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1. Uvod

1.1 Klisté obecné (Ixodes ricinus)

Klistata jsou vyznamni krevsajici ektoparazité obratlovcid. Svym hostiteliim
mohou zpusobovat vazné krevni ztraty, ale zasadni problém predstavuji zejména jako
vektofi Sirokého spektra patogenu. Klistata prenaseji viry, bakterie i prvoky (Jongejan
a Uilenberg, 2004).

V Ceské republice se vyskytuje zejména klist& obecné Ixodes ricinus.
Systematicky ho fadime do kmene Arthropoda (Clenovci), tfidy Arachnida (pavoukovci),
fadu Acari (roztoci), podfadu Ixodida (KliStatovci) a Celedi Ixodidae (kliStatoviti) (Nava
a kol., 2009). Celkem je jiz znamo vice nez 900 druhd klistat (Barker a Murell, 2004).

Klisté obecné ma tfihostitelsky cyklus, kdy kazdé ze 3 vyvojovych stadii saje na
jiném hostiteli. Vyvoj kazdého vyvojového stadia trva pfiblizné jeden rok. Larvy a nymfy
saji na drobnych hlodavcich, ptacich a jesStérkach. Hostiteli nymf mohou byt i vétsi
obratlovci. V dospélosti jiz saji pouze samice, obvykle na vétsi lesni zvéfi. Clovéka

mohou napadat vSechna tato vyvojova stadia (Volf a kol., 2007).

1.2 Imunita bezobratlych

Bezobratli nedisponuji specifickou (ziskanou) imunitou, ale vyvinula se u nich
nespecificka (pfirozena) imunita, kterd rozeznava antigeny bézné se vyskytujici na
povrchu invadujicich bunék (tzv. PAMPs — pathogen-associated molecular patterns),
jako lipopolysacharid gram-negativnich bakterii, peptidoglykan z gram-pozitivnich
bakterii nebo [(-1-3-D-glukan pfitomny napf. v bunéCnych sténach kvasinek
(Begum a kol., 2000).

Proti invadujicim patogenim se u bezobratlych uplatiuje zejména produkce
antimikrobialnich peptidd zprostfedkovana toll-like receptory (Lemaitre a kol., 1996;
Imler a Hoffmann, 2000), koagulace hemolymfy (lIwanaga a kol., 1978), komplementovy
systém aktivovany lektinem (Fuijita, 2002) a fagocytéza. Tyto obranné mechanizmy se
uplatiuji i u saveu (Aderem a Ulevitch, 2000).

Jednim z hlavnich modelovych organizmd pro studium imunitniho systému
bezobratlych jsou ostrorepi, ktefi jsou zaroven fylogeneticky nejpfibuznéjSim druhem

klistat v ramci podkmene Chelicerata (klepitkatci) (Kopacek a kol., 2010).



U ostrorepl se nachazi v plazmé obranné molekuly, napf. hemocyanin a lektiny
(lwanaga a kol., 1998). Velmi dilezita jsou také granula, ktera jsou pfitomna v 99 %
hemocytl tzv. amoebocyty (Toh a kol. 1991). RozliSujeme granula velka (large
granules) atézka (dense granules). Velka granula obsahuji proenzymy serinovych
proteaz, jako je faktor C, faktor G a faktor B, proclotting enzym, koagulogen, inhibitory
serinovych proteaz a lektiny. V téZkych granulech nachazime antimikrobialni peptidy

(lwanaga a kol., 1998).

Komplement

V  ostrorepech byly nalezeny komponenty naznacujici pfitomnost
komplementového systému, ktery iniciuje fagocytézu invadujicich mikroorganizma.
Jedna se o a,-macroglobulin  (lwaki a kol., 1996) a homolog C3 z komplementového
systému savcu. U ostrorepa Tachypleus tridentatus je oznaCovan jako TtC3 as C3
savcu sdili stejnou doménovou strukturu (Ariki a kol., 2008). Jak ilustruje obrazek 1,
Faktor C vyhleda LPS na povrchu gram-negativni bakterie a vytvofi komplex s TtC3.
Takto aktivovany faktor C pfeméni TtC3 na TtC3b, ktery zUstane ulozen na povrchu

bakterie.

Obr. 1: Aktivace komplementového systému ostrorepa
Pfevzato z Kawabata, 2010.



Koagulace hemolymfy

Koagula¢ni kaskada ostrorepu je aktivovana faktorem C, mutidoménovou
serinovou proteazou pfitomnou na povrchu hemocytl. Tato proteaza je aktivovana
vazbou na lipopolysacharidy (LPS) (Ariki a kol., 2004), které se vyskytuji ve vnégjsi
membrané gram-negativnich bakterii. Aktivovany faktor C zpUsobi exocytézu granul
z hemocytu skrze signalni drahu spfazenou s G proteiny, pfi které se uvolni dalSi
obranné molekuly - koagulacni faktory, lektiny, antimikrobialni peptidy a substrat pro
transglutaminazu stablin a proxin. Aktivovany faktor C také aktivuje dalSi koagulacni
faktor - faktor B. Ukolem aktivovaného faktoru B je zménit proclotting enzym na funkéni
clotting enzym, ktery provadi proteolytické Stépeni koagulogenu za vzniku koagulinu,
ktery spontanné vytvaii nerozpustny polymer. Ten je stabilizovan po prokfizeni
enzymem transglutaminazou (Kawabata, 2009).

Koagula¢ni kaskada muze byt aktivovana i alternativni drahou - faktorem G po
stimulaci 3-1-3-D-glukanem (Ariki a kol., 2004). Schéma koagulacni kaskady ostrorepa

ukazuje obrazek 2.
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Obr. 2: Koagulaéni kaskada ostrorepa
Pfevzato a upraveno z Kawabata, 2010.

Na obrazku 3 je znazornéna funkéni analogie mezi koagulaci hemolymfy
ostrorepa a srazenim krve savcu. U ostrorepa je koagulace omezena na povrch
invadujiciho mikroba, obdobné jako srazeni krve je lokalizovano na fosfolipidovém
povrchu cévy v misté zranéni. | dale v kaskadé serinovych proteaz je vidét podobnost,
ktera by mohla znacit spoleény evolu¢ni pavod téchto dvou procesu, ale jsou zde
i podstatné rozdily - napf. koagulogen nema zadnou strukturni podobnost ani jiny vztah

k sav€imu fibrinogenu (Bergner a kol., 1996).
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Obr. 3: Porovnani proteolytické kaskady koagulace hemolymfy ostrorepa a krve savcu
Proenzymy serinovych proteaz jsou oznaceny hvézdickou.
Pfevzato a upraveno z Kawabata a kol., 2009.

LAL test (Limulus Amebocyte Lysate Assay)

Extrémné vysoké senzitivity lyzatu z amoebocytl ostrorepa se vyuziva k velmi
citlivé detekci LPS (Levin a Bang, 1968), pouzivané v lékarské diagnostice k prikazu
pyrogennich endotoxini. Koagulaéni kaskada v lyzatu z amoebocytli ostrorepa je
spusténa faktorem C po pfidani vzorku obsahujicim LPS. Vysledkem je vznik srazeniny
plazmového koagulinu. Nevyhodou této metody je moznost faleSné pozitivnich
vysledku, kdy reakce mulze byt vyvolana také pfitomnosti 3-1-3-D-glukanu (Roslansky
a Novitsky, 1991). To je zpusobeno iniciaci reakce faktorem G, ktery je v lyzatu rovnéz
pfitomen. Témito faleSné pozitivnhimi vysledky netrpi novéjsi verze této metody, ve které
je pouzit rekombinantni faktor C (rFC). Faktor G pak neni vibec pfitomen a vysledky

jsou také zatizeny nizsi variabilitou nez pfi klasické LAL (Alwis a Milton, 2006).

1.3 Faktor C

Faktor C byl detailné popsan u ostrorepl. U ostrorepa Tachypleus tridentatus se
jedna o protein slozeny z 994 aminokyselin o molekulové hmotnosti 109 648 Da.
Nachazi se v nich 5 opakujicich se sekvenci o délce asi 60 aminokyselin, tzv. Sushi
(nebo také CCP - complement control protein) domény, které byly nalezeny také
v sav€ich proteinech zapojenych do komplementového systému (Muta a kol., 1991).

Dale LCCL doména, C lektinova doména, trypsinova doména a na N-terminalnim konci



oblast bohata na cysteiny, ktera je zodpovédna za vazbu faktoru C na LPS. Nejvice se
na této vazbé& podili tripeptid Arg-Trp—Arg (Koshiba a kol., 2007). Rovnéz byla
identifikovana mista, kde se po aktivaci faktor C Stépi za vzniku tézkého fetézce,

A fetézce a B fetézce (Muta a kol., 1991). Doménovou strukturu ukazuje obrazek 4.
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Obr. 4: Doménova struktura faktoru C ostrorepa Tachypleus tridentatus
Pfevzato z http://www.ncbi.nim.nih.gov.

1.4 Imunita klistat

Stejné jako ostatni bezobratli, kliStata disponuji pouze pfirozenou imunitou.
Hemocyty v hemolymfé kliStat se uCastni jak bunécné, tak humoralni odpovédi.
RozliSujeme tfi hlavni typy hemocytlu: plazmatocyty, granulocyty | a granulocyty I
(BoroviCkova a HypS$a, 2005). Plazmatocyty a granulocyty | jsou schopny fagocytovat
cizorodé Castice a mikroby (Loosova a kol., 2001).  VSechny ftfi typy themocytl se
mohou podilet na enkapsulaci, pfi které jsou vétsi invadujici ¢astice zneSkodnény
obklopenim nékolika vrstvami bunék (Eggenberger a kol., 1990), a nodulaci, kdy
vznikaji fagocytarni agregaty s invadujicim patogenem (Ceraul a kol., 2002).

K evoluéné nejstarSim molekuldm imunitniho systému  klistéte patfi TEPs
(thioester-containing proteins). Zda se, Ze klisté Ixodes scapularis obsahuje vSechny ftfi
zname hlavni skupiny téchto proteinl: a,-macroglobuliny - univerzalni inhibitory proteaz,
soucasti komplementu podobné C3, C4, a C5 a hmyzi TEPs (BureSova a kol., 2011).

TEPs se vyskytuji v neaktivni formé. Jejich aktivace je provedena proteolytickym
Stépenim, které ma za nasledek vyraznou konformaéni zménu vedouci k vystaveni
domén, které obsahuji thioesterické vazby. Ty se pak kovalentné vazou na povrch
mikrobd a usnadnuji jejich fagocytézu nebo zneSkodruji jejich proteazy pomoci
a.-macroglobulind (Kopacek a kol., 2012).

Humoralni imunita je pravdépodobné uzce spojena s bunéfnou imunitou,
konkrétné s primitivnim komplementovym systémem. Naznaluje to experiment
provedeny na klistéti Ixodes ricinus, ktery ukazal, Zze po umleni genu pro
o.-macroglobulin - maji  klistéci hemocyty snizenou schopnost fagocytozy

gram-negativnich bakterii (BureSova a kol., 2009). Pozdéji bylo v genomu Kklistéte
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zjisténo celkem devét proteint nalezicich do rodiny a..macroglobulind. Umi¢eni dvou
znich (A;M1 a A:M2 ) pomoci RNA interference zplUsobovalo statisticky vyznamné
snizeni fagocytdzy gram-negativnich bakterii (BureSova a kol., 2011).

V klistéti  byly identifikovany také homologni molekuly  primitivniho
komplementového systému dfive nalezené u ostrorepl. | jejich pfitomnost znaci, ze
kliStata pravdépodobné disponuji primitivnim komplementovym systémem (shrnuto
v Kopacek a kol., 2012)

Zatim se nepodafilo jednoznacné prokazat, zda hemolymfa klistat je schopna
koagulace a melanizace, ikdyz podobny jev jiz byl zaznamenan napf. u klistéte
Dermacentor variabilis (Eggenberger a kol., 1990). V genomu klistéte Ixodes scapularis
se také podafilo identifikovat enzym transglutamindzu, ktery hraje ulohu pravé
v koagulaéni kaskadé obratlovcl i bezobratlych. Kromé toho se v genomu klistéte
Ixodes scapularis nachazi igen oznaCeny jako ,Limulus clotting factor C*, jehoz
Caste€na sekvence a doménova architektura naznacuje blizkou pfibuznost k vysSe

popsanému faktoru C ostrorepa.



2. Cile prace

Na zakladé dostupné CasteCné sekvence faktoru C z genomu klistéte Ixodes
scapularis identifikovat ortholog faktoru C z klistéte /. ricinus (IrFC) a urcit jeho
uplnou sekvenci.

Stanovit tkanovy expresni profil IrFC pomoci kvantitativni real-time PCR
(gRT-PCR).

Exprimovat rekombinantni fragment IrFC v bakterialnim systému a pfipravit
specifické protilatky imunizaci kralika.

Pomoci metody Western blottingu zjistit pfitomnost IrFC ve tkanich klistéte.
Pripravit dsRNA fragmentu IrFC a pokusit se odhadnout jeho funkci pomoci
metody RNA interference (RNAI).



3. Material a metody

3.1 Seznam pouzitych chemikalii, primert, kit a software

Tab. 1: PCR, agarézova gelova elektroforéza

Polymeraza Taq Purple pol. (Top-Bio s. r. 0.)
dNTPs mix dNTPs (MBI Fermentas) 2,5 mM kazdy
PCR H;O filtrovana, destilovana, autoklavovana voda

6x Loading Dye

10 mM Tris-HCI (pH 7,6), 0,03% bromfenolova modr,

0,03% xylencyanol, 60 mM EDTA , 60% glycerol (MBI Fermentas)

EtBr

Ethidium bromide 10 mg/ml v H,O (Sigma-Aldrich)

50x TAE pufr

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

50x TBE pufr

0,89 M Tris, 0,89 M kyselina borita, 20 mM Na,EDTA

Agarézovy gel

pro DNA elektroforézu 1% agar6za v 1x TAE pufru
pro RNA elektroforézu 1% agaréza v 1x TBE pufru

DNA marker

GeneRuler™ 100bp DNA Ladder (MBI Fermentas)

RNA marker

High Range RNA Ladder (MBI Fermentas)

Tab. 2: Média a chemikalie pro kultivaci bakterii

LB médium 1% trypton, 0,5% kvasnicovy extrakt, 0,5% NaCl; pH 7,0

SOC médium 2% trypton, 0,5% kvasnicovy extrakt, 2,5 mM KCI, 0,05% NaCl,
10 mM MgS04, 20 mM glukdza, pH 7,0

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranozid (zasobni roztok 0,5 M)

Ampicilin Ampicilin (zasobni roztok 50 mg/ml)

Tab. 3: Pfiprava rekombinantniho fragmentu IrFC a pfiprava protilatek

Resuspendacni pufr

20 mM Tris-HCI; pH 8,0

Izolaéni pufr

20 mM Tris-HCI, 2 M moc&ovina, 0,5 M NaCl, 10 mM imidazol,
2% Triton X-100; pH 8,0

Solubilizaéni pufr

6 M guanidin-hydrochlorid, 20 mM Tris-HCI, 0,5 M NaCl,
10 mM imidazol, 1 mM merkaptoetanol; pH 8,0

Purifikaéni pufr A

8 M mocovina, 50 mM Tris, 0,5 M NaCl; pH 7,8

Purifikaéni pufr B

8 M mocovina, 50 mM Tris, 0,5 M NaCl, 0,5 M imidazol; pH 7,8

Refoldaéni pufr 1

4 M mocovina, 50 mM Tris-HCI, 0,5 M NaCl, 20% glycerol,
2 mM merkaptoetanol

Refoldaéni pufr 2

2 M mocovina, 50 mM Tris-HCI, 0,5 M NaCl, 20% glycerol,
2 mM merkaptoetanol

Refoldaéni pufr 3

1 M mocovina, 50 mM Tris-HCI, 0,5 M NaCl, 20% glycerol,
2 mM merkaptoetanol

Refoldaéni pufr 4

150 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 10% glycerol

50 mM Na-acetatovy pufr

0,286% kyselina octova; pH 4,0




Tab. 4: Syntéza dsRNA

Proteinaza K

20 ug proteinaza K, 150 pl 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 2 mM CaCl,

DEPC H:0O

Dietylpyrokarbonat 2 000x fedény v destilované H,O, odstaty,
autoklavovany

Phenol chloroform

Phenol : chloroform : Isoamyl Alcohol 25 : 24 : 1 (Sigma)

Apal

FastDigest™ Apal (Biolabs)

Xbal

FastDigest™ Xbal (Biolabs)

10x pufr Tango

10x Buffer Tango (Thermo Scientific)

T4 ligaza

T4DNA Ligase (Promega)

Pufr 2x

2x Rapid Ligation Buffer (Promega)

Tab. 5: SDS-PAGE a Western blotting

10x ELFO pufr

250 mM Tris, 1,92 mM glycin, 1% SDS,

Blotovaci pufr

20% metanol, 25 mM Tris, 150 mM glycin, 0,4% SDS

10x PBS 8% NaCl, 0,2% KH;POy4, 2,9% NaHPO, 12H,0, 0,2% KCI (w/v)
PBS-T 0,05% Tween® 20 (Sigma-Aldrich) v 1x PBS
Coomassie 0,05% Coomassie® Brilliant Blue R 250 (Serva) 50% methanol,

10% kyselina octova

Odbarvovaci roztok

25% methanol, 10% kyselina octova

LMW

Amersham™ LMW Calibration Kit For SDS Electrophoresis (GE
Healthcare)

Vzorkovy redukujici pufr

0,75 M Tris-HCI (pH 6,8), 5% SDS, 50% glycerol, 0,5% dithiotreitol,
0,25% bromfenolova modf

Substratovy roztok

0,035% w/v 3,3'-diaminobenzidin (Sigma) v 100 mM Tris-HCI, pH 8,0

Protilatka Anti-Rabbit

Anti-Rabbit IgG (whole molecule)-Peroxidase (Sigma-Aldrich)

Protilatka Anti-His

Monoclonal Anti-polyHistidine antibody producted in mouse
(Sigma-Aldrich)

Protilatka Anti-Mouse

Anti-Mouse 1gG (whole molecule)-Peroxidase (Sigma-Aldrich)

Tab. 6: Primery
Pouziti Nazev Sekvence (5->3")
Pfiprava rFC1 AbCFac2012S caccTCAGAGAGGGAGGTTAC
AbCFac2012AS tcaGAGAGAGAAGCAGGAG
Pfiprava rFC2 AbCFac2013S caccACGTCGGCTACAATATGG
AbCFac2013AS tcaGGCACTGGAATTATGCAC
RNAI CfacRNAIiSApal ttgggcccTCACGGTGGACGATTCTCA
CfacRNAIASXbal tttctagaAAGCTCCGGTTGTTCCTCA
Sekvenace M13 forward TGTAAAACGACGGCCAGT
M13 reverse CAGGAAACAGCTATGACC
T7 forward TAATACGACTCACTATAGGG
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T7 reverse GCTAGTTATTGCTCAGCGG
CFac1S GTTCCTGCGCATCTACCAA
CFac1AS CCGGCGGCCTGAAGATG
CFac2S GTGGTGGGGACGCATCAG
CFac2ASc CTCCTGCTTCTCTCTCTCAACG
CFac3S CATATGGCGTGGACTTGAGGAGC
CFac3AS GACCCGGAGGCAGCACCACACT
CFac4S GCGGGCTGGTGCGGCTGCA
CFac4AS CGTGCTGGTCGTCCTTGTCGTTCT
CFac5S GCGGCCCACTGCGTCACCTA
CFac5AS TGAATCCATCGCCTCTCCGTCGTAA
CFac3raceGSP GCGAGGCCGTGCTACCCG
CFac3raceNested CAGCGGCGACTCCGGCGG
CFacb5raceGSP1 TCGTGCCGTTGTGGTGGAT
CFacbraceGSP2 AGGAGCCGTCGTTCTGG
CFacb5raceNested GGCAGTTGTAGTGGATGATCT
Tab. 7: Komer¢ni kity
Pouziti Nazev Vyrobce
Izolace DNA z gelu Agarose Gel DNA Extraction Kit Roche
Izolace plazmidoveé High Pure Plasmid Isolation Kit Roche
DNA
Sekvenace TOPO® TA Cloning® Kit for Sequencing Invitrogen
5 RACE 5 RACE System for Rapid Amplification of cDNA Invitrogen
Ends, Version 2.0
3'RACE 3" RACE System for Rapid Amplification of cDNA Invitrogen
Ends
Exprese Champion™ pET Directional TOPO® Expression Kits | Invitrogen
rekombinantniho
proteinu
Ptiprava dsRNA MEGAscript® T7 High Yield Transcription Kit Ambion
Izolace RNA Total RNA isolation NucleoSpin® RNAII Macherey-Nagel
Pfiprava cDNA Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit Roche
Purifikace DNA po GenElute™ PCR Clean-Up Kit Sigma
restrikci




Tab. 8: Software a databaze

ApE - a Plasmid Editor v2.0.44

Skladani sekvenci, navrhovani primeru

Carestream Molecular Imaging Software
Standard Edition v. 5.0.7.22

Foceni gell a uprava fotografii

GIMP 2.6.12

Dodatecna uprava fotografii (ofez, kontrast, popis)

SignalP 4.1 Server - Center for biological
sequence analysis, Technical University
of Denmark DTU

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

NCBI - National Center for Biotechnology
Information, U. S. National Library of
Medicine

http://www.ncbi.nim.nih.gov/

VectorBase

www.vectorbase.org
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3.2 Sbér klistat
Dospélé samice KkliStéte Ixodes ricinus byly sbirany vlajkovanim v lese mezi
Ceskymi Bud&jovicemi a obci BraniSov avlese mezi méstem Zliv a Mydlovarskym

rybnikem.

3.3 Pitvani tkani, izolace RNA, priprava cDNA

Nejprve byla mikropipetou odebrana hemolymfa unikajici z prvniho paru koncetin
po jejich zkraceni a pfimérenym stlacenim klistéte entomologickou pinzetou.

Pro izolaci ostatnich tkani (stfevo, slinné Zlazy, vajeCniky, trachea) bylo klisté
pfipevnéno na Petriho misce naplnéné parafinem Paraplast® (Sigma) a pod binolupou
pitvano. Tkané byly promyty v PBS v DEPC H,O. Tkané urCené pro izolaci RNA byly
vioZzeny do 300yl RA1 pufru zkitu Total RNA isolation NucleoSpin® RNAII
(Macherey-Nagel). Tkané urené pro SDS PAGE a Western blotting byly vloZzeny do
Cisté mikrozkumavky na ledu a ihned pouzity nebo zmrazeny pfi teploté -80 °C.

RNA byla z tkani izolovana kitem Total RNA isolation NucleoSpin® RNAII
(Macherey-Nagel).

Syntéza cDNA probihala z mRNA pomoci kitu Transcriptor High Fidelity cDNA
Synthesis Kit (Roche).

3.4 Ziskani kompletni sekvence IrFC

Jako zaklad slouzila sekvence genu ISCW002489 anotovana jako Limulus
clotting factor C klistéte Ixodes scapularis v databazi VectorBase
(https://lwww.vectorbase.org). Pro zjisténi pfesné sekvence orthologu faktoru C
u klistéte Ixodes ricinus byla pouZita cDNA pfipravena reversni transkripci z totalni
RNA izolované ze slinnych Zlaz kliStéte. Metoda 5' RACE byla pouZita pro zjisténi
sekvence na 5' konci, 3' RACE pro zjisténi sekvence na 3' konci a klasicka PCR pro
amplifikace fragmentl z vnitfni ¢asti kodujici sekvence.

Amplifikovana DNA byla vzdy elektroforeticky rozdélena v 1% agar6zovém gelu
a izolovana pomoci Agarose Gel DNA Extraction Kit (Roche). DNA pak byla zaligovana
podle protokolu TOPO® TA Cloning® Kit for Sequencing (Invitrogen) do vektoru
pCR™4-TOPQO® vector (Invitrogen) (Obr. 5), ktery byl transformovan do One Shot®
TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen) metodou ,heat shock®. Buriky byly

kultivovany na Petriho miskach s LB médiem s ampicilinem (50 pg/ml).
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Vybrané kolonie byly kultivovany v tekutém LB médiu s ampicilinem pfes noc pfi
37 °C a dalSi den z nich byla izolovana plazmidova DNA pomoci High Pure Plasmid
Isolation Kit (Roche).

Sekvenace byla provedena na sekvenatoru Applied Biosystems ABI PRISM
3130x| v Laboratofi genomiky na Ustavu molekularni biologie rostlin biologického centra

AVCR. Vysledky byly zpracovany pomoci programu ApE.

§
2 pCR'4-TOPO’
4.0 kb

Obr. 5: pCR®4-TOPO® vector

Tento vektor umozZiiuje jednokrokovou pozitivni selekci, kdy transformované buriky ziskaji rezistenci
k antibiotikim a zarovef obsahuje letalni gen ccdB, jehoz produkt transformovanou bunku zabije,
pokud nebyl pferuden zaklonovanym inzertem.

Pfevzato a upraveno z http://www.protocol-online.org.

3.4.1 5' RACE

Pro zjisténi sekvence na 5' konci bylo postupovano podle protokolu 5° RACE
System for Rapid Amplification of cDNA Ends, Version 2.0 (Invitrogen). Byla pouzita
RNA izolovana z deseti polovin slinnych Zlaz 6 dni sajicich klistat. Postup amplifikace
ukazuje obrazek 6. Genové specifické primery byly navrzeny podle sekvence faktoru C

z klistéte Ixodes scapularis a jsou uvedeny v tabulce 6.
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mANA

- . Nasednuti genové specifického primeru
Gspt CFacbraceGSP1 (Tab. 6) na mRNA

2 R —— -— Pfepis MRNA do cDNA reverzni transkriptazou
i SUPERSCRIPTTM || RT
3 e T - Degradace RNA smési RNAz
4 0G0 . PFipojeni dCTP k 3" konci cDNA
5 il PCR amplifikace s primerem AAP a genové
soemee - specifickym primerem CFac5raceGSP2 (Tab. 6)
UAP J
6 5% . Reamplifikace PCR produktu s pouzitim
S8 = AUAP a CFac5raceNested (Tab. 6)

nested

Obr. 6: Postup pfi metodé 5' RACE
Pfevzato a upraveno z protokolu 5 RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends, Version 2.0
(Invitrogen).

3.4.2 3' RACE

Pro zjisténi sekvence na 3' konci bylo postupovano podle protokolu 3~ RACE
System for Rapid Amplification of cDNA Ends (Invitrogen). Jako templat byla pouzita
RNA izolovana z deseti polovin slinnych Zlaz 6 dni sajicich kliStat. Postup pfi amplifikaci
ukazuje obrazek 7.

Genové specifické primery byly navrzeny podle sekvence faktoru C z klistéte

Ixodes scapularis a jsou uvedeny v tabulce 6.

1 . mANA by (R 128 Nasednuti oligo(dT) primeru, ktery obsahuje
4'";-;"'1—:'5 Adapter Primer (AP) na vliakno mRNA.
) * A Prepis vlakna mRNA do cDNA prodluZzovanim
2 R R EEEEEE 4T TTT —s Adaprer Primeru reverzni transkriptazou
l SuperScriptTIVI II RT
3 —— T T e Degradace mRNA templatu RNazou H

= PCR amplifikace cDNA s pouzitim genoveé

4 st T s specifického primeru CFac3raceGSP (Tab. 6)
— a univerzalniho amplifikacniho primeru (UAP)
5 o = - Reamplifikace PCR produktu s pouzitim
v T — primeru UAP a genove specifického primeru
— CFac3raceNested (Tab. 6)

Obr. 7: Postup pfi metodé 3' RACE
Pfevzato a upraveno z protokolu 3 RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends (Invitrogen).



3.4.3 Zbyvajici sekvence

Vnitfni ¢ast kodujici sekvence byla rozdélena na 5 CasteCné se prekryvajicich
usekl o délce zhruba 550 bazi, které byly amplifikovany pomoci PCR s primery
navrzenymi podle sekvence faktoru C z klistéte Ixodes scapularis (Tab. 6). Jednotlivé

useky byly sekvenovany a v programu ApE spojeny do souvislé sekvence.

3.5 Exprese rekombinantniho fragmentu IrFC pro pripravu
protilatek

Byly exprimovany dva ruzné fragmenty IrfFC pro pfipravu dvou rdznych

polyklonalnich krali€ich protilatek proti faktoru C z kliStéte Ixodes ricinus.

3.5.1 Amplifikace

Prvni rekombinantni fragment IrFC (rFC1) byl amplifikovan z cDNA ze slinnych
Zlaz pomoci primerd AbCFac2012S a AbCFac2012AS, druhy (rFC2) zcDNA
z hemolymfy pomoci primerd AbCFac2013S a AbCFac2013AS. PCR reakce méla 35
cyklU, teplota pro nasedani primerd byla v prvnim pfipadé 63 °C, v druhém 58 °C.

Po amplifikaci polymerazovou fetézovou reakci byla provedena elektroforéza
v 1% agar6zovém gelu a DNA pozadované velikosti byla z gelu izolovana pomoci
Agarose Gel DNA Extraction Kit (Roche).

3.5.2 Ligace, transformace

PCR produkt izolovany z gelu byl podle protokolu Champion™ pET Directional
TOPOQO® Expression Kits (Invitrogen) ligovan do expresniho vektoru pET100/D-TOPQO®
(Invitrogen) (Obr. 8). Tento expresni vektor obsahuje za start kodonem His-tag
(sekvenci 6 histidin), ktery umoziuje vznikly fuzni protein purifikovat pomoci
chelata¢ni chromatografie na zakladé afinity Co? iontl k His-tagu. Vznikly konstrukt byl
transformovan do bunék One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen)
metodou ,heat shock®. Ty byly kultivovany na Petriho miskach s LB médiem
s ampicilinem (50 pg/ml) pfes noc pfi teploté 37 °C. Pozitivni klony byly zjistény podle
velikosti PCR produktu s T7 forward a T7 reverse primery atemplatem z nahodné
vybranych bakterialnich kolonii. Pozitivni kolonie byly kultivovany v tekutém LB médiu
s ampicilinem a jejich plazmidova DNA byla izolovana pomoci High Pure Plasmid
Isolation Kit (Roche). Cast plazmidu s inzertem byla sekvenovana s pouzitim primerG

T7 forward a T7 reverse.
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ﬂm RBS | ATG  6xHis Xeese® £k
l

pET100/D-TOPO”
&
pET200/D-TOPO"

Obr. 8: Expresni vektor pET100/D-TOPO®
Ptevzato z protokolu Champion™ pET Directional TOPQO® Expression Kits (Invitrogen).

3.5.3 Exprese

Vektor pET100/D-TOPQO® se =zaligovanym spravnym inzertem (ovéfenym
sekvenaci) byl transformovan do bunék BL21 Star™(DE3) One Shot® E. coli (Invitrogen)
metodou ,heat shock®. Buriky byly kultivovany v 10 ml LB média s ampicilinem pfes noc
pfi teploté 37 °C.

DalSi den byla kultura pfenesena do 400 ml LB média s ampicilinem
a kultivovana pfi 37 °C. Po dvou hodinach byla indukovana exprese inzertu pfidanim
IPTG (finalni koncentrace 0,5 mM). Po 6 hodinach byly bakterie z LB média oddéleny

centrifugaci (5 min., 3 470 g) a zmrazeny.

3.5.4 Izolace fragmentu IrFC z bakterialni kultury a purifikace

Bakterialni pelet byl resuspendovan v resuspendacnim pufru (Tab. 3), sonikovan
a centrifugovan (10 min., 10 040 g, 4 °C). Supernatant obsahuje rozpustné proteiny.
Pelet byl 2x resuspendovan v izolacnim pufru obsahujici detergent Triton X-100
(Tab. 3), sonikovan a centrifugovan. V supernatantu jsou membranové proteiny. Pelet
tvofeny malo rozpustnymi inkluznimi télisky byl resuspendovan v solubilizanim pufru
obsahuijici silné chaotropni €inidlo — 6 M guanidin-hydrochlorid (Tab. 3) pfes noc na
magnetickém michadle ve 4°C. Dalsi den byla provedena centrifugace
(15 min., 16 570 g) a supernatant obsahujici rozpusténé proteiny inkluznich télisek byl
prefiltrovan pres filtr 0,22 um.

Jednotlivé frakce byly po dialyze proti vodé analyzovany elektroforézou
v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE) a Western blottingem s primarni protilatkou
Anti-His (viz kap. 3.7.2).
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Frakce s nejvétSim mnozstvim rekombinantniho proteinu byla purifikovana
chelata¢ni chromatografii vyuZivajici afinity Co?* iontll na koloné Hi-Trap™ IMAC FF
(GE Healthcare) k His-tagu na rekombinantnim proteinu. Purifikace probihala
v purifikaénim pufru (Tab. 3) arekombinantni protein byl eluovan zvySujici se
koncentraci purifikaéniho pufru B s imidazolem (Tab.3) na pfistroji AKTA FPLC
(GE Healthcare). Mnozstvi rekombinantniho  proteinu  bylo  vyhodnocovano
spektrofotometricky a frakce sjeho nejvy§Sim obsahem Dbyly analyzovany
elektroforézou v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE) a Western blottingem s primarni

protilatkou Anti-His.

3.5.5 Refolding

Pro ziskani spravné terciarni struktury a odstranéni mocoviny byl protein
dialyzovan v dialyza¢nim stfivku Visking® dialysis tubing 16 mm (Serva) postupné proti
refoldacnim pufrim 1; 2; 3 a 4 (Tab. 3). V kazdém z téchto pufri po dobu 12 hodin.

3.6 Priprava kralicich polyklonalnich protilatek

Vznikly precipitat fragmentu rekombinantniho proteinu IrFC byl rozsuspendovan
v 500 pl TBS, bylo pfidano 500 ul nekompletniho Freundova adjuvans. Takto byl pouzit
ke 4 imunizacim kralika v intervalech po 14 dnech.

Ctrnact dni po posledni imunizaci byla odebrana krev, ktera se nechala stat
2 hodiny v pokojové teploté ave 4 °C pfes noc. DalSi den bylo oddéleno sérum
centrifugaci (15 min., 870 g, 4 °C).

Imunoglobulinova frakce byla z imunniho séra izolovana srazenim kyselinou
kaprylovou. Sérum bylo smichano s 50 mM Na-acetatovym pufrem v poméru 1: 2. Za
michani na magnetickém michadle bylo pfidavano celkem 25 ul kyseliny kaprylové na
kazdy mililitr tohoto roztoku po mensich davkach v intervalech cca 5 minut. Sérum bylo
srazeno po dobu 90 minut v pokojové teploté. Nasledovala
centrifugace (10 min., 3 470 g), pFecisténi supernatantu pres filtraCni papir a dialyza

proti 2 litrtm 5 mM Na;HPO, prfes noc ve 4 °C.

3.7 Tkanovy expresni profil IrFC

Pro stanoveni tkanového expresniho profilu IrFC na urovni mRNA byla vyuzita
metoda kvantitativni real-time PCR (qRT-PCR), na urovni proteind SDS-PAGE a
Western blotting.
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3.7.1 Kvantitativni real-time PCR

cDNA z jednotlivych tkani (stfevo, slinné zlazy, vaje¢niky, hemolymfa, tracheje,
malphigické trubice a zbytek) byla amplifikovana na pfistroji LightCycler® 480 System
(Roche) pomoci genové specifickych primerl Cfac5S a CfacbAS a reak&niho mixu
LightCycler® 480 SYBR Green | Master (Roche). Byly pouzity biologické (templat je
cDNA z raznych kliStat) a technickeé triplikaty (nezavislé reakce se stejnym templatem).
Relativni exprese IrFC byla stanovena pomoci referennich ,housekeeping®

gen( - aktin, feritin 1 a elongaéni faktor 2 (Sima a kol., nepublikovano).

3.7.2 SDS PAGE a Western blotting

Tkané izolované z osmi dospélych 6 dni sajicich samic byly promyty v PBS
a homogenizovany ve vzorkovém redukujicim pufru (slinné zZlazy a vajecniky ve 200 ul,
stfevo v 800 yl a hemolymfa byla fedéna 20x). Nasledovala denaturace (cca 7 minut,
100 °C). Po denaturaci byly vSechny vzorky kromé hemolymfy centrifugovany
(5 min., 16 570 g) a supernatant byl odebran do Cisté mikrozkumavky.

S témito vzorky byla provedena vertikalni polyakrylamidova gelova elektroforéza
v gradientovém gelu 5-17,5 % nebo NUPAGE® 4-12 % Bis-Tris Gel (Novex® by life
technologies™). Na gel bylo obvykle naneseno po 20 upl vzork(; stfeva 10 pl.
Elektroforéza probihala pfi konstantnim napéti 200 V. Jako marker byl pouzit proteinovy
standard Amersham™ LMW Calibration Kit for SDS Electrophoresis (GE Healthcare).

Po elektroforéze nasledoval Western blotting. Byla pouzita PVDF membrana
(Millipore), ktera byla aktivovana metanolem. Po aktivaci byla stejné jako gel, blotovaci
papiry a ruCniky promyta v blotovacim pufru. Byl sestaven blotovaci sendvic:
ruénik - 2 blotovaci papiry - gel - membrana - 2 blotovaci papiry - ru¢nik. Proteiny byly
pfenaseny z gelu na membranu pfi konstantnim proudu 150 mA po dobu asi 100 minut.

Cast membrany pak byla barvena v coomassie a nasledné odbarvovana
odbarvovacim roztokem (Tab. 5), druha cast byla blokovana v 2% suSeném mléce
v PBS-T po dobu cca 1 hodiny, nasledovala inkubace v roztoku primarni protilatky
a PBS-T (obvykle 1:100) ve 4 °C pfes noc. Membrana byla dalSi den promyta
3x 5 minut v PBS-T, nasledovala inkubace v roztoku sekundarni protilatky a PBS-T.

V pfipadé pouziti primarni protilatky vytvofené kralikem byla jako sekundarni
protilatka pouzita Anti-Rabbit (fedéna 1 : 2 000), v pfipadé pouziti primarni protilatky
Anti-His byla jako sekundarni pouzita Anti-Mouse (fedéna 1 : 500).
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Po cca 90 minutach byla membrana promyta 3x 5 minut v PBS-T. Obarveni bylo
provedeno pomoci substratového roztoku po pfidani 100 pl 30% peroxidu vodiku.

Reakce byla zastavena proplachnutim membrany v destilované vodé.

3.8 RNAi umiceni IrFC

Pro umlceni IrFC byl pouzit usek vyznaCeny na obrazku 11 a 13, ktery byl
zaklonovan do plazmidu pLL10. Tento plazmid obsahuje dva T7 promotory v opacné
orientaci, coz umozfuje transkribovat inzert v obou smérech a pfipravit tak sense

a antisense ssRNA (Levashina a kol., 2001).

3.8.1 Syntéza dsRNA

Amplifikace DNA pro syntézu dsRNA
Cast genu IfFC o délce 286 bp byla amplifikovana pomoci PCR z cDNA ze

slinnych Zlaz s primery CfacRNAiSApal a CfacRNAiASXbal (Tab.6). Primery byly
navrzeny podle sekvence IrFC, byly k nim pfidany previsy obsahuijici cilova mista pro
restrikCni enzymy Apal a Xbal a bylo ovéfeno, Ze se tato cilova mista nenachazi uvnitf
amplifikované sekvence. Byla provedena gelova elektroforéza v 1% agar6zovém gelu,

PCR produkt byl vyfiznut a izolovan pomoci Agarose Gel DNA Extraction Kit (Roche).

Restrikce vektoru a PCR produktu
Pro vytvofeni kohezivnich koncu byla provedena restrikce PCR produktu

a plazmidu pLL10 restrikEnimi enzymy Apal a Xbal po dobu 30 minut pfi teploté 37 °C.

Tabulka 9 ukazuje slozeni restrikCni reakce pro plazmid pLL10, tabulka 10 pro PCR

produkt.
Tab. 9: SloZeni restrikéni reakce Tab. 10: SloZeni restrikéni reakce
pro plazmid pLL10 pro PCR produkt

(bl ]
10x pufr Tango 3 10x pufr Tango 3
Apal 1 Apal 1
Xbal 1 Xbal 1
plazmid pLL10 3 PCR produkt 20
voda 23 voda 6

Purifikace, ligace a transformace
Po precisténi pomoci GenElute™ PCR Clean-Up Kit (Sigma) byly linearizovany

plazmid pLL10 i Stépeny PCR produkt ligovany po dobu 16 hodin pfi teploté 16 °C
(Tab. 11).
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Tab. 11: Slozeni ligaéni smési

[ul]
Pufr 2x 5
Linearizovany plazmid pLL10 2
PCR produkt 2
T4 ligaza 1

Vznikly konstrukt byl transformovan do bunék One Shot® TOP10 Chemically
Competent E. coli (Invitrogen) metodou ,heat shock®. Ty pak byly kultivovany na Petriho
miskach s LB médiem s ampicilinem (50 pg/ml) pfes noc pfi 37 °C. Pro zjisténi
pozitivnich klonu byla DNA Stépena restrikénimi enzymy Apal a Xbal a analyzovana
elektroforeticky. U pozitivnich transformantl se z plazmidu vystépil inzert.

Plazmidové DNA s inzertem byla sekvenovany s pouzitim primerd M13 forward

a M13 reverse.

Restrikce plazmidu pLL10 s inzertem
Plazmid se spravnym inzertem (ovéfeno sekvenaci) byl linearizovan stépenim ve

dvou oddélenych restrik€nich reakcich enzymy Apal a Xbal po dobu 30 minut pfi

teploté 37 °C. Slozeni restrikCnich reakci ukazuje tabulka 12.

Tab. 12: SlozZeni restrikéni reakce

]
10 pg plazmidu pLL10 30
10x pufr Tango 5
Enzym Apal nebo Xbal
Voda 14

Purifikace linearizovaného plazmidu
K plazmidu bylo pfidano 25 pl proteinazy K a 3,75 pl 10% SDS. Nasledovala

inkubace pfi 50 °C po dobu 30 minut. Bylo pfidano 80 pl phenol chloroformu. Smés byla
promichana na vortexu a 5 minut centrifugovana na stolni centrifuze pfi maximalnich
otaCkach. Byla odebrana vodni faze (asi 80 pl) a k ni pfidano 80 ul chloroformu. Smés
byla promichana na vortexu a5 minut centrifugovana na stolni centrifuze pfi
maximalnich otackach. Opét byla odebrana vodni faze (asi 80 ul) a k ni bylo pfidano
56 ul isopropanolu. Smés byla promichana na vortexu, nasledovala inkubace 15 minut
v =20 °C a centrifugace (30 min., 31 270 g, 4 °C). Pelet byl promyt 80%-nim etanolem
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o teploté -20 °C a nasledovala centrifugace (15 min., 31270 g, 4 °C). Po odebrani
etanolu byl pelet vysuSen a rozpustén v DEPC vodé. Spektrofotometricky bylo ovéfeno,

ze koncentrace DNA je vy$si nez 120 ug/ml.

Syntéza ssRNA
Pro syntézu ssRNA byl pouzit MEGAscript® T7 High Yield Transcription Kit

(Ambion). Pfi pokojové teploté byly pfipraveny celkem dvé reakce pro syntézu dvou
komplementarnich vilaken RNA. Slozeni reakci ukazuje tabulka 13. Syntéza probihala
pfi teploté 37 °C pfFes noc.

Tab. 13: SloZeni reakci pro syntézu ssRNA pomoci MEGAscript® T7 High Yield Transcription
Kit (Ambion)

ATP Solution 2 ul
CTP Solution 2yl
GTP Solution 2 ul
UTP Solution 2 ul
10x Reaction Buffer 2 ul
Enzyme Mix 2l
Linearizovany plazmid pLL10 s inzertem 1 g
Nuclease-free Water doplnit do 20 pl
Purifikace ssRNA

Pro purifikaci RNA byl pouzit MEGAscript® T7 High Yield Transcription Kit
(Ambion). Do smési po syntéze RNA byl pfidan 1 yl DNAzy a smés byla inkubovana
15 minut pfi teploté 37 °C. Potom bylo pfidano 115 pl vody a 15 ul octanu amonného
(v8e soucasti kitu). Po promichani bylo pfidano 150 ul phenol chloroformu, pak byla
smés promichana na vortexu a centrifugovana na stolni centrifuze 5 minut
pfi maximalnich ota¢kach.

Byla odebrana vodni faze (asi 150 pl) a k ni pfidano 150 pl chloroformu. Smés
byla promichana na vortexu a5 minut centrifugovana na stolni centrifuze pfi
maximalnich otackach. Opét byla odebrana vodni faze (asi 150 ul) a k ni bylo pfidano
110 ul isopropanolu. Smés byla promichana a ponechana 30 minut
v =20 °C. Nasledovala centrifugace (30 min., 22 060 g). Supernatant byl odebran, pelet
vysuSen a bylo pfidano 10 yl DEPC vody. Spektrofotometricky bylo zkontrolovano, Ze

koncentrace RNA je vysSi nez 3 000 pug/ml.
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Hybridizace
Komplementarni vidkna RNA byla nafedéna na koncentraci 3 000 pg/ml

a smichana v mikrozkumavce vpoméru 1:1. Ta byla umisténa do sklenéného
odmérného valce o objemu 2 |, ktery byl obalen hlinikovou félii a naplnén vafici vodou.
Inkubace probihala pfes noc (vice nez 8 hodin).

Pfiprava dsRNA byla zkontrolovana elektroforeticky. Na gel byl nanesen
nestépeny plazmid, plazmid Stépeny restrikénim enzymem Apal, plazmid Stépeny
restrikCnim enzymem Xbal, obé vlakna ssRNA a dsRNA. Do vzorkd byl pfidan Ambion

loading dye.

3.8.2 Injikace dsRNA do dospélych samic

Injikace dsRNA byla provadéna pod binolupou mikromanipulatorem Narishige se
sklenénou kapilarou. Do kazda dospélé samice bylo injikovano asi 0,5 uyl dsRNA IrFC.
Jako kontrolni skupina slouzila klistata injikovana stejnym mnozZstvim dsRNA GFP
rutinné pfipravovana pro tyto ucely podle stejného protokolu.

Po cely dalSi den byla klistata ponechana ve vihkém prostfedi a dalSi den

nasledovalo sani na morceti po dobu 6 dna.

3.8.3 Ovéreni snizeni exprese IrFC

Pro ovéfeni snizeni exprese IrFC byla z klitat odebrana hemolymfa, izolovany
vajeCniky, slinné Zlazy a stfevo. Ztéchto tkani byla izolovana RNA a provedena
gRT-PCR. Byly provedeny technické triplikaty. Relativni exprese IrFC byla stanovena
pomoci referen¢niho ,housekeeping“ genu aktinu. Hemolymfa byla pouZita pro dalsi

experimenty (Western blotting, fagocytozy in vitro).
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4. Vysledky

4.1 Ziskani kompletni sekvence IrFC

Byla provedena predikce signalniho peptidu u genu ISCW002489 z kliStéte
Ixodes scapularis (dale jen IsFC). Vysledek ukazuje obrazek 9. Nepfitomnost
signalniho peptidu na zacatku kodujici sekvence naznacovala, Ze se pravdépodobné
nejedna o skute¢ny N-termindlni konec, protoZe jeho ortholog =z ostrorepa signalni

sekvenci ma.

SignalP-4 .1 prediction (euk networks): Sequence

C-score
10 ¢ Sscore
Y-score ————
08
06 |
o
5t
o 04+
0.2
oo LTI
My PAHLPEI] IHYNC PAGF KR | GAGT LNCONDGSWHNGI PPYC ERCQYVPCA PLPDV PLS LPOV HHAGAGY RD ||

a 10 20 30 40 50 50 70

Position

Obr. 9: Predikce signalniho peptidu genu ISCW002489 z kliStéte Ixodes scapularis
Pfevzato z http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP (Petersen a kol., 2011).

Proto byla provedena 5' RACE pro zjisténi sekvence IrFC na &' konci. Pro
zjisténi chybéjici sekvence za stop kodonem byla pouzita 3' RACE. Zbyla sekvence
byla rozdélena na 5 CasteCné se prekryvajicich Useku, které byly sekvenovany
samostatné. VSechny genové specifické primery byly navrZzeny podle sekvence IsFC
z klistéte Ixodes scapularis a jsou uvedeny v tabulce 6.

Schéma postupné sekvenace, jednotlivé Useky a pouzité primery ukazuje

obrazek 10.
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Ixodes scapularis ISCW002489 (IsFC)

CFaclS CFaclAS FFacSS CFacSASI
[ —
1. usek 5. Usek
ICFacZS CFacZAS‘ CFac4S CFac4AS
|
2. usek 4. usek
AUAP CFac5raceNested S-IoE M7 o .1 CFac3raceGSP__UAP
T . |
5' RACE 3. usek S RACE

Ixodes ricinus IrFC

0 400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200 bp

Obr. 10: Schéma postupné sekvenace IrFC

Cela sekvence IrFC ma velikost 3 250 bp a kéduje 966 aminokyselin o celkové

molekulové hmotnosti 104 718 Da. Celou nukleotidovou sekvenci ukazuje obrazek 11.

1 GAC GAT TAT TGT GAG CGG GTC GTG TAA TCG CCT TTT CGG GGA ATC TCC GTA 51

52 AAG TGA CAC CGG CAG ATG CAA CGA CCA GTT AAG GGT CCT CTC TCT TTC ACT 102
103 GTC CCT CGC GTG TAG CTT GAG CTT TCG AAC GTIG CGC GCA GGC TGT TCG CGA 153
154 ACG ACG GAC AGC CCA AAG ACA CTA CCA TCT TTC AAC pY§& TGC ACG TCG GCT 204
205 ACA ATA TGG TGC CTG CTG TCG CTG ATG CTG CTT GAC ATT ACG AGT ACC ATA 255
256 GAC ATA AAG GGA TTC TGC CAC AAC GAG TCG CAT GAC TGC GAG TGT GGC TCC 306
307 AGC GGC GAG ATG ATA AAC GTG AGA GTT TCT GGG TGC aGC TAC GTC AAA CGC 357
358 TTT GGA TTC CGG TGT CGG CCC TGC GAG GGC CAC AAG AGA GAG AAT ACC TGC 408
409 CCA AAC TAC GCG CTC TGC AAG ACC TGT GCT CAG GGC CTG GAG GCC TGC GAG 459
460 ACC TGT CCC TGG GGG AGG TAC GGC CGC TGG TGC ACT TCG ACT TGT TCC TGC 510
511 CAG AAC GGC GCC AAC TGC GAC AAG GAC ACG GGC GAG TGC CGG TGT CTG CCG 561
562 GGT TTC TCG GGC ACC TAC TGC GAA CTC AGA GAC GGC TGC GAG CCA CCA GCG 612

613 CAC CCT GAG GGC ATC TTA GTA GTC ACC ATG CEINCCINCCCHCATNCTANCEANA~c ¢63
664 ATC ATC CAC TAC AAC TGC CHEIEICHATCHCACHTACIAAGIEEENE C cCG GGC TTT 714
715 AAG AGG ATC GGC GCC GGT ACC ATC AAC TGEHCACHARCHCACNCECNECENECG ~AC 765

766 GGC ATT CCG CCT TAC TGC GAG AGA CAA GTC CCG TGT GCA CCA CTG CCG GAC 816
817 GTC CCG CGC AGT TTG CCG CAG GTG CAT AAT TCC AGT GCC GGA GTT CGG GAC 867
868 NTCHCACHCACIAACHGEEIACEIATC GTG AAC TAC GCG TGC GCG TCC GGA TAC GAA 918
919 CTC GTT GGC GCA AAG TCC CTG GAA TGC CGC CAG GAC GGC ACA TGG TCC GCC 969
970 GAT GTC CCT CTC TGT CTC CAT GTT TCA GAG AGG GAG GTT ACC TGC TCC ACC 1020
1021 AAA GCC AAC CAG ATC TTG GAC GAG TAT ATG GAC ACA CCA GTC AGG GTC CGC 1071
1072 TGT CCT CCG GGC TGC GGA CTG GTT CCG GGT ccC GEGHNGIGIGEENACEICATICAE 1122
1123 TAC CAC ATG GTG TCG GCG CTG TGC CGC TCC GCC GTG CAC GCC GGT CGC GTG 1173
1174 ARC AAC GCC GGC GGT GCC GTC CRTICTINCAGHEEENEEENEEC cCcC TAC GCG GAC 1224
1225 TTC CTG CCG TCC ACG GCA CAT GGC GTC TCC TCT GCC AAC TTT TCC AAC CTG 1275
1276 GGT ACC AGT TTC AAG TTT GTC ACG GTG GAC GAT TCT CAG TGG CGG ATA CCC 1326
1327 GAA GAA GGC TGT CCC CAA ACA TGG ATG GAC GCT GGA AGT GCT TGC CTT TAC 1377
1378 GCT GCT CAG AGG AGC CGA CCC TAC GAC GCT AGT CGC AAC CTC TGC AGA AAC 1428
1429 TTT GGC GCT GAG GTT CCC GCC ACC CGC GAC GAC GAC AAT GCC ACG ATG ACC 1479
1480 CTG CTC TCG GAA TTC CTC GGA GCC AAG GGT ATC GGT GCC ACC TGG CTC TCA 1530

1531 GAC cGC Gca TTC cac TERIERCIECCICICICACINGIRGEEEC ArC CGG AGC TTG 1581
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1582 GCG TCG GAT GGENTICCITCCITICITCTCTCIAACIGCC CAG GAT ACC AAA AAT CCC 1632
1633 CAG ATG GTC ATG CAG CCT TGC TCA CAA AGC CTG CCC GTT GTC TGC TCG GCG 1683
1684 CTC AAG ACC TTG AAG CTT GTT CAG TGC GAA GAT CCT GGT TCC ATC AAA GAC 1734
1735 GGT TCG GCC CTT GTC GAG AAG TCA GGG TCT TAC GGC AGT TTC CTG GAG GGC 1785
1786 AGC AGG ATC GTG TAC TCC TGC AAA GAA CTC CGC TAC CTG AGT GGG CAG GCG 1836
1837 ACC ATC ACC TGC ACT TCA AAT GGG ACA TGG AGC GCC GAG AAG CCC CGT TGC 1887
1888 ATC CCC GTG GTC ACG TGC GAG GAA CCG GGC CTT CCG GAC CAT GGC ACC ATT 1938
1939 CGG GTC CTG CCT CCC ATT CGC GGT GGC GAT CCA AGG AGA GGC CCA GTC AGA 1989
1990 GGA AAA AGC CGG GCG GGC AGC GGG CTG GTG CGG CTG CAG CGA CCG CTG AGC 2040
2041 CTG AGC TCG ACA ATG TAC GAC AAT GCG GAC GGC GAG GAG CAA GGC GCT TCG 2091
2092 ECEICCCCISEEEENEEEE c TAC CGC GTC GGC TCC CGG GCG GAG TAC 2142
2143 GGC TGC CTG CCC CAG TAC GAG ATG ACG GGC TCG TCC GTG CGC CGG TGC CTC 2193
2194 TCC TCG GGC GAG TGG AGC GGC GTA CCC ACC ACA TGC ATT CCG GTG TGC GGC 2244
2245 CGA TCG GAT TCG CCC AGA AGC CCG CTC ATT TGG AAC GGT AAC GCA TCC GAC 2295
2296 CTG GGC CAA TGG CCG TGG CAA GCT GCC ATC AGC GTC CGG AAC GCG GGA AGC 2346
2347 GAC GAC GAC GCC AAG GAG GAC GCC AAG GAG GAC GCC AAG AAG GAC GAG TGG 2397
2398 GTG CTC AAC TGT GGC GGC AGT CTT CTC TCC GAA AGC TGG GTG CTG ACC GCG 2448
2449 GCC CAC TGT GIC ACA TAC GAG TCT TCG CGC ACG GTC ATC CCA AGG GAC ATT 2499
2500 CTG CGG GTG GCC ATG GGA AAG CAC TAC CGG CAG AAC GAC AAG GAC GAC CAG 2550
2551 CAC GTT CAA GTC AGA CAG GTA CGG GAG ATA CAC GTG AAC TTC GAC TAC GAT 2601
2602 CCC AAC TCG TTC GAG AAT GAC ATC GCG CTG CTG CAG CTG GAG GAG CCG GTC 2652
2653 GAA CTG AGC CCC AGA GTT CGT CCC GTG TGC CTG CCG TCG GAC CGC TCG GCC 2703
2704 CGG GTC CAT CTA CAG GAA GGC GCG CTG GGC GTG GTG ACC GGG TGG GGC CTG 2754
2755 ACA GAG ACT GGC GAG TAC GCA GGA GTC CTG AGCHCAGHCCCHNCIGNCTANCEENGTG 2805
2806 GTT CAG AAC GAG AAA TGC CAG AAG GCG TAC GAG ACG GCG GGC GTC CCG CTC 2856
2857 ACC ATC AGC GAG GCC ATG TTC TGC GCT GGA CAT GCC AAC GGG ACG TCG GAT 2907
2908 Gcc TGENACCHNEECHCACNECENGEENEER CcCC ATG GTC TTC GTC GAC GAT ACC GIT 2958
2959 ACG ACG GAG AGG CGA TGG ATT CTG GAA GGC GTA GTC AGC TGG GGC AGT CCC 3009
3010 ACG GGG TGT GCC GTG GCC AAC CAG TAC GGA GGG TTC ACC AGG GTC CAC TCT 3060
3061 TTC CTC AAC TGG ATA CGC CAG TTC GTC @3 GCT CAT CTC TCG CTG TGT CTT 3111
3112 TCC AGC TCC GCA CCT CCG GCG AAG GAA TTT CGA TAA CAT CGG GTT GGT GCC 3162
3163 GTG TTT TGG CTG CGA CTG CCT AGA ATG CAC CAT ATC ATT AAA ATC TTC AAA 3213
3214 CGA CAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA 3246

Obr. 11: Nukleotidova sekvence IrFC

Start a stop kodon jsou oznaceny ¢erné, primery pro amplifikaci 1. Useku modfe, 2. useku zeleng,
3. Useku Cerveng, 4. useku Zluté a 5. usek Sedé. Genové specifické primery pouZité pro 5' RACE
jsou oznaceny purpurové a pro 3' RACE tyrkysoveé. Tu€né pismo znadi Usek pouzity pro RNAI
(viz dale).

Nukleotidova sekvence byla prelozena do sekvence aminokyselin a byl

predikovan signaini peptid (Obr. 12). Vyslednou sekvenci ukazuje obrazek 13.
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SignalP-4.1 prediction (euk networks): Sequence
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Obr. 12: Predikce signalniho peptidu IrFC
Pfevzato z http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP (Petersen a kol., 2011).

1 MCTSATIWCLLSLMLLDITSTIDIKGFCHNESHDCECGSSGEMINVRVSGCSYVKRFGFRCRPCEGH 67
68 KRENTCPNYALCKTCAQGLEACETCPWGRYGRWCTSTCSCONGANCDKDTGECRCLPGFSGTYCELR 134
135 DGCEPPAHPEGILVVTMVPAHLPKIIHYNCQIIHYNCPAGFKRIGAGTINCONDGSWNGIPPYCERQ 201
202 VPCAPLPDVPRSLPQVHNSSAGVRDIHHNGTIVNYACASGYELVGAKSLECRQDGTWSADVPLCLHV 268
269 SEREVTCSTKANQTLDEYMDTPVRVRCPPGCGLVEGPVVGTHOYHMVSALCRSAVHAGRVNNAGGAY 335
336 HIOAAGAYADFLPSTAHGVSSANFSNLGTSFKFVTVDDSQWRIPEEGCPQTWMDAGSACLYAAQRSR 402
403 PYDASRNLCRNFGAEVPATRDDDNATMTLLSEFLGAKGIGATWLSDRAFQSYSVDLRNNRSLASDGS 469
470 CFSLNAQDTKNPQMVMQPCSQSLPVVCSALKTLKLVQCEDPGSIKDGSALVEKSGSYGSFLEGSRIV 536
537 YSCKELRYLSGQATITCTSNGTWSAEKPRCIPVVTCEEPGLPDHGTIRVLPPIRGGDPRRGPVRGKS 603
604 RAGSGLVRLORPLSLSSTMYDNADGEEQGASSVVLPPGHYRVGSRAEYGCLPQYEMTGSSVRRCLSS 670

671 GEWSGVPTTCIPVCGRSDSPRSPLNCNASDECONBHOAATSVRNACSDDDAREDAREDARKDENY 737
730 LNCGGSLLSESWVLTAA CVTYESSRTVIPRDILRVAMGKHYRONDKDDOHVQVRQVREIHVNFDYD 0+
305 PNSFEN IALLQLEEPVELSPRVRPVCLPSDRSARVHLOEGALGVVTGWGLTETGEYAGVLSEAVLE &7-
477 VVONEKCOKAYETAGVPLTISEANFCAGHANGTSDACSGD GGEMVEVDDTVITERRWILEGVVSWG 07 F
737 SPTGCAVANQYGGFTRVHSFLNWIRQHY 966

Obr. 13: Aminokyselinova sekvence IrFC s vyzna€enymi konzervovanymi doménami
Sedou barvou je oznagen signalini peptid, Zluté Sushi (CCP) domény, zelené LCCL doména
a Cervené Trypsinova doména. Tuéné pismo znaci usek pouzity pro RNAI, zlutym pismem je
oznacena katalyticka triada serinové proteazy (viz dale).

Obrazek 14 porovnava aminokyselinové sekvence IsFC a IrFC. Nejvétsi rozdil
se nachazi na 5'konci, kde v sekvenci Ixodes scapularis chybi 150 aminokyselin

a sekvence zacina az od 4. methioninu. Podle absence signalniho peptidu na zacatku
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sekvence IsFC ajeho pfitomnosti na zaCatku sekvence IrFC se da usuzovat, ze
sekvence IsFC je v databazi neuplna a téchto zhruba 150 aminokyselin na %' konci
chybi.

IrFC 1 MCTSATIWCLLSLMLLDITSTIDIKGFCHNESHDCECGSSGEMINVRVSGCSYVKRFGFRCRPCEGHKRE
IsFC 1
IrFC 71
IsFC 1
IrFC 141
ISFC 1

IS O NNEN PIN S T. POVHNSSAGVRDIHHNGTIVNYACASGYELVGAKSLECROQDGTWSADVPLCLHVSEREVTCSTKAN
ISFC S/ PINS T, POVHIEIN@AGVRDIHHNGT IVNYACASGYELVGAKSLECRODGTWSADVPLCLHVSEREVTCSTKAN]

IR NCRNNVASEEN O [ 1. DE YWD TPVRVRCPPGCGLVPGPVVGTHQYHMVSALCRSAVHAGRVNNAGGAVHLQAAGAYADFLPST)
IR G/ O T 1. DE YJ{DT PVRVRCPPGCGLVPGPVVGTHQYHMVSALCRSAVHAGRVNNAGGAVHLQAAGAYADFLPST]
N CEENCICNAN "\ [ GV S SIINE SNLGTSFKFVTVDDSQWRI PEEGEECPOTWMDAGSACLYAAQRSRIEY DASRNLCRNFGAE
ARSI NORNRCY "\ H G/ S SRINEF SNLGTSFKEVTVDDSQWRIPEECNECPOTWMDAGSACLYAAQRSREYDASRNLCRNIBGAE
IrFC 418 YNENDIBIDNNRY
ISFC 264 WNENBIDNENEY

IrFC 476 PQMVMQPCSQSLPVVCSALKTLKLVQCEDPGS IKDGSALVEKSGSYGSFLEGSRIVYSCKELRYI
WTK

IsFC 334 BPOVVMOPCSQSLPVVCSALKTLKLVQCEDPGSIKDGSALVEKSGSYGSFLEGSRIVYSCKELRYL

IrFC 546
IsFC 404
IR SO T. ST.SSTMY DNADEEQGASHVVLPPGHYRVGSRAEYGCLPQYEMTGSSVRRCLSSGEWSGVPTTCIPVCG
NG [ S1.S STMY DNADSEEQGASIWVVLPPGHYRVGSRAEYGCLPQYEMTGSSVRRCLSSGEWSGVPTTCIPVCG

NSO SDSPRSPLIWNGNASDLGQWPWQAAT SVRNIAGS DDIRNSHDAKEDAKKDEWVLNCGGSLLSESWVLTAAH
IS GG S DS PRSPLIWNGNASDLGOQWPWQAATSVRNWYGS DD DAKEDAKKDEWVLNCGGSLLSESWVLTAAH

IS NCIIIE CVTYESSRTVIPRDILRVAMGKHYRQNDKDDQHVQVRQVIINTIsAUNIZS Y IRIYNSIFINN D TALLOQLEEPVEL
IR IO CY/TYESSRTVIPRDILRVAMGKHYROQNDKDDOHVQVRQVERNERISSIA® Y iN:VAQNINNON D T AL LOLEEPVEL]
A JORN- PVl < DR RjE C 1P SpstNaljsiRe)aCreRedy T GG LTETGEYAGVLSEAVLPVVONEKCQKAYETAGMPLTISE
IR NCRENCWRN S PR VRsIVC L P SARNN TINAWSIANIORE Y TGWGLTETGEYAGVLSEAVLPVVONEKCQKAYETAGEPLTISE

I CRNNNCICK/ A 1\ ' CAGHANGT SDACSGDSGGPMVEVDDTVTTERRWILEGVVSWGSPTGCAVANQYGGFTRVHSFLNWIR
IR NCRN R AN\ F'CAGHANGTSDACSGDSGGPMVEVDDTVTTERRWILEGVVSWGSPTGCAVANQYGGFTRVHSFLNWIR
IrFC 964 @3
IsrFC 812 @3

Obr. 14: Porovnani aminokyselinové sekvence IrFC a IsFC
Cerné pozadi znaci pfesnou shodu, Sedé jsou oznaceny aminokyseliny s podobnymi vlastnostmi.

4.2 Tkanovy expresni IrFC na Grovni mRNA

Obrazek 15 graficky znazorfiuje relativni expresi IrFC v jednotlivych tkanich
klistéte pomoci 3 referencnich ,housekeeping“ genu: feritin 1, elongacni faktor 2 a aktin.
IrFC se exprimuje téméf vyhradné v hemocytech. Chybové useCky znazoriuji

standardni chybu praméru ze tfi biologickych replikata.
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Obr. 15: Grafické znazornéni relativni exprese IrFC v jednotlivych tkanich pomoci

3 referenénich ,,housekeeping“ genu: (zleva) feritin 1, elongacni faktor 2 a aktin

GUT - stfevo, SG - slinné Zlazy, OVA - vajecniky, HEM - hemocyty, TRA - tracheje, MT - malphigické
trubice, REST - zbytek

4.3 Exprese rekombinantniho fragmentu rFC1 pro pripravu
protilatek

V bakterialnim systému E. coli byl exprimovan rekombinantni fragment rFC1 pro
pripravu protilatek proti IrFC. Jak ukazuje obrazek 16, rekombinantni fragment rFC1
obsahuje celou LCCL doménu a ¢ast Sushi domény. Mezi LCCL a tfeti Sushi doménou
se pravdépodobné nachazi jesté Cast C-lektinové domény, ktera nebyla rozeznana
predikci na NCBI (Obr. 35 a 36).

1 125 250 375

Huery seq,

receptor-ligand interactions § 4 ceptor-ligand interactions j Y ot =it
receptor-ligand inberackions 4 & substrate binding sites 4 J

Specific hits
:on-specif ic LCCL | Trup_SPc

it T

1Ls LCCL Trypsin
Superfanilies er LCCL super-dam | Truyp_5SPc superfamily

\ rFC1

Obr. 16: Pozice rekombinantniho fragmentu rFC1 v doménové struktuie IrFC
Pfevzato a upraveno z http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

Pfislusny usek DNA byl amplifikovan z cDNA ze slinnych Zlaz, vyfiznut z gelu
a DNA byla izolovana (Obr. 17).

600 bp —

Obr. 17: Amplifikovany PCR produkt pro pfipravu rekombinantniho fragmentu rFC1
Ocekavana velikost produktu je 615 bp.
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Izolovany PCR produkt byl ligovan do expresniho vektoru a vysledny konstrukt
transformovan do kompetentnich bunék. Pomoci PCR s primery T7 forward a T7

reverse a templatem z vybranych kolonii byl zjitén jeden pozitivni klon (Obr. 18).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

900 bp —>

300 bp —>

Obr. 18: Ovéreni transformace konstruktu s fragmentem rFC1 pro pripravu protilatek
Pozadovana velikost PCR produktu (Cast vektoru + inzert) je asi 900 bp, produkt o velikosti
cca 300 bp maji klony bez inzertu. Odpovidajici velikost mél klon &. 17.

Sekvenaci bylo ovéfeno, Ze pozitivni klon obsahuje spravnou sekvenci (Obr. 19).

Vektor z tohoto pozitivniho klonu byl pak transformovan do expresnich bunék.

1 IMY€ CGG GGT TCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT GGT ATG GCT AGC ATG ACT GGT 51
1 M R G S H H H H H H G M A S M T G 17

52 GGA CAG CAA ATG GGT CGG GAT CTG TAC GAC GAT GAC GAT AAG GAT CAT CCC 102
18 G Q Q M G R D L Y D D D D K D H P 34

103 TTC ACC TCA GAG AGG GAG GTT ACC TGC TCC ACC AAA GCC AAC CAG ATC TTG 153
35 F T S E R E \% T @ S T K A N Q I L 51

154 GAC GAG TAT ATG GAC ACA CCA GTC AGG GTC CGC TGT CCT CCG GGC TGC GGA 204
52 D E Y M D T P v R % R @ 12 P G © G 68

205 CTG GTT CCG GGT CCC GTG GTG GGG ACG CAT CAG TAC CAC ATG GTG TCG GCG 255
69 L % P G P % % G T H Q Y H M % S A 85

256 CTG TGC CGC TCC GCC GTG CAC GCC GGT CGC GTG AAC AAC GCC GGC GGT GCC 306
86 L c R S A W% H A G R % N N A G G A 102

307 GTIC CAT CTT CAG GCC GCC GGC GCC TAC GCG GAC TTC CTG CCG TCC ACG GCA 357
103 Vv H L Q A A G A Y A D F L P S T A 119

358 CAT GGC GTC TCC TCT GCC AAC TTT TCC AAC CTG GGT ACC AGT TTC AAG TTT 408
120 H G % S S A N F S N L G T S F K F 136

409 GTC ACG GTG GAC GAT TCT CAG TGG CGG ATA CCC GAA GAA GGC TGT CCC CAA 459
137 Vv T \ D D S Q W R I P E E G @ P Q 153

460 ACA TGG ATG GAC GCT GGA AGT GCT TGC CTT TAC GCT GCT CAG AGG AGC CGA 510
154 T W M D A G S A @ L Y A A Q R S R 170

511 CCC TAC GAC GCT AGT CGC AAC CTC TGC AGA AAC TTT GGC GCT GAG GTT CCC 561
171 P Y D A S R N L @ R N F G A E % P 187

562 GCC ACC CGC GAC GAC GAC AAT GCC ACG ATG ACC CTG CTC TCG GAA TTC CTC 612
188 A T R D D D N A T M T L L S E F L 204

613 GGA GCC AAG GGT ATC GGT GCC ACC TGG CTC TCA GAC CGC GCA TTC CAG TCA 663
205 G A K G I G A T W L S D R A F Q S 221
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664 TAC AGC GTG GAC TTG AGG AAC AAC CGG AGC TTG GCG TCG GAT GGC TCC TGC 714
222 Y S % D L R N N R S L A S D G S € 238

715 TTC TCT CTC TGA 726
239 F S L * 242

Obr. 19: Nukleotidova a aminokyselinova sekvence konstruktu pro expresi rekombinantniho
fragmentu rFC1
Sedym pozadim je vyznalena sekvence rFC2, ¢ernym start kodon a tuénym pismem His-tag.

Rekombinantni fragment rFC1 byl izolovan z inkluznich télisek. Precistény
protein byl analyzovan elektroforézou v polyakrylamidovém gelu a Western blottingem
s primarni protilatkou proti His-tagu (Obr. 20). Vypocitana velikost fragmentu rFC1 je
26 kDa. DalSi fragmenty viditelné Western blottingem v pfecisténé frakci maji velikost

o nasobku 26 kDa a zjevné se jedna o oligomery rFC1.

M 1 2 3 4 1 2 3 4
kDa
' <— 104 kDa
94 w= boef < 78kDa
67 - J
| O < 52 kDa
43
30 .
. . | — M < — 26 kDa
20,1 ; :
T

Coomassie Anti-His

Obr. 20: Detekce rFC1 pomoci SDS-PAGE (vlevo) a Western blottingu (vpravo)
M - LMW, 1 -rozpusténa inkluzni téliska, 2 - nezachycena frakce, 3 - pfecisténa frakce 1,
4 - precisténa frakce 2

4.3.1 Tkanovy expresni profil IrFC pomoci protilatek proti rFC1

Protilatky pfipravené imunizaci kralika rekombinantnim fragmentem rFC1 byly
pouzity pro Western blotting pro zjisténi pfitomnosti IrFC v jednotlivych tkanich klistéte
(hemolymfa, slinné Zlazy, vajeCniky a stfevo). Kromé tkani klistéte byl analyzovan také
vzorek rekombinantniho proteinu rFC1 jako kontrola funkce protilatek. Vysledek ukazuje

obrazek 21.
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Obr. 21: SDS-PAGE (vlevo) a Western blotting analyza (vpravo) exprese IrFC v homogenatech
tkani klistéte a ovéreni vazby na rekombinantni antigen
M - LMW, 1 - hemolymfa, 2 - slinné Zlazy, 3 - vaje€niky, 4 - stfevo, 5 - rekombinantni protein rFC1

Funk&nost protilatek byla potvrzena specifickou reakci s rekombinantnim
proteinem rFC1. Ve tkanich klistéte byla nejsilngjSi reakce v hemolymfé v oblasti
hemolipoproteini o molekulové hmotnosti cca 70 kDa, coz velikostné odpovida
téZzkému fetézci IrFC. Ovéfit identifikaci tohoto proteinu jsem se pokusil pomoci snizeni

jeho exprese metodou RNAI.

4.4 Snizeni exprese IrFC pomoci RNAI

4.4.1 Syntéza dsRNA

Cast genu IrFC (na obrazku 11 a 13 oznadeno tuéné) byla amplifikovana pomoci
PCR. Po elektroforéze v 1% agarézovém gelu byla amplifikovana DNA z gelu izolovana
(Obr. 22).

300 bp -

Obr. 22: Amplifikace ¢asti genu IrFC pro syntézu dsRNA
Ocekavana velikost produktu je cca 300 bp.
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PCR produkt a vektor byly s§tépeny restrikénimi enzymy Apal a Xbal, pfecistény
a ligovany. Vznikly konstrukt byl transformovan do kompetentnich bunék. Uspé&snost
transformace byla zjiStovana u 8 kolonii, jejichz plazmidova DNA byla znovu $tépena
enzymy Apal a Xbal a analyzovana elektroforeticky. Vysledek ukazuje obrazek 23.

M 1 2 3 4 5 6 7 8

1 400 bp

300 bp

Obr. 23: Elektroforeticka analyza plazmidu pLL10 stépeného enzymy Apal a Xbal
Fragmenty o velikosti cca 1 400 bp odpovidaji samotnému linearizovanému plazmidu, fragmenty
DNA o velikosti cca 300 bp u vzork( €. 1 a 7 odpovidaji inzertu IrFC vy$tépenému z plazmidu.

Plazmidova DNA pozitivnich kolonii (€. 1 a 7) byla sekvenovana. Po ovéfeni
spravnosti sekvence byl pro syntézu ssRNA pouzit konstrukt z kolonie €. 7. Vysledek

syntézy dsRNA ukazuje obrazek 24.

M 1 2 3 4 5 6

1400 bp -

300 bp -

Obr. 24: Syntéza IrFC dsRNA
M - GeneRuler™ 100bp DNA Ladder, 1 - nestépeny plazmid pLL10, 2 - plazmid $tépeny Apal,
3 - plazmid Stépeny Xbal, 4 - sense ssRNA, 5 - antisense ssRNA, 6 - dsRNA
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4.4.2 Ovéreni snizeni exprese IrFC po RNA interferenci

Snizeni exprese IrfFC po RNA interferenci bylo zkoumano na urovni mRNA
pomoci qRT-PCR a na urovni proteini pomoci metody Western blottingu. Pro ovéfeni
ucinku RNAIi byly sledovany hladiny exprese IrFC mRNA ve stfevech, slinnych zlazach
a vajecnicich. Hemolymfa (hemocyty) z téchto experimentl byla pouzita na Western
blotting analyzy a souvisejici fagocytarni eseje (viz diskuze). Vysledky qRT-PCR
(Obr. 25) ukazaly, Ze potlaceni exprese IrFC (IrFC KD) bylo uspésné.

100,00
100

90 +
80
70
60 -
50

40-
3043
304 27,36

20,54
20+
10 i 0‘44 . 2138
0 T T T __|

Stfevo GFP Strevo IrFC KD Slinné Zlazy GFP  Slinné 2lazy IrfFC KD Vajeéniky GFP Vajeéniky IrfFC KD

Obr. 25: Graf znazoriujici snizeni exprese IFFC v jednotlivych tkanich po RNA interferenci
GFP - pozitivni kontrola, IrFC KD - kliStata se sniZzenou expresi IrFC

Exprese IrFC [%)]

Vysledek Western blottingu je zobrazen na obrazku 26. Fragment v hemolymfé
o velikosti cca 70 kDa po RNA interferenci nemizi. Byl ale zjistén minoritni prouzek
o velikosti cca 250 kDa, ktery po RNA interferenci z hemolymfy mizi. Tento prouzek,
ktery odpovida zhruba dvojnasobku teoretické velikosti neaktivovaného IrFC, je Iépe

viditelny na obrazku 27.
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Obr. 26: SDS-PAGE (vlevo) a Western blotting analyza (vpravo) v homogenatech tkani
kontrolnich klist'at (GFP) a klist'at s potlaenou expresi IrFC (IrFC KD)

M - LMW, 1 - hemolymfa GFP, 2 - hemolymfa_IrFC_KD, 3 -slinné Zlazy GFP, 4 - slinné
Zlazy IrFC KD, 5 - vaje¢niky GFP, 6 - vajec¢niky IrFC KD, 7 - stfevo GFP, 8 - stfevo IrfFC KD,
9 - rFC1 (kontrola)

<<— cca 250 kDa

67 -

43 -
30 -
20,1 -

Obr. 27: Proteiny hemolymfy po SDS-PAGE a Western blottingu
1 - hemolymfa GFP, 2 - hemolymfa IrFC KD

V hemolymfé se v oblasti okolo cca 70-90 kDa na redukujicich SDS-PAGE
majoritn€ nachazi Help (heme-binding lipoprotein) a dalSi zasobni proteiny jako
vitelogeniny (Maya-Monteiro a kol., 2000), které svou pfFitomnosti brani Fadnému
elektroforetickému rozdéleni protein a komplikuji jejich naslednou detekci. Proto byl
pokus opakovan za souCasného RNAi HelLp pomoci dsRNA pfipravené v laboratofi
Dr. Ondreje Hajdu$ka.

Byla tedy provedena SDS-PAGE a Western blotting hemolymfy, kde byla jako
jedna kontrola pouzita hemolymfa z klistat injikovanych dsRNA GFP, jako druha
kontrola byla pouzita hemolymfa z klistat po injikaci dsRNA HeLp (HeLp KD) a hlavnim
zkoumanym vzorkem byla hemolymfa z klistat, ktera byla sou€asné injikovana dsRNA
HeLp a dsRNA IrFC. Vysledek ukazuje obrazek 28.
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Obr. 28: SDS-PAGE (vlevo) a Western blotting analyza (vpravo) hemolymfy
M- LMW, 1 - GFP, 2 - HeLp KD, 3 - HeLp KD + IrFC KD

Ackoli se zlepSila elektroforeticka separace v oblasti kolem 70 kDa, nebyl na
proteinové urovni pozorovan zadny rozdil 70 kDa fragmentu mezi HelLp KD
a HelLp + IrFC KD. Tento vysledek naznacoval, Ze vyrazna reaktivita v oblasti 70 kDa by
mohla byt artefakt, ktery s vlastnim IrFC nesouvisi. Abych tuto moznost mohl potvrdit
¢i vyvratit, pfipravil jsem novy rekombinantni fragment rFC2 z N-terminalni oblasti IrFC

pro pfipravu novych protilatek (Obr. 29). rFC2 se s rFC1 v Zzadném misté nepfekryva.

4.4.3 Exprese rekombinantniho fragmentu rFC2 pro pripravu protilatek
Rekombinantni fragment rFC2 obsahuje prvni celou a ¢ast druhé Sushi domény.

Jeho pozici v doménové strukture IrFC ukazuje obrazek 29.
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Obr. 29: Pozice rekombinantniho fragmentu rFC2 v doménové struktuie IrFC
Pfevzato a upraveno z http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

Prislusny usek DNA byl amplifikovan z cDNA ze slinnych Zlaz, vyfiznut z gelu
a DNA byla izolovana (Obr. 30).
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650 bp —>

Obr. 30: Amplifikovany PCR produkt pro pfipravu rekombinantniho fragmentu rFC2
Oc&ekavana velikost produktu je 669 bp.

Izolovany PCR produkt byl ligovan do expresniho vektoru a vysledny konstrukt
transformovan do kompetentnich bunék. Pomoci PCR s primery T7 forward
aT7reverse atemplatem zvybranych kolonii byly zjistény tfi  pozitivni
klony (Obrazek 31).

Obr. 31: Ovéreni transformace konstruktu s fragmentem rFC2 pro pfipravu protilatek
PoZadovana velikost PCR produktu (&ast vektoru + inzert) je asi 1 000 bp. Odpovidajici velikost maji
klony €. 3; 5; 6.

Pozitivni klony byly ovéfeny sekvenaci. Podle vysledki sekvenace byl vybran
klon se spravnou sekvenci aten byl pouzit pro pfipravu rekombinantniho proteinu.
Vysledky sekvenace vybraného konstruktu ukazuje obrazek 32. Vektor s touto sekvenci

byl transformovan do expresnich bunék.

1 k¥§e¢ CGG GGT TCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT GGT ATG GCT AGC ATG ACT GGT 51
1 M R G S H H H H H H G M A S M T G 17

52 GGA CAG CAA ATG GGT CGG GAT CTG TAC GAC GAT GAC GAT AAG GAT CAT CCC 102
18 G Q Q M G R D L Y D D D D K D H P 34

103 TTC ACC GTG AGA GTT TCT GGG TGC AGC TAC GTC AAA CGC TTT GGA TTC CGG 153
35 F T % R % S G c S Y \ K R F G F R 51

154 TGT CGG CCC TGC GAG GGC CAC AAG AGA GAG AAT ACC TGC CCA AAC TAC GCG 204
52 C R P © E G H K R E N T < P N Y A 68
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Obr. 32: Nukleotidova a aminokyselinova sekvence konstruktu pro expresi rekombinantniho
fragmentu rFC2

Sedym pozadim je vyzna&ena sekvence rFC2, Sernym start kodén a tuénym pismem His-tag.

Exprese

analyzovana SDS-PAGE a Western blottingem s primarni protilatkou proti His-tagu.
Rekombinantni protein se nachazel ve vSech zkoumanych frakcich, ze kterych byl
izolovan chelatacni chromatografii. Vysledek ukazuje obrazek 33. Vypocitana velikost

fragmentu rFC2 je 28,5 kDa. Kromé tohoto fragmentu Western blotting detekuje jesté

rekombinantniho fragmentu

jeho dimer o velikosti cca 57 kDa.

kDa

96 —

6f —

43 —
30 —

20,1 —

14,4 —

rFC2 v jednotlivych frakcich byla

Anti-His

Obr. 33: Detekce rFC2 pomoci SDS-PAGE a Western blottingu
1 - rozpustné proteiny, 2 - membranové proteiny, 3 - rozpusténa inkluzni téliska, 4 - nezachycena
frakce, 5 - precistény protein
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S témito protilatkami byla provedena stejna SDS-PAGE a Western blotting jako
s protilatkami proti rFC1 (Obr. 28). Vysledek Western blottingu s protilatkami proti rFC2
ukazuje obrazek 34.
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Obr. 34: SDS-PAGE a Western blotting analyza hemolymfy pomoci protilatek proti rFC2
M - LMW, 1 - GFP, 2 - HeLp KD, 3 - HeLp KD + IrFC KD

Obé protilatky specificky reaguji se stejnymi proteinovymi fragmenty. Ani
v pfipadé 70 kDa fragmentu se tedy nejedna o artefakt, ale pravdépodobné o tézky
fetézec z jiz aktivovaného IrFC, ktery v hemolymfé dlouhodobé pfetrvava a nemizi tedy
ani po RNA interferenci.

Po RNA interferenci na Western blottingu mizi agregat IrFC o pfiblizné velikosti

250 kDa, coz je pravdépodobné jesté neaktivovany IrFC.
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5. Diskuze

Zjisténa sekvence faktoru C klistéte Ixodes ricinus (IrFC) je velmi podobna
znamé sekvenci faktoru C z genomu klistéte Ixodes scapularis (IsFC). Hlavni rozdil se
nachazi na N-terminalnim konci, kde v sekvenci IsFC chybi 150 aminokyselin véetné
signalniho peptidu. | diky pfitomnosti signalniho peptidu v sekvenci faktoru C ostrorepa
Tachypleus tridentatus (Muta a kol., 1991) se da usuzovat, Zze dostupna sekvence IsFC
je neuplna. DalSi rozdily mezi sekvencemi jsou jiz velmi malé a v pfipadé chybéjicich
nebo prebyvajicich Usekl se jedna nejspiSe o Spatnou predikci exonu v sekvenci IsFC,
ktera je genomickd, zatimco sekvence IrFC byla ziskana z cDNA. Toto by bylo mozné
overit sekvenaci odpovidajici cDNA z kliStéte Ixodes scapularis.

Sekvence IrFC byla porovnana se sekvenci ostrorepa Tachypleus tridentatus.
Srovnani ukazuje obrazek 35. Konzervované domény jsou vyznaceny podle sekvence
ostrorepa. Klistéti témér zcela chybi prvni CCP doména, ¢ast druhé CCP a cast
C-lektinové domény. Proto také C-lektinovda doména neni rozeznana predikci
konzervovanych domén na NCBI. Schéma doménové struktury IrFC upravené podle
srovnani se sekvenci ostrorepa ukazuje obrazek 36.

Cervena a zelena Sipka na obrazku 35 ukazuji mista, kde se faktor C po svoji
aktivaci Stépi (Muta a kol., 1991). Po Stépeni vznika jeden téZky a dva lehké fetézce.
Tézky fetézec obsahuje u klistéte tfi CCP, LCCL a C-lektinovou doménu. Jeden lehky
fetézec obsahuje posledni CCP doménu a druhy trypsinovou doménu. Trypsinova
doména ma konzervované vSechny aminokyseliny tzv. katalytické triady (serin, kyselina
asparagova, histidin), takZe Ize usuzovat, Ze proteaza je po odstépeni aktivni (Muta
a kol., 1991).

Stejné jako u ostrorepa se na N-terminalnim konci podafilo u klistéte naleznout
tzv. Cys-rich region - oblast bohatou na cysteiny, v€etné motivli zodpovédnych za vazbu
faktoru C na LPS (Koshiba a kol., 2007). Na obrazku 35 jsou vyznaceny Cervenymi

ramecky.
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Obr. 35: Porovnani aminokyselinové sekvence faktoru C klistéte Ixodes ricinus

(nahofe)a ostrorepa Tachypleus tridentatus (dole)

Cerné pozadi ukazuje ptesné shody, $edé aminokyseliny s podobnymi vlastnostmi.

Barevné je vyznaden signaini peptid a konzervované domény podle sekvence ostrorepa. Cervené
znacky v oblasti bohaté na cysteiny na N-terminalnim konci ukazuji mista, ktera jsou pravdépodobné
zodpovédna za vazbu na LPS. Sipky ukazuji mista, kde se faktor C po aktivaci $t&pi. Cervené pismo
uvnitf trypsinové domény znadi katalytickou triadu, Zlutym pismem jsou oznaleny cysteiny.
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1 125 250 375 500 625 750 875 1000
Amino acids

Obr. 36: Doménova struktura IrFC upravena podle sekvence faktoru C ostrorepa
Bila mista v CCP a v C-lektinové doméné ukazuji chybéjici ¢asti aminokyselinové sekvence.

Jednim z cild prace bylo ur€it, zda IrFC slouzi iu klistéte podobné jako
u ostrorepa jako koagulacni faktor. U klistéte byla na rozdil od ostrorepl tato prace
mimorfadné naroc¢na kvli velmi malému mnozstvi hemolymfy, které je mozné z klistat
ziskat. Nepodafilo se spolehlivé odliSit koagulaci od vysychani hemolymfy. Transkripce

IrFC byla zvySena nejen po vpichu bakterii a kvasinek, ale ipo vpichu sterilniho

40



PBS (Obr. 37) (HajduSek a kol., nepublikovano). Zvyseni transkripce IrFC po vpichu
nasvédcuje tomu, Ze IrFC patrné hraje ulohu pfi poranéni a zifejmé tedy i v koagulaci
hemolymfy klistéte. ZvySena exprese IrFC je tedy odpovéd pfimo na zranéni (vpich)

a ne na samotné invadujici mikroorganizmy.

Exprese IrFC 12 h po vpichu
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Obr. 37: Graf ukazujici miru exprese IrFC 12 hodin po vpichu
(graf poskytnut O. Hajduskem)

Vysledky experimentu sledovani fagocytéz in vitro Dr. Veroniky Urbanoveé
prokazuji, Zze po snizeni exprese IrFC pomoci RNAi klesa schopnost kliStécich
hemocytl fagocytovat gram-negativni bakterie, zatimco u kvasinek Candida albicans
fagocyt6za ovlivnéna neni (Obr 38). Pro sniZzeni exprese IrFC byla pouZzita dsRNA IrFC
pfipravena v ramci moji diplomové prace. Tyto vysledky naznacuji, Ze IrFC slouZzi
v systému komplementu kliStéte ve specifické obrané proti infekci gram-negativnich

bakterii podobné, jak bylo ukazano u ostrorepa (Ariki a kol., 2008).
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Fagocytézy in vitro
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Obr. 38: Graf ukazujici schopnost klistécich hemocytii fagocytovat mikroorganizmy
GFP - kontrola, IrFC KD - klistata se sniZzenou expresi IrFC

Chybové Usecky ukazuji smérodatnou odchylku ze tfi nezavislych experimentd

(graf poskytnut V. Urbanovou).

Stejné jako faktor C ostrorepa, ktery byl nalezen v hemocytech (Tokunaga
a kol., 1987), byla také exprese IrfFC detekovana pomoci qRT-PCR pfevazné
v hemocytech. IrFC Ize na proteinové urovni detekovat v hemolymfé zifejmé ve
zreagované formé&. Vysledky RNAIi naznacuji, Zze tento produkt je v klistéci hemolymfé
dlouhodobé pfitomen a neni tedy ovlivnén okamzitym snizenim exprese po RNA
interferenci. Detekovat neaktivovany IrFC v klistéci hemolymfé se nepodafilo. RNAI
experiment naznacoval, Ze IrFC by mohl odpovidat protein o velikosti cca 250 kDa.
Neni dosud jasné, jestli se jedna o dimer, nebo agregat, a objasnéni této otazky bude
vyzadovat dalSi experimenty za vyuziti RNA interference a vysoce citlivé
chemiluminiscencni detekce pro Western blotting. V hemocytech byl IrFC detekovan
také metodu nepfimé imunofluorescence (prace Dr. Veroniky Urbanové) pomoci mnou
pfipravenych protilatek. Jeji pfedbéZzné vysledky ukazaly, Ze IrfFC je pfFitomen
v hemocytech (Obr.39) aje schopen se vazat na gram-negativni bakterie

Escherichia coli a Chryseobacterium indologenes.
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Obr. 39: Detekce IrFC v klistécich hemocytech metodou nepfimé imunofluorescence
Modfe jadra hemocytl znacena DAPI, ¢ervené IrFC znaéeny primarni protilatkou Anti rFC2
a sekundarni kozi Anti-Rabbit Alexa 594 (obrazek poskytnut V. Urbanovou).
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6. Zaver

Byl identifikovan ortholog faktoru C z kliStéte Ixodes scapularis v klistéti Ixodes
ricinus. Byla zjiSténa jeho uplna sekvence. Sekvence faktoru C z kliStéte Ixodes ricinus
je témér identicka jako sekvence faktoru C z klistéte Ixodes scapularis (query
cover 100 %). Vysoka podobnost je také s faktorem C ostrorepl Tachypleus tridentatus
a Carcinoscorpius rotundicauda (query cover 98 %).

Pomoci metody Western blottingu a gRT-PCR byl zjistén tkahovy expresni profil.
Exprese IrFC na urovni proteind byla prokazana v hemolymfé, na udrovni mRNA
v hemocytech a v daleko menSim mnozstvi i ve slinnych Zlazach, stfevé a vajecnicich.

V bakterialnim systému byly exprimovany dva rekombinantni fragmenty IrFC,
proti kterym byly imunizaci kralika pfipraveny polyklonalni protilatky. Pomoci téchto
protilatek jsem prokazal, Ze IrFC se vyskytuje v klistéci hemolymfé ve formé tézkého
fetézce, ktery nemizi po RNA interferenci. Zfejmé se jedna o nahromadénou formu
aktivovaného IrFC. Naopak neaktivovany IrFC se zda byt pfitomen ve velmi malém
mnoZstvi a jeho detekce je na hranici citlivosti pouzitého systému pro Western blotting.
DalSi experimenty bude nutné provést s vyrazné vySSi citlivosti napf. pomoci
chemiluminiscenc¢ni detekce pfi vét§im fedéni protilatek.

V navazuijici praci bylo zjisténo, Ze se exprese IrFC vyrazné zvySuje po poranéni
klistéte, coz naznacCuje jeho moznou ulohu v koagulaci hemolymfy klistéte. Metodou
nepfimé imunofluorescence byla prokazana pfitomnost IrFC v hemocytech klistéte
a jeho schopnost vazat se na povrch gram-negativnich bakterii. UmiCeni IrFC RNA
interferenci také snizovalo schopnost klistécich hemocytl fagocytovat gram-negativni
bakterie, coz dohromady ukazuje také na mozné zapojeni do komplementového

systému.
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