Jiho¢eska univerzita v Ceskych Budé&jovicich

Prirodovédecka fakulta

Diferencialni exprese transkripti slinnych zlaz kliStéte

Ixodes ricinus

Bakalatska prace

Sara Kropackova

Skolitel: Jan Perner, Ph.D.

Ceské Budgjovice 2019



Kropackova S., 2019: Diferencialni exprese transkript slinnych zlaz klistéte Ixodes ricinus.
[Analysis of differentially expressed transcripts in the tick salivary glands from Ixodes
ricinus. Bc. Thesis, in Czech] — 56 p., Faculty of Science, The University of South Bohemia,

Ceské Budgjovice, Czech republic.

Annotation: Ticks are using different mechanisms for host immune system suppression. In
this thesis, | compared ten transcripts from ticks salivary glands, which are differentially
expressed during feeding on live animal and artificial systems. Further, a tick protein
anticomplement 1, AC1, was chosen and subjected to deeper investigation, because of the
significant difference in expression during feeding. Serum with specific antibodies was made
and AC1 expression levels were examined in nymphs and adults, during feeding on different
hosts. Moreover, any potential interacting partners from host serum through covalent binding
were tested. This study contributes to the understanding of regulation of expression and

funtional characterisation of tick salivary proteins.

Prohlasuji, ze svoji bakalafskou praci jsem vypracovala samostatné pouze s pouzitim

prament a literatury uvedenych v seznamu citované literatury.

Prohlasuji, ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se
zvefejnénim své bakalarské prace, a to v nezkracené podobé elektronickou cestou ve vefejné

pfistupné Gasti databaze STAG provozované Jihodeskou univerzitou v Ceskych
Budéjovicich na jejich internetovych strankach, a to se zachovanim mého autorského prava k
odevzdanému textu této kvalifika¢ni prace. Souhlasim dale s tim, aby toutéz elektronickou
cestou byly v souladu s uvedenym ustanovenim zakona ¢. 111/1998 Sb. zveiejnény posudky
Skolitele a oponentl prace i zdznam o pribéhu a vysledku obhajoby kvalifikacni prace.
Rovnéz souhlasim s porovnanim textu mé kvalifikacni prace s databazi kvalifikacnich praci
Theses.cz provozovanou Narodnim registrem vysokoSkolskych kvalifikaénich praci a

systémem na odhalovani plagiata.

V Ceskych Budgjovicichdne ...............
Sara Kropackova



Podékovani:

Dé&kuji svému Skoliteli Honzovi Pernerovi za jeho trpélivost, ¢as a odborné rady. Rada bych
podékovala Petru Kopackovi za pfijeti do jeho laboratofe, ve které mi dovolil ulit se
laboratornim metodam a umoznil mi pracovat na zajimavych experimentech. Dékuji také
Honzovi Kotéalovi za mnozstvi cennych rad a dohled v nepfitomnosti Skolitele. Dale bych
rada podékovala clenlim laboratofe za vybornou atmosféru a ochotu mi kdykoliv poradit.

Velké diky patii také mé rodin€, mému pfiteli a pratelam.



2.

L5775 OO 1

LItETAINT TESETSE .uvevvitietieiee sttt b e b n e 2
2.1, KHSPALA .o s 2
2.1.1.  KIist€ obecné (IXOUES FICINUS) ..c..iiviiiieieiriesieeiesie e e e srie et 2
2.1.2. Pfenos patogent a jimi ZpUSODENE NEMOCT ....c.veivvervieririieirieiisiie e 3
2.1.3.  KHStECT SHNY ..eiiiiiiiiiiieit e 3
2.2. Hostitelska imunita a KOMPIEMENT .........cccooviiieie e 4
2.2.1.  Komplementovy SYSEEM .......cciuiiiieiiiiiieiiee e 4
2.3.  KIiStéci antiKOMPIEMENT .. ..eiiviiiiiiieiiie et 5
2.3.1. Mechanismy klistéci antikomplementoveé aktivity.........coevvviiiiiiiiicniieiec e 6
2.3.2.  Vyuziti antikomplementu pti vyzkumu vakein..........cccooeiiiniiiiiiiicne 7
2.4. Antikomplement u ostatnich CIENOVCT ...cvvviiiviiiiiie it 7
2.5.  Dysfunkce antikOmpPIemENTU ..........cviiiiiiiiiiiieiee e 8
2.6.  Vyuziti slinnych proteinll ClenOVCT ........ccviviiiiiiiiieiiceee s 8

(O3 (S o) 1o P SPR PRSPPI 10

Materialy @ MELOAY.......viirieiiiiie s 11
4.1. Ziskani klist'at a odebirdni tkAnT ... 11
4.2. Izolace totalni tkanové RNA a syntéza CDNA ........ccooiiieiiiiiiieneeeee e 11
4.3. Overeni diferencialni exprese transkriptd slinnych z14z pomoci qPCR .................. 11
4.4.  Amplifikace a izolace genu pro expresi rekombinantniho proteinu............c..cc....... 13
4.5. Klonovani a izolace plazmidové DNA .........cccccoiiiiiiiiiici e 13
4.6. Pilotni exprese rekombinantu ACT ........ccccoviiiiiiiiiiiiii e 15
A7, WESEEIM DOt ... 15
4.8. Afinitni purifikace rekombinantniho AC1 pfes his-tag..........cccooeviiiiiiciiiiiinenn. 16
4.9. Specifické proteolytické odstépeni tagl z rekombinantniho ACl.........c.ccoocvinnn. 17
4.10.  Purifikace rekombinantu AC1 pomoci iontové chromatografie ............cc.cccoeenee. 17



4.11.  Produkce specifické protilatky .........ccoiiiiiiiiiii 17

4.12.  Kovalentni interakce ACI s hostitelskymi proteiny .........c.cccoovervniinieiiniinnenn. 18

VPSIEAKY .. 20
5.1. Ovéfeni diferencialni exprese transkriptil slinnych 714z pomoci qPCR .................. 20
5.2, Sekvenacni aligNment ...........ccviiiiiiiiiiiiiiiei e 21
5.3.  Amplifikace acl z cDNA slinnych Z14z...........ccccovevviieiieie i 22
5.4. Ove¢teni uspesSnosti klonovani a transformace ...........ccevvvvveiiieeiiiei e 23
5.5. Pilotni exprese rekombinantu AC1 a western blot .........ccccovvvveiiiiniiieniiesiiee s, 24
5.6.  Afinitni purifikace rekombinantniho AC1 pfes his-tag........ccccccerieerirniieiienieennn. 27
5.7. Purifikace rekombinantu AC1 pomoci iontové chromatografie............ccccovvevirnennn. 28
5.8. Identifikace rekombinantniho proteinu pomoci hmotnostni spektrometrie............. 29
5.9.  Produkce specifick€ protilatky..........coooviiiiiiiiiiicc e 30
5.10.  Oveéfeni exprese AC1 v nymIACh ......cooiviiiiiiiiii e 32
5.11.  Detekce proteint ze slinnych 714z pomoci séra z opakovaného sani.................. 33
5.12.  Testovani detekce AC1 pomoci séra z opakovaného sani ............cccoevvvvriveiennns 34
5.13.  Kovalentni interakce AC1 s hostitelskymi proteiny ..........cccocevvrieriiieninninennens 35

DISKUZE ...ttt s 40

A< ST PP RO UPPTI 43

Seznam PouZite HEETAtUIY .........ccuiiiiiiiiiiic i 44

(o) o V- NPT 47



Seznam pouzitych zkratek
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Polymerase chain reaction, Polymerazova
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Horseradish peroxidase, Kienova peroxidaza
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Isopropyl 3-D-1-thiogalactopyranosid



1. Uvod

Cilem této prace bylo ovéfeni rozdilné exprimovanych transkriptd ze slinnych zlaz
klistéte Ixodes ricinus, pii krmeni krvi s aktivni a neaktivni imunitou. Experimentalni
skupina klist'at sala na zivém kralikovi, kontrolni skupina byla krmena syst¢émem umélého
sani krvi z kralika. DalSimu zkoumani byl podroben klistéci antikomplementovy protein
ACL. Jeho rekombinantni forma byla exprimovana v Escherichia coli jako fuzni protein se
solubilizatnim a purifikacnim tagem. Dvoukrokovou purifikaci byl ziskan protein o
dostate¢né Cistoté pro imunizaéni Gcely. Nasledné bylo ziskano specifické anti-sérum
detekujici protein AC1. Pomoci této imunodetekce byly provedeny kvantifikaéni western
blot analyzy s nymfami klistat a dospelymi klist’aty, ktera sala na riznych hostitelich. Dale
jsme vychytavali kovalentné vazebné proteiny z krevni plazmy hostitele pomoci proteinu
AC1. Zavérem, byla ovétfena pfirozend imunogenicita proteinu AC1 pomoci séra z kralika,

na némz opakované sala klist’ata.



2. Literarni reSerSe

2.1. Klistata

Klistatovci (Ixodida) jsou parazité z fadu roztoci (Acari) z kmene ¢lenovcei (Arthropoda)
vyskytujici se po celém svété (Sonenshine, 1991). Klistatovci se déli na dv€ skupiny, tvrda
klistata (Ixodidae) a klistaky, neboli mékka klistata (Argasidae). Klistata tvrda se dale déli
na Prostriata a Metastriata. Rozdily mezi témito dvéma skupinami jsou v morfologii,
fyziologii i ontogenezi.

Klistata, zivici se krvi vysSich obratlovet, potiebuji vyuzivat tento zdroj bilkovin jiz od
larvalniho stadia vyvoje (Sonenshine, 1991). Na clovéku ovSem parazituje nejcastéji,
naptiklad u naSeho nejéastéjsiho druhu I. ricinus, nymfalni stadium nebo dospélé samice.
Béhem sani klistéte miize dojit k pfenosu patogentl z jednoho hostitele na jiného (Jongejan a
Uilenberg, 2004). To ¢ini klistata vyznamnymi vektory ptivodct nemoci jako je napiiklad

lymska borelidza, klistova encefalitida, babezidza nebo ehrlichioza (Sonenshine, 1991).

2.1.1. KIisté obecné (Ixodes ricinus)

Klist¢ obecné, které patii do prostriatni skupiny klistat, je jednim z typickych
ektoparaziti Zijicich v Ceské republice. Zivi se krvi 2—3 hostiteld, jednim hostitelem v
kazdém vyvojovém stadiu (larva-nymfa-dospélec) s vyjimkou vajicek a dospélych samcu.
Dospély samec md, na rozdil od samicky, celé télo kryté pevnym Stitkem, tvofenym
kutikulou. Dospélé samicce prekryva Stitek pouze tfetinu hibetu a je ji umoZnéno
mnohonasobné zvétsit objem svého téla, cehoz vyuziva pii sani.

Klistécim nejvétSim organem je stievo, v némZ dochazi ke zpracovani krve hostitele
(Sonenshine, 1991). Traveni probiha uvnitt sttevnich bun¢k (intracelularn€) a dochazi béhem
néj predevs§im k rozloZeni hemoglobinu a albuminu pomoci kombinace cysteinovych a
aspartatovych protedaz (Sojka et al., 2013; Sojka et al., 2016). Dalsim dulezitym organem
v téle klistéte jsou slinné Zlazy. Je to parovy organ slozeny ze sekre¢nich vackl (acint),
které produkuji sliny. Klistéci sliny obsahuji cement, kterym se klist¢ ukotvuje v kiizi
(Munderloh a Kurtti, 1995). Pravé stievo a slinné Zlazy klistéte jsou zasadni organy

Vv pienosu patogent z kliStéte do hostitele.



2.1.2. Prenos patogenii a jimi zptisobené nemoci

Klistata nabiraji s krvi velké mnozstvi vody, které se potfebuji zbavit. Voda se
vstfebava stievni sténou a skrz slinné zlazy je vyluCovana zpét do hostitele. S vodou klist’ata
vypousti také patogeny, napi. spirochéty Borrelia burgdorferi, zpusobujici lymskou
borelidzu. Béhem sani se ve stieveé klistéte Ixodes scapularis mnozi spirochéty, které jsou
schopné presunout se do slinnych zlaz pozménénim projevu svych povrchovych proteint,
poté jsou se slinami pieneseny do téla hostitele (Hovius et al., 2008). U klistéte I. ricinus a
spirochét Borrelia afzelii je pfenos odlisny. V tomto pfipadé je, oproti slinnym zlazam,
rozhodujicim organem kliStéci stievo (Pospisilova et al., 2019). Pti pteméné kliStéte na vyssi
vyvojové stadium borrelie v téle klistat zdstavaji, ovSem pienos neni mozny z dospélé
samice do vajicek. V tomto ptipadé tedy larvy kliStat nejsou nebezpecim nakazy (Radolf et

al., 2012; Hovius et al., 2007).

Patogenem klistové encefalitidy je virus. Klisté je hlavnim pienaseéem ve stfedni
Evropé. K pfenosu na klistata dochazi transovaridln¢, z infikované dospé€lé samice do
vajicek, nebo z mezihostitell, nejcastéji drobnych savci, na klist¢ (Dorrbecker et al. 2010).
K ptenosu muze dojit také z klistéte na klisté pti spoleCném sani ze stejného mista. V tomto
ptipadé nemusi dojit k nakaZeni hostitele (Labuda et al., 1993). Clovék se miize nakazit také
pii konzumaci neoSetfenych mléénych produkti ze zvifat, ktera jsou nakazena (Mansfield et
al., 2009). Mezi dalsi, mén¢ Casta, klistaty prenaSena onemocnéni patii ehrlichioza, jejimz
puvodcem je bakterie Anaplasma phagocytophilum, babeziéza a dal$i. Zejména Babesia
divergens a Babesia microti zptisobuji u ¢lovéka zavazné onemocnéni, pfipominajici malarii

(Mosqueda et al., 2012).

2.1.3. Klistéci sliny

Sliny krevsajicich ¢lenovcil obsahuji, jak proteinové, tak i neproteinové, bioaktivni
latky, které sekretuji do hostitele béhem sani. Tyto latky jsou napt. antikoagulanty, snizujici
srazlivost krve, vasodilatanty, rozsitujici cévy, a latky zabranujici shlukovani krevnich
desticek. Témito vlastnostmi latky zabranuji sraZeni krve, v misté vpichu, ¢imz je parazitovi
usnadnéno sani (Ribeiro, 1995). Klistéci sliny navrch obsahuji latky regulujici zanét
Vv hostitelové téle a potlacujici vrozenou i ziskanou imunitu (Wikel, 1996). V klistécich
slinach jsou proteiny, cilici na aktivni misto enzymi, které jsou casto soucasti riiznych
enzymovych kaskad, jako napf. sraZeni krve nebo komplement (Francischetti et al., 2009).

Dalsi skupinou latek, obsazenych v klistécich slinach jsou inhibitory cilici na mista mimo
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aktivniho mista enzymu. Cilenim mimo aktivni misto enzymu narusi spojeni komplexu a
potlaci jeho aktivaci. Do této skupiny inhibitorti patii napiiklad komplementovy inhibitor
OMCI, ktery cili krom¢ alternativni cesty i na klasickou cestu aktivace komplementu,
z klistéte Ornithodoros moubata a RaCl z Rhipicephalus appendiculatus (Nunn et al., 2005;
Jore et al., 2016). Vsechny zminéné latky jsou pro klisté, které saje krev z hostitele nékolik
dni v kuse, velmi dulezité.

Klistata dale zasahuji do hostitelovych imunoregulacnich a efektorovych drah. Ty
zahrnuji buiiky prezentujici antigen, T a B buiiky, cytokiny, granulocyty, komplement a dalsi
biologicky aktivni molekuly. Touto cestou klistata utlumuji hostitelovu imunitu (Wikel a
Bergman, 1997). Mnohé klistéci slinné slozky jsou €leny rozsifenych multigenovych rodin,
jako napiiklad lipokaliny, cystatiny, ixostatiny nebo metaloproteazy (Francischetti et al.,
2009). Tyto proteiny jsou exprimovany riznou intenzitou béhem sani klistéte (Kotsyfakis et
al., 2015; Schwarz et al., 2013). Nékteré klistéci geny maji ve slinnych zlazach pfi sani na
zivém hostiteli, s aktivni imunitni odpovédi, mnohonasobné vyssi expresi (Tab. 1) nez pfi

sani krve z uméle vytvotenych krmitek, kdy je krev imunitné neaktivni (Perner et al., 2018).

2.2. Hostitelska imunita a komplement

Imunitni systém savci se déli na dvé zakladni vétve, specifickou a nespecifickou
imunitu. Nespecifickd imunita je vrozena, zasahuje stejné proti vSem typum cizorodych
¢astic a nemda imunologickou pamét. Specifickd imunita je ziskdvdna bchem Zivota, pfi
styku a antigenem, je specifickd, rozpozndva antigeny a pfizplsobuje jim reakci, a ma
imunologickou pamét, pti opétovném setkani s antigenem je protiakce rychlejsi. Zakladnimi
vykonnymi sloZkami, prvni zminéné, nespecifické imunity jsou fyzikalni bariéry organismu,

bazofily, makrofagy a komplementovy systém.
2.2.1. Komplementovy systém

Komplement, slozka humoralni imunity, obsahuje zhruba 30 membranovych a
sérovych proteinti. Doménou komplementu jsou sérové proteiny C1-C9. Jsou to rozpustné
proteiny a glykoproteiny, produkované pievazné hepatocyty, které se nachazeji v Krvi
v inaktivni formé¢. K aktivaci komplementového systému muize dojit ttemi zpsoby. Prvnim
zpusobem je klasickd cesta, kdy je komplement aktivovan imunitnim komplexem,
navazanim protilatky na antigen. Druhym zplisobem je cesta alternativni, pii niZ dochazi
k aktivaci pomoci molekul na povrchu bakterii. A tfeti variantou je lektinova cesta, kdy

dojde k rozpoznani sacharidu na povrchu patogenu pfes manozu, ktera vaze lektin, nebo
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skupinou fikolinti (Matsushita et al., 2001). VSechny cesty aktivace tvoii enzymové
komplexy C3 konvertaza, ktera $tépi molekulu C3 na C3a a C3b podjednotky, a C5
konvertaza, ktera stépi vytvorenou C5 molekulu na C5a a C5b podjednotky. C5 konvertaza
vznika pii vzniku vazby C3b molekuly s C3 konvertazou.

Tyto proteiny interaguji nejen mezi sebou, zaroven mohou spolupracovat i s jinymi
imunitnimi drdhami. Komplement se vSak uplatiiuje jen pii zanétlivych reakcich, béhem
nichZ se, rozsifenymi cévami, do mista infekce dostava vEétsi mnozstvi komplementovych
molekul. Protein C3, aktivovany pomoci serinovych proteaz, plni dilezitou roli nasednutim
na povrch mikrobu nebo imunniho komplexu, ¢imz ho oznac¢i k fagocytéze. Nasledné se
také, kaskadovitym efektem, postupné zapojuji dalsi casti komplementu zplsobujici
napiiklad opsonizace a chemotaxi leukocytl (Smith et al., 1999). Vysledkem kaskady
komplementu je MAC (Membrane attack complex, Komplex napadajici membranu),
proteinovy komplex narusujici membrany parazitickych mikroorganismi. MAC napadené

membrany prodéravi, ¢imz dojde k 1yzi buiiky (Hofejsi a Bartiiikova, 2001).

2.3. Klistéci antikomplement

KIlisté je svymi slinami schopné inhibovat kazdou ze tii drah aktivace komplementu, coz
je klicové pii jeho sani na hostiteli. Jedna hypotéza tvrdi, Ze je rozsah hostiteli dan
schopnosti klistécich slin potlacovat alternativni cestu komplementu téchto druhd (Lawrie et
al., 1999). V roce 2000 byl ze slin klistéte I. scapularis purifikovan antikomplementovy
protein Isac, u n€hoz byly zjistény inhibi¢ni schopnosti (Valenzuela et al., 2000). Isac
reguluje alternativni cestu tim, Ze zabrafiuje navazani se plazmatického faktoru B na C3b
komplementovy protein. Tyto proteiny inhibuji alternativni cestu komplementu zrychlenim
rozpadu C3 konvertazy (Valenzuela et al., 2000; Daix et al., 2007). Vytésnénim properidinu
dojde k rozpadu C3 konvertazy, a tim k inhibici alternativni cesty komplementu (Tyson et
al., 2008). PiestoZe properdin neni aktivni sloZkou C3 konvertazy, je nezbytny pro stabilizaci
a plnou aktivitu konvertazy (Fearon a Austen, 1975). U proteinu Isac nebyly objevany zadné
podobné vlastnosti s diive popsanymi antikomplementovymi molekulami. Pozdé&ji byly
popsany homologni sekvence cDNA izolované ze slinnych zlaz klistat |. scapularis a Ixodes
pacificus (Ribeiro et al., 2006). A nasledné byly popsany i dva Isac homology z klistéte I.
ricinus, nazvané IRAC I a IRAC 1II (l. ricinus anti-complement protein), které inhibuji

alternativni cestu komplementu stejnym mechanismem jako diive popsany Isac.



Tyto proteiny jsou exprimované ve slinnych zlazach klistéte a exprese se zvySuje béhem
sani klistéte (Daix et al., 2007). Béhem vyvoje IRAC I a II doslo k diverzifikaci
molekulovych inhibitorovych aktivit, které =ziskaly schopnosti Uc¢inkovat proti
komplementiim ruznych hostitelskych druhti (Schroeder et al., 2007). U klistéte 1. scapularis
jsou popsany rozdily v expresi tohoto proteinu pii sani klistat na mySich a morcatech
(Narasimhan et al., 2019).

Salp20, I. scapularis salivary protein 20, patii do antikomplementové proteinové rodiny
klistécich slinnych proteind, které také inhibuji alternativni drahu komplementu. Salp20 se
vaze misto properidinu na C3 konvertazu. Salp20 je stejné jako Isac a IRAC I a II ¢lenem
ILP (Isac-like protein) rodiny (Ribeiro et al., 2006; Tyson et al., 2007). Je pravdépodobné, ze

vSechny proteiny z této rodiny interaguji prave s properidinem (Tyson et al., 2008).

2.3.1. Mechanismy kliStéci antikomplementové aktivity

Neni jasné, zda vSechny druhy klistat vyuzivaji stejné antikomplementové
mechanismy a pokud ano, zda pouzivaji i stejné molekuly (Lawrie et al., 1999). Mechanismy
antikomplementové €innosti jsou ve srovnani s jinymi oblastmi imunologie relativné malo
studované. Ptitom je jejich pochopeni, v pfipadé, Ze chceme antikomplement vyuzivat jako
druh terapie, nezbytnou soucasti (Lawrie et al., 2005).

Pti prvnich pokusech zkoumdni antikomplementu byl protein  purifikovan
z klistécich slin druhu I. scapularis. Klistatim byly odebrany sliny, pfi¢emz slinéni bylo
vyvolano pilokarpinem. Nésledné byl ze slin purifikovan antikomplementovy protein. Tento
protein byl dale pouzit na pokus, kdy byla méfena jeho aktivita pii klasické a alternativni
cest¢ aktivace komplementu, s pouzitim krali¢ich erytrocyti. Byl potvrzen vliv
antikomplementového proteinu na alternativni drahu aktivace komplementu. U klasické
drahy nebyl zjistén vliv klistéciho antikomplementu na spousténi komplementové kaskady
(Valenzuela et al., 2000).

Pozdéji bylo dokazano, ze i antikomplementové proteiny z I. ricinus (IXAC) inhibuji
alternativni drdhu komplementu, ale ne drédhu klasickou. Experimenty také ukazaly, Ze
inhibice alternativni drahy komplementu v lidském séru probihd u vSech 7 rekombinantnich
paralogti IXAC proteinti podobné. IXAC proteiny maji mezi sebou podobné mechanismy
skladani proteinu a terciarni struktury. Uginek IxAC proteintl, branicich vazb& properidinu
s C3 slozkou komplementu, muze byt vysvétlen snizenou stabilitou C3 konvertazy v

dasledku blokovani properdinu (Couvreur et al., 2008).



2.3.2. Vyuziti antikomplementu p¥i vyzkumu vakcin

Proti ektoparazitim, jako jsou klistata, je mozné pouzit dva typy vakcin, které
pouzivaji antigeny bud ,skryté”“ nebo ,vystavené” imunitnimu systému béhem jeho
napadeni. Vakcina pouzivajici ,,skryté¢* antigeny je jiz komeréné dostupnd. Spoléhéd se na
antigen Bm86, stievni na membranu vazany protein z klistéte Rhipicephalus microplus
(Willadsen et al., 1989). Tato vakcinace zplsobuje, komplementem indukované, poniceni
stén klistéciho stfeva, ¢imz dochézi k prosakovani nasaté krve do télni dutiny. To zplisobuje
smrt klistéte nebo snizeni schopnosti rozmnozit se (Rand et al., 1989). Vakciny vyuzivajici
,»skryté“ antigeny maji dvé zékladni nevyhody. Poskytuji pouze kratkodobou imunitni
ochranu a pfi jejich pouziti nedochédzi k odpadnuti klistat z hostitele, ¢imz mulze nadéle
dochazet k pienosu patogenii (Daix et al., 2007).

K vyvinuti protikli§téci vakciny zaloZzené na antigenech ,,vystavenych® imunitnimu
systému by mohl slouzit IRAC I a II. Tato vakcina by méla pterusit sani klistéte kratce po
jeho pfisati, a tim by se snizila pravdépodobnost pfenosu patogentii. Diive popsané ptipady
rezistence hostiteld proti klistatim byly spojeny s alternativni cestou komplementového
systému. Proto je dilezité zaméfit se na blokovani proteinli, které inhibuji tuto cast
imunitniho systému (Ribeiro, 1989; Lawrie et al., 1999). Bylo prokézano, ze IRAC molekuly
jsou mezi prvnimi antigeny injikovanymi do téla hostitele (Valenzuela et al., 2000).
Vyvolanim vhodné odpovédi humordlni imunity by mohlo dojit k neutralizaci IRAC
molekul protilatkami, coz by mohlo aktivovat pivodni alternativni drahu komplementu.
Kromé toho by vazba hostitelovy protilatky na IRAC mohla vytvofit imunitni komplexy,
které by aktivovaly klasickou drédhu komplementu. Aktivace téchto dvou cest by méla

vyvolat zanét, ¢imz by doSlo k preruseni sani klistéte (Daix et al., 2007).

2.4. Antikomplement u ostatnich ¢lenovci

Aktivita antikomplementu byla objevena ve slinnych zlazach dipter flebotomt
(Lutzomyia longipalpis), jejichz sliny dokazi inhibovat klasickou i alternativni cestu aktivace
komplementu (Cavalcante et al., 2003). Dale byl antikomplement prokdzan u plostic ze
skupiny zakefnicoviti (podceled’ Triatominae), a to u druht Triatoma brasiliensis, Rhodnius
prolixus a Panstrongylus megistus. Sliny téchto Zivo¢ichi dokazi inhibovat klasickou cestu

lidského komplementu (Barros et al., 2009). DalSim zajimavym antikomplementem je



protein objeveny ve slinnych zlazach komara Anopheles albimanus, ktery je vyznamny
vektor malarie ve Stfedni Americe. Nazyva se albicin a funguje na stejném principu jako
napi. ISAC (Mendes-Sousa et al., 2013). Stejn¢ tak ve slindich mouchy tse-tse, pfenasejici
puvodce spavé nemoci, Trypanosoma brucei gambiense, byly objeveny inhibitory
serinovych protedz. U téchto proteind byla nalezena homologie v aktivnim misté s lidskym
komplementovym C1 inhibitorem, cystatinem G1. Dale bylo zjiSténo, Ze pii snizeni exprese
téchto genli, dochazi ke snizeni infekce trypanozomou. Parazit, v tomto piipadé¢, vyuziva
fyziologii mouchy tse-tse k rozSifeni Sanci na svij pienos (Ooi et al., 2015).

Antikomplement je dulezitou slozkou slin krevsajicich ¢lenovct.

2.5. Dysfunkce antikomplementu

Narusenim normalniho fungovani nékteré ze slozek komplementu, poSkozenim tkani,
nebo stietnutim S t€lu cizimi povrchy, mize dojit k nadmémé aktivaci komplementu.
Rozruseni komplementové rovnovahy zvysSenou produkci efektorovych molekul miize dojit

k ovlivnéni celého imunitniho systému a pfispivat k autoimunitnim a zanétlivym porucham.

Lidské onemocnéni, hemolyticky uremicky syndrom, zplisobuje mutace genu faktoru
H, kterd vede k naruSeni aktivity C3 konvertazy. Dochdzi k poSkozeni cévniho endotelu
a ukladani fibrinu uvnit cév (Botto et al., 2009). K paroxysmalni no¢ni hemoglobinurii
dochazi, pokud je u regulatort komplementu, CD59 a DAF, sniZzena exprese, z diivodu
mutace na genu PIG-A. Vysledkem je, komplementem vyvoland, mohutna 1yze ¢ervenych
krvinek a naslednd hemolytickd anémie. Bilé krvinky jsou také citlivé na 1yzi bunck a
tkanovy faktor z téchto poskozenych bunék muze ptispét k tromboze (Liebman a Feinstein,
2003). V posledni dob¢ je ¢im dal vice uGsili vénovano navrhovani terapeutik, cilicich na
proteiny komplementu. Jednou zhlavnich pirekazek je nedostatené porozuméni
molekularnim mechanismlim, které se podili na komplementem zprostfedkovaném boji proti

patogentim (Ricklin a Lambris, 2007).

2.6. Vyutziti slinnych proteint ¢lenovci

Na vyuziti proteini ze slin ¢lenovct v lidské terapii se jiz pracuje. Nekteti Clenovci
exprimuji ve svych slindch né€kolik biologicky aktivnich proteinli, které mohou hostiteli
pomahat s fedénim krve. Naptiklad protein EV131 je vyuzitelny pfi 1écbé astmatu. Podavani
aerosolu EV131 potlacovalo hyperreaktivitu dychacich cest. Navic dokaze EV131



vychytavat histamin, coz by mohlo pomoci pfi 1é¢bé alergickych onemocnéni (Weston-
Davies et al., 2005).

OMCI (Ornithodoros moubata Complement Inhibitor), také ozna¢ovany jako EV576
nebo Coversin, je protein objeveny ve slinach klistéte O. moubata. Pomaha klistéti piijimat
potravu potla¢enim imunitni obrany v téle hostitele (Nunn et al., 2005). Coversin je inhibitor
komplementu, piisobici na C5 slozku, ¢imz zabranuje tvorbé MAC. Coversin nepiisobi na
C3 slozku komplementu (Hepburn et al., 2007). Vyvojem Coversinu se zabyva
biofarmaceutickd spole¢nost Akari Therapeutics, ktera testuje jeho U¢inky u pacientll s
paroxyzmalni no¢ni hemoglobinurii a trombotickou mikroangiopatii. Tromboticka
mikroangiopatie je syndrom charakterizovany rozpadem erytrocytl v krvi, snizenym
mnozstvim krevnich desti¢ek a poruchami mikrocirkulace krve (Nangaku et al., 2007).
Trombotickd mikroangiopatie je jedna 2z moznych komplikaci pifi transplantaci
hematopoetickych kmenovych bun¢k (George et al., 2004). Jedinym schvalenym lékem pro
paroxyzmalni no¢ni hemoglobinurii a trombotickou mikroangiopatii je Soliris, ktery ma
stejny mechanismus U¢inku jako Coversin. Nevyhodou Solirisu je subkutanni aplikace
(injekce), kterou musi provadét zdravotnicky pracovnik. Coversin se jiz ukazal jako ucinny

pfi jeho pouziti na zvifecich modelech (Kuhn et al., 2016).



3.

Cile prace

ovétit rizné exprimované transkripty z transkriptomové analyzy slinnych zlaz klistat
ricinus, ktera sala in vitro x in vivo, pomoci RT-gPCR

heterologni exprese rekombinantniho ,,antikomplementového* proteinu (IrAC1)

purifikace rekombinantniho proteinu

ptiprava specifickych protilatek a imunodetek¢éni experimenty
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4. Materialy a metody

4.1. Ziskani klist’at a odebirani tkani

Klistata I. ricinus pochéazela z chovu Parazitologického tstavu Akademie véd Ceské
republiky, &ast byla nasbirana volné Zijicich v lesich v okoli Ceskych Bud&jovic. Nymfy a
dospé€lé samice saly na zivém zvifeti, kralikovi ¢i morceti, nebo byly krmeny uméle na
membranach na umé¢lém krmicim systému s kravskou ¢i krali¢i krvi (Krober a Guerin,
2007). Tkané slinnych zlaz byly vypitvany znymf a dospélych samic pod
stereomikroskopem (Zeiss) do resuspenda¢niho pufru z Kitu pro izolaci RNA (Macherey-
Nagel). Pii pitvé byly nastroje i pracovni misto oSetfeno pomoci RNaseZAP (Sigma-
Aldrich).

4.2. 1zolace totalni tkafiové RNA a syntéza cDNA

Z pitvanych tkani byl vytvofen homogenat pomoci inzulinové jehly (29G) a podle
protokolu firmy Macherey-Nagel byla ze vzorkl izolovana totalni RNA. Tato RNA byla
nasledn¢ kvantifikovana (ND-1000 Spectrophotometer, NanoDrop) a jeji integrita byla
elektroforeticky ovétena na 1% agardzovém gelu. Jednovldknova cDNA byla syntetizovana
ze 100 ng vstupni RNA pomoci oligo-dT primerd podle Transcriptor High Fidelity cDNA
Synthesis Kit od firmy Roche.

4.3. Ovéreni diferencidlni exprese transkripti slinnych Zlaz pomoci qPCR

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce, qPCR, byla pouzita pro analyzu
relativniho mnozstvi transkriptl ve vzorcich a porovnani genové exprese v klistécich
tkanich. PCR reakce probihala v teplotach a ¢asech podle tabulky (Tab. 1) se specifickymi
primery (Tab. 2). Pro ziskani vysledkt primarni analyzy bylo provedeno méteni na pfistroji
LightCycler 480 s programem Software release 1.5.0 SP4 (Roche), ktery zaznamenaval Cp
hodnoty metodou druhé derivace maxima s aritmetickou Gpravou pocatecni hodnoty pro

ur¢eni bodu piekroceni stanoveného prahu fluorescence (Cp, crossing point).
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Tab. 1: Teploty a délka jejich trvani pri qPCR reakci. * postupné zvySovani o 5 °C.

Popis Teplota Trvani | Pocet cykli
Inkubace 95 °C 5 min 1
Denaturace DNA | 95 °C 10s
Annealing 58 °C 20s 50
Extenze 72 °C 10s
95 °C 15s
Kiivka tani 65 °C 1 min 1
97°C+* 1 min
Ochlazeni 12 °C o 1

Tab. 2: Prehled specifickych primerd pouZitych pro ovéreni diferencialni exprese transkriptic pomoci
gPCR. Teplota pro nasedani primeri, annealing, je pro vSechny primery 58 °C.

Nazev Forward primer Reverse primer

transkriptu

Ir-249265 CGAGGCAAATATGTTCACTGG CGCTCTTTAGTGGACCATCACC

Ir-SigP-242556 GGATATTTCTACGGGATCTAC TATAACACCAACCACTTCTG

Ir-SigP-241765 CCACCGCTCACTTTACACAG CGTAGCCACATCCCACACTT
Ir-261824 CGAAGAGTCTCGTCCTGTG CAGTTATATTCGCCGTGC
Ir-226907 AACGGCGATCATAAAGTTCC GCAAGCAGATGAGCATTGTG
Ir-SigP-258570 GACGATGTGTTCCACGAAC GGTTGTGCAAGGGAACTTG
Ir-237695 AAGCGCGGCTTTGCAACTG CTCGAGAGCGCGTTCTTG
Ir-1315 ATGCCTGATATGGCGGAG TTTGGTTTCGGCCAGAAC

Ir-SigP-239926 GTGAACAAGACATGGGAGGG AGTTGCACATCAACCCAAC

Ir-SigP-241930 ACAGAGCACAAGCAAAGGTG ATATTCGCCGTGCATTCTTC

Sekundarni analyza byla vyhodnocena delta-delta ct metodou (Excel, GraphPad
Prismo6). Relativni hladina pozorovanych genil byla normalizovana pomoci relativni hodnoty
referencniho genu, elongacniho faktoru (Ir-109631; Perner et al., 2016).

Semikvantitativni PCR probéhla totozné¢ jako qPCR s rozdilem vyhodnoceni vysledki.
Vzorky ziskané po dokonceni vSech reakénich cykld byly naneseny do jamek 1%
agardzového gelu (1% agaréza v 1x Tris-acetat-EDTA pufru, ethidium bromid 0,5 ug/ml) a

rozd€leny pfi 100 V napéti (25 min).
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4.4. Amplifikace a izolace genu pro expresi rekombinantniho proteinu

Gen acl, I. ricinus anticomplement 1, byl amplifikovan z cDNA templatu ze slinnych
zlaz klistéte, sajicich 24 h na kralikovi, pomoci specificky navrzenych primera (Tab. 3).
Reakce probihala jako gradient teplot annealingu (53, 55, 58°C), s30 cyklovym
opakovanim. Ziskany PCR produkt byl elektorforeticky rozdélen v agarovém gelu (1,5%
agaroza v 1x Tris-acetat-EDTA pufru, ethidium bromid 0,5 pg/ml) pii 100 V napéti.
Separované produkty (inserty) byly vyfiznuty a pie¢istény pomoci kitu NucleoSpin Gel and
PCR Clean-up (Macherey-Nagel). Tyto kroky byly délany paralelné pro dva expresni
vektory SUMO a pET100.

Tab. 3: Sekvence primeru pouZitych pro amplifikaci acl pomoci PCR.

Nazev Sekvence primeru

AC1 SUMO F CACAGAGAACAGATTGGTGGTTCGTACAGCGAGGATGGC

AC1 SUMO R GAATAAATACCTAAGCTTGTCTTCATGGGATGGCCTCAGGTTC

AC1PETF CACCTCGTACAGCGAGGATGGC

AC1PETR TCATGGGATGGCCTCAGGTTC

4.5. Klonovani a izolace plazmidové DNA

Pro zaklonovani genového tuseku byly pouzity bakteridlni vektory pET SUMO a
pPET100 (Obr. 1). SUMO vektor obsahuje 2 typy proteinovych znacek, His-tag a SUMO-tag.

Pomoci protedzy a afinity k niklu je moZné oba tagy od proteinu oddélit.

16 o st

o [ [

Obr. 1: Schéma konstruktu pouZzitého SUMO (Obr. A) a pET100 (Obr. B) vektoru s vyznafenymi
velikostmi jednotlivych ¢asti.
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Klonovaci reakce byla namichana v molarnim pomeéru 1:2 (vektor:insert) podle
protokolu NEBuilder HiFi DNA assembly of DNA fragments: 10 ng piecisténého insertu
pro SUMO vektor, 50 ng linearizovaného vektoru SUMO, 10 pl 2 x NEBuilder HiFi DNA
assembly mastermixu a do 20 ul doplnéna destilovanou vodou. Reakce byla ponechana po
dobu 15 min v 50 °C a poté byla zamrazena az do doby transformace. PCR produkt pro
PET100 vektor byl s kitem TOPO TA Cloning Kit For Sequencing (Life technologies)
klonovan do pET100 vektoru. Metodou Heat Shock (teplotni Sok, 42°C) byly konstrukty
zatransformovany do One Shot TOP10 chemicky kompetentnich E. coli (Invitrogen).
K buitkdm bylo pfidano 250 pl S.0.C. média (Invitrogen) a byly inkubovany 1 h ve 37 °C.
Poté byly bunky rozetfeny na agarovou plotnu (1% agar v LB médiu, kanamycin/ampicilin
50 pg/ml) a inkubovany pies noc ve 37 °C s antibiotickou selekci kanamycinem (50 pg/ml)
pro SUMO, pro pET100 s ampicilinem (50 pg/ml). Molekulova hmotnost AC1 je 18 kDa,
His tagu 5 kDa a SUMO-His tagu 12 kDa.

Uspé&snost transformace byla ovéfena pomoci PCR z kolonii na plotné. Bylo vybrano
12 kolonii pro kazdy typ plazmidu. Jednotlivé kolonie bakterii byly resuspendovany ve 20 ul
PCR H20, vzorky byly zahtivany na 95 °C po dobu 10 min a poté zcentrifugovany. Z téchto
vzorkid byl 1 ul pouzit jako templat do 10 pl PCR reakce o 25 cyklech. Pro PCR reakci byl
pro SUMO plazmid pouzit T7 forward a gen specificky amplifika¢ni reverse primer a pro
PET100 plazmid byl pouzit T7 fwd a T7 rev (Tab. 4). Z pozitivnich klonu byly vybrany
pozitivni kolonie (5 ml LB media s 50 pg/ml kanamycinem/ampicilinem a 20 ul suspenze
bunék) a inkubovany ptes noc pii 200 RPM a 37 °C. Plazmidovd DNA byla ziskana pomoci
kitu High Pure Plasmid Isolation kitu (Roche) a byla odeslana na kontrolni sekvenaci,

ovéteni plazmidové identity a otevieného ¢teciho ramce (Open reading frame) DNA.

Tab. 4: Sekvence primera pouzitych k ovéreni pozitivnich kolonii pomoci PCR.

Nazev Sekvence primeru

T7F TAATACGACTCACTATAGGG

AC1 SUMO R GAATAAATACCTAAGCTTGTCTTCATGGGATGGCCTCAGGTTC

T7R TAGTTATTGCTCAGCGGTGG
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4.6. Pilotni exprese rekombinantu AC1

Plazmidy z ovétenych klon byly zatransformovany do expresnich bun¢k E. coli
BL21. Proteiny byly exprimovany za: a) V riznych OD hodnotach pro indukci, b) Vv riiznych
délkach exprese, ¢) v riznych teplotach exprese (Obr. 2). Expresni buiiky byly inkubovany
v LB médiu s prislusnym antibiotikem (kanamycin/ampicilin) ve 37 °C. Po narustu do
OD(600) 0,6 nebo 1,6 byly kultury indukovany IPTG (finalni koncentrace 0,1 mM). Dale
indukované kultury rostly ve 30 °C nebo 37 °C po dobu 4 nebo 12 h.

Vzorky byly okamzité po odebrani zcentrifugovany (30 s pii 15000 x g) a pelety
bakterii byly zamrazeny. Poté byly vSechny pelety rozmrazeny, rozsuspendovany ve 100 ul
1x PBS a vortexovany. Pro podpotfeni naruSeni bunécné stény byly vzorky jesté stiidavé
mrazeny (tekuty dusik) a ohfivany (v termobloku, 40 °C). Homogenat byl poté
centrifuga¢né oddélen (15000 x g, 10 min, 4 °C), a supernatant pouZzit na ovéfeni mnozstvi

ziskaného solubilniho rekombinantu pomoci western blotu s His-tag specifickou protilatkou.

OD1,6po4h OD1,6 po12h
30 °C 0D 0,6 po 4 h 0D 0,6 po 12 h
indukované
37°C 0D 0,6 po 4 h 0D 0,6 po12h
OD1,6po4h OD1,6po12h
piiOD 1,6 4hpoOD1,6 po 16 h od zacatku
neindukované
pfioD 0,6 4 hpoODO,6

Obr. 2: Schéma ¢asové osy pro odebirani vzorkia béhem pilotni exprese.

4.7. \Western blot

Na neredukujici proteinovou elektroforézu byly pouzity vzorky z pilotni exprese,
homogenaty slinnych Zlaz nymf a dospé€lct. Kazdy vzorek byl smichdn se 4 ul NuPAGE
(LDS Sample Buffer, Invitrogen) a poté v uzavienych zkumavkach povaien (100 °C, 10
min), nasledné ochlazen na ledu a zcentrifugovan (15000 x g, 30 s). Vzorky byly poté
naneseny do jamek gelu Criterion TGX Stain-Free Precast Gel (Bio-Rad) v reakénim pufru
(25 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1% SDS) v elektroforéze (Bio-Rad) a separovany pod
napétim 100 V. Jako proteinovy standard velikosti byl pouzit zebti¢ek (PageRuler Prestained

Protein Ladder, Thermo Scientific). Proteiny v gelu byly vizualizovany pomoci navazani
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fluoroforu z gelu na molekuly proteinti na pfistroji ChemiDoc MP (Bio-Rad). Poté byly
proteiny z gelu pomoci blotovaciho pufru (Trans-Blot Turbo Trasfer Buffer, Bio-Rad) a
blotovaciho zafizeni (Trans-Blot Turbo Transfer System, Bio-Rad) pfeneseny (7 min pfi 25
V) na polyvinylidenfluoridovou (PVDF) membranu (Trans-Blot Turbo PVDF Membrane, s
0.2 um velkymi pory, Bio-Rad). Membrana S ptenesenymi proteiny byla 1 h blokovana 3%
roztokem odtu¢néného mléka v PBST (1x PBS; 0,05% Tween) a poté pies noc inkubovana
Vv primarni mysi anti-His protilatce (fedéni 1:2000, Monoclonal Anti-polyHistidine, Sigma-
Aldrich) nebo AC1 anti-séru (fedéni 1:5000). Nasledné byla membrana promyta pomoci
PBST a 1 h inkubovana v sekundarni protimys$i nebo protikrali¢i protilatce znaclené
peroxidazou (HRP, fedéni 1:10000) a po dal§im promyti byl k vyvolani membrany pouzit
substrat Luminata Classico (Western HRP Substrate, Millipore). Chemiluminisce¢ni signal

byl zachycen pomoci ptistroje ChemiDoc MP (Bio-Rad).

4.8. Afinitni purifikace rekombinantniho AC1 pies his-tag

Po pilotni expresi byl pro vyssi vytézek ptipraven vétsi objem bakterialni kultury (1 |
LB, kanamycin (50 pg/ml) a 30 ml rozrostlé kultury), ktera byla indukovana pii OD=0,6
pomoci IPTG a inkubovana ve 30 °C po dobu 12 h. Poté byla kultura zcentrifugovana, pelet
rozsuspendovan V solubiliza¢nim pufru (viz Tab. 4) a sonikovan (Ultrasonic Processor,
Hielscher) pti 60% amplitudé s cyklem 0,5 po dobu 8 min (15 s ON, 30 s OFF), poté
zcentrifugovan. Protein byl chromatograficky purifikovan (AKTA pure chromatography
system; GE Healthcare Life Sciences). Jako purifikacni kolona byla piipravena (HiTrap
IMAC FF, GE Healthcare), ktera byla nabita niklem (0,1 M NiSOs). Objem kolony (Bed
volume) byl 5 ml a kolona byla nejdtive ekvilibrovana pomoci solubiliza¢niho pufru (Tab.
5). Poté byl na kolonu nanesen supernatant ze sonikace expresni kultury. Kolona byla poté
promyta promyvacim pufrem 1 a 2. A na kolonu navazany produkt byl uvolnén eluénim
pufrem 1 a navazany zbytek nasledné elu¢nim pufrem 2 (viz Tab. 4). Purifikace byla
monitorovana pii 280 nm absorbanci. Frakce byly po 1 ml sbirany do desticky a podle
chromatogramu byly vybrany frakce, které byly dale ovéreny pomoci SDS-PAGE.
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Tab. 5: SloZeni pufri pouZzitych p¥i chromatografické purifikaci proteinu na niklové koloné.

Zaklad pufra | Solubiliza¢ni | Promyvaci Promyvaci Elu¢ni pufr 1 | Eluéni pufr 2
pufr pufr 1 pufr 2

20 MM MES | + 0,1% triton +0,1% triton | + 20 mM + 270 mM + 520 mM
x-100 x-100 imidazol imidazol imidazol

140 mM NaCl | + Lysozyme +20mM + 360 mM + 360 mM + 360 mM
(50 pg/ml) imidazol NaCl NaCl NaCl

pH=6,2 + 360 mM

NaCl

4.9. Specifické proteolytické odstépeni tagi z rekombinantniho AC1

Slou¢ené purifikaéni frakce byly pouzity pro proteolytickou reakci, kde pomoci
SUMO proteazy byly oddéleny SUMO a His-tag. SUMO proteaza (1 U SUMO Protease/ 2
ug protein, Invitrogen) a Dithiotreitol (finalni koncentrace 1 mM) byly pouzity pro reakci ve
30 °C trvajici po dobu 5 h. Cast reakce byla $tipana az do daliho dne. Naslednd Ni?*
affinitni purifikace odstranila proteinové tagy a sumo protedzu. Beztagova forma ACI1 byla

tedy obohacena v pritokové frakci.

4.10. Purifikace rekombinantu AC1 pomoci iontové chromatografie

Frakce s rekombinantem byly slity a do¢istény pii iontové chromatografii na kolon¢
(Mono Q HR 5/5) equilibrované 20 mM Tris (pH=8) a eluované v gradientu pufru B (20
mM Tris, 1 M NaCl, pH=8). Cistota vysledného rekombinantu byla zkontrolovana pomoci
SDS gelové elektroforézy a nasledné identifikovana pomoci metody peptidového mapovani
(Peptide mass fingerprinting). Koncentrace produktu byla zméfena Pierce BCA Protein

Assay Kitem (Thermo Scientific, jako standard pouzit BSA - Hovézi sérovy albumin).

4.11. Produkce specifické protilatky

Laboratorni kralik byl imunizovan v 3-imuniza¢nim schématu. Pro kazdou imunizaci
bylo pouzito 100 pg beztagové formy ACI1. Prvni imunizace byla doplnéna 0 Freundovo
kompletni adjuvant (Sigma-Aldrich), pro zbylé dvé imunizace bylo pouzito adjuvant
nekompletni. Intervaly mezi imunizacemi byly 14 dni. Po 2 tydnech od tfeti imunizace byl
kralik vykrven a krev posbirana do 50 ml zkumavek. Zkumavky s krvi byly ponechény stat 5
h v pokojové teploté, dalsich 10 h v lednici a poté byla krev zcentrifugovana (10 min pfi
2500 x g) a odebrano a zamrazeno sérum. Schopnost protilatek ze séra vazat se na antigeny

z rekombinantu byla ovéfena metodou western blot.
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4.12. Kovalentni interakce AC1 s hostitelskymi proteiny

Afinitni pull-down tagované formy proteinu, pre-inkubované s hostitelskym sérem
nebo plazmou, byl proveden pomoci Ni?" agarézovych kulicek (Ni-NTA Agarose,
Invitrogen). Pro optimalizaci, mnozstvi kulicek a délky vychytavani rekombinantu timto
zpusobem, byl udé€lan pilotni experiment, pii némz bylo 20, 50 a 200 pl kulicek smichano
s 50 pg AC1 rekombinantu a 1 ml PBS. Vzorky byly ponechany po dobu 1, 5 a 18 h na
oto¢né plosin¢ v chladové mistnosti 4 °C. Poté byl od kulicek odebran roztok PBS, byly
promyty pomoci ¢ist¢tho PBS a produkty eluovany 30 ul 1 M imidazolu. Eluce byly
naneseny do jamek SDS-PAGE gelu (NUPAGE, Novex), ktery byl po rozd€leni proteint pii
100 V vizualizovan na piistroji ChemiDoc MP (Bio-Rad).

Dv¢ frakce, ziejmé obsahujici monomer (C10) a monomer i dimer (D1),
rekombinantniho proteinu AC1, v SUMO vektoru s His a SUMO tagy, byly pouzity pro
detekci kovalentnich interakci s hostitelskymi proteiny. V reakci bylo smichdno 50 g
proteinu (rozpustény v pufru: 20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH=8) s 1 ml lidské a kravské

krevni plazmy.

Plazma byla ziskana tak, Ze krev byla odebirana do 3,8% roztoku citratu sodného
(citronan sodny dihydrat, Lachema) v poméru 9:1 (9 ml krve : 1 ml rozotku citratu). Poté
byly zkumavky s krvi a citratem 10 min promichavany, nasledné zcentrifugovany (10 min na
2500 x g pti 4 °C,) a krevni plazma odebrana od peletu ¢ervenych krvinek. Ziskana plazma
byla znovu zcentrifugovana (10 min na 10000 x g pti 4°C) a ptefiltrovana (0,22 pm,
Millipore).

Vzorky proteinu a plazmy byly promichavany 5 h v chladové mistnosti (4 °C). Pro
kontrolu byly pfipraveny i 3 zkumavky (lidska plazma, kravskd plazma, PBS) bez
rekombinantu. Ke kazdému vzorku bylo ptidano 40 pl niklovych agar6zovych kuli¢ek (Ni-
NTA Agarose, Invitrogen). Poté byly vzorky dalsich 14 h promichavany v chladové
mistnosti. Nasledné byly kulicky promyty PBS a produkty eluovany 40 pul 1 M imidazolu.
Vysledné eluce byly naneseny do Criterion TGX Stain-Free Precast Gelu (Bio-Rad) a po
vizualizaci gelu byly pieneseny na membranu a inkubovany s anti-His primarni protilatkou
(1:5000) a protimysi sekundarni peroxidazovou protilatkou (1:10000).

Jako kontrolni rekombinantni protein pro kovalentni interakce byl vybran kliStéci
IRS8 s his-tagem, u kterého jsme znali schopnost vazat enzymy koagula¢ni kaskady. Ten byl

stejnym postupem jako AC1 inkubovan s lidskou a kravskou krevni plazmou. Vysledek byl
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vyhodnocen pomoci anti-His western blotu. Nasledné byl experiment zopakovan s rozdilem

v inkubaci rekombinantu v krevnim séru z ¢lovéka a kravy.
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5. Vysledky

5.1. Ovéreni diferencialni exprese transkripti slinnych zlaz pomoci qPCR

Pomoci transkriptomové analyzy bylo zjisténo, ze klist’ata I. ricinus exprimuji vybrané
transkripty slinnych z1az v riznych hladinach (Tab. 6) v zavislosti na tom, zda klistata sala
krali¢i krev z membranového systému, nebo na zivém kralikovi s aktivnimi slozkami
imunity. V tabulce (Tab. 6) je 15 vybranych klistécich transkripti ze slinnych Zlaz

S vyraznym narstem exprese pfi sani na zivém hostiteli.

Tab. 6: Pfrehled RKPM hodnot se signifikantnim narustem p¥i sani na kralikovi (K) v porovnani se
sanim na membrané (M) u kli§tat krmenych po 24h (Perner et al., 2018). AC = anticomplement; BTS =
Basic tail superfamily; RPKM = Reads per kilo base per million mapped reads.

Odkaz Komentaf E hodnota Pokryti | M24_1 | M24_2 | M24_3 | K24_1 | K24 2 | K243
na peptid % RPKM | RPKM | RPKM | RPKM | RPKM | RPKM
Ir-SigP- | 18,3 kda 3,0E-55 99,3 0,4 0,2 0,2 2695,6 | 987,3 2594,7
219629 | subfamily of the
BTS
Ir-SigP- | 18,3 kda 2,0E-59 100 3,2 2,4 2,1 17011, | 6302,5 | 15365,
242556 subfamily of the 5 9
BTS
Ir-SigP- | AC protein 1 0,0E+00 100 0,0 0,1 0,0 2377,0 | 2011,7 | 375,2
241930
Ir- AC protein 2 9,0E-92 91,5 0,0 0,1 0,1 91,5 32,2 91,2
261824
Ir-SigP- | ticks ixostatin 3,0E-17 103,1 0,0 0,0 0,1 32,3 17,6 8,6
229700
Ir-SigP- | 18,3 kda 1,0E-48 100 3,6 3,2 2,9 430,8 166,1 510,8
258570 | subfamily of the
BTS
Ir-SigP- | antigen 5 2,0E-90 86 2,4 6,4 0,2 77,2 202,6 141,6
241765 protein
Ir-1315 secreted protein | 0,0E+00 85,6 2,2 6,0 0,1 98,1 60,6 34,9
precursor
Ir-369 secreted 0,0E+00 95,7 44,9 0,0 5,2 156,2 132,5 296,7
metalloprotease
Ir-SigP- | secreted 0,0E+00 100 48,8 0,1 7,2 172,3 145,1 319,6
369 metalloprotease
Ir- secreted 0,0E+00 100 31,2 13,4 8,6 175,6 1254 87,7
249265 metalloprotease
Ir- secreted 0,0E+00 85,2 4,9 0,1 5,7 20,1 15,9 33,0
226907 metalloprotease
Ir-SigP- | AC protein 8,0E-67 70,3 337,0 87,9 109,7 1444,0 | 10748 | 479,2
239926 IXAC-B5
precursor
Ir- secreted 0,0E+00 89,8 9,7 0,1 12,3 34,2 29,0 57,8
237695 metalloprotease
Ir- secreted 0,0E+00 76,5 7,7 20,5 1,9 47,5 36,3 66,8
249264 | metalloprotease
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Tyto odlisné¢ expresni hladiny byly jest¢ ovéfeny pomoci RT-gPCR. U vSech
vybranych transkripti se podafilo ovéfit zvySenou hladinu exprese ve slinnych Zzlazach
klist'at, kterd sala na kralikovi a zna¢né potlacenou hladinu exprese u klistat, ktera sala
krali¢i krev z umélého membranového systému (Obr. 3A). Transkript kodujici AC1 (Obr.
3A, posledni sloupec) byl jesté ovéfen porovnanim kiivek tani templatu (Ptiloha 1) a pomoci
klasické PCR s naslednou detekci na agarozovém gelu (Obr. 3B). Pti tomto experimentu
byly relativni hladiny pozorovanych genti normalizovdny pomoci relativni hodnoty

referen¢niho genu, elongacniho faktoru (Ir-109631; Perner et al., 2016).
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Obr. 3: Ovéreni diferencialni exprese transkripti ve slinnych Zlazach klistéte Ixodes ricinus pomoci
PCR. (A) RT-qPCR ovéfeni diferencialné exprimovanych transkriptll z transkriptomové analyzy slinnych 714z
klistat, kterd sala na kralikovi nebo krali¢i krvi v membranovém krmitku. (B) Ovéfeni rozdilné exprese
transkriptu Ir-SigP-241930 kodujici antikomplement 1 pomoci semikvantitativni PCR a separaci na 1%
agarozovém gelu.

5.2. Sekvenacni alignment

Alignment sekvence proteinu ACL1 s dal§imi antikomplementy klistéte Ixodes ricinus,
u kterych byla prokazana snizena exprese pii sani na membranovém systému. Alignment
ukazal, ze maji sekvence konzervované uréité sekvenéni useky (Obr. 4). Vétsi shoda je u
protein IXAC1 a IXAC2, nez v jejich kombinaci s IXAC-B5. U naposledy zminéného
proteinu je sekvence nelplnd S chybgjicim N-koncem, coz snizuje Sanci vyhledani
podobnych ¢asti sekvenci. Ocekavana molekulova hmotnost IxAC-B5 je 14,7 kDa, IXAC2
18 kDa a IXAC1 20 kDa. Ocekavané pl IxAC-B5 je 4,61, IXAC2 4,59 a IXACL1 4,36.
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IxAC-Bb
IxAC2
IxAC1

IxXAC-B5
IxAC2
IxAC1

IxAC-B5 120 LELESAGTF—————""""""""""""""——————————————————————————————
IxAC2 102 @TSNEO Q5 RP¥ INEICTANT TGWT TIRA PTINLIAPRIE
IxAC1 117 0 LsIPE E”JTSKGENSEKVS [OFIRCTANT TGWT THMA PTINLIRPINE
IXAC-B5 ————————

IxAC2 156 ySIAL

IxAC1 177 INFIRP P

Obr. 4: Sekvenac¢ni alignment vybranych antikomplemetovych proteini. Porovnani sekvenci IxAC-B5
(Ixodes ricinus antikomplementovy proteinovy IXAC-B5, Ir-SigP-239926), IXAC2 (Ixodes ricinus

antikomplementovy protein 2, 1r-261824) a IXAC1 (Ixodes ricinus antikomplementovy protein 1, Ir-SigP-
241930), (Perner et al., 2016). Kurzivou je naznaceny signalni peptid.

5.3. Amplifikace acl z ¢cDNA slinnych Zlaz

Abych zjistila nejvhodnéj$i teplotu pro nasedani primerti, udélala jsem PCR
s gradientem teplot annealingu. Vhodné teploty pro nasedani primerd, pti amplifikaci acl
pomoci PCR, byly 53, 55 a 58 °C pro pET100 vektor a 53 nebo 55 °C pro SUMO vektor.
Pro amplifikaci acl pomoci PCR byla pouzita annealingova teplota 55 °C. Tato teplota byla

vhodna pro oba klonovaci vektory.
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PET100 SUMO
53°C 55°C 58°C x 53°C 55°C 58°C
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Obr. 5: PCR optimalizace annealingové teploty pro acl insert do expresnich vektori. PCR amplifikace
acl useku cDNA z templatu slinnych zlaz klistéte sajiciho 24 h na kralikovi. Teploty pro nasedani primert,
uréenych k amplifikaci usektl pro zaklonovani do expresnich plazmidd pET100 a SUMO, na templat byly
zvoleny 53, 55 a 58 °C. PCR produkty byly rozdéleny na 1% gelu. Sipka oznaéuje oéekavanou velikost
pozitivniho amplikonu.

5.4. Ovéreni uspéSnosti klonovani a transformace

Uspéiné zaklonovany tusek acl do plazmidu a spravna transformace takového
plazmidu do expresnich buné€k byla ovéfena pomoci PCR. Spravné zaklonovani a
transformace do bunék bylo potvrzeno u vSech vybranych kolonii se SUMO vektorem
(Obr. 6). Ocekavana délka amplikonu byla 1000 bp, z divodu nasedani T7 plazmidového

primeru pted 5 koncem genu, oproti ocekavané délce zaklonovaného acl 500 bp.

Velikost DNA
(bp)

1200-
1000-

700

500

300
200

100

Obr. 6: Kontrola pozitivnich kolonii se SUMO vektorem. Selektivné narostlé kolonie E. coli BL21 byly
analyzovany PCR pomoci T7 forward plazmidového primeru a gen specifického primeru acl-reverse a
rozdélény v 1% agarézovém gelu. Jako negativni kontrola (NK) byl templat kus kultivacni agarové pudy z
mista, kde nenarostla zddné kolonie. Jako pozitivni kontrola (PK) byla pouZzita rekombinan¢ni smes pouzita pro
transformaci. Sipka naznacuje velikost pozitivniho amplikonu.

23



Uspésné zaklonovany usek acl do plazmidu a spravna transformace takového
plazmidu do expresnich bun¢k byla, pomoci PCR, potvrzena u péti (¢. 1, 3, 4, 7 a 8)
z vybranych kolonii s pET100 vektorem (Obr. 7). O¢ekavana délka amplikonu byla cca 800
bp, pficemz délka prazdného plazmidu byla cca 300 bp. Prouzky ve velikosti oznacené
Sipkou plnou carou jsou pozitivni kolonie. Prouzky ve velikosti oznacené Sipkou

pferusovanou ¢arou jsou ziejm¢ prazdné plazmidy, u nichZ nedoslo ke spravnému klonovani.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Obr. 7: Kontrola pozitivnich kolonii s pET100 vektorem. Selektivné narostlé kolonie E. coli BL21 byly
analyzovany pfes PCR pomoci T7 forward a reverse plazmidového primeru a rozdélény v 1% agar6zovém
gelu. Sipka plnou &arou naznaluje velikost pozitivniho amplikonu. Sipka preru§ovanou &arou oznaduje velikost
prazdného plazmidu pET100.

5.5. Pilotni exprese rekombinantu AC1 a western blot

Predikovana molekulova hmotnost AC1 v SUMO vektoru je 30 kDa. Pilotni exprese
VE. coli slouzila kvybrani nejvhodnéjsich podminek k produkci rozpustného
rekombinantniho proteinu. K vétsi hladiné exprese v SUMO vektoru vedla indukce IPTG za
niz$i hladiny OD (0,6) oproti vyssi (1,6) (Obr. 8). Rozdilné hladiny teplot (30 °C vs 37 °C)
vedly K rozdilngym hladinam exprese, ackoli niz§i teplota vedla Vv nékterych piipadech
dokonce k vyssi hladin€ exprese (viz. Obr. 8, indukce pii OD 1,6 a O/N expresi). Pro délku
exprese plati, ze Vv ptipad¢ zaindukovani pii niz§im OD (0,6) je déle trvajici exprese
vyteézngjsi, pfi vys§im OD (1,6) je tomu opacné. Nejvytéznéjsi byla exprese pii indukci OD

0,6, O/N a 30 °C.
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Obr. 8: SDS-PAGE a western blot vzorki z pilotni exprese AC1 v SUMO vektoru. Vzorky sesbirané v
proménnych faktorech po indukci byly rozdéleny pomoci neredukujici SDS-PAGE (Obr. A) a preblotovani.
Proménné faktory zahrnovaly rozdilné OD (optické denzity) 0,6 a 1,6, rozdilné délky exprese po inkubaci 4
hodiny a celono¢ni inkubaci (O/N) a rozdilné inkubacni teploty 30 a 37 °C. Pfeblotované vzorky byly
inkubovany s anti-His primarni protilatkou a protimysi sekundarni protilatkou konjugovanou s HRP. Signal byl
vyvolan chemiluminiscenénim substratem Classico Luminata a vizualizovan (Obr. B) na Chemidoc. Délka
expozice fotky membrany byla 1 s. Sipka naznaduje o¢ekavanou velikost pozorovaného proteinu.

Predikovana molekulova hmotnost AC1 v pET100 vektoru je 23 kDa. K vétsi hlading
exprese v pET100 vektoru vedla indukce IPTG za nizsi hladiny OD (0,6) oproti vyssi (1,6)
(Obr. 9). Rozdilné hladiny teplot (30 °C vs 37 °C) vedly k rozdilnym hladindm exprese,
pticemz nizsi teplota vedla k podobné nebo lehce nizsi hlading exprese (viz. Obr. 9, indukce
pii OD 1,6 a 4 h expresi). Pro délku exprese plati, ze krat$i (4 h) exprese je vyrazné

vyteézn&jsi nez O/N exprese. Nejvytéznéjsi byla exprese pii indukci OD 0,6, 4h a 37 °C.
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Obr. 9: SDS-PAGE a western blot vzorkii z pilotni exprese AC1 v pET100 vektoru. Vzorky sesbirané v
proménnych faktorech po indukci byly rozdéleny pomoci neredukujici SDS-PAGE (Obr. A) a pieblotovani.
Proménné faktory zahrnovaly rozdilné OD (optické denzity) 0,6 a 1,6, rozdilné délky exprese po inkubaci 4
hodiny a celono¢ni inkubaci (O/N) a rozdilné inkubacni teploty 30 a 37 °C. Pieblotované vzorky byly
inkubovany s anti-His primarni protilatkou a protimysi sekundarni protilatkou konjugovanou s HRP. Signal byl
vyvolan chemiluminiscenénim substratem Classico Luminata a vizualizovan (Obr. B) na Chemidoc. Délka
expozice fotky membrany byla 13 s. Sipka naznaGuje oéekavanou velikost pozorovaného proteinu.

Pro nasledujici expresi proteinu AC1l byl z dtvodu vyrazné vyssi vytéznosti
rozpustného proteinu, vezmeme-li v avahu délky expozic pfi pofizovani snimkul, vybran
vektor SUMO. Indukce IPTG probéhla za nizsi hladiny OD (O,6) a exprese byla udrzovana
pii nizsi teploté (30 °C) pies noc (O/N).
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5.6. Afinitni purifikace rekombinantniho AC1 pies his-tag

Solubilizovany extrakt z E. coli v solubilizacnim pufru (Tab. 4) byl nanesen na
ekvilibrovanou kolonu a po promyti byl specificky eluovan imidazolem. Po celou dobu
purifikace bylo monitorovano mnozstvi odtékajicich proteini z kolony pomoci absorbance
(Ptiloha 2). Pii monitorovani byly vybrany frakce, ze kterych byly odebrany vzorky na SDS-
PAGE (Obr. 10). Pti porovnani 1. a 2. sloupce gelu (Obr. 10) vidime, Ze z homogenatu
expresnich bun¢k se na purifikaéni kolonu navazal protein. Tento protein byl

zakoncentrovan a uvolnén z kolony pomoci 200mM imidazolu (Obr. 10, 4. sloupec).

Prvni purifikace Druha purifikace

Molekulova
hmotnost
(kDa)

1304

100
70’
55-’

401 e o

35-'

25+

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Obr. 10: SDS-PAGE vybranych frakei po purifikaci proteinu pomoci Ni-NTA afinitni chromatografie.
Na gel byl pouzit supernatant ze sonikace a nasledné centrifugace exprimujicich bunék E. coli BL21, dale
odebrany vzorek po pritoku nasazovaného vzorku kolonou (flow-through, FT) a elucni frakce vybrané podle
chromatogramu z pribéhu prvni purifikace, popsané finalni koncentraci imidazolu (10mM a 200mM imidazol).
Poté byl protein z eluce 200mM imidazolem stipan SUMO proteazou po dobu 5 h a pfes noc (O/N) a z obou
inkubaci byl nanesen vzorek do gelu. Protein po celono¢nim §tipani byl purifikovan pies niklem nabitou
kolonu, kdy byl odebran na gel vzorek pritoku pfi nanaseni proteinu na kolonu. Dale byly na gel pouzity elu¢ni
frakce s finalni koncentraci imidazolu 50mM, 75mM a 100mM. Proteiny byly rozdéleny pomoci redukujici
elektroforézy. Sipka plnou &arou naznacuje oéekavanou velikost zkoumaného proteinu ve vektoru s tagy. Sipka
prerusovanou ¢arou oznacuje ocekavanou velikost ¢istého zkoumaného proteinu, bez vektoru.
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Ve vybranych frakcich precisténého rekombinantu byly specificky proteolyticky
odstépeny tagy od rekombinantniho proteinu pomoci SUMO proteazy (Obr. 10, 5. a 6.
sloupec). Insert byl oddélen afinitni purifikaci pfes niklem nabitou kolonu. Po celou dobu
purifikace bylo monitorovano mnozstvi odtékajicich proteinti z kolony pomoci absorbance (Ptiloha
3). Vzorky odebrané v prabéhu Stipani a nasledné purifikace byla vyhodnoceny pomoci
SDS-PAGE (Obr. 10). V 7. sloupci gelu (Obr. 10) vidime, ze zde nejsou pfitomny protein
AC1 ani tagy, navazaly se na kolonu a vétSina se uvolnila s 50 mM imidazolem (Obr. 10, 9.

sloupec). V dalsim sloupci je mozné vidét pievazné oddstipnuté tagy (Obr. 10, 10. sloupec).

5.7. Purifikace rekombinantu AC1 pomoci iontové chromatografie

Ziskany rekombinantni protein AC1 oddéleny od vektoru a vétsiny tagh byl docistén
pomoci iontové chromatografie pfes Mono Q kolonu. Po celou dobu purifikace bylo
monitorovano mnozstvi odtékajicich proteinti z kolony pomoci absorbance (Pfiloha 4). Na
gelu je vidét oddéleni tagt od rekombinantu v jednotlivych frakcich purifikace (Obr. 11).

Koncentrace produktu byla 1 mg/ml, zmé&fena Pierce BCA Protein Assay Kitem.
Molekulova
hmotnost B6  B7 B9 B12 Ci1 C2 C3 c4 Cc5 ¢c6
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Obr. 11: SDS-PAGE vybranych elu¢nich frakei z purifikace proteinu pomoci iontové chromatografie.
Produkt, z Ni-NTA purifikace proteinu po $tipani, byl doc¢istén pomoci iontové chromatografie s vyuzitim
MonoQ kolony. Elu¢ni frakce iontové chromatografie, oznatené B6-C6, byly pouzity na redukujici
proteinovou elektroforézu. Frakce byly vybirany v priib&hu purifikace vyhodnocenim chromatogramu. Sipka
plnou &arou naznaGuje oGekdvanou velikost zkoumaného proteinu. Sipka preruSovanou Garou oznaluje
ocekavanou velikost tagu.
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5.8. ldentifikace rekombinantniho proteinu pomoci hmotnostni spektrometrie

Pfitomnost ziskaného rekombinantu byla ovéfena hmotnostni spektrometrii
(Obr. 12), ktera identifikovala protein 0 molekulové hmotnosti cca 38 kDa a 25 kDa jako
protein AC1 (Ixodes-specifickd databaze Uniprot) a SUMO protein (nespecificky
Swissprot). Odectené molekulové hmotnosti neodpovidaji predikovanym teoretickym
hodnotam, pro AC1 18 kDa a pro SUMO tag 17 kDa. Mohlo by se jednat o dimer a
monomer, ktery se elektroforeticky pohybuji rychleji nez pouzité standardy. Molekulova

hmotnost samostatného tagu uz migruje dle o¢ekavani okolo molekulové hmotnosti 17 kDa.
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Obr. 12: Ovéieni izolace a purifikace proteinu AC1 pomoci hmotnostni spektrometrie. Eluce z obou
afinitnich purifikaci, produkt po 5h a celono¢nim (O/N) §tipani sumoproteazou a prutok pii nanaseni vzorku na
kolonu pfi druhé purifikaci, byly pouzity na SDS-PAGE. Gel byl vizualizovan pomoci UV (ultrafialového)
svétla a prouzky oznacené Sipkami byly vyfiznuty (Obr. A) a odeslany na analyzu hmotnostni spektrometrie.
Vzorky byly analyzovany podle Swissprot vSeobecné genové knihovny a Uniprot klistéci genové knihovny
(Obr. B).
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5.9. Produkce specifické protilatky

Imunizaci laboratorniho kralika bylo ziskano specifické anti-sérum. Schopnost
protilatek z krevniho séra vazat se na antigeny zrekombinantu byla ovéfena metodou
western blot, ktera ukazala znaCeni rekombinantu i tagu a nativniho AC1 z klistécich

slinnych zlaz. Krali¢i anti-sérum neznaci proteiny z klistécich slin (Obr. 13).
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Obr. 13: Ovéreni specifity AC1 protilatky pomoci western blotu. Pii kontrole AC1 protilatky byly pouzity
vzorky klistécich slin (po 6 dnech sani, slinéni vyvolano pilocarpinem), homogenaty klistécich slinnych zlaz
(salivary glands, SG) z dospélych samic sajicich 48 h a 144 h na kralikovi, rekombinant AC1 a SUMO tag.
Vzorky byly naneseny do gelu a pomoci redukujici SDS-PAGE rozdéleny podle své molekulové hmotnosti
(Obr. A). Pieblotované vzorky byly inkubovany s ACI1 primarni protilatkou a protikrali¢i sekundarni
protilatkou konjugovanou s HRP. Signal byl vyvolan chemiluminiscen¢nim substratem Classico Luminata a
vizualizovan (Obr. B) na Chemidoc.

Nasledné byla porovnana exprese AC1 ve slinnych zlazach klistat, ktera sala na
raznych hostitelich, pomoci anti-séra se specifickymi protilatkami a western blotu (Obr. 14).
Nejveétsi exprese AC1 byla zjisténa pii sani klist'at na kralikovi. Slaby signél byl zaznamenéan
u klistat sajicich na membrané a kliStatech nesajicich, u nichZz se objevil prouzek o

molekulové hmotnosti cca 28 kDa, ktery se objevil i ve vzorcich klist'at sajicich na kralikovi
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Vv delSim casovém tuseku. U klistata sajicich na morceti nebyla zaznamenana zaddna ACI1

exprese.
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Obr. 14: Stanoveni exprese AC1 ve slinnych Zlazach klist'at po sani na raznych hostitelich pomoci
western blot analyzy. Pro experiment byly vybrany slinné Zlazy nenasatych klistat (UF), klistat sajicich 1
nebo 2 dny na morceti (M), 1 nebo 2 dny krmenych uméle pfes membranu (U) a sajicich 1—7 dni na kralikovi
(K). Vzorky byly naneseny do gelu a pomoci redukujici SDS-PAGE rozdéleny podle své molekulové
hmotnosti (Obr. A). Pfeblotované vzorky byly inkubovany s AC1 primarni protilatkou a protikrali¢i sekundarni
protilatkou konjugovanou s HRP. Signal byl vyvolan chemiluminiscenénim substratem Classico Luminata a
vizualizovan (Obr. B) na Chemidoc.

Pouzitim dvou stejné pfipravenych membran, se vzorky homogenizovanych slinnych
zlaz klistat a vzorkem kraliciho ACI1 anti-séra, bylo inkubaci prvni membrany s kombinaci
primarni (AC1 anti-sérum, 1:1000) a sekundarni protikrali¢i protilatky (1:5000), a druhé
membrany pouze se sekundarni protilatkou (1:5000), vylouceno, ze by protikrali¢i
sekundarni protilatka tvotila nespecifické vazby s proteiny ze slinnych Zlaz klistat sajicich

na kralikovi (Ptiloha 5).
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5.10. Ovéreni exprese AC1 v nymfach

AC1 byl jasné prokazan ve slinnych zlazach dospélych samic klistat. Jestli je ale
exprimovan i ve slinnych Zlazach nymfalniho stadia klistéte I. ricinus, které hraje dulezitéjsi
roli v pienosu borrelii, nebylo ziejmé. Proto byly, pomoci western blot analyzy, otestovany
homogenaty slinnych zlaz vypitvanych z nymf, které byly odebirany v dennich intervalech
sani. Ve vzorku slinnych zlaz klist'at, ktera sala 24 h na kralikovi (Obr. 15, sloupec 1) se
nam opét podafilo detekovat nativni AC1 o molekulové hmotnosti cca 70 kDa a dalsi
prouzek o molekulové hmotnosti cca 28 kDa. Bohuzel se ale u nymf nepodafilo potvrdit
expresi tohoto proteinu (Obr. 15). Tento vysledek vyvraci expresi AC1 ve slinnych zlazach

nymf I. ricinus. Vysledek muze byt ale ovlivnén riznorodosti laboratorniho zvitete, na némz

nymfy saly.
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Obr. 15: Stanoveni exprese AC1 ve slinnych Zlazach nymfalniho stadia klistéte. Porovnani exprese AC1 ve
slinnych zlazach dospélych samic sajicich 1 den na kralikovi (1D) a nymf nesajicich (ON) nebo sajicich 1, 2, 3
a 6 dni na kralikovi (1-6N). Homogenaty slinnych zlaz byly v gelu rozdéleny podle své molekulové hmotnosti
pomoci SDS-PAGE (Obr. A). Pieblotované vzorky byly inkubovany s ACI1 primarni protilatkou (fedéni
1:5000) a protikrali¢i sekundarni protilatkou (fedéni 1:20000) konjugovanou s HRP. Signal byl vyvolan
chemiluminiscenénim substratem Classico Luminata a vizualizovan (Obr. B) na Chemidoc.
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5.11. Detekce proteinti ze slinnych Zlaz pomoci séra z opakovaného sani

Klisté vyuziva slinné zlazy k vyrobé slin, které potlacuji imunitni odpovéd’ hostitele a
usnadnuji klistéti sani. Exprese imunogennich proteinu ve slinnych zlazach klistéte postupné
roste, ¢im déle klisté saje (Obr. 16). Sérum z kralika, na némz opakované sala klist’ata znaci
dominanté jeden protein o molekulové hmotnosti cca 55 kDa (Obr. 16B). Nékteré proteiny,
znaéi i sérum z kralika, na némz klistata né¢kdy nesala (Pfiloha 6). Tento protein se po
vizualizaci objevuje ve vé&tsi molekulové hmotnosti nez protein detekovany sérem

Z opakovaného sani.
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Obr. 16: Detekce proteinu ve slinnych Zlazach pomoci séra z kralika, na némZ opakované sala klist’ata,
pomoci western blot analyzy. Porovnani exprese proteind ve slinnych zlazach dospélych samic sajicich 1-7
dni na kralikovi. Homogenaty slinnych zlaz byly v gelu rozdéleny podle své molekulové hmotnosti pomoci
SDS-PAGE (Obr. A). Pteblotované vzorky byly inkubovany se sérem z kralika, na némz opakované sila
klistata (fedéni 1:1000) a protikrali¢i sekundarni protilatkou (fedéni 1:20000) konjugovanou s HRP. Signal byl
vyvolan chemiluminiscenénim substratem Classico Luminata a vizualizovan (Obr. B) na Chemidoc.
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5.12. Testovani detekce AC1 pomoci séra z opakovaného sani

Klistata béhem sani sekretuji velké mnozstvi proteinti do hostitele. Nékteré z téchto
proteind jsou imunogenni a indukuji v hostiteli expresi specifickych protilatek proti témto
klistécim slinnym proteinam (obr. 17B, sloupec 1). Pokud je slinny protein
immunodetekovan, muze tato detekce slouzit jako dikaz toho, Zze je protein skute¢né
sekretovan do hostitele in vivo béhem sani klistéte. Byly vybrany 4 slinné proteiny, véetné
ACI1, které byly podrobeny redukujici SDS-PAGE a western blotu (Obr. 17). Pieblotované
proteiny byly inkubovany se sérem, které pochazelo z kralika, na némz opakované sala
klistata, a to s IG frakci (fedéni 1:100) v kombinaci s anti-sérem (1:1000). Jako kontrolni
sérum bylo pouzito sérum z naivniho kralika (fedéni 1:1000). Zatimco G1 a IRSS5 jsou
detekovany i pfirozenymi protilatkami kralika, detekéni imunoglobuliny detekujici AC1 a
IRS8 zfejmé mizi ze séra béhem opakovaného sani klistat. Tyto proteiny jsou sérem
z opakovaného sani neimunodetekovatelné. Nékteré proteiny z klistécich slin jsou ale ziejmé

imunogenni, protoze jsou detekovatelné sérem z opakovaného sani klist'at (Obr. 17).
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Obr. 17: Detekce AC1 pomoci séra z kralika, na némZ opakované sila kli§ata pomoci western blot
analyzy. Vzorek ACI1 rekombinantu byl inkubovan s krali¢im sérem z kralika na némz opakovan¢ sala klist'ata
a se sérem z kralika, na némz klistata nikdy nesala. Vzorky byly naneseny do gelu a pomoci redukujici SDS-
PAGE rozdéleny podle své molekulové hmotnosti (horni obrazek). Po pieblotovani byla membrana rozdé€lena,
prvni pulka inkubovana s krali¢im sérem z klistaty netknutého kralika (Obr. A), druhd pulka se sérem po
opakovaném sani klistat (Obr. B). Nasledn¢ byly ob¢€ ¢asti membrany inkubovany s protikrali¢i peroxidazovou
protilatkou. Signal byl vyvolan chemiluminiscenénim substratem Classico Luminata a vizualizovan na
Chemidoc.

5.13. Kovalentni interakce AC1 s hostitelskymi proteiny

Jelikoz nékteré serpiny, inhibitory serinovych proteaz, tvoti kovalentni vazebné
partnery s cilenymi protedzami, bylo testovano i AC1, zda-li ma kovalentniho vazebného
partnera v lidském a kravském séru ¢i plazmé.

Pro optimalizaci metody vychytdvani rekombinantu AC1 pomoci niklem nabitych
agardzovych kuli¢ek byl udélan pilotni experiment. Bylo zjiStovano jaké mnoZstvi kulicek
(20, 50 nebo 200 pl) a za jak dlouhou dobu (1, 5 a 18 h) bude nejvyhodnéjsi pouzit pro
vychytani co nejvétsiho mnozstvi rekombinantu. S ristem ¢asu vychytavani rostlo i
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mnozstvi vychytaného proteinu (Obr. 18). Nejvyhodnéjsi byl nejdelsi ¢asovy interval 18 h
(Obr. 18, sloupce 8-10). U mnozstvi kulicek byl efekt opac¢ny. S vétsim objemem kulicek
Klesalo mnozstvi vychytaného proteinu. A tak pouzitim nejmensiho mnozstvi kulicek, které
byly s rekombinantem inkubovany nejdel$i zvolenou dobu, bylo moZzné vychytat nejvétsi

mnozstvi rekombinantu z roztoku (Obr. 18, 18 h 20 ul, sloupec 8).

Molekulova & O TS
hmotnost g% & O o ANEPANEEPAN ,\Q;Q ,\‘b‘\ ,\Qf\
(kDa) : : s : : - : s
130-
100-
70-

55-

35-

15

10-
1. 2 { 3i4i 5 i6 i 7 i8NNI

Obr. 18: Optimalizace metody vychytavani rekombinantu pomoci agarozovych kuli¢ek, nabitych niklem,
analyzované pomoci western blotu. Pro oddé€leni proteinu od krevni plazmy byl vyuZit vektorovy his-tag
usek, ktery byl navazan na niklem nabité agar6zové kuliCky. Pfi optimalizaci byly zvoleny dvé proménné,
mnozstvi pouzitych kuli¢ek (20, 50 a 200 pl) a doba inkubace (1, 5 a 18 h). Pfedem zvoleny objem kulicek byl
smichan s 50 pg ACI rekombinantu (Start) a 1 ml PBS. Inkubace probihala v chladové mistnosti (4 °C) po
pfedem zvoleny Casovy interval. Poté byl od kuli¢ek odebran roztok PBS, byly promyty pomoci ¢istého PBS a
produkty eluovany 30 pl 1 M imidazolu. Eluce byly naneseny do jamek SDS-PAGE gelu (NUPAGE, Novex),
ktery byl po rozdé€leni proteind pfi 100 V vizualizovan na pfistroji ChemiDoc.
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Byla wvyuzita afinitni precipitace tagovanych proteini pre-inkubovanych
s hostitelskou plazmou ¢i sérem. Vznik vazby byl vyhodnocen naslednym western blotem na
his-tag. Byly pouzity dvé purifikacni frakce AC1, ziejmé obsahujici monomer (C10) a
monomer i dimer (D1) ACL. Po inkubaci s hostitelskou plazmou se ukazalo, ze mizi prouzek
ve velikosti cca 40 kDa (Obr. 19, sloupce 2 a 6-8). Dimerova forma AC1 je ziejm¢
degradovana a netvoii zadny kovalentni komplex s hostitelskymi proteiny (Obr. 19, sloupce
6-7). Ani monomerova forma ACI1 necukazala zadné kovalentni interakce s proteiny

Vv hostitelové plazmé (Obr. 19, sloupce 3-4).
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Obr. 19: Kovalentni interakce rekombinantu AC1 s proteiny v hostitelské plazmé analyzované pomoci
western blotu. Dvé eluéni frakce rekombinantniho proteinu AC1 s his-tagem (C10 a D1) byly inkubovany s
lidskou a kravskou krevni plazmou a PBS. Ke vzorkiim byly pfidany niklem nabité agar6zové kulicky a vzorky
byly dale inkubovany. Poté byly kulicky promyty pomoci PBS a produkty eluovany 1M imidazolem. Proteiny
z eluce, proteiny pred inkubaci a sérum z Cloveka a kravy byly rozdéleny podle své molekulové hmotnosti
pomoci SDS-PAGE (Obr. A). Po pieblotovani byla membréna inkubovana s anti-His primarni protilatkou a
protimysi sekundarni protilatkou konjugovanou s HRP. Signal z membrany byl vyvolan chemiluminiscen¢nim
substratem Classico Luminata a vizualizovan (Obr. B) na Chemidoc.
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Jako pozitivni kontrola byl pouzit klistéci serpin, protein IRS8. U n¢ho bylo
ovéteno, Ze tvori kovalentné vazany komplex s molekulou v lidské plazmé (Obr. 20). Posun
v molekulové hmotnosti proteinu IRS8 po inkubaci v lidské plazm¢ je o cca 50 kDa. Pti

inkubaci v krevni plazmé z kravy nebyly zaznamenany zadné interakce (Obr. 20).
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Obr. 20: Kovalentni interakce rekombinantu IRS8 s proteiny v hostitelové plazmé analyzované pomoci
western blotu. Rekombinantni protein IRSS8 s his-tagem byl inkubovan s lidskou a kravskou krevni plazmou a
PBS. Ke vzorkiim byly pfidany niklem nabité agarézové kulicky a vzorky byly dale inkubovany. Poté byly
kulicky promyty pomoci PBS a produkty eluovany 1M imidazolem. Proteiny z eluce a protein pied inkubaci
byly rozdé€leny podle své molekulové hmotnosti pomoci SDS-PAGE (Obr. A). Po pieblotovani byla membrana
inkubovana s anti-His primarni protildtkou a protimysi sekundarni protildtkou konjugovanou s HRP. Signal z
membrany byl vyvoldn chemiluminiscenénim substratem Classico Luminata a vizualizovan (Obr. B) na
Chemidoc.
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Protein IRSS tvofi kovalentné vazany komplex také s molekulou v lidském séru (Obr.
21). Posun v molekulové hmotnosti proteinu IRS8 po inkubaci v lidském séru je stejn¢ velky
jako v piipadé krevni plazmy, 0 cca 50 kDa. V krevnim séru je kovalentniho komplexu mén¢é

nez v krevni plazmé. Pfi inkubaci v krevnim séru z kravy nebyly zaznamenany zadné
interakce (Obr. 21).
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Obr. 21: Kovalentni interakce rekombinantu IRS8 s proteiny v hostitelové séru analyzované pomoci
western blotu. Rekombinantni protein IRS8 s his-tagem byl inkubovan s lidskym sérem (LS), kravskym
krevnim sérem (KS) a PBS. Ke vzorkim po inkubaci a ke vzorkiim séra z ¢lovéka a kravy byly pridany niklem
nabité agarozové kulicky. Vzorky byly dale inkubovany. Poté byly kulicky promyty pomoci PBS a produkty
eluovany 1M imidazolem. Proteiny z eluce, protein pied inkubaci a vzorky lidského a kravského séra byly
rozdéleny podle své molekulové hmotnosti pomoci SDS-PAGE (Obr. A). Po preblotovani byla membrana
inkubovana s anti-His primarni protilatkou a protimysi sekundarni protilatkou konjugovanou s HRP. Signal z
membrany byl vyvolan chemiluminiscenénim substratem Classico Luminata a vizualizovan (Obr. B) na
Chemidoc.
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6. Diskuze

Cilem mé prace bylo porovnat expresi deseti rtiznych proteini ve slinnych zlazach
klistéte 1. ricinus pii sani na hostiteli s aktivni a inaktivovanou imunitni odpovédi. Exprese
téchto proteini byly porovnavany piti sani klistéte na zivém organismu, s aktivnimi
imunitnimi reakcemi, a na systému umélého séani, s tepelné inaktivovanou imunitou. Rozdily
v expresi genil jsem porovnala pomoci metody kvantitativni PCR (qPCR). Z téchto proteint
byl vybran antikomplementovy protein 1 (ACI), ktery vykazoval vyrazny rozdil v
proteinové expresi pii porovnani sani klistéte na hostiteli s aktivni a inaktivovanou imunitou.
Rozdil v expresi proteinu AC1 jsem ovéfila také pomoci semikvantitativni PCR. Tento

protein jsem exprimovala jako rekombinant a podrobila dukladnéjsi analyze.

Pro expresi samotného proteinu AC1 byly pouzity dva expresni vektory pET100, s His
tagem, a SUMO, s His a SUMO tagem. SUMO tag je maly modifikatorovy protein podobny
ubiquitinu, ktery zvySuje rozpustnost proteinu. Zvyseni vytéznosti rozpustného proteinu pii
pouziti SUMO tagu jsem oveéfila pii pilotni expresi. Jiz diive bylo u SUMO tagu pozorovano
vyrazné zvyseni exprese oproti jinym bézné vyuzivanym tagtim, jako jsou napi. Ub, MBP,
GST, TRX a NUS A. Pticemz tagy SUMO a NUS A mély také nejlepsi schopnost zachovani
rozpustnosti proteinu (Semenov et al., 2014). Pfi pouziti SUMO vektoru byla vytéznost
rozpustného proteinu zvySena pouZzitim niz$i teploty pro expresi a exprese mensiho poctu
bunék (niz§i OD). Na rozdil od pET100 vektoru, kdy se exprese rozpustného proteinu
zvysila pfi vyS$i teploté. Pro zvySeni exprese rozpustného proteinu se pouziva snizeni
teploty, coz vede k pomalejsi expresi proteinu, ktery ma vic ¢asu na spravné slozeni do
prostorové struktury. Timto zpisobem by mélo byt mozné zvysit expresi rozpustnych
rekombinantnich proteina (Gopal et al., 2011). S touto metodou se mé vysledky shodovaly
pouze pii pouziti SUMO vektoru. Exprimovany protein byl ve dvou krocich purifikovéan. Pfi
afinitni purifikaci proteinu po odStipnuti tagii se ukazalo, ze i samotny protein ACl ma
slabou afinitu k niklu. Pro dociSténi proteinu byla pouzita purifikace metodou iontové
chromatografie.

Klist¢ je svymi slinami schopné inhibovat alternativni drdhu aktivace hostitelova
komplementu, coz mu umoziuje dosahnout plného nasati (Valenzuela et al., 2000; Ribeiro et
al., 1989). Proto jsem testovala ptitomnost antikomplementového proteinu AC1 ve slinnych
zlazéach klistat oznacenim proteinti sérem se specifickymi protilatkami pomoci western blot

analyzy. Kromé jiz testovaného sani, na kralikovi a v systému umélého sani, byla ptitomnost
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AC1 testovéana také u morcete a nenasatych dospélych samic klistéte. U dospélych samic
sajicich na kralikovi byla detekovdna zvySend exprese proteinu AC1 oproti nenasatym
klistatim a u klistat sajicich na umélych membranach byla hladina proteinu stejnd jako u
nenasatych jedinci. Naopak u dospélct klistat sajicich na morcatech doslo ke snizeni
mnozstvi signalu proteinu AC1. To naznacuje, ze aktivita AC1 muize byt ovlivnéna typem
hostitele. Pti porovnani slinnych proteomd z nymf |. scapularis sajicich na morceti nebo
mysi byly zjistény rozdily ve sloZeni proteinti (Narasimhan et al., 2019). Cast protedzovych
inhibitorii a kolagennich sekretovanych proteinii bylo vyrazné vice exprimovano pii sani
klistat na morceti, oproti sani na mysi. U klistécich antikomplementi IRAC I a IRAC II byly
porovnavany inhibicni aktivity proti komplementu rtiznych hostitelskych druhti (Schroeder
et al., 2007). Pii testovani na lidském komplementu byl IRAC I o néco aktivnéjsi nez IRAC
IT a srovnateln€ inhibovaly psi komplement. Pfi testovani na ovcich, prasecich a komiskych
sérech byl IRAC 1 lepsi inhibitor nez IRAC II, ale opacny vysledek byl pozorovan u
bazantiho séra. To naznacuje, Ze rozsah hostitelt klistéte . ricinus koreluje se schopnosti
slin kliStéte inhibovat aktivaci alternativni cesty komplementu pravé podle hostitelského
druhu (Lawrie et al., 1999). Pii porovnani dvou vyvojovych stadii, nymf a dosp&lych samic,
kdy ob¢ skupiny saly na kralikovi, nebyla u nymf zjisténa zadna exprese proteinu AC1, ato i
béhem delsiho ¢asového intervalu sani (az 6 dni). Domnivam se, ze konkrétné AC1 neni u
nymf dominantné exprimovany nebo je dominantni pfi sdni nymf na jiném druhu hostitele.
Jeho funkci v tomto ptipadé mtze zastupovat néktery z AC paralogt. Neptitomnost AC1 u
nymf potvrzuje taktéz studie Kotsyfakise et al. (2015), ktery provedl transkriptomovy rozbor
slinnych zlaz jak dospélct, tak nymf klist’at sajicich na kralikovi. Naopak dominantnéj$im u
nymf byl prokazan antikomplement IXAC-B5 (Kotsyfakis et al., 2015).

Klistéci sliny obsahuji latky regulujici zanét v hostitelové téle a potlacujici vrozenou
i ziskanou imunitu (Wikel, 1996). U R. appendiculatus byly detekovany, pomoci metody
western blot s pouzitim kraliciho séra, imunogenni proteiny (Willadsen a Jongejan, 1999).
Béhem své prace jsem otestovala schopnost detekce rekombinantnich proteind, ACL,
cystatinu G1, serpinti IRS5 a IRS8 ze slin klistéte I. ricinus, imunitnim systémem hostele. K
testu jsem pouzila kralika, na kterém opakované sala klistata a kralika bez piedchoziho
kontaktu s klistétem. Zjistila jsem, Ze rekombinantni proteiny AC1, cystatin G1, serpiny
IRSS5 a IRS8 je mozné vSechny detekovat sérem z naivniho kralika. OvSem u kralika, na
némz opakovan¢ sala klist'ata, bylo pomoci séra mozné detekovat pouze proteiny G1 a IRSS.
U proteinit AC1 a IRS8 detekovatelnost po opakovaném sani klistat mizi. Imunoglobuliny

detekujici IRS8 se naptiklad mohou navazat na jiny protein obsazeny ve slinach klistéte, jak
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bylo popsano u R. appendiculatus (Wang a Nuttall, 1995). Tento protein, ktery jsem
detekovala prouzkem o molekulové hmotnosti cca 100 kDa, je vyrazn¢ znaceny sérem z
opakovaného sani. Dal§i moznosti je naptiklad, ze tento vyrazné detekovany protein je silny
antigen. V téle hostitele by tedy dochazelo k mohutné tvorb& protilatek a jejich vazba
S proteinem by poté piebyla signal ostatnich proteindi na membran¢é. Rekombinant AC1
nemusi byt sam pfili§ imunogenni. Jeho homolog IRAC je rozpustny jednovazebny antigen.
U nc¢hoz je mozné, Ze jednovazebné spojeni s receptorem B bunck indukuje aktivaci
receptoru, ale nepodporuje prezentaci antigenu. Je to jedinecny jev, o némz se predpoklada,
ze indukuje stav tolerance B bunck (Kim et al, 2006; Gillet et al., 2009). Timto
mechanismem midze dojit ke sniZzeni imunogenicity proteinu ACI1 i pfi opakovaném sani
klistat na hostiteli. AC1 neni detekovén, pfestoze jsem v této praci prokdzala zvySovani
exprese proteinu AC1 ve slinnych zlazach klistéte pfi prodluzovani doby sani.

Klistata aktivn¢ zasahuji do hostitelovych imunoregula¢nich drah za ucelem utlumeni
hostitelské imunity. Jeden z moznych mechanismi je kovaltni vazba klistécich
inhibitorovych molekul na hostitelské imunitni a koagulacni proteiny (Wikel a Bergman,
1997). Serpiny, proteazové inhibitory, tvoii velkou skupinu proteint, které se uplatiiuji
napiiklad pfi regulaci procesti béhem zanétu. U serpinu IRS8 jsem testovala pfitomnost
kovalentnich vazeb s molekulami z lidské krevni plazmy 1 krevniho séra. V krevnim séru
bylo zjisténo méné kovalentniho komplexu neZ v krevni plazmé. Domnivam se, Ze IRS8
kovalentn¢ vaze nckterou ze sloZzek koagulacni kaskady. MoZznymi kandidaty jsou napf.
thrombin, prothrombin, fibrinogen, proakcelerin, prokonvertin, Hagemantv faktor nebo
antihemofilicky faktor (HofejSi a Bartiiikova, 2002). Pficemz rozdil ve velikostech
nenavazané ho a navazaného IRS8 odpovida velikosti prokonvertinu, neboli Faktoru VII,
coz je jednofetézcovy glykoprotein o MW 50 kDa (Hedner, 2015). Kovalentni interakce
serpint potvrzuje napiiklad serpin PC u kraba kamcatského (Paralithodes camtschaticus). U
rekombinantniho serpinu PC byla prokazana inhibi¢ni aktivita proti kravskému proteinu
(bovine cationic trypsin), kdy reakce probiha tvorbou stabilniho kovalentniho komplexu
(Kostin et al., 2018). Oproti serpinim, v pfipadé¢ kovalentnich interakci proteinu ACI1 s
proteiny z hostitelovy plazmy nebyli objeveni Z4dni kovalentné vazebni partnefi. Proto se

domnivam, ze AC1 vaze svého vazebného partnera z hostitelovy plazmy nekovalentné.
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7. Zavér

V této praci byla potvrzena rozdilna exprese transkriptd ze slinnych Zlaz I. ricinus,
pii sani na zivém hostiteli a v systému umélého sani. Antikomplementovy protein AC1 byl
dale zkouman. Jeho rekombinantni forma, exprimovana v E. coli, byla purifikovana. Tim byl
ziskan protein o dostate¢né Cistot¢ pro imunizacni ucely. Nasledné bylo ziskano specifické
anti-sérum detekujici protein ACIl. Za pomoci této imunodetekce byla provedena
kvantifikatni western blot analyza s nymfami klistat. Ve slinnych zlazach nymf nebyl
protein AC1 prokazan. Imunodetekce AC1 ve slinnych zlazach dospélych klist'at, ktera sala
na raznych hostitelich, ukézala vyssi expresi AC1 pfi sani na kralikovi nez pfi sani na
membrané nebo v nenasatych kliStatech. V kliStatech sajicich na morceti nebyl ACl1
exprimovan vitbec. Déle bylo zjiStovano, zda ma AC1 néjaké kovalentné vazebné partnery
v krevnim séru nebo plazmé hostitele. Zadné kovalentni interakce ACI s proteiny
z hostitelovy plazmy nebo séra jsme neobjevili. Na zavér byla ovéfovana
imunodetekovatelnost proteinu AC1 pomoci séra z krélika, na némz opakované sala klistata,

pfi¢emz bylo zjisténo, Ze timto sérem AC1 detekovatelny neni.
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Ptiloha 1: Srovnani kfivek tani PCR amplikont ze slinnych Zlaz klist'at, ktera sala na kralikovi a na
umélé membrané, metodou PCR. Byly pouzity specifické primery pro elongaéni faktor (EF, modra ¢ara) a
pro antikomplement 1 (ACI1, Cervend, Seda a fialova ¢ara). Rozdilné kiivky tani, pti pouziti AC1 primerd, z
templatu ze slinych zlaz klist’at sajicich na kralikovi (Cervena ¢ara) a na systému umélého sani (Seda a fialova
¢ara). V systému umélého sani byla krali¢i krev tepelné imunitné inaktivovana. Pfi pouziti EF primerd jsou
kiivky tani témét shodné. Dopliikovy obrazek k Obr. 3B.
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Priloha 2: Chromatogram afinitni purifikace rekombinantu AC1 na niklové Koloné. Graf zavislosti
absorbance (Milli absorbance unit, mAU) na objemu kapaliny (ml), ktera protekla, niklem nabitou, purifika¢ni
kolonou. Modra cara oznacuje absorbanci, Cervené znacky oznacuji sbirané frakce a zelena cara ukazuje
procento promyvaciho pufru 2 vi¢i elu¢nimu pufru 1 (Tab. 5). P¥i zhruba 200 mM imidazolu dochazi k eluci
rekombinantu, vrchol pti cca 290 ml. Doplitkovy obrazek k Obr. 10.
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Piiloha 3: Chromatogram z afinitni purifikace rekombinantu AC1, po Stipani proteizou, na niklové
koloné. Graf zavislosti absorbance (Milli absorbance unit, mAU) na objemu kapaliny (ml), ktera protekla,
niklem nabitou, purifikac¢ni kolonou. Modré ¢ara oznacuje absorbanci, ¢ervené znacky oznacuji sbirané frakce
a zelena ¢ara ukazuje procento eluéniho pufru 2 (Tab. 5). Doplikovy obrazek k Obr. 10.
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Piiloha 4: Chromatogram z iontové purifikace rekombinantu AC1. Graf zavislosti absorbance (Milli
absorbance unit, mAU) na objemu kapaliny (ml), ktera protekla miliQ purifika¢ni kolonou. lontové
chromatografii probéhla s pouzitim kolony (Mono Q HR 5/5) equilibrované 20 mM Tris (pH=8) a eluované
Vv gradeintu eluéniho pufru (20 mM Tris, 1 M NaCl, pH=8). Modra ¢ara oznacuje absorbanci, ¢ervené znacky
oznacuji sbirané frakce a zelena Cara oznacuje gradient elucniho pufru (0-50% a poté 100%). Doplikovy
obrazek k Obr. 11.
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Piiloha 5: Ovéfeni specifity sekundarni protikrali¢i protilatky pomoci western blotu. Pro experiment byly
pouzity homogenaty slinnych zldz z nenasatych (UF) klistat, ktera sala 1 den na morceti (M), byla 1 den
krmena ptes membranu (U), sala 1 nebo 5 dni na kralikovi (K). Jako pozitivni kontrola (PK) byla pouzita
primarni AC1 protilatka. Vzorky byly naneseny do gelu dvakrat za sebou a pomoci redukujici SDS-PAGE
rozdéleny podle své molekulové hmotnosti (horni obrazek). Po pfeblotovani byla membrana rozdélena napul.
Prvni pulka (Obr. A) byla inkubovana s AC1 primarni protilaitkou a protikrali¢i sekundarni protilatkou
konjugovanou s HRP. Druhd pilka byla inkubovana pouze se sekundarni protikrali¢i protilatkou (Obr. B).
Signal z obou pillek membran byl vyvolan chemiluminiscen¢nim substratem Classico Luminata a vizualizovan
na Chemidoc.
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Piiloha 6: Detekce proteind ve slinnych Zlazach pomoci séra z kralika, na némz nikdy nesala kli§t’ata,
pomoci western blot analyzy. Porovnani exprese proteind ve slinnych zlazach dospélych samic sajicich 1-7
dni na kralikovi. Homogenaty slinnych zlaz byly v gelu rozdéleny podle své molekulové hmotnosti pomoci
SDS-PAGE (Obr. A). Preblotované vzorky byly inkubovany se sérem z kralika, na némz nikdy nesala klistata
(fedéni 1:1000) a protikrali¢i sekundarni protilatkou (fedéni 1:20000) konjugovanou s HRP. Signal byl vyvolan

chemiluminiscenénim substratem Classico Luminata a vizualizovan (Obr. B) na Chemidoc. Kontrolni obrazek
k Obr. 16.

50



