZzdéhdazlenych vajiek (Sonenshine, 1991).
Zastupciceledi Ixodidae prochazi vieehu Zivota temi aktivnimi stadii po vylihnuti z
vajicka: larva, nymfa, dosjec. Jednotliva stadia saji pouze jedenkrat zatZ&amice kladou
velké sriSky vajtek (Jongejan et al., 2004). Samci v dissti nesaji, dochazi pouze ke

kopulaci se samicemi.

| xodesricinus

Klist¢ obecnélxodes ricinus ma typicky tihostitelsky cyklus, kdy kazdé stadium,
krom¢ vajicka, saje na jiném hostiteli. Tento cyklus trva 2eRy. I. ricinus se vyskytuje
napi¢ celou Evropou, ale i ve vychodni a severni AfrigéiStata preferuji vihké biotopy
s hustym porostem, igvazie smiSené a listnaté lesy. Sestinoha larva saje rabanyich
hlodavcich a ptacich, nymfy saji n&3ich obratlovcich, dogfg samice saji zejména n&tsi
lesni zwii, domécich kopytnicich a psedfilovék mize byt hostitelem v3eckdhto stadii
(Volf et al., 2007). Kligata vykavaji na svého hostitele na vrcholech rostlin s
charakteristicky roztazenym prvnim parem &tm pro uchyceni se na hostitelti Rontaktu
s hostitelem rozrusSi jeho epidermis pomoci chel&cérypostomu, nasledreajisti upeviini
v epidermis pomoci tzv. cementu v§tivaného slinnymi Zlazami (Goddard, 2008). Exprese
proteim, které chrani kligt pred dehydrataci, se ve slinnych Zlazach zvysuje pi@behu
sani (Bowman et al.,, 2004). Kidta jsou schopna sat dlouhou dobu bez zpozorovani
hostitelem diky vpraveni komplexu protéia bioaktivnich molekul ze slinnych Zlaz do jeho
krve. Tyto proteiny maji v hostiteli antikoaguid, protizagtlivé a imunosupresivnidinky
(Sauer et al., 2000).



1.3.Klist’aty prenaSené patogeny

K pienosu patogeéndochazi Bhem sani na hostitelifiBlizné 10% doposud znamych
druhi klistat je vektorem Siroké Skaly patogeltvirt, bakterii, protozoi) zisobujicich
onemocgni zviat i ¢lovéka (Jongejan et al., 2004). Misterfeposu patogéndo hostitele
jsou slinné Zlazy, ze kterych jsou patogeny tigeény do krve hostitele (Sauer et al., 2000).
borelidza zfisobena spirochétarBorrelia burgdorferi sensu lato a déle meningoencefalitida,
jejimz pavodcem je neurotropni flavivirus TBEV (Tick-Borne Ephalitis Virus) (Nutall,
1999). Kligata infikovana borreliemitstavaji patogenni i po obdobi metamorfézy ve vyssi
instar, tedy ze stadia larva nymfa, nymfa- dosglec (Radolf et al., 2012).iBnos &chto
baktérii neni transovarialni, tj. nakladena &kai nejsou infikovana (Hovius et al., 2007).
V pribéhu sani krve na hostiteli se spirochéty mnozi vdaorsteva a mini expresi svych
povrchovych proteif, cozZ jim umo#uje gresun ze $eva do slinnych Zlaz, z nichz dochazi
k prenosu patogenu na hostitele (Hovius et al., 200rdto se domnivame, Zeidné
naruSeni sani a traveni by zamweohlo zabréanit fenosu patogeénna hostitele (Franta et al.,
2010).

I. ricinus je dale penaséem ehrlichiozy (zfisobena bakterii Anaplasma
phagocytophilum) (de la Fuente et al., 2008), babesiésyi¢pbena parazitickym prvokem
Babesia sp.) afady dalSich onemoéni (Beaty et al., 1996).



1.4. Strevo kliSt#te . ricinus

Strevo je ul. ricinus nejwtSim €Inim orgadnem. Je roZkeno na i Useky: gedni,
stredni a zadni svo Dochazi zde k traveni naséhostitelské krve (neptSi merou ve
strednim stew). Stedni stevo zaujima priabéhu sani téré cely prostor dini dutiny. Jehc
centraIni ¢ast tvdi Zaludek (ventriculus), déle obsahuje péarové waléo vybszky
(diverticulae (Obr.1).

Obr. 1. Stfedni sievol. ricinus (pfevzato zFranta, 2012). A — schématicky nakreklistéciho steva. S —

Zaludek, DV -diventriculae— valcovité vylsZky. B — nadhled dodni dutiny polonaséaté sami.

Sttna steva je tvdena jednou vrstvou epitelnich burgk (ohrantuji lumer na vnitni
straré¢ stteva) a svalovyn vladkny (zaji¥ujicimi peristaltiku stv), mezi nimiz je tenk
bazalni lamina (Balashov et al., 1983)feShi epitell. ricinus obsahuje 2 typy travicic
burgk (Obr.2): (i) nediferencovad, které aktiv netravi, (i) diferencované— zajid'uji
aktivni traven! V prab¢hu travenihostitelské krv se nediferencované tky méni na
diferencovan, aktivré travici buiky. Jakmile dojde naplreni travicich busk odpadnim
latkami zprabéhu traver, dochéazi kodpojeni &chto burk a kjejich zpraovani v lumen
streva (Coons anAlberti, 1999).

DTB

Obr. 2. Schéma stevniho epitelu polonasaté samicl. ricinus. NTB - nediferencované travici kiky, DTB -

diferencované travici litky, VTB - uvolnéné travici buiky, Ly - lysozomy, Hs - hemaimy, N- nucleus (jadro).
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Hostitelska krev obsahuje vice nez 80% hemoglol@nalbuminu, které jsou pro
klistata hlavnim zdrojem Zivin a aminokyselin. Lara let{(2005) popsali rozdil mezi dmna
typy endocytdzy, které slouzi kemosu &chto makromolekul z lumenistva dovnit travicich
burék. Hemoglobin, je transportovan pomoci endocytépyogtedkované specifickymi
receptory pro hemoglobin (,Receptor Mediated Endogigt), zatimco albumin je ips
membranu $evnich bugk transportovan pomoci pinocytézy malych kapének iEluid
Phase Endocytosis* (Lara et al.,, 2005). Shluky dpantovanych vezikul splyvaji
v endozomy, které nasleglsplyvaji s primarnimi lysozomy, a tidak sekundarni lysozomy,
ve kterych dochazi k traveni (Sonenshine, 1991).

Pri S&peni hemoglobinu dochézi k hrontad toxického hemu v hikach stevniho
epitelu, ktery mize indukovat tvorbu volnych radikél Detoxikace hemu je tedy nezbytnou
souasti traviciho aparatu ktidt. Hem je z velkécasti ukladan ve forgh agregai do
specializovanych organel, hemoznnvzniklych vchlipenim membranyistniho epitelu.
Hemozomy jsou pak spolu s travicimiikami uvolrenymi do stevniho lumen vyl&iovany
defekaci (Lara et al., 2003).

1.5.Travici aparéat I. ricinus

Traveni ve gew klistat probiha intracelulaénv kyselém prosedi travicich vakuol
strevnich busk. Vyjimkou je hemolyza krevnich bgk, ktera probiha v lumen isdniho
streva (Hovius et al., 2007, Sonenshine, 1991). Trdkere u kli¥at je zprostedkovano
cysteinovymi a aspartatovymi proteazami, coz seveiké miry podoba traveni krve u
parasitickych platyhelmifta nematod (Sojka et al., 2008). Mémmnost aktivnich travicich
protedz vIlumen Btva u kli$at umoiuje lumen fungovat jako misto pro dlouhodobé
uchovani nasaté krve (Sonenshine, 1991).

Klistata se liSi trdvenim hostitelské krve od krevdagichmyzu, kde traveni krve
probih& bezprostdre po jejim naséti v iitomnosti serinovych proteaz typu trypsinu, které
jsou sekretované do lumertesta a jsou aktivni v zasaditém pH (Gooding, 1972).

Pavodni pedstava, Ze traveni jézeno jedinym enzymem, ,hemoglobindzou”, byla
vyvracena. Traveni hostitelské krve jd.uicinus realizovano multienzymatickou kaskadou

cysteinovych a aspartatovych proteaz, které bypspay utiznych druli klistat (Tab. 1).
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Tab. 1. Seznam cysteinovych a aspartatovych protea®astnicich se traveni krve u

raznych druhi klistat.

Druh klist éte Proteaza Specifita Vyskyt Publikace
Longepsin | Cathepsin [ iBWvo, slinné zlazy Boldbsgct)z;r etal,
HT;T;E:)%T‘S“S Longipain | Cathepsin B Bivo Tsuiji et al., 2008
H1CPL-A | CathepsinL $evo Yamaji et al., 2009
HllLgm Legumain Sevo Alim et al., 2008
Rhipicephalus BmAP Cathepsin D Strevo Cruz et al., 2010
microplus BmCL1 Cathepsin L Bevo Cruz et al., 2010
IrCB Cathepsin B $evo Franta et al., 2010
Stievo, slinné zZlazy,
IrCL1 Cathepsin L vajetniky, Franta et al., 2011
Malpighiho trubice
Ixodes ricinus Strevo, slinné zlazy,
IrCC Cathepsin C vajeiniky, Franta et al., 2010
Malpighiho trubice
IrAE Legumain Gut Sojka et al., 200y
IrCD Cathepsin D Gut Sojka et al., 2008

V nasi laboratth jsme se dlouhod@bzan®fili na studium 5 majoritnich proteaz u
I. ricinus. cysteinové proteazy cathepsin B, L, C, asparagudykndopeptidaza (legumain) a
aspartatova proteaza cathepsin D (Sojka et al8)2@8 hemoglobinolyze (Obr. 3) dochazi
k postupné degradaci hemoglobinuép&nim hemoglobinovych tetranierna mensi
fragmenty. Hemoglobin je nejprvespen endoproteazami cathepsinem D a L (IrCD, IrCL) a
legumainem (IrAE) na velké fragmenty, z nich¥teré maji antimikrobialni aktivitu proti
Gram pozitivnim bakteriim (Fogaca et al., 1999).

Dalsi S&peni polypeptid na mensi peptidy probihd zejména diky endoprot&azo
aktivité cathepsinu B (IrCB). $peni na jednotlivé aminokyseliny uninii exopeptidazy,

zejména cathepsin C (IrCC) a cathepsin B.
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Obr. 3. Schéma degradace hemoglobinu ve ist& |. ricinus (upraveno podle Horn et al., 2009).
4_ Franta et al., 2018~ Franta et al., 2011 - Sojka et al., 2007.

Aspartatova proteaza IrCD

V travicim aparatu kligte I. ricinus byla popsana aspartatovd protedza IrCD z
klanu AA. IrCD je v buikach syntetizovan ve forrpreproproteinu, tj. prekurzor neaktivniho
proenzymu, ktery obsahuje signalni sekvenci praspart do travicich organel. Inaktivni
prekurzor enzymu, Pro-IrCD ~47 kDa je aktivovan &atalyticky v kyselém pH na aktivni
IrCD ~40 kDa (Sojka et al., 2012).

IrCD iniciuje spolén¢ s cysteinovymi proteazami IrCL a IrAE¢peNni hemoglobinu

na sekundarni fragmenty — polypeptidy (Horn et241Q9).

Cysteinova proteaza typu legumainu (IrAE)

Asparaginylova endopeptidaza IrAE identifikovand. uicinus pati do klanu CD,
rodiny C13 cysteinovych proteaz. IrAE se podili namarnim SEpeni hemoglobinu.
Proenzym IrAE odpovida ~47 kDa a aktivni IrAE ~3BDa (Sojka et al., 2007). Tento
enzym je aktivni v kyselém pH (pH optimum 5.5) daby rgj potvrzena Uzka specifita
Speni proteinovych substtatvylucné za asparaginem v P1 poloze (Sojka et al., 2007).
Sajid et al. (2003) ve své praci ukazal, Ze u nmadchistosoma mansoni probiha tzv. trans-
aktivace cathepsinu B Wipomnosti legumainu. Tato aktivace byla potvrzen@omoci
rekombinantniho IrAE z kli§te (Sojka et al., 2007).



Cysteinové proteazy typu papainu (IrCB, IrCL, IrCC)

U klistete 1. ricinus byly popséany 3 hlavi typy cysteinovych proteazutygapainu:
IrCL, IrCB, IrCC, které pat do klanu CA, rodiny C1 (Sojka et al., 2008, Fraettal., 2010).
Endoprotedza IrCL je aktivni v kyselém pH, jeji progm byl detekovan ve velikosti
~40 kDa a aktivni enzym o velikosti 28 kDa (Fraataal., 2011). IrCL se aktivnpodili na
pocateinim SEpeni hemoglobinu na velké fragmenty, a nasledngpegim na kratSi peptidy
(Horn et al., 2009).

IrCB ma jak endoprotedzovou tak exoprotedzovou (kamdtipeptidazovou) aktivitu.
Proenzym IrCB ma velikost ~36 kDa a aktivnhi enzym-33kDa (Sojka et al., 2008). IrCB
Stpi polypeptidy na menSi peptidy a naskedmdStpuje dipeptidy z C-konc vzniklych
fragmenti. Z hlediska mnoZstvi je IrCB nejvice zastoupenougdzou v celém travicim
systému (Horn et al., 2009).

IrCC je exopeptidaza, ktera od&Stje dipeptidy 2z N-konce pepfid
(dipeptidyldipeptidaza) vzniklychiphemoglobinolyze. Jeji proenzym ma velikost ~5Gakd
enzym ~35 kDa (Sojka et al., 2008)

1.6.Faze traveni krve

Sani krve kligttem I. ricinus ma po pichyceni na hostitele ¢kolik fazi. Bechem
prvnich 24-36 hodin probihd tzviipravna faze, kdy neni patrné aktivni traveni. witm
obdobi kli&¢ vpravuje hypostom do hostitele a upepe své pichycenim sekreci cementu
okolo rany (Coons et al., 1986). Nasleduje faze pénwasani, kdy dochazi k pozvolnému
nasavani krve a Ztsovani objemu kligte. Ziskana energie je vyuZitéepdevsim pro tvorbu
kutikuly, ktera se &kolikanasobs zvétSuje v pfibéhu sani. Bhem této periody jiz dochazi ke
kontinualnimu intracelularnimu traveni (Sonenshib®91). V posledni fazi sani dochazi
k prudkému z¥tSeni objemu hostitelské krve tzv. faze ,rapid eggment”, to je mozné
pouze u oplodknych samic, které v poslednich 1-2 dnech sawiSzvenormsg svij objem
(Sonenshine, 1991).

Po ukoreni sani a odpadnuti z hostitele dochéazi u sandal3{ fazi traveni, i
kterém je stravena krev vyuZita zejména pro produdd&ého mnoZzstvi vajek.

V prabéhu sani larev a nymf nedochazi k posledni fazilghat sani jako u samic. Po
pousEni z hostitele nastava faze traveni a tvorby eranginé k metamorféze na vysSsi instar

(larva —» nymfa, nymfa— dosglec).



2. Metodika

2.1.Sbér klistat

KliStatal. ricinus dvou vyvojovych stadii (nymfy, samice) byly naginy metodou
vlajkovani v okoli lesa za sidli§h Mé&j vCeskych Budjovicich. V pipadt nymfalniho
stadia kli&te I. ricinus byly nasbirany 2 sady: jarni sada 2010 a letnd 20d1. Teti sada
nymf pochéazela z laboratorniho chovu 2010/11 Ptagiického Gstavu BC AUR. Dosglé
samice pochazi ze &ti ve fech obdobich: podzim 2011, jaro 2012, léto 2012.

2.2.Strojeni mor¢at, odbér nasatych samic/nymf

Nymfy i dosglé samice saly na laboratornich @etech v pétu 25 samic/mare a
100 nymf/mote. Morata byla ped aplikaci intramuskulaénuspana injekci ifpravku
NARKETAN (Vetoquino) davkou 0,2 ml/mée. Ol vyvojova stadia byla umista do
tzv. klobowkid lokalizovanych na ifbetni ¢asti motat. Klobowek byl nasledé& zakryt
ochrannou skou. Kli&¥ata byla z marat odebirana v konkrétnich intervalech ulghu sani
a nasled# v plré nasatém stavu (tj. v den p&df) (Obr. 4). Nymfy i samice byly dale
odebirdny v pibéhu traveni az do faze metamorfézy (nymf§i) ovipozice (samice).

Jednotlivé intervaly a @ty jedindi jsou zaznamenany v tabulce 2 a 3.

A UF

B L
Q,* - 4
:. *9 *
1d » 2d *
o
Yo o
*% * o
3d . 4d b

Obr. 4. Velikost samic a nymf v jednotlivych intenalech odkEru. A — samice (UF — nenasaté samice, 2d-6d —
dny sani, FF — plhnasaté samice). B — nymfy na milimetrovém papid:+4d — dny sani). Snimky: Jan Erhart,

Parazitologicky Ustav, Biologické centrum AR.



Tab. 2. Pdet samic odebranych pro jednotlivé intervaly u ¥i sledovanych skupin.

UF S FF T

Dny odebrani| 0 2 |4 16| 8 |13 |19 |25

Podzim 2011 | 11 | 9 9| 9| 8 9 9 9

Jaro 2012 12| 12| 9| 9| 10| 10, 10 ¢

Léto 2012 8 8 | 8| 8 9 7 7|7

UF — nenasaté samice, S — doba sani, FF & masaté samice, T — doba trdveni mimo hostitédel pazi
ovipozice.

Tab. 3. Pdet nymf odebranych pro jednotlivé intervaly u i sledovanych skupin.

UF S P T

Dny odebréani O |1|2|3|4|5/|13/19|25]|32

Jarni sada 2010 25| 25| 25| 25 20 20| 15| 15| 15 15

Laboratorni sada 2010| 25 | 25| 25| 25 25 25| 20| 15| 15 2d@

Letni sada 2011 25| 25| 25| 25 20 20| 20| 20| 15 15

UF - nenasaté nymfy, S — doba sani, P ¢ plmsaté nymfy v obdobi potst se z hostitele, T — traveni a
metamorfoza.

2.3. Pitvani stirevni tkané dospélych samic klis€te I. ricinus

Strevni tka samic byla vypitvana pod binokularnim stereomikopem (Stemi DV4,
Zeiss) v jednotlivycitasovych intervalech.iPpréaci byl kladen d@raz na neporuseniist/niho
epitelu, aby nedoslo ke ztégproteini obsazenych veigtvnich buikach. Tké& byla promyta
v 500 pl 1x PBS a zbavena tak nadbgtehostitelské krve. Vypitvané tk&byly uloZzeny v -
80°C dodoby jejich homogenizace.

2.4. Homogenizace tkani, piprava vzorku
Strevni tkak samic z jednotlivych intervalbyly smichany s 300 pl led®studeného
extrakeniho pufru (0,1 M octan sodny, pH 5.0) v 1,5 ml roikumavce. Naslednbyly
v8echny vzorky homogenizovany plastovym homogeaizat a zmrazeny porenim do
kapalného dusiku. Tento proces hijkrat opakovan. Poté byly vSechny vzorky dapin
10



extrakenim pufrem na vysledny objem 1000 pul,¥pact celoglovych homogendtnymf 700

pl. V tétocéasti bylo u vSech vzotkodebrano 100 pl vzorku pro elektroforetickou amalg
Western blot (viz nize). Do zbyléhoretniho extraktu byl fidan vodny roztok detergentu
CHAPS - (3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-lepanesulfonate) na vyslednou
koncentraci 1% (w/v). Vzorky byly naslegininkubovany v termomixéru Eppendorf
(1400 rpm, #C, 30 min) a stéeny v gedchlazené centrifuze Multifuge 3 (Hereaus)
(16000 g, #C, 10 min). Supernatant byl rozpipetovan do 50likvata a vzorky byly
uchovany v -80C, dokud nebyly pouzity pro &feni aktivit.

2.5. Detekce relativnich aktivit travicich protedz v hanogenétech

Relativni aktivita jednotlivych cysteinovych protedzvSech vzork byla stanovena
pomoci specifickych fluoresceémich substrdt na bézi aminomethylcoumarinu (AMC).
Aktivita aspartatové proteazy (IrCD) byla stanove@amenoci FRET (fluorescence resonance
energy transfer) substratu. Nezadouci vedlejSviakitathepsinu B pap vSech cysteinovych
protedz byly potleeny pomoci specifickych inhibitor(Tab. 4). Pro kazdou proteazu byl
piipraven rea&ni pufr, jehoz pH je optimalni pro kazdy detekovaeyzym (Tab. 4)
(Horn et al., 2009, Franta et al., 2010).

Tab. 4. Reakéni pufry, substraty a inhibitory pro jednotlivé enzymy

5 Inhibitor
Enzym Reakéni pufr pH Substrat (vysledna
(vyslednéa koncentrace)
koncentrace)
0,2 M NaHPQO, + a
IrCB 2.5 mM DTT* + 1 M EDTA 5.5 | Z-Arg-Arg-AMC (5uM)
0,05 M kys. citronova + CA-074
’ 4, Z-Phe-Arg-AM M) &
"CL 1 0.1 M NaHPO, + 0.1 M Nacl | #© e-Arg-AMC (3M) (2,5uM) °©
0,1 M NaHPQO, + a
CC | 5 025 M NaCl + 2,5 mM DTT | >° | CIV-ATG-AMC (40uM)
IFAE 0,05 M Kkys. citronova + 4.0 Z-Ala-Ala-Asn-AMC CA-074
0,1 M NakPQ, + 0,1 M NaCl ' (10um) @ (2,5uM) ©
IrCD 0,05 M kys. citronova + 55 Abz-Lys-Pro-Ala-Glu-Phe- | E-64
0,1 M NaHPQ, + 0,1 M NaCl | =~ | Nph-Ala-Leu (32uM) ° (5 uM) ¢

a_ AMC substraty (Bachem,— substrat syntetizovany a poskytnuty labafabs. MareSe (JOCHAB, Praha),
¢ — specificky inhibitor IrCB (Sigma-Aldrichf, — inhibitor cysteinovych prote4z papainového t{#GB, IrCC,
IrCL) od firmy Sigma, * - dithiothreitol (Thermo &mtific).
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V prabé¢hu pipravy reakce byly vzorky udrzovany na ledu, aby @edeslo
samovolnému rozkladu enzymu v extraktechéidni bylo provedeno v mikrodestovém
fluorimetru Infinite 200M (TECAN) s dvojitym monocbméatorem Wernych 96-jamkovych
mikrodestékdch (Nunc). Podminky detekce fluorescence u sathstra bazi AMC a u

substratu pro IrCD jsou uvedeny v tabulce 5.

Tab. 5. Pipetovaci schéma a podminky pro &ifteni aktivit travicich proteaz

Enzym Pipetovaci schéma Excitace/Emise
IrCB, IrCL, IrAE 20 pl vzorku + 80 pl AB + 100 pl 360/465

IrCC 20 pl vzorku + 60 ul AB + 20 ul S 360/465

IrCD 20 pl vzorku + 60 ul AB + 20 ul S 330/425

AB — reakni pufr, S — substratovy roztok (2x resp. 5x kot®rany substrat v reakim pufru).

Pro jednotlivé extrakty z cekdovych homogendt nymf a stevnich homogenat
samic bylo provedeno oriesta neieni relativnich aktivit vSech sledovanych eniym
Redni, ve kterém bylo na#ieno ~1500 relativnich fluoresasrich jednotek za minutu
(RFU/1 min) bylo pouZito jako vychozédni pro néeni triplikdt (pro giklad viz Tab. 6),
jejichz ptaimérné hodnoty RFU/1 min bylyippaiteny na RFU/1 min/gvo u samic a u nymf
byl prepaet stanoven pro get RFU/1 min/nymfu.

Tab. 6. Typick& vychozifedéni homogenat strevnich tkani samic z podzimu 2011 pro 6.

den sani a pl& nasaté samice.

Enzym

Dny IrCB IrCL IrCC IrCD IrAE

6d (8,1sfev) | 80x 40x 600x 20x 4x

FF (7,2 stev)' | 80x 20x 400x 40x 10x

& — Paet stev po korekci ngast pouzitou pro gfeni aktivit (po odebrani vzorku pro elektroforézu).

2.6. SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (SDS-PBE) a Western blot

Roztoky pro SDS elektroforézu a Western blot jsopspoy vtab. 7. Vzorky
homogenizovanych tkani samic a cé&lavych extraki nymf byly pro SDS-PAGEedny ve
vzorkovém redukujicim pufru. Pro elektroforézu bplauzita jednotka Mighty Small 250
(Hoefer). Elektroforéza probihala v polyakrylamidav gradientovém gelu (5-17,5 %)

12



v pritomnosti elektroforetického pufru ve stejnasneém elektrickém poli nejprve
100 V/10 min, nasledn 200 V. Poté byly gely pouzity protgnos proteih na PVDF
(polyvinylidenfluorid) membranu (Immobilon) nebo lipyobarveny barvicim roztokem a
nasled® promyty odbarvovacim roztokem pro zist spravnéhdedini vzorki jednotlivych
homogenat pouzitych pro Western blot.

Pro genos na PVDF membranu, ktera byfadg blotovanim pori@na do metanolu,
byl vytvoren sendwi pro Western blot. Proteiny byly naslédnliotovany 1,5 h v konstantnim
elektrickém poli 150 mA v blotovaci jednotce Seribsansphor (Hoefer). Poté byk&st
membrany s LMW markerem obarvena v barvicim roztoku nasledé odbarvena
odbarvovacim roztokem. Membrany pro imunodetekdy byyh pondeny v blokovacim
pufru. Nasledd byla membrana inkubovana 2 h v primérni protilatcg#ediné 1:50
v blokovacim pufru. Priméarni protilatky proti rekbmantnim proteiaim (IrCB, L, D a IrAE)
byly diive gripraveny v naSi laboratio Pro odstraéni nenavazanych primarnich protilatek
byla membrana 5 x promyta v PBS Tween po 5 min.é2esbyla membrana inkubovana 1 h
v sekundarni protilatce konjugované ismovou peroxidazou (SwWAR/Px, Sevac, Praha)
fedkné 1:2000 v PBS Tween. Pro odmyti nenavazanych dékoith protilatek byla
membrana ofi 5x promyta v PBS Tween po 5 min. Proteiny detek@v specifickymi
protilatkami byly v gitomnosti substratového roztoku obarverid@nim 30 % HO,, ktery
reakci s peroxiddzou barvi DAB (3-3'diaminobenzidindo hréda. Tato reakce byla

zastavena promytim membrany v destilované&yvod

Tab. 7. Roztoky pro SDS-PAGE a Western blot

Slozeni

0,75 M Tris/HCI, pH 6.8,5 % SDS, 50% (v/v) glycerol

Vel e LSy 32 mM DTT, 0,25 % (w/v) bromfenolova mibd

Elektroforeticky pufr 25 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1 % SDS

0,05 % Coomassie Briliant Blue R-250, 50 % (v/v)}anel,

Barvici roztok 10 % (v/v) kys. octova

Odbarvovaci roztok 25 % (v/v) metanol, 10 % (v/v) kys. octova
Blotovaci pufr 0,125 M Tris, 0,96 M glycin, 20 % metanol, 0,1 %\WSDS
Proteinovy marker (LMW) LMW Electrophoresis Calibration Kit (Amersham)
PBS Tween 1x PBS, 0,05 % (v/v) Tween 20
Blokovaci roztok 5 % (w/v) suSené mléko, 1x PBS, 0,05 % (v/v) Tween

100 mM Tris-HCI pH 7.5 sifdanym HO, (100 ul/100 ml) a

Substratovy roztok DAB (50 pg/100 mi)

13



3. Vysledky

3.1. Dynamika aktivit a detekce proteinovych hladin trévicich proteaz u dosglych
samicl. ricinus

Stanoveni hodnot aktivit 5 majoritnich travicichoi@az (cathepsin B, L, C, D a
legumain) bylo provedeno u dagdgpch samicl. ricinus. Byly méteny # skupiny samic
sebranych vef¢ch r@&nich obdobich (podzim 2011, jaro 2012, 1éto 20Mteni probihalo
v tkatovych extraktech #&v. Profily jednotlivych proteaz byly stanoveny pmerh
specifickych fluorescemich substrdit a za pitomnosti inhibitoé (vyjma IrCB, IrCC). Tyto
vysledky byly potvrzeny imunodetekci metodou Waestblot s vyjimkou IrCC pro ktery

nejsou v sotasné dob dostupné kvalitni protilatky.

3.1.1. Dynamicky profil aktivity Cathepsinu B

Aktivita cathepsinu B u nenasatych samic a samicishj2 dny na hostiteli je nulova
(Obr. 5). V nasledujicich fazich sani exponen¢idmrista az na hodnotu svého maxima u
plné nasatych samic. Podzimni sada 2011 zachovéstaktivit i v obdobi po odpadnuti
z hostitele a svého maxima dosahuje az v5 dnietidimimo hostitele. VSechnyit
pozorované sady maji podobnyip¢h snizovani aktivity hem traveni mimo hostitele, tyto

hodnoty se snizuji na 10 % z maxima v obdédint pred kladenim vagiek.
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Obr. 5. Profil aktivit IrCB ve st Fevnich extraktech samicl. ricinus v prabéhu sani a metamorfézy u i
skupin samic z fiznych roénich obdobi.S — sani, P — péhnaséaté samice po odpadnuti z hostitele, T — obdobi

traveni mimo hostitele a'ed ovipozici.

3.1.2. Detekce IrCB metodou Western blot

Detekci travicich proteaz metodou Western blotyfgnkou IrCC) byla provedena po
ovéreni spravnéheedni stevnich homogenatpomoci SDS-PAGE elektroforézy. Na SDS-
PAGE a nasledné imunodetekce proteinovych hladlg pguZzity homogenaty z podzimni

sady samic 2011 (Obr. 6). Bylo pouzited*ni homogendi které odpovidd mnozstvi

0,13 steva na jamku.
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Obr. 6. SDS-PAGE kontrolafedéni vybranych sttevnich homogenat samicl. ricinus. M — LMW marker,
6d — 6. den sani, FF — plmasaté samice, 5dPP, 11dPP, 17dPP — dny p&npsstz hostiteleRedni extrakfi
odpovida 0,13#tva/jamka

Proteinova hladina IrCB (Obr. 7) je u nenasatychisamlova. Ve 2. dni sani je skab
detekovan protein, ktery odpovida velikosti akthamilrCB. V pfibéhu sani (4. den sani —
plné nasaté samice) je viditelna vysokd koncentraceB InCpodolg dvojitého bandu
s velikosti ~31 a 33 kDa, kteréepm¢ odpovidaji déma aktivnim formam IrCB1 a IrCB2.
V obdobi traveni krve mimo hostitele se tyto hlgdsnizuji. Posledni denig@d ovipozici
nebyl protein pomoci specifickych protilatek detedo. V dok od 6. dne séni az do 5. dne
po pusEni z hostitele byl pozorovan protein o velikosti38 kDa, ktery byl popsan jako
neaktivni proenzym IrCB (Sojka et al., 2008).
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Obr. 7. Western Blot IrCB v priibéhu séani a traveni samic podzimni sady 201Redéni vzorkia odpovida
0,13 stevaljamka. M — LMW marker, UF — nenasaté samice, 2d, 4d, %Y,-6dny sani, FF — pfnaséaté
samice, 5dPP, 11dPP, 17dPP ¢qtalni po pu$ni z hostitele, pro-IrCB — proenzym IrCB.
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3.1.3. Dynamicky profil aktivity Cathepsinu L
Profil aktivity IrCL v ¢ase (Obr. 8) uit pozorovanych skupin samic stoupé z nulovych
hodnot od 2. dne séni az do 6. dne sani. V dat$iséni dochézi k postupnému poklesu

aktivity IrCL, ktera se v 5. dni po pusii z hostitele blizi k téait nulovym hodnotdm (v grafu

13. den). Od tohoto okamziku az do ovipozice dochkazamstu relativnich aktivit az do

hodnot maxima, které dvojnasabprevysuje nejvyssi hodnoty dosazerédm sani (6. den).
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Obr. 8. Profil aktivit IrCL ve st fevnich extraktech samicl. ricinus v priibéhu sani a metamorfézy u ¥i

skupin samic z fiznych roénich obdobi.S — séni, P — pthnasaté samice po odpadnuti z hostitele, T — obdobi

traveni mimo hostitele a@d ovipozici.

3.1.4. Detekce IrCL metodou Western blot

Detekci IrCL pomoci specifickych protilatek protikaenbinantnimu IrCL metodou
Western blot (Obr. 9) byly rozeznanyd&dvelikosti proteirii. Protein o velikosti ~38 kDa je
neaktivni proenzym IrCL. Detekovany protein o veditiopriblizné 28-32 kDa odpovida
aktivni forme IrCL (Franta et al., 2011).fRomnost aktivniho proteinu je pozorovatelna od 4.
dne sani az do vykladeni vagk. Ackoli se zda byt aktivni IrCL detekovan u plnasatych

samic i samic 5. den po pust z hostitele, jeho aktivita nebyla &chto ¢asech prokazéana.
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Neaktivni forma IrCL je pozorovana také aZ od 4e dani, v pib¢hu traveni mimo hostitele

ale tohoto proteinu ubyva.
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Obr. 9. Western Blot IrCL v prib&hu sani a traveni samic podzimni sady 201Redsni vzorki odpovida
0,13steva/jamkaM — LMW marker, UF — nenasaté samice, 2d, 4d, 8d; @iny sani, FF — ptrnaséaté samice,
5dPP, 11dPP, 17dPP —¢ebdni po pughi z hostitele, pro-IrCL — proenzym IrCL.

3.1.5. Dynamicky profil aktivity Cathepsinu C

Relativni aktivita IrCC je nulova az do 2. dne sanibrfO10) Nasleduje jeji
exponencialnitst az do stadia pthnasatych samic. V 5. dni po pésit z hostitele dochazi
k prudkému poklesu relativnich aktivit IrCC o &ntri ¢tvrtiny oproti plre nasatym samicim.
V dalSich dnech traveniigd ovipozici dochézi k mirnému Batu IrCC do polovinich

hodnot oproti nagFrenému maximu.
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Obr. 10. Profil aktivit IrCC ve st Fevnich extraktech samid. ricinus v pribéhu sani a metamorfézy u ki
skupin samic z fiznych roénich obdobi.S — sani, P — péhnasaté samice po odpadnuti z hostitele, T — obdobi

traveni mimo hostitele a@d ovipozici.

3.1.6. Dynamicky profil aktivity Cathepsinu D
Dynamika aktivity IrCD byla réfena pouze na dvou sadach samic (Iéto 2011, podzim

2011), nebd bylo k dispozici malé mnozZstvi specifického flusrzergniho substratu.
Ke zvySovani relativni aktivity IrCD dochazi u obpozorovanych skupin od 2. dne sani do
plné nasatych samic (Obr. 11). Podzimni sada dosaboj tlvojnasobného maxima oproti
letni sad. V prab&éhu traveni mimo hostitele dochézi k mirnému poklaktivit IrCD, které
setrvavaji az do obdobi ovipozice na potovch hodnotach z natfeného maxima u ptn

nasatych samic.
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Obr. 11. Profil aktivit IrCD ve st Fevnich extraktech samid. ricinus v pribéhu sani a metamorfézy u ki

skupin samic z fiznych roénich obdobi.S — sani, P — péhnasaté samice po odpadnuti z hostitele, T — obdobi

traveni mimo hostitele a'ed ovipozici.

3.1.7. Detekce IrCD metodou Western blot

Protilatky proti IrCD rozeznaly dkolik proteini (Obr. 12). Metodou RNAIi bylo
potvrzeno, Ze band specificky pro aktivni IrCD odjddv velikosti 40 kDa (Sojka et al.,
2012). IrCD byl detekovan pomoci imunoblotingu pouzeamic z 5. dne sani az do §In

nasatych samic.
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Obr. 12. Western Blot cathepsinu D v piibéhu sani a traveni samic podzimni sady 201Redni vzorki
odpovida 0,13 geva/jamka.M — LMW marker, UF — nenaséaté samice, 2d, 4d, 5l,-&lny sani, FF — pin
naséaté samice, 5dPP, 11dPP, 17dPRetmimi po pushi z hostitele. Sipka ukazuje na velikost bandivakio
IrCD.

3.1.8. Dynamicky profil aktivity lequmainu

Asparaginyl-endopeptidazova aktivita (Obr. 13)i&té od 2. dne sani do 5. dne sani u
v8ech sledovanych skupin. V obdobi mezi 5. dneni aguire nasatymi samicemi dochazi
k prudkému poklesu aktivity, ktera v@ku traveni mimo hostitele &pnarista a az do
obdobi ovipozice udrzuje IrAE svou aktivitu na pbdé hladig odpovidajici giblizn¢ jedné

tretiné maximalni naréfrené aktivity.
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Obr. 13. Profil aktivit IrAE ve st Fevnich extraktech samid. ricinus v pribéhu sani a metamorfézy u i
skupin samic z fiznych roénich obdobi.S — sani, P — péhnaséaté samice po odpadnuti z hostitele, T — obdobi

traveni mimo hostitele a@d ovipozici.

3.1.9. Detekce IrAE metodou Western blot

Protilatky proti IrAE detekovaly jeden protein vlabti ~38-40 kDa odpovidajici
aktivni formg IrAE. Druhy protein o velikosti ~25 kDa, ktery sbjevil pouze u 6. dne sani,
nedokazeme vystlit (Obr. 14). Proteinova hladina IrAE je detektslad u samic ve 2. a 4.

dni sani a déle pak u gnnasatych samic. Slab4 detekce aktivni formy IrAf@ab

zaznamenana i v obdobi traveni mimo hostitelehdater u 5. dne po pu&hi.
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Obr. 14. Western Blot legumainu v piibéhu sani a traveni samic podzimni sady 201Redsni vzorki
odpovida 0,13 #tva/jamka. M — LMW marker, UF — nenasaté samice,42d 5d, 6d, - dny sani, FF — pin
naséaté samice, 5dPP, 11dPP, 17dPP¢etpini po pugni z hostitele. Sipka ukazuje na velikost aktivorinfy
IrAE.

3.2. Dynamika aktivit a detekce proteinovych hladin trévicich protedz u nymfalniho
stadia klistéte I. ricinus

Byla stanovena hodnota aktivit travicich enzyfoathepsin B,L,C a asparaginylova
endopeptidaza - legumain) vipghu sani a metamorfézy nymfalniho stadia Et&t. ricinus.
M¢teni probihalo utt raiznych skupin #zného fivodu (jarni sada 2010, laboratorni sada
2010, letni sada 2011).d#ni probihalo v celétovych homogenétech a profily jednotlivych
proteaz byly stanoveny pomoci specifickych fluoezgoich substrdi, pog. za gFitomnosti
inhibitora (IrCL, IrAE, IrCD). V pipact IrCB a IrCL byly proteinové hladiny potvrzeny

imunodetekci metodou Western blot.

3.2.1. Dynamicky profil aktivity Cathepsinu B

Relativni aktivity IrCB v jednotlivych vzorcich z céétovych homogendtnymf byly
stanoveny rérenim hydrolytické aktivity IrCB zaiftomnosti specifického fluoresa@riho
substratu Z-Arg-Arg-AMC (5uM) (Tab. 8). Absolutgiselné hodnoty mezi sledovanymi
skupinami nymf byly zn&n¢ nehomogenni. ProretelrsjSi grafické vyjadeni dynamického
trendu byly aktivity IrCB vyjaéeny relativié v procentech vztazenych k nejvyg$selne
hodnot (100 %) nardené u jednotlivych sad nymf (Obr. 15).

23



Tab. 8. Ciselné hodnoty aktivit IrCB v relativnich fluorescerénich jednotkach za

1 minutu vztazené na 1 nymfu (RFU/min/nymfa).

Sani P Traveni a metamorféza
Dny 0 1 2 3 4 5 12 19 25 32

Jarni sada 2010| 27 122 | 464| 25591045| nd | 1781] 1499| 2952| 781

Lab. sada 2010, 1 41 | 332| 1199 345 | 951| 1117 1181| 930 | 827

Letni sada 2011| O nd 31 | 374 779 300 251®@093| nd | 1081

P — nymfy po odpadnuti z hostitele, nd — vzorkgr&mnebyly stanoveny.

Cathepsin B

—@— Jarni sada 2010 %
—w— Laboratorni sada 2010 %
—B— Letni sada 2011 %

RFU/min/nymfa [%]

0 1 2 3 4 5 10 20 30

Obr. 15. Profil aktivit IrCB v celot élovych homogenatech nymi. ricinus v priabéhu sani a metamorfozy.
S — sani, P — nymfy po odpadnuti z hostitele, Maveni a metamorféza. Relativni aktivity IrCB jspto

ptehledné porovnani udany v procentech, tj. nejMy8dhota aktivity u jednotlivych sad je rovna 100%.

Nenaséaté nymfy vSech skupin vykazuji #mulové hodnoty aktivity IrCB (Obr. 15).
Mezi 1. a 3. dnem dochazi k exponencialnimuastér aktivit IrCB. Teti den dosahuji
aktivity maximalnich zaznamenanych hodnot. U letady vzista proteolyticka aktivita v
pribéhu sani podstaémért nez u jarni a laboratorni sady. U imasatych nymf, které se v
rozmezi 4. a 5. dne pousti hostitele, dochazi kévet Ubytku aktivit IrCB. Bhem

nasledujicich 3 tydh tj. v obdobi traveni a metamorfézy, dochazi kopnému néistu
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aktivit dosahujicich podobnych hodnot jako ve 3.i &idni. Poslednich 5 dniiqu

metamorfézou dochazi k Gtlumu aktivity IrCB az o 80%.

3.2.2. Detekce IrCB metodou Western blot

Pro spravn&edni celotlovych extrakti byly jednotlivé vzorky z jarni sady nymf
ovéreny pomoci SDS-PAGE (Obr. 16). Tasdni (0,1 nymfy/jamka) bylo nasledmpouzito
pro imunodetekci IrCB (Obr. 17) a IrCL pomoci Westblotu, u kterého byly pouzity stejné
homogenaty jako u SDS-PAGE.

S Mm.
M 0 1 2 3 4 12 19 25

- - - .-
«Da Obr. 16. SDS-PAGE kontrola redéni
9% |- 7 S - celotlovych homogenai nymf I. ricinus
67 |- - e — ' ! F zjarni sady 2010.M — LMW marker, S —
) sani (0-4 dny), Mm. — doba traveni mimo

3 |- - -

’ hostitele a metamorféza (12, 19, 25 — dny).
30 |- dten . - . -— Redkni extrakfi odpovida 0,1 nymf/jamka
201 |- -
e

Pomoci specifickych protilatek proti cathepsinu Blabyletekovana proteinova
hladina IrCB v celatiovych homogenatech jarni sady nymf 2010 (Obr. PTtilatky proti
rekombinantnimu IrCB detekovaly protein o velikostibpzné 38 kDa, ktery odpovida
neaktivni pro-form IrCB. Dvojity band o velikosti 31 a 33 kDa odpovidazoformam
aktivniho cathepsinu B (IrCB 1,2). Vysledek Westemtilkoreluje s hodnotami naené
fluorescence. Jedinou vyjimkou je nulova aktivit€B nangfenda u nenasatych nymf, u
kterych byl pomoci Western blotu detekovan proteirvelikosti ~33 kDa odpovidajici
aktivni forme IrCB (Sojka et al., 2008).
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Obr. 17. Western Blot cathepsinu B v pébéhu sani a metamorfozy nymf.Redni vzorki odpovida
0,1 nymf/jamka. M — LMW marker, S (0-4) — sani (Jnyim. (12,19,25) — doba traveni mimo hostitele a

metamorfoza (dny), pro-IrCB — neaktivni pro-form@m.

3.2.3. Dynamicky profil aktivity Cathepsinu L

Proteazova aktivita cathepsinu L byla stanovenafritompnosti fluorescemiho
substratu Z-Phe-Arg-AMC (5uM) a inhibitoru CA-0745@M) potla&ujiciho aktivitu IrCB.
Ciselné hodnoty (Tab. 9) byly st&jjako u IrCB gepaiteny na procentualni (Obr. 18).

Tab. 9. Ciselné hodnoty aktivit IrCL v relativnich fluorescenénich jednotkach za

1 minutu vztaZzené na 1 nymfu (RFU/min/nymfa).

Sani P Traveni a metamorf6za
Dny 0 1 2 3 4 5 | 12 | 19 | 25 | 32
Jarni sada 2010| 167 | 337 | 389| 1067 69 nd 17 54| 111 83
Lab. sada 2010!| 1 44 335| 487 13 3 41 11 8¢ 93
Letni sada 2011| 1 nd 6 70 36 1 8 22 nd 25

P — nymfy po odpadnuti z hostitele, nd — vzorkgré&mebyly stanoveny.
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Obr. 18. Profil aktivit IrCL v celot élovych homogenatech nymt. ricinus v priabéhu sani a metamorfozy.
S — sani, P — nymfy po odpadnuti z hostitele., Moba traveni mimo hostitele a metamorféza. Relativn
aktivity IrCL jsou pro pehledné porovnani udany v procentech, tj. nejvy8dhota aktivity u jednotlivych sad

je rovna 100%.

Nulové hodnoty fluorescence IrCL n&fané u nenasatych nymf se vyrazvysuji
v prabéhu 1.-3. dne séani. Na rozdil od IrCB, aktivita IrClpla¢ nasatych nymf klesa na
arovear nenasatych nymf. &iem traveni mimo hostitele se hodnoty g#smych aktivit
mirné zvySuji. V poslednim stadiure¢d metamorfézou v doslee odpovidaji hodnoty
relativni aktivity IrCL 30-40% maximalnich hodna@@meéna trendu aktivity IrCL ase u
letni sady je shodna s jarni a laboratorni sadige]né hodnoty (Tab. 9) jsou akedow 10-

krat nizSi nez u zbyvajicich dvou sad.

3.2.4. Detekce IrCL metodou Western blot
Proteinova hladina IrCL byla detekovana pomoci dppégich protilatek proti
rekombinantnimu IrCL (Obr. 19) metodou Western blBtotilatky rozeznaly 3uzné

proteiny. Protein o velikosti zhruba ~60 kDa zatfreumime identifikovat. Nze jit o

krosreaktivitu s tzv. ,dlouhym cathepsineml.zicinus, jehoZz molekulova hmotnost zhruba

odpovida pozorované velikosti. (Franta, osobnilesd). Protein o velikosti ~38 kDa je
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neaktivni proenzym IrCL. Protein o velikostiilizné 2€-32 kDa odpovida aktivni forér
IrCL (Franta et al., 2011

S Mm.
M 0 1 2 3 4 12 19 25

kDa

94 |- @l
67 = " < r?
43 |-

30 |-

<= pro-IrCL

<= [rCL
20.1 |-
144 |-

Obr. 19. Wegern blot cathepsinu L vpribéhu sani a metamorfézy nymf.Redéni vzorki odpovida
0,1nymf/jamka. M — LMW marker, S (0-4) sani (dny), Mm. (12,19,2% dobra traveni mimo hostitele
metamorféza (dny). ProuZek ozeay otazniken—neznamy protein, p-IrCL — neaktivni proenzym IrCl

3.2.5. Dynamicky profil aktivity Cathepsinu

Exoproteazov aktivita cathepsinu C (Tab10) byla mgiena v pitomnosti
specifického fluoresce€niho substratu ly-Arg-AMC (40uM). Absolutni ¢iselné hodnot
byly jako vpiipact IrCB a IrCL relativré vztazeny na nejvysSi hodnot jednotlivych

sadach \procentech (Obr. ).

Tab. 10 Ciselné hodnoty aktivit IrCC v relativnich fluorescenénich jednotkach za

1 minutu vztaZzené na 1 nymfu (RFU/min/nymf).

Sani P Traveni a metamorféza

Dny 1 2 3 4 5 12 | 19 | 25 | 32

Jarni sada 201! 8 55 | 23¢: 1 nd 58 | 14t | 367 | 166

® |~ O

Lab. sada 201 12 101 | 24t | 33 30 64 | 84 72 69

Letni sada 201. 1 nd 35 | 88 | 160 | 72 88 | 96 nd 79

P —nymfy po odpadnuti hostitele, nd vzorky, které nebyly stanover
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Dny
Obr. 20. Profil aktivit IrCC v celot élovych homogenatech nymf. ricinus v priibéhu sani a metamorfozy.
S — sani, P — nymfy po odpadnuti z hostitele, Mobadtraveni mimo hostitele a metamorféza. Relativni
aktivity IrCC jsou pro pehledné porovnéni udany v procentech, tj. nejvyddhota aktivity u jednotlivych sad

je rovna 100%.

Méeiené hodnoty aktivit IrCC v homogenatech nymf bylyiceelnizké (na hranici
limitu detekce) a pro jejich ziskani bylo nutné piduninimalnifedini vychozich vzork.
Presto bylo moZné pozorovat vyznamné zvySeniabdiu 1.-3. dne sani kdy dosahuji svého
maxima. U pl& nasatych nymf je viditelny pokles, jarni a laboraf sada klesa o > 90%,
letni sada o 50%. V fibehu traveni mimo hostitele a nasledné metamorfozghéoi
k udrZzovani hladiny enzymatické aktivity na 50% aximalnich hodnot, u jarni sady nymf
vzrista aktivita v 2. tydnu po odpadnuti z hostitelemeximalni hodnoty, nasledrklesa az

0 60%.

Pro IrCC nebyl proveden Western blot, neélsmposud nebyly fipraveny kvalitni

primarni protilatky proti rekombinantnimu proteinCC.
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3.2.6. Profil relativni aktivity asparaginylové endopeiny - legumain

Asparaginyl-endopeptidazova aktivita (Tab. 11) bglaizre meéfitelna, na hranici
detekniho limitu fluorimetru (v pitomnosti specifického fluoresc&riho substratu Z-Ala-
Ala-Asn-AMC (10 uM) a inhibitoru CA-074 (2,5 pM).i€stoZze mohla byt data zatizena
chybou, byl u vSechéch sledovanych sad pozorovatelny velmi podobmgdt{®br. 21).

Tab. 11.Ciselné hodnoty fluorescence IrAE naréiené fluorimetrem TECAN vztazené

na relativni fluorescertni jednotky za 1 minutu pro 1 nymfu

Sani P Traveni a metamorféza

Dny

2 3 4 5 12 19 25 32
Jarni sada 2010 7 33 14 nd 17 54 111 83

=
PP

Lab. sada 2010 12 26 6 5 13 28 37 ST

Letni sada 2011| 1 nd 1 3 1 10 19 66 nd 23

P — nymfy po odpadnuti z hostitele, nd — vzorkgr&mebyly stanoveny.

Legumain

S [ p | M

100 —@— Jamni sada 2010 %
—w— Laboratorni sada 2010 %
—@— Letni sada 2011 %

80 -

60 -

RFU/min/nymfa [%]

Obr. 21. Profil aktivit legumainu (IrAE) v celot élovych homogenatech nymil. ricinus v pribéhu sani a
metamorfozy. S — sani, P — nymfy po odpadnuti z hostitele, Mobadtraveni mimo hostitele a metamorféza.
Relativni aktivity IrAE jsou pro fehledné porovnani udany v procentech, tj. nejvi&inota aktivity u
jednotlivych sad je rovna 100%.
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Procentualni vyhodnoceni (Obr. 21) ukazuje na odligend oprotiiiem gedchozim
cathepsiim. Nenasaté nymfy nemaji Zadnou proteolytickowiltirAE, ta roste mezi 1. a
3. dnem sani, nedosahuje vSak svého maxima. &nalsatych jedincje znatelny pokles a
vyrazného #stu dosahuji aktivity az v pbeéhu traveni mimo hostitele. OdliSné gy dni
v prab¢hu traveni, kdy IrAE dosahuje maxima, se&iwkoumanych sad liSi &tyti dny, coz
je pravétpodobr zpisobeno jiz zmignou chybou v detekovatelnosii casovym posunem

pii odbhu nymf z hostitele.
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4. Diskuze

Dosavadni studium mechanismu traveni hemoglobihosttelské krve u kliste
Ixodes ricinus a studium enzyi které se tohoto proceswastni, bylo v nasi laboraio
zaméieno na dote definovanou fazi sani samic - tedy 6. den. V tétm, €sné pied
zaatkem tzv. ,rapid engorgement” faze, jsou ze san@fsnaze ziskatelnéisvni tkar
s mnoZstvim date vyvinutych travicich buik. S timto materialem byla ziskané&t8ina dat
publikovanych o travici kaskdd jednotlivych enzymech (Sojka et al., 2007; Sogtaal.,
2008; Horn et al., 2009). \d¢hto pracich vSak nebyla obj&sa dynamika aktivit
jednotlivych travicich enzyiv praibéhu sani.

V nasi laboratti jsme nedavno popsali dynamiku celkové hemogldiino i
jednotlivych travicich enzytn (IrCB, L, C, D a IrAE) v piibéhu s&ni samic aZz do doby
odpadnuti z hostitele. V této praci byl prokadzapamencialni ndrst aktivit jednotlivych
protedz v pikbéhu sani, ktery korespondoval s istem exprese gérkodujicich jednotlivé
protedzy (Franta et al., 2010). Ve své praci jsetvrdila dynamické profily jednotlivych
proteaz v pibéhu sani samid. ricinus a dale jsem popsala dynamickyilpth vSech
sledovanych enzyfinu samic v obdobi traveni mimo hostitelgegh ndslednou ovipozici.
Studie byla dale roz&na o sledovani dynamickych préfiaktivit (IrCB, L, C a IrAE)
u nymfalniho stadia klite a to jak Bhem sani na hostiteli, tak v obdobi traveni jinmi
hostitele az do doby metamorfézy v désp.

Nenaséaté samice a samice uhghu prvnich dvou din sani nevykazovaly téh
Zadnou enzymatickou aktivitu. Ve fazi pomalého s&@usSlo u vSech enzyim k
exponencialnimuiistu aktivit, ktery pokréoval az do faze plhnasatych samic. V fib¢hu
trAveni po odpadu z hostitele byl u proteaz pozamgeozvolny pokles aktivit, uékterych
aZ na minimum dosahujici troymenasatych samic. P#ud odlisny trend byl pozorovan
u IrCL, jehoz aktivity dosahovaly maximalnich hodrjd v 5.-6. dni sani a v pb¢hu
posledni faze sani tzv. ,rapid engorgement” bylnaazenan vyrazny pokles aktivity IrCL.
V pribéhu trdveni mimo hostitele nabyvala postti@ktivita IrCL vysokych hodnot, které
vice neZ dvojnasoldnpirevySovaly maxima aktivit v ibéchu séni. Domnivame se, a
piedkEzné vysledky tuto hypotézu potvrzuji, Ze zatiséem aktivity IrCL v piéibéhu traveni
mimo hostitele je druhd izoforma cathepsinu L, kétk IrCL3. Tento pedpoklad vSak
bude nutné a#it metodou RNA interference.

Nymfy vykazovaly podobny trend aktivit jednotlivy@nzymi jako dosplé samice
pouze v piibchu sani na hostiteli. Naffené absolutni hodnoty proteazovych aktivit
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u nymfalniho stadid. ricinus jsou vSakiadow nizSi nez je tomu u samic. Dynamika
travicich protedaz po odpadnuti z hostitele se ufayiho stadia liSi oproti trendu aktivit
pozorovanym u samic. IrCB vykazuje ve fazi travennmhostitele druhého maxima, stejn
jako v pfibéhu sani. Aktivita IrCL naopak klesa jegired pu&nim z hostitele a v fibehu
traveni mimo hostitele je stale zanedbatelna. Ir€ko3 aktivita byla u samic vyrazna, neni
u nymfalniho stadia té#n métitelna a jeho zastoupeni zde nenikazné. Tyto vysledky
bude nutné potvrdit stanovenim molarnich koncehtrgednotlivych enzyr

v homogenatech nymf metodou titrace aktivniho mistalobi jako to bylo provedeno ve
strevnich extraktech doslych samic (Franta et al., 2010).

Imunolokalizace pomoci Western blotu potvrzugiemi aktivit jednotlivych proteaz,
krom¢ IrCL, kde se aktivovana forma IrCL zdalg@tpmna i v extraktech s nulovou nebo
velmi nizkou aktivitou tohoto enzymu (Obr. 9). Niém velikost proteinu odpovidajiciho
IrCL v téchto neaktivnich extraktech se zdala bytSv nez ve vzorcich s prokazatelnou
aktivitou. Je mozné, Ze protilatky detekovaly &st€né zprocesovany neaktivni zymogen,
podobr jako bylo ukazédno na@p u cathepsinu B zeSchistosoma mansoni
(Sajid et al., 2003).

Vysledky této prace zaroitenavozujiradu zajimavych biologickych otazek, na které
bychom se ckti v budoucnu zarkit. (i) Jaky je pfibéh aktivit jednotlivych protedz samic i
samd@ meéireny bezprosedre po metamorféze nymf v dodipe? Z fyziologického hlediska
je totiz zajimavé, Ze v okamzikuegareny nymf na dosflce jsou aktivity travicich proteaz
na ucgité hladiré, zatimco u nenasatych, dlouho hlagj@ich dosglct jsou jiz nulove.
(ii) DalsSim dilezitym a dosud neprozkoumanym problémem je, zddistiat existuji d¢
rizné drahy pro trdveni hemoglobinu (ktery je pot&inéi nebezpény kvili toxickému
hemu) a ostatnich sérovych proteifalbumin). Tuto mozZnost nazhge ve své praci
Lara et al. (2005), ktery ukazal, Ze hemoglobitbumin je traven v odliSnych vezikulach
travici buiky klistéte R. microplus. Tuto otazku se pokusimeiegit pomoci in-vitro krmeni
klistat na undlych membranéch, kde bude srovnan travici apai&tatinasatych na upiné
krvi s kli¥aty naséatych jen na séru bez hemoglobifadBzné vysledky totiz ukazuji, Ze
klistata jsou schopna plného naséati a vykladentelajipgii sani na samotném krevnim séru.
Tento experimentalniifstup by ndm @ rovnéZz pomoci objasnit, zda na povrchu travicich
burgk existuje specificky receptor pro hemoglobin, @& domnivaji Lara et al. (2005).
(i) NaSe prace dale ukazala, Ze vSechny travitzymy jsou vyrazé up-regulovany

v pribéhu sani. DalSi vyzkum by seshiedy zandfit i na vyzkum regulace exprese travicich
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proteaz. Vzhledem k tomu, Ze plného dosati jsoomah jen oplozené samice, domnivame
se, Ze zde hraje ulohu hormonalni regulace, ktemadfpodobré vyrazré ovliviuje rist a
pokles aktivity enzyr v pribéhu sani a traveni. To by bylo mozZzné&ilv porovnanim
travicich apardit oplozenych a neoplozenych samic. (iv) Z dosud iRabénych praci se
zda, Ze wkteré enzymy traviciho systému (siaprCL a IrCD) jsou schopny autoaktivace
(Franta et al. 2011; Sojka et al., 2012), zatimné [nap. IrCB) mohou byt aktivovany
jingm enzymem této kaskady (IrAE) (Sojka et al.02p Tyto vzdjemné vztahy bude mozné
odhalit postupnym vypinanim jednotlivych gemetodou RNA interference a sledovanim
zmen aktivit ostatnich proteaz.

Hlavnim cilem tohoto vyzkumu je odhaleni nejzranigi slozky celého traviciho
systému, ktera by byla slibnym antigenem pro vy#onpné a specifické ,proti-klisci*
vakciny, umo#ujici kontrolu kliS¢cich populaci a omezeni nebeapgch nakaz
pienasenych klt&aty (Willadsen, 2006).
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5. Zavér

Byl stanoven dynamicky profil protedzovych aktiirCB, L, C, D a IrAE)
v prabéhu sani na hostiteli a vigsehu traveni po odpadnuti z hostiele a to Je\wstich
homogenatech samicricinus a dale v cel@ovych homogenatech nymf. Aktivity proteaz
jsou zanedbatelné v g@tku sani a naslednexponencialé rostou az do Uplného nasati
klistat. Po odpadnuti z hostitelest§ina protedzovych aktivit klesa, nebo se drzi na
minimalnich hladindch. Tato data byla dajia imunolokalizaci jednotlivych protein
metodou Western blot, ktera trendy aktivit proteégngs potvrzuji.
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