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1.UVOD

1.1. KIisté Ixodes ricinus
Klistata tvofi jednu z dilezitych skupin ¢Elenovcl (Arthropoda) vyznamnych

vysokou rozmanitosti pfenaSenych patogennich mikroorganismt (viry, bakterie a
prvoci) z jednoho druhu zivoc¢ichli na druhy.

Z kmene clenovcil (Arthropoda) parazituji na Clovéku zastupci dvou tiid — tiidy
hmyzu (Insecta) a pavoukovcl (Arachnida). Do tfidy pavoukovcid, piesnéji do
podttidy roztoCi (Acari), patii tad Parasitifomes, jenz zahrnuje podiad klistata
(Ixodida). Klistata se dale dé€li do tii celedi. Jmenovité€ jsou to celedi Argasidae
(,,mekkad* - klistaci), Ixodida (,tvrda“ - klistata) a Nuttallidae. AvSsak ne vSechny
druhy klistat maji schopnost pfenaset patogenni organismy na ¢lovéka (10% ze vsech
druht).

Hematofagni ektoparasit Ixodes ricinus (klist¢ obecné) je hlavnim vektorem
prendsejicim patogeny zpiisobujici nemoci clovéka v Evropé. Lymska boreliosa (LB),
jejimz puvodcem je spirocheta Borrelia burgdorferi, a virova klistéci encefalitida
pocet pfipadii LB a VKE. Od roku 1997 do roku 2006 stoupl vyskyt ptipadi VKE ze
4.0 na 10.0 (relativni pocty na 100 000 obyvatel). VEtsi nartst byl zaznamenan u
Lymské boreliosy a to z 24.0 na 42.6 ptipada (http://www.szu.cz/cem/epidat/epirel-97-
06.htm). Toto navySeni je ¢astecné zplisobeno expanzi klistat do mestskych oblasti.

I ricinus patii mezi oportunni druhy kli§tat, jenZ saji na §irokém spektru hostiteld'.
Béhem ttiletého vyvojového cyklu prochazi tfemi vyvojovymi stadii — larvou, nymfou
a dosp€lcem (imagem) a vystiida tii hostitele.

Sestinoh4 larva saje piedev§im na drobnych hlodavcich (napf. my3), p¥ilezitostné i
na ptacich a menSich savcich. Po nasati nastdva hibernace, béhem niz se larva pfeméni
v osminohou nymfu. Nymfy parazituji také na ptacich, stfednich a menSich savcich
(napf. jezek, veverka). Po metamorfoze na dospélce (imago) dochazi k poslednimu sani
— samicka saje 6-13 dni, samecek jen kratce a preruSované. Nasleduje kopulace (na
hostiteli i mimo n&j) a kladeni vajicek (mimo hostitele). Ptilezitostnym hostitelem
vSech tii stadii mize byt i ¢loveék. Vyhledani hostitele klist'aty je spiSe pasivni pomoci
specialniho smyslového organu tzv. Hallerova organu’.

Dalsim organem, kterym se klistata prizptisobila ektoparazitickému zpiisobu

Zivota, je specialni ustni Gstroji hypostom (saci organ). Chelicery umoznuji hypostomu



penetraci kazi hostitele, ¢imz dochézi k poskozeni epidermalnich a dermalnich bunék
vcetné mistnich cévek. Thned na zacatku sani vylucuje klist¢ do téla hostitele
biologicky aktivni molekuly obsazené v jeho slinnych zlazach, ¢imz zna¢né ovliviiuje
imunitni reakci hostitele. Pfehled biologicky aktivnich molekul ve slinnych zlazach
klistste byl nedavno zvefejnén v publikaci Valenzuely”.

Pro zajisténi nezbytné nutné délky krmeni musi klist€¢ zabranit srdzeni krve
hostitele. Proces srazeni krve zavisi na aktivaci faktoru X (FXa; pomoci kolagenu nebo
tromboplastinem), ktery Stépi protrombin na trombin. Aktivni trombin Stépenim
proteinu fibrinogenu vytvaii nerozpustnou sit’, do které se zachyti cervené krvinky a
krevni desticky. Nékteré bioaktivni molekuly obsazené v klistécich slinach jsou
zaméfeny na inhibici FXa (napf. ixolaris, salpl4*), trombinu (napf. savignin’,
americanin®) a nebo obou, &imZ zabrafiuji srazeni krve v mist& poskozeni kiize.

Dal8imi z modula¢nich latek klistécich slin jsou apyrazy a prostaglandiny (PGI,,
PGD), které zabranuji srazeni krevnich desti¢ek. Prostaglandiny (PGE,, PGI2, PGD,)
také piisobi vasodilaci cév, &imz zvysi krevni tok’.

Extrakty slinnych zlaz dale ovliviiuji expresi cytokintl, snizuji produkei protilatek a
piisobi na T bun&nou odpovéd (Ty2), jez neni uinna v eliminaci ektoparazita®.

Béhem sani se do téla klistéte dostavaji kromé krve také mikroorganismy, viry a

jiné cizorod¢é molekuly, jejichz pfitomnost vyvolava imunitni odpoved’ klistéte.

1.2. Imunitni systém kliSt’at
Klistata, stejné jako vSichni bezobratli, se musi branit pfed infekci bez pomoci

protilatek a lymfocytt. Jejich hlavni zbrani v boji proti mikroorganismiim je pfirozena
imunita’. Tato imunitni odpovéd obecné postrada imunologickou pamét’ a specifické
antigeny. Vyhodou je jeji velmi rychla pohotovost k reakci. Pfirozenou imunitu tvoti
dvé, vzajemné se dopliujici, odpovédi: bunécna a humoralni.

Hlavni komponentou bunééné imunitni odpovédi jsou hemocyty. Hemocyty
predstavuji 50 az 60 % obsahu hemolymfy'. Klistéci hemocyty se mohou délit dle
obsahu granul na plasmocyty a granulocyty, avSak nékteti autoii déli tyto imunitni
Cinitele nejen podle pritomnosti granul, ale také podle morfologie a jejich tvaru na
prohemocyty, granularni hemocyty typu L. a II., plasmocyty a fagocytarni hemocyty'’.
U klistaka Ornithodoros moubata byly také objeveny sferulocyty homologické se

sferulocyty nalezenymi u hmyzu''.



Hemocyty, buiiky funkéné podobné bilym krvinkdm, jsou zodpovédné za nodulaci
(vytvafeni hemocytarnich agregatl), enkapsulaci a fagocytdézu invadujicich
mikroorganismt.

Fagocyt6za hemocyty je povazovana za primarni bunéénou imunitni odpovéd’ pii
mikrobialni infekci u vétdiny druhd kligtat'®. Tuto hypotézu potvrdil Inoue a kol. u
hemocytt klitaka O. moubata, presnéji u granulocyt a plasmocyta'”. Také u klistste
I ricinus byla prokazana fagocyticka aktivita hemocytd'’. Bylo zjisténo, Ze bundena
imunitni odpoveéd’ u klist'dka O. moubata je rychlejsi nez u klistéte /. ricinus. Navzdory
tomuto faktu klist'ata byla k infekci imunni, kdezto klist'dci uhynuli par dni po injikaci
bakterie Chryseobacterium indologenes. Z tohoto lze usoudit, Ze by u . ricinus nejspis
mohl byt jest¢ jiny UCinny obranny mechanismus, bunécny ¢i humoralni, ktery
zabrafiuje ristu bakterii'”.

Johns a kol. provedl studii imunitni reakce po injikaci B. burgdorferi u klistéte
Dermacentor variabilis, jejiz vysledky nasvédcovali faktu, ze fagocytoéza je primarni
odpovédi na infekci'®. AvSak v roce 2002 byla uvefejnéna publikace, v niz Ceraul a
kol. prokézali u klistéte D. variabilis, ze hlavni imunitni reakci je nodulace, ktera zcela
odstrani bakterii Escherichia coli z hemolymfy 6 hodin po injikaci bakterii'.

Také u klistdka O. moubata byly pozorovany plasmatocyty vytvarejici shluky
bakterie-hemocyt, které nasledné opoustji cirkulujici hemolymfu’.

Enkapsulace, proces podobny nodulaci, byl sledovan u klistste D. variabilis'.

Hemocyty nejsou soucasti pouze bunécné ale také humoralni imunitni odpovédi
klistéte’. Bshem procesu humoralni imunitni odpovédi jsou produkovany obranné
peptidy de novo, vétsSinou v tukovych téliskach nebo v hemocytech, a jsou uvoliiovany
do hemolymfy nebo jsou transportovany do prislugnych tkani'’.

Tyto obranné peptidy ¢i polypeptidy jsou obecné nazyvané antimikrobialni peptidy
(AMPs). Jsou to efektorové molekuly humoralni imunitni odpovédi. VétsSina AMPs je
kationickych, i kdyZ byly objeveny i anionické AMPs'®". Tento kationicky charakter
AMPs spolu s vytvafenim amfipatické struktury usnadnuji interakci s negativné
nabitou bun&nou sténou a fosfolipidovou membranou mikroorganismi*’.

Antimikrobidlni peptidy jsou Siroce rozSifené u rostlin i u zivoCichii. Velké
mnozstvi antimikrobialnich peptidéi bylo objeveno u hmyzu, obojzivelniki i saved®.
Mén& AMPs bylo popsano u ttidy pavoukoveil — Arachnida (napt.gomesin®) a jests

méné u samotnych klistat.



Prestoze maji AMPs nekteré vlastnosti podobné, jako napiiklad jejich velikost
(mnohdy mensi nez 10 kDa), jsou odlisni ve své sekvenci a mechanizmu pisobeni*.
Na zaklad¢ téchto vlastnosti se daji AMPs rozd¢lit do nékolika skupin.

Jednou komplexné studovanou skupinou AMPs jsou lysozymy. Jsou to enzymy se
schopnosti §tépit B-1,4-glykosidové vazby mezi kyselinou N-acetylmuramovou a
N-acetyl-glukosaminem u peptidoglykani bunééné stény Gram-positivnich bakterii.
Lysozymy jsou cClenény na nékolik typl, znichz lysozym typu c (‘chicken’) se
vyskytuje u klistéte. Podboronov a kol. izoloval lysozym z n€kolika druhii klistat —
Alveonasus lahorensis, Ornithodoros papillipes, O. moubata, Hyalomma asiaticim a
Ixodes persulcatus™. Z celotdlovych homogenéti byl izolovan lysozym, jeZ vykazoval
vyraznou podobnost sc-typem lysozymu. N¢které lysozymy mohou mit jak
antimikrobialni tak travici funkei, jako naptiklad lysozym typu-c izolovany u klistdka
O. moubata. U klistdka dochazelo ke zvySeni exprese lysozymu pfi traveni krve po
sani ***. U klistat Dermacentor andersonii a D. variabilis byla pozorovana exprese
lysozymu typu ¢ po injikaci bakterii a to pfedev§im v hemocytech, ale také v ovariich,
slinnych zldzdch a Malpigickych trubicich. Exprese lysozymu typu c byla také
pozorovana v ovariich klidtste Boophilus microplus™.

Lektiny jsou dalS$imi obranymi proteiny podilejici se na imunité klistéte. Jejich
zékladni funkci je agregace a opsonizace mikroorganizmii pomoci vazby na slozky
jejich bunééné stény (N-acetyl-D-glukosamin, kyselina sialovd). U I ricinus bylo
prokézano, ze lektiny jsou produkovany a/nebo uchovany v hemocytech a
rozpoznanim piedev§im Gram-negativnich bakterii se podili na imunitni odpovédi®’.
Prvnim izolovanym  klistécim lektinem byl Dorin M =z hemolymfy klistéka
O. moubata®™. U stejného klistéte byl identifikovan dal§i lektin OmGalec®™. V roce
2005 byl u klidtste L. ricinus objeven Ixoderin®. Také u jinych klistat (Rhipicephalus
appendiculatus, O. tartakovskyi, O. tholozani, Argas polonicus) byly charakterizovany
lektiny®".

V poslednich letech mnoho laboratofi vénuje pozornost studiu cDNA knihoven
z klistécich slinnych Zlaz. Diky témto studiim bylo identifikovano nékolik inhibitor
serinovych protedz, zahrnujici serpiny a a-makroglobuliny. U kliStat bylo nalezeno
n¢kolik serinovych inhibitord, jejichZ role v obrané proti mikroorganismtiim vsak zatim

studovana nebyla.



Velmi vyznamnou skupinou antimikrobidlnich peptidi jsou defensiny. Tyto
prevazné kationické peptidy o velikosti pfiblizné 4 kDa (36 - 46 aminokyselin dlouhé)
jsou charakteristick¢ Sesti cysteinovymi zbytky, které se paruji (cysl - cys4;
cys2 - cys5; cys3 - cys6) za vzniku intramolekuldrnich disulfidickych mustkd. Tato
tercialni struktura je dualezitd pfedevSim pro antimikrobidlni funkcénost defensint.
Defensiny u¢inné predevsim proti Gram-positivnim bakteriim maji také silnou aktivitu
proti ndkterym Gram-negativnim bakteriim, houbam, kvasinkdm a prvokam®> >,

Defensiny byly identifikovany u nékolika druhti kliStat. Jednotlivé klisStéci
defensiny se od sebe lisi predevSim genomovou sekvenci, poctem izoforem a tkani
exprese.

Prvnim defensinem izolovanym z klistéte byl varisin®®. Tento kationicky defensin
byl ziskdn z hemocytl klisStéte D. variabilis. Kromé antimikrobidlni aktivity proti
Gram-positivnim bakteriim byla u varisinu prokazéna aktivita také proti bakterii B.
burgdorferi. Varisin se u D. variabilis vyskytuje ve dvou izoforméch, pficemz jedna se
exprimuje predevsim v hemocytech, zatimco druha ve stfeve, ovariich, tukovém télese
a Caste¢né i v hemocytech®. Po infekci D. variabilis bakterii Rickettsia montanensis
byla pozorovana zména v expresi obou izoforem™.

Ctyfi izoformy (A,B,C,D) defensinti byly identifikované u klistaka O. moubata®”
38 Exprese defensinu A, B a C je velmi slaba v tukovém télese oproti expresi ve stieve.
Naproti tomu u defensinu D je exprese vtukovém télese siln€jSi. Sekvence
aminokyselin prokézala blizkou pfibuznost u defensinu O. moubata A, B a C. VSechny
Ctyfi izoformy plsobi proti Gram-positivnim, ne vsSak proti Gram-negativnim
bakteriim®®. Ze stfeva nasaté samicky byl izolovan defensin A bez signalniho peptidu,
u kterého byla zjisténa antimikrobialni aktivita proti bakterii Staphylococcus aureus™.
Genomové sekvence téchto Ctyt izoforem obsahuji 4 exony oddélené od sebe 3-mi
introny.

Longicin, defensin charakterizovany u klistéte Haemaphysalis longicornis, kromé
své antimikrobidlni a antifungalni aktivity plisobi také proti parazitickému prvoku
Babesia sp.*.

Dva defensinim podobné antimikrobialni peptidy byly identifikovany u stejného
klistéte*'. Jeden, Hlgut-defensin, prokazuje vysokou podobnost s ostatnimi
objevenymi defensiny u klistat. AvSak druhy, Hlsal-defensin, se lisi od ostatnich

defensintl negativnim nabojem a 12 aminokyselin dlouhym prodlouZenim na C-konci.
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Pomoci RT-PCR byla prokazdna exprese Hlgut-defensinu ve stiev€é, zatimco u
Hlsal-defensinu ve slinnych zldzdch. U obou téchto defensini byla zjisténa
antimikrobialni aktivita proti bakteriim Staphylococcus aureus a E. coli.

Rizné defensiny byly objeveny i u pfibuznych druht klistat. U klistéte A.
americanum byl objeven defensin amercin®, zatimco u p¥ibuzného druhu 4. hebraeum
byly identifikovany dva defensiniim podobné antimikrobidlni peptidy Amblyomma
defensin peptid 1 a 2*. Podobnost mezi kationickym amercinem a dvémi aniockymi
defensiny je velmi nizka (okolo 30%).

U klistat 1. ricinus a I. scapularis byly také charakterizovany dva rizné defensiny.
Zatimco u klistéte 1. ricinus byly objeveny dvé izoformy — Defl a Def2*, defensin
scapularisin ma pouze jednu izoformu®. Analyzou genomovych sekvenci byly u
klidtéte . ricinus objeveny 3 exony oddélené od sebe 2-mi introny™. Oproti tomu u
klistste 1. scapularis nebyly nalezeny 7adné introny™.

Defensintim blizkou skupinou jsou tzv. peptidy bohaté na histidiny. Tyto peptidy
obsahuji stejné jako defensiny Sestici cysteini. AvSak na rozdil od defensinti obsahuji
na svém C-konci vyssi pocet histidinti. U klistat byly zatim objeveny jen dva takové
peptidy hebraein a microplusin.

Hebraein, antimikrobidlni peptid izolovany z klistéte Amblyomma hebraeum, se
sklada se Sesti rovnomérné rozlozenych cysteinii a vice histidini na C-konci. Hebraein
prokéazal antimikrobialni aktivitu proti Gram-positivni bakterii S. aureus, Gram-
negativni bakterii E£. coli a také proti houbé Candida glabrato, ¢imz se ukézala Siroka
specifikace tohoto peptidu™.

Dva antimikrobialni peptidy byly izolované z hemolymfy klistste B. microplus®’.
Peptid s nizsi velikosti prokdzal vysokou podobnost s defensiny. Druhy peptid -
microplusin - nevykazoval podobnost sjinymi difive popsanymi AMPs klistat.
Microplusin je hebraeinu velmi podobny (podobnost 73%), avSak microplusin ma vSak
na svém C-konci pouze &ty histidiny na rozdil od hebraeinu®. Tento antimikrobialni
peptid byl ziskdn z hemolymfy klistéte. Exprese genu pro microplusin byla pozorovéna
v ovariich, tukovém télese 1 v hemocytech. Nebyla prokdzana antimikrobialni aktivita
proti Gram-negativni bakterii E. coli*’.

V roce 2005 Rudenko a kol.** zah4jili vyzkum gend klidtste 1. ricinus, které svym
pusobenim ovliviiyji interakci mezi vektorem a patogenem. Hlavnim cilem projektu

bylo zjistit vyznam téchto genii v imunitni odpovédi klistéte po infekci B. burgdorferi.
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Po identifikaci dvou gent koédujicich AMPs u [ ricinus, které svymi rysy
odpovidaly skupiné¢ defensinti, byl objeven dal$i novy gen koédujici AMP s vyS$im
obsahem histidinu. Gen byl nazvan ricinusin, podle jména klistéte, z které¢ho byl
vyizolovan (DQ266374) a komparativni analyza s GenBank prokazala, ze zadné
ptibuzné geny, nebo geny podobné ricinusinu do této doby popsané nebyly. Ricinusin
se stal tfetim obrannym proteinem po hebraeinu a microplusinu, ktery patii do nové
rodiny antimikrobialnich peptidi klist'at bohatych na histidin.

Je velmi obtizné porozumét pfirozené imunité klistat. V poslednim letech zacaly
byt antimikrobialni peptidy uzndvané jako velmi dilezitd soucast této imunitni
odpovédi. Jejich studium nam mize objasnit jak pfirozend imunita klistat vlastné

funguje a tim nam osvétlit 1 interakce mezi vektorem a patogenem.
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2. CIL PRACE

V nasi laboratofi byl pted par lety zahajen vyzkum diferencialné exprimovanych
genu klistéte Ixodes ricinus ovliviijicich interakci mezi vektorem a patogenem.

Vroce 2005 byl vramci tohoto vyzkumu objeven novy gen kddujici AMP
s C-koncem bohatym na histidiny . Gen byl nazvan podle jména klistéte, z kterého byl
vyizolovan, ricinusin (DQ266374). Komparativni analyza s GenBank prokazala, ze
zadné ptibuzné geny, nebo geny podobné ricinusinu do této doby popsané nebyly.

Cilem této prace je pomoci molekularné biologickych metod charakterizovat gen

ricinusin a protein, ktery koduje. Proto byly stanoveny tyto cile:

— Vyizolovat gen pro ricinusin, zaklonovat jej do pCR® 4-TOPO vektoru a
zkontrolovat spravnou nukleotidovou sekvenci a c¢teci rdmec sekvenovanim
plazmidu.

- Zaklonovat gen pro ricinusin do Champion pET-100 expresniho vektoru.

- Optimalizovat podminky exprese a purifikace proteinu.

- Exprimovat a purifikovat rekombinantni protein. Vysledky ovétit pomoci metody
Western Blotting a MS analyzy.

— Zjistit genomovou strukturu genu pro ricinusin u klistéte 1. ricinus.

- Zjistit expresi genu pro ricinusin u vybranych tkéni a jednotlivych vyvojovych

stadii klistéte 1. ricinus v zavislosti na piijmu potravy.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Material
3.1.1. Pouzité primery (Generi Biotech):

Ta
nazev primeru |sekvence (°C)
RicinusinForw 5'- CAC CAT GAA GTG CAG CGT GTG CCT -3 52
RicinusinRev 5'-CGC ATC ATG GTG GGC CGC TTC AG -3” 52
Ricinusin mature [5'- CAC CGA GGA AGC CCA TGG AGC C -3’ 55
RicF10-31 5'-AGC GTGTGC CTCCTGGTTCTCT -3’ 50
RicRev404-383 5'- GCA TCA TGG TGG GCC GCT TCA -3° 50
RicRev375-353 5-CTC TTC AGG GTG GGC AGT AGC AG -3’ 50
RicGenomF1-18 5'- ATG AAG TGC AGC GTG TGC -3’ 53
RicGenomRev405 [5'- GCA TCA TGG TGG GCC -3’ 53
ACTIN-Forw 5'- CGT CTG GAT CGG CGG CTC TAT -3’ 52
ACTIN-Rev 5'- AGC CGC ACT CTT TTC CAC AAT CTC -3’ 52
T7-Forw 5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG -3’ 50
T7-Rev 5'- GCT AGT TAT TGC TCA GCG G -3° 50
M13-Forw 5'- GTA AAA CGA CGG CCA -3° 50
MI13-Rev 5'- CAG GAA ACA GCT ATG AC -3’ 50

3.1.2. Pouzité chemikalie a kity:

RNA elektroforéza

5x TBE pufr

10mM Na,EDTA, 178mM kyselina borita, 178mM Tris

Agardza NA

1.2% agar6za (SERVA) bez RNaz v 1x TBE pufru

6x vzorkovy pufr

0.25%(w/v) bromfenolova modt, 0.25%(w/v) xylen cyanol, 30%(wW/v)
glycerol, 1.2% SDS, 60mM fosfore¢nan sodny, 500x ‘SYBR Green’; pH 6.8

DNA elektroforéza

50x TAE pufr (11)

242¢g Tris-baze, 100ml 500mM EDTA(pH 8.0), 57.1ml kyseliny octové (ledové)

Agaroza

1% agaroza (SERVA) pro DNA elektroforézu v 1x TAE pufru

5x vzorkovy pufr

20% Ficoll, 10mM Tris-HCI (pH 8,0), Img/ml ‘Orange G’, 500x ‘SYBR Green’

Expresni a klonovaci plasmidy

pET100/D-TOPO"

Invitrogen - selekce pfes ampicilin

pCR 4-TOPO"

Invitrogen - selekce pres ampicilin

Média a pudy pro péstovani bakterii

SOC médium

2% ‘bacto-tryptone’, 0.5% ‘bacto-yeast’ extrakt, 0.05% NaCl, 2.5mM KClI,
10mM MgCl,, 10mM MgSO,, 20mM glukéza; pH 7.0; sterilni
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LB médium 1% ‘bacto-tryptone’, 0.5% ‘bacto-yeast’ extrakt, 0.5% NaCl; pH 7.0; sterilni
LB agar 1.5% bacto-agar v LB médiu

IPTG Isopropyl-p-D-thiogalactoside (zasobni roztok 1M)
Antibiotika Ampicilin (zasobni roztok 50mg/ml H,O)
SDS-PAGE

30% AA Acrylamide a bisacrylamide

C1 pufr 1.5 M Tris-HCL; pH 8.8

C2 pufr 0.5 M Tris-HCL; pH 6.8

10% SDS Laurylsulfat sodny

10% APS Amonium persulfat

TEMED N,N,N",N’-tetramethylenediamine

5x vzorkovy pufr

250mM Tris-HCl (pH 6,8), 500mM dithiotreitol, 10% SDS,
0.2% bromophenol blue, 50% glycerol

barvici roztok

PageBlue™ (Invitrogen)

10x SDS E pufr (11)

10g SDS, 30.3g TRIS, 144.1g glycin

Western blotting

blotovaci pufr

20% methanol, 25mM Tris-Base, 150mM glycin

Imunodetekce Ni-NTA konjugaty

blokovaci pufr

3% BSA (bovine serum albumun) v 1x TBS

protilatky

Ni-NTA konjugaty: TBST; fedéni 1:1000

1x TBS

10mM Tris-Cl, 150mM NaCl; pH 7.5

1x TBS-Tween

20mM Tris-Cl, 500mM NacCl, 0,05% Tween; pH 7.5

10x Tris-saline

9% (w/v) NaCl v 1M Tris-Cl; pH 8.0

barvici roztok (HPR)

18mg 4 chloro-1-naftol, 6 ml methanolu, 24ml 1x Tris-saline, 60ul 30% H,0,

Izolace rekombinantniho proteinu

v rozpustné formé :

lyzaéni pufr

50mM NaH,PO,4, 300mM NaCl, 10mM imidazol; pH 8,0

TPI :

IEF pufr

7 M urea, 2M thiourea, 4% CHAPS, 1% dithiotreitol

Purifikace

Nativni :

Ni-NTA agaroza

‘nickel-charged resin’

lyzaéni pufr

50mM NaH,PO,, 300mM NaCl, 10mM imidazol; pH 8.0

promyvaci pufr

50mM NaH,PO,, 300mM NaCl, 20mM imidazol; pH 8.0

eluéni pufr

50mM NaH,PO,, 300mM NacCl, 250mM imidazol; pH 8.0

Denaturaéni :

promyvaci roztok I

8M urea, 0.1M NaH,PO,, 0.01M Tris; pH 8.0
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promyvaci roztok II

4M urea, 0.1M NaH,PO,, 0.01M Tris; pH 6.0

promyvaci roztok II1

2M urea, 0.1M NaH,PQO,, 0.01M Tris; pH 5.3

eluéni pufr

0.5M imidazol
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3..2. Metody

3.2.1. Izolace RNA
Pro izolaci RNA byla pouzita nasaté neinfikovana klistata Ixodes ricinus.

Klistata byla homogenizovana ve sterilni zkumavce v Trizol® Reagent (Invitrogen)
v poméru 1 ml roztoku na 100 mg tkané¢.

Pro izolaci RNA byl pouzit 1 ml homogenatu, ktery byl pfenesen do 1.5 ml
zkumavky a centrifugovan (13 000 rpm, 20 min, 4°C). Supernatant byl pfenesen do
Cisté 1.5 ml zkumavky a ponechén po dobu 5 min pfi pokojové teploté. Po inkubaci pfi
pokojové teploté bylo k vzorku ptidano 0.2 ml chloroformu na 1 ml Trizolu. Vzorek
byl protiepan (15 sekund) a opét ponechan pii pokojové teploté¢ po dobu 3 minut.
Nasledovala centrifugace (12 000 rpm, 15 min, 4°C) a odebrani vodni faze (opatrné,
aby nebyla odebrana 1 vysrdZzena DNA). Bylo pifidano 500 pl isopropanolu
(k supernatantu) a vzorek byl protfepan. Po 10 minutové inkubaci pfi pokojové teploté
byl vzorek stocen (12 000 rpm, 10 min, 4°C). Supernatant byl odstranén a pelet promyt
1 ml 75% ethanolu. Po nasledujici centrifugaci byl pelet vysusen (15 minut pfi
pokojové teploté ) a poté rozpustén ve 100 pl sterilni vody (bez RNaz).

Vysledky izolace RNA byly zhodnoceny na elektroforéze v 1.2% agardézovém gelu
v 1x TBE pufru.

Me¢éteni koncentrace izolované RNA bylo provedeno v tenkosténnych kyvetach
(UVette® 220-1 600 nm; Eppendorf) na pfistroji BioPhotometer pii vinové délce
260 nm.

3.2.2. Syntéza jednovlaknové cDNA (ss cDNA —‘single strand DNA’)
Pozadovana cDNA byla syntetizovana ve dvou krocich pomoci kitu ‘Enhanced

Avian HS RT-PCR kit’ (Sigma). Prvni reakce obsahovala 6 ul H,O, 2 pul RNA
templatu, 1 pul Anchored oligo (dT),; a 1 ul ‘deoxynucleotide mix’ (ANTP mix).
Vzorek byl denaturovan 10 minut na 70 °C (pro zefektivnéni reversni transkripce).
K reakci bylo pfidano 6 ul H,O, 1 ul RNase inhibitoru, 2 pl 10x pufru pro AMV-RT a
I ul ‘Enhanced avian RT-enzym’ a jemné promichano. Syntéza ss cDNA prob¢hla pii

45 °C po dobu 50min.
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Koncentrace syntetizované ss cDNA byla zméfena v tenkosténnych kyvetach

(UVette® 220-1 600nm; Eppendorf) na piistroji BioPhotometer pii vlnové délce

260 nm.

3.2.3. PCR (‘Polymerase Chain Reaction’)

Pro amplifikaci specifického useku z izolovan¢ DNA byly pouzity specifické

primery (viz. 3.1.1.) pro gen ricinusin, které byly navrzeny dle sekvence pro ricinusin

u I ricinus ptistupné v databazi GenBank ™™ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov, kod genové

sekvence DQ266374)

Byla pouzita negativni kontrola pro ovéfeni mozné pfitomnosti kontaminace.

Reakéni smés obsahovala:

10 x PCR puft...ccoeevevveiiennns 2 ul
25 mM MgCly .oouvveiieiienne 2ul
1 mM primer Forward.......... 1 ul
1 mM primer Reverse .......... 1l
10 mM dNTPs.........cccveeeneee. 1 ul
Tag DNA polymeraza............ 0.5l
17570010] F: 1 AU 0.2-1 pl (120 — 150ng/ml)

Zbyvajici objem byl doplnén sterilni deionizovanou vodou do 20pl.

Amplifikace byla provedena v 0.2 ml tenkosténné zkumavce,

Mastercycler (Eppendorf).

v pfistroji

Program pro PCR:

1. Denaturace DNA................... 96°C......... 5 min

2. 35 cykli:
denaturace DNA.................. 95°C.......... 30s
nasedani primert................. 52°C......... 30s
SYNEEZA....eevvieeerreeeieeeeireenns 72°C ......... I min (u genomové DNA 2 min)

3. Teplota ponechéna pii 4°C
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Pied zaklonovanim produktu do vektoru byla provedena PCR, u niz byl pfidan
jesteé jeden krok ‘final extension’. Tento krok byl proveden po 35. cyklu pii teploté
72°C po dobu 20 minut.

3.2.4. Eletroforéza
K 20 pl reakce byly pfidany 4 pl vzorkového pufru obsahujiciho SYBR Green.

Vzorky byly analyzovany na 1% agarézovém gelu v 1x TAE pufru. Elektroforéza byla
provadéna na aparatuie HU13 (SCIE-PLAS) pfi napéti 100 V ptiblizné 20 — 30 minut.

Vysledek byl kontrolovan pod UV svétlem a fotograficky zaznamenan.

3.2.5. Purifikace PCR produktu
Izolace PCR produktu vytiznutého z gelu byla provedena pomoci kitu ‘QIAquick®™

Gel Extraction kit (Quiagen).

PCR produkt byl vytiznut z agar6zového gelu a zvazen. Do zkumavky byl ptidan
pufr QG v poméru 3 dily pufru (ul) na 1 dil gelu (100 mg ~ 100 ul). Vzorky byly
inkubovany pfi 50 °C po dobu 10 minut za prabézného promichavani
(po 2 - 3 minutach), dokud se gel nerozpustil. Po rozpusténi, byl ke gelu piidan 1x
objem isopropanolu a smés byla dikladné promichdna. Pro navazdni DNA byly vzorky
naneseny na kolonku ‘QIAquick’, kterd byla vlozena do 2 ml sbérné zkumavky.
Nasledovala centrifugace pti 10 000 rpm 1 minutu. ‘Flow-through’ byl odstranén a na
kolonku bylo naneseno 500 ul pufru QG pro odstranéni zbylych stop agardzy. Vzorky
byly opét centrifugovany (10 000 rpm, 1min). K promyti kolonky bylo pfiddno 750 pl
PE pufru a zkumavky byly stoeny (10 000 rpm, 1 min). Tenhle krok byl zopakovan
pro odstranéni zbytkll etanolu z kolonky. Kolonka byla pienesena do cisté 1.5 ml
zkumavky a DNA byla eluovana 30 pl H,O. Po inkubaci 1 minutu pii pokojové teploté
byla DNA stoc¢ena (10 000 rpm, 1 min).

3.2.6. Klonovani PCR produktu do vektoru pCR® 4-TOPO
Purifikovany PCR produkt byl ligovan do vektoru pCR™ 4-TOPO™ Vector

(Invitrogen). K liga¢ni reakci byly pouzity 4 pul PCR produktu (maximalni mnozstvi
doporucované vyrobcem), 1 pl salt solution a 1 ul vektoru. Liga¢ni smés byla po dobu

20 — 25 minut inkubovéna pfi pokojové teploté a nasledné prenesena na led.
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3.2.7. Transformace ‘One Shot® TOP10 E. coli Competent Cells’
Kompetentni buitky One Shot® TOP10 E. coli (chemically competent, Invitrogen)

byly skladovany pfi -70 °C. Po pozvolném rozmrazeni na ledu byly k bunikam ptidany
2 ul ligaéni smési (viz. 3.2.7.). Smés byla jemné promichédna a inkubovana 30 minut na
ledé. Nasledoval tepelny Sok (42 °C, 30s), pii kterém se vektor dostal pres
plasmatickou membranu do buiniky. Po ochlazeni na ledé¢ bylo pii sterilnich
podminkach k bunkam ptidano 250 pul SOC media. Buiiky byly kultivovany 1 hodinu
na tfepacce pii 37 °C. Po kultivaci byla transformacni smés rozetfena na Petriho misky
s agarem (LB/agar s ampicilinem — 50 pg/ml). Pro ziskdni jednotlivych kolonii byla
pouzita rtiznad fedéni transformacni reakce (100 pl a 200 pl/misku). Misky byly
inkubovany pti 37 °C pfes noc.

Jednotlivé kolonie byly preockovany do LB média s ampicilinem (50 pg/ml) a
kultivovany ptes noc za stalého trepani pii 37 °C. Po stoceni (5 000x g, 4 °C, 15min)

byla z bunééného peletu izolovana plazmidova DNA.

3.2.8. Izolace plazmidové DNA
Plazmidova DNA byla izolovdna z peletu transformovanych bun¢k (viz. 3.2.7.)

pomoci kitu ‘QIAprep® Spin Miniprep’ (Qiagen) (pozdé&ji byl pouzivan kit ‘GenElute
Plasmid Mini-Prep’ (Sigma)

a) ‘QIAprep® Spin Miniprep kit’ (Qiagen)

Bunécény pelet byl resuspendovéan ve 250 ul pufru P1 a smés byla pienesena do
nové zkumavky (1.5 ml). Nasledn¢ bylo pfidano 250 pl lyzacniho pufru P2 a vSe bylo
smichano jemnym protfepanim (4-6x). Po nasledujicim ptidani 350 pl neutraliza¢niho
pufru N3 byl obsah opét jemné protiepan (4-6x). Smés byla stocena (13 200 rpm,
10 min), supernatant byl pfenesen na QIAprep kolonku a rychle stocen (30 - 60s) opét.
Kolonka bylo promyta 750 pl pufru PE (s pfidanym ethanolem) a opét stoCena
(30 - 60 s). Pro odstranéni zbylého pufru na kolonce byla centrifugace opakovana. K
eluci plazmidové DNA byla kolonka pienesena do c¢ist¢ 1.5 ml zkumavky a bylo
pfidano 50 pl deionizované H,O do stfedu membrany. Zkumavka byla ponechana po
dobu 1 minuty pii pokojové teploté a nasledné centrifugovéana (13 200 rpm, 1 min).

Izolovana plazmidova DNA byla uschovéna pfi -20 °C nebo ihned zpracovana.
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b) ‘GeneElute Plasmid Mini-Prep Kit’ (Sigma)

Bunéény pelet byl resuspendovan v 200 pl ‘resuspend solution’, pienesen do ¢isté
1.5 ml zkumavky a bylo k nému ptiddno 200 pl ‘lysis solution’. VSe bylo jemné
smichdno a ponechano chvili stat. Po pfidani 350 pl ‘neutralization solution’ byl
vzorek stocen (13 200 rpm, 10 min). Supernatant byl pifenesen na ‘Mini Spin’ kolonku
a centrifugovan (13 200 rpm, 1 min). Kolonka byla promyta 750 pul ‘wash solution’ a
centrifugovdna (13 200 rpm, 1 min). Po odstranéni obsahu sbérné¢ zkumavky se
centrifugace (13 200 rpm, 2 min) opakovala pro odstranéni zbylého pufru na kolonce.
K eluci plazmidové DNA bylo do stfedu kolonky naneseno 100 pl deionizované H,O a
zkumavky byly stoceny (13 200 rpm, 1 min).

Izolovana plazmidova DNA byla uschovana pii -20 °C nebo ihned zpracovana.

3.2.9. Ovéreni pritomnosti inzertu v plasmidu
K ovéfeni pfitomnosti inzertu ve vektoru byla pouzita metoda PCR (viz. 3.2.3.) se

specifickymi  primery pro ricinusin  (RicinusinForw a RicinusinRev) a
vektor-specifickymi primery M13-Forw a M13-Rev. Produkty PCR byly analyzovany
na 1 % agarozovém gelu v TAE pufru a vizualizované pod UV svétlem. Vzorky, ve

kterych byla prokézana ptitomnost inzertu v plasmidu, byly sekvenovany.

3.2.10. Sekvenovani
K sekvenovani byly pouzity plazmidy s prokdzanym zaklonovanym inzertem

(viz. 3.2.9.). Reakce obsahovala 30 ng plazmidové DNA a 3.2 pmol primerd
(M13-Forw; M13-Rev). Vzorky byly sekvenovany v servisni laboratoti PRF JU a BC
AVCR v Ceskych Budgjovicich na sekvenatoru ABI 3130 (Applied Biosystems) za
pouziti sekvenacniho kitu ‘Big Dye® Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit” (Applied

Biosystems).

3.2.11. P¥iprava rekombinantniho proteinu v expresnim vektoru Champion™
pET 100/D-TOPO®

Rekombinantni proteiny byly pfipraveny v bakteridlnim systému za pouziti
‘Champion™ pET Directional TOPO® Expression Kitu’ (Invitrogen). PCR produkty

byly pfipraveny pomoci specifickych primeri a to tak, Ze k 5° konci forward primeru
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(j. pted ATG kodon) byl ptfidan CACC fragment pro spravnou orientaci produktu ve
vektoru, 3’ konec reverse primeru obsahoval stop kodon. Amplifikace PCR produktt
probéhla podle jiz uvedeného schématu (viz. 3.2.3.).

Pro zaklonovani inzertu do expresniho plazmidu byly pouzity 4 ul PCR produktu
(maximalni koncentrace doporu¢ovana vyrobcem), 1 pl salt solution a 1 pl TOPO®
vektoru. Ligacni smés byla po dobu 20 — 25 minut inkubovéna pfi pokojové teploté a
nasledné¢ byla ponechana na ledu.

Po zaklonovani inzertu do expresniho plazmidu a nasledné transformaci One Shot”
TOPI10 E. coli kompetentnich buné¢k, byly pomoci sekvenovani vybrany rekombinanty

obsahujici inzert ve spravnim ¢tecim ramci.

3.2.12. Transformace BL21 Star™ (DE3) One Shot® Cells
Pro zjisténi spravného cteciho ramce byly nejdiive vektory obsahujici inzert

osekvenovany (viz. 3.2.10.; primery T7-Forw, T7-Rev). Vektor obsahujici inzert ve
spravném Ctecim ramci byl pouzit pro transformaci expresnich kompetentnich bunck
BL21 Star™ (DE3) One Shot® Cells (Invitrogen) podle doporuceni vyrobce
(viz. 3.2.7).

3.2.13. Exprese rekombinantniho proteinu — pilotni exprese
Narostla kultura BL21 Star'™ (DE3) One Shot® Cells (viz. 3.2.12.) byla nafedéna

cerstvym LB mediem s ampicilinem (50 pg/ml) a to v poméru 1:20. Po 3 hodinové
inkubaci na tfepacce pti 37 °C bylo odebrano 500 pl kultury (‘zero time sample’ —
kontrolni vzorek bakteridlnich protein) a pfidano IPTG (o kone¢né koncentraci
0.5 mM) pro indukci exprese. Exprese probihala 6 hodin. Kazdou hodinu bylo
odebrano 500 pl kultury. Vzorky byly centrifugovany (2 100x g, 15 min, 4 °C) a
ziskany pelet byl zmrazen pii — 20 °C. Kontrola exprese rekombinantniho proteinu

byla poté provedena u vSech sedmi ziskanych vzorkii pomoci SDS-PAGE.

3.2.14. SDS-PAGE — Kontrola exprese rekombinantniho proteinu
Elektroforetickd analyza proteinu byla vedena dle standartnich postupt®.

SDS-PAGE probihala na aparatufe Hoefer SE 250 (Hoefer Scientific

Instruments-Amersham Biosciences) pii napéti 130 V v E pufru pfiblizné 1,5 hodiny.
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a) priprava gelu:

Rozdélovaci gel (17.5 %) mnozZstvi (ml) |Zaostiovaci gel (4%) mnoZstvi (ml)
Destilovana deionizovana voda |2.975 Destilovana deionizovana voda |1.590
40% Akrylamid/ Bis-akrylamid |4.375 40% Akrylamid/ Bis-akrylamid |0.250
1.5 M Tris-HCL, pH 8.8 2.500 0.5 M Tris-HCL, pH 6.8 0.630
10% SDS 0.100 10% SDS 0.250
10% APS 0.050 10% APS 0.125
TEMED 0.005 TEMED 0.002

b) priprava vzorku:

Bunéény pelet zpilotni exprese (vzorky 0 — 6 od indukce exprese) byl
resuspendovan v 50 pl TE pufru (pH 8.0). Bylo odebrdno 20 pl a smichéano
s redukujicim vzorkovym pufrem obsahujicim dithiothreitol (DTT). Nasledné¢ byly
vzorky 10 minut povafeny, umistény na led a pfi maximdlnich otackach stoceny.

Supernatant byl naneseny na SDS-PAGE gel.

¢) barveni gelu:
Po skonceni elektroforézy byl gel 3x promyt v 100 ml destilované vody a dobarven
v PageBlue™ (Fermentas) ptes noc. Po promyti ve vod& byl vysledek fotograficky

zdokumentovan.

3.2.15. Izolace rekombinantniho proteinu
a)v rozpustné formé

Bunéény pelet byl resuspendovan v lyza¢nim pufru v poméru 2 - 5 ml na gram
mokré vahy a byl pfidan lysozym (1mg/ml resuspendovanych buné¢k). Nasledovala
inkubace na led¢ po dobu 30 minut a sonikace na led¢ 6x 10 sekund (20 kHz; Bandelin
Sonoplus). Po centrifugaci (10400 rpm, 30min, 4°C ) bylo 20 pl supernatantu
uschovano pro kontrolu pomoci SDS-PAGE (lyzat), zbylé mnozstvi bylo pouzito

pro nativni purifikaci proteinu.

b) TPI (‘Total Protein Isolation’)

Rekombinantni protein byl izolovan pomoci metody Total Protein Isolation”.
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Resuspendovany bunéény pelet v IEF pufru v poméru 10 objemt pufru na 1 objem
peletu byl nejdiive sonikovan na ledé¢ (6x 10 sekund; 200W; Bandelin Sonoplus) a
inkubovan na tfepacce pii pokojové teploté 1 hodinu. Vzorky byly stoceny (12 000x g,
10 min), supernatant byl pienesen do ¢isté zkumavky a 9 objemil acetonu bylo ptidano
pro vysrazeni proteini (vortexovani po dobu 2 minut). Vysrazené proteiny v podobé
bilych vloc¢ek byly sto¢eny, aceton byl odsan a proteiny byly resuspendovany v IEF
pufru (objem odpovidal objemu bun&éného peletu na za¢atku). Cast resuspendovanych
proteini (20 pl) byla ponechdna pro kontrolu pomoci SDS-PAGE, zbyld cast byla

vyuzita pro purifikaci proteinu za denaturacnich podminek.

3.2.16. Purifikace rekombinantniho proteinu
Rekombinantni proteiny pfipravené v Champion™ pET 100/D-TOPO® expresnim

systému obsahuji na svém N-konci 6 histidini (His-Tag kotva) o velikosti 3 kDa.
His-Tag kotva ma vysokou afinitu k Ni*" iontim (viz. obr.1.), coZ je vyuzivano v

r e . r r v r ’ 2+
metalové afinitni chromatografii na agar6zové koloné s navazanym Ni~".

(4]

I

I

J
AN,

Obr. 1. Interakce histisdinu s Ni** iontem navizanym na NTA (nitrilotrioctovd kyselina) matrix.

a) nativni purifikace

Pro nativni purifikaci byly pouzity proteiny izolované v rozpustné formé
(viz. 3.2.15.a)

Pted purifikaci byla kolonka ekvilibrovana 2 ml lyzaéniho pufru — roztokem,
ve kterém byly proteiny rozpuStény a nasledné naneseny na kolonku. Do kolonky
s I ml Ni-NTA agar6zou (Qiagen) byly pfidany 4 ml lyzovanych bunék. Nésledovala
inkubace za mirného tfepani po dobu 1 hodiny pii 4°C za Gcelem navazani fuznich

proteinil na kolonku. Po odebrani prvni frakce ‘flow-through’ byla kolonka dvakrat
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promyta 4 ml promyvaciho pufru a byly ziskany dalsi dvé frakce ‘wash 1’ a ‘wash 2’.
Nakonec byl cilovy protein eluovan 4x 0.5 ml elu¢niho pufru (‘eluate 1-4”).

Frakce byly nasledné kontrolovany pomoci SDS-PAGE (viz. 3.2.14).

b) denaturacni purifikace

Proteiny izolované pomoci metody TPI (viz. 3.2.15b) byly pfes noc dialyzovany
(dialyzacni stfivko SPECTRA/POR 4; Sigma) v 1x PBS.

Pted purifikaci byla Ni-NTA agardza (Qiagen) ekvilibrovdna roztokem, ve kterém
byly proteiny rozpustény a ndsledné¢ naneseny na kolonku (10 ml 1x PBS). Po ptidani
izolovanych proteini nasledovala inkubace po dobu 1 hodiny pfi pokojové teploté za
mirného tfepani pro navazani fuznich proteinii na kolonku. Nasledn¢ byla kolonka
promyvana 20 ml tii pufrii se sniZzujici se koncentraci mocoviny (8§ M — 2 M) a
s klesajicim pH (pH 8 — 5.3). Pomoci téchto pufri byly odstranény bakteridlni,
nespecificky se vazajici, proteiny. Cilovy rekombinantni protein byl nakonec eluovan
pomoci elu¢niho pufru (20 ml). Pfi kazdé frakci byl odebran vzorek pro kontrolu

pomoci SDS-PAGE (viz. 3.2.14.).

3.2.17. Western blotting — pFenos proteint
Vzorky rozdélené na SDS-PAGE byly pteneseny na PVDF (polyvinylidenfluorid)

membranu (Millipore, 0.45 pm) technikou ‘Western Blotting” podle Towbina a kol.”'.

a) sestaveni blotovaci aparatury

Blotovaci sendvi¢ byl sestaven nasledujicim postupem (viz. obr.2.) dle pokynii

vyrobce.
sarnbrdng B
gel o Siltradni papiry

obr.2.: sestaveni blotovaciho sendvice
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b) prenos proteini
Ptenos proteini separovanych v SDS-PAGE probihal za konstantniho proudu
250 mA po dobu 1.5 hodiny v blotovacim pufru na blotovacim zafizeni (Idea Scientific

Company — USA).

¢) hybridizace — imunodetekce rekombinantniho proteinu

Pro zjiSténi pfitomnosti rekombinantniho proteinu ve vzorcich byla provedena
imunodetekce za pomoci Ni-NTA HPR (horseradish peroxidase) konjugéti (Qiagen),
které se vazi na histidinovou kotvu na N- konci rekombinantniho proteinu.

Membrana s navazanymi proteiny byla 2x promyta v TBS po dobu 10 minut,
blokovana nejméné 1 hodinu v 3% BSA v TBS a promyta 3x 10 minut TBST. Po dobu
1 hodiny membrana byla inkubovdna s Ni-NTA HRP konjugity a opct promyta
3x 10 minut v TBST.

Chromogenni reakce byla provedena v substratovém roztoku s 4-chloro-1-naftolem

a zastavena promytim v destilované vode.

3.2.18. Izolace geonomové DNA
Pro izolaci geonomové DNA bylo klisté nakrajené na malé kousky. Ke vzorku bylo

pridano 180 pl lyzaéniho pufru (ATL; ‘DNeasy” Tissue Kit’ Qiagen) spolu s 20 pl
proteinazy K (‘DNeasy”™ Tissue Kit’ Qiagen). Vie bylo smichano a ponechano pres
noc pii 55°C za obc¢asného vortexovani béhem inkubace. Poté byla reakce pienesena
na led (5 minut). Po nasledné centrifugaci (13 000 rpm, 5 minut) byl supernatant
pienesen do Cist¢ mikrozkumavky (1.5 ml; Eppendorf). Objem byl doveden do 600 ul
deionizovanou vodou a bylo pfidano i stejné mnozstvi fenolu. Reakce byla po dobu
5 minut jemné promichavana. Centrifugaci (13 000 rpm, 5 minut) se ve zkumavce
vytvotily dvé faze, z nichz ta vrchni byla pfenesena do ¢isté mikrozkumavky a byl k ni
piidan stejny objem fenolu. Pfed centrifugaci (13 000 rpm, 5 minut) byl vzorek jemné
promichavan (5 minut). Spodni (vodni) faze byla procistovana fenolem tak dlouho,
dokud nebylo rozhrani mezi fazemi ¢iré. Poté byl pfidan fenol s chloroformem (1:1)
v objemu odpovidajicimu vodni fazi. Reakce byla smichana a centrifugovéna
(13 000 rpm, 5 minut). Vznikld vrchni faze byla smichana s Cistym chloroformem

(1:1). VSe bylo smichano a centrifugovano stejn¢ jak jiz bylo uvedeno. Vrchni faze
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byla poté odebrana a prenesena do nové zkumavky (1.5ml; Eppendorf), kde byla
smichéana s etanolem (96%, pokojova teplota) v poméru 1:3. Reakce byla po dobu 3
hodin inkubovana pfi teploté - 20 °C. Poté byla zkumavka centrifugovana pii 4 °C
(14 000 rpm, 15 minut). Supernatant byl odsat a pelet byl promyvan v 1 ml etanolu
(70%). Nasledovala centrifugace (14 000 rpm, 15 minut, 4°C). Vznikly pelet byl
vysusen pii pokojové teploté po dobu 30 minut a rozpustén v 50 pl deionizované vody.
Izolovana genomova DNA byla uchovana pii - 20° C pro dal$i pouziti.

Vysledky izolace genomové DNA byly zhodnoceny na elektroforéze v1 %

agarozovém gelu v 1x TAE pufru.
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4. VYSLEDKY

4.1. Izolace RNA a syntéza ss cDNA

Celkova RNA byla izolovana z nasatych neinfikovanych klistat. Jednotfetézcova
cDNA byla syntetizovana z izolované RNA pomoci anchored oligo (dT),; primert

(tab.]).

vzorek RNA (pg/ml) ss cDNA (pg/ml)
fédéni 1:10 (ss cDNA:dH,0)

1. 438 728,3

2. 375 635,4

Tab.4.:Koncentrace izolovanych RNA a z nich syntetizovanych ss cDNA

4.2. PCR

Pomoci metody PCR se specifickymi primery RicinusinForw a RicinusinRev byl
z cDNA prvniho vzorku ziskan cely gen pro ricinusin (obr.3.). Velikost genu je 405
bp. Amplikon byl zaklonovan do vektoru pCR® 4-TOPO. Po transformaci
kompetentnich bun€k (One Shot TOP10 E.coli Chemically Competent) byly vybrany
kolonie (6 kolonii), z nichZ byla izolovana plazmidova DNA. Metodou PCR s primery
MI13-Forw a MI13-Rev na plazmidu byla ovéfena pfitomnost inzertu. Plasmidy s
inzertem byly osekvenovany. Ziskana sekvence byla ovéiena
(http://www.NCBIL.nlm.nih.gov/BLAST - metodou “nucleotide BLAST”’). Homologie
(identita: 98 %) se sekvenci ricinusinu opublikované v GenBank (DQ266374)
prokazala, ze se jedna o spravny gen. Srovnani proteinovych sekvenci (metoda
“protein BLAST”’) shodu obou sekvenci potvrdilo.
Obr.3. Produkt PCR se specifickymi primery
(RicinusinForw a RicinusinRev):

cDNA - ziskany gen pro ricinusin

(405bp)

M — DNA marker
- —negativni kontrola

Na obr.4. je uvedena nukleotidova sekvence i s pieloZzenou aminokyselinovou
sekvenci. Molekulovd hmotnost, bez posttranslaénich Uprav (tj. glykosylace,
fosforylace, atd.), je 14 523.5 Da. Protein se skladd ze 135 aminokyselin, z toho 46 je
hydrofébniho charakteru (A, I, L, F, W, V) a 36 aminokyselin je polarnich (N, C, Q, S,
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T, Y). Izoelektricky bod (pl) tohoto proteinu je 5.004. Celkovy naboj pii pH 7 je
negativni.

Pomoci programu SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) bylo urceno
misto odStépeni signalni sekvence mezi 19. a 20. aminokyselinou.

U aminokyselinové sekvence byly také zjiStény pravdépodobné posttranslacni
modifikace. Programem NetNglyc (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) nebylo
zjisténo 7adné misto N-glykosylace. Ctyfi threoniny (v polohach 36, 34, 110 a 120)
byly v programu NetOglyc (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) oznaceny jako
potencialni mista O-glykosylace. Byly také ureny forforylacni mista (6 serind a
3 threoniny) pomoci programu NetPhos (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/)
(obr.4.).

1 ATGAAGTGCAGCGTGETGCCTCCTGETTCTCTGCTCTCTCGCACTCTTCGTT

1 M K ¢ 8§ VvV ¢ L L v L ¢ 8§ L A L F V
52 TCCGCCGAGGAAGCCCATGGAGCCCATGAAGCCCACGAAGCCCCGETCGLC
18 §s A E E A H G A H E A H E A P V A
103 CCGACTCCGACTCAGAGTCCCTACTGCCATCTTGATGACGCACATCTGACC
35 P (:) P (:) g 8§ P ¥ C H L D D A H L T
154 GCCCTGACAGAATGCGTTGECCGAGGAATGACCGAGGCGCTGAGAACGARA
52 A L T E ¢ VvV 6 R G M TUE A L R T K
205 CTGCRAGCTGTCACCACCAGCCTTAGCTGTGAGAACATGGETGTGCACATTG
69 L. g A Vv T T s L § ¢ EN M V C T L
256 AGGARACTGTGTGAGCAAGAACCGTTGAGCACTGTCAGTGTCTTCAACGAG
86 R K L ¢C E Q E P L S8 T VvV 8§ V F N E
307 GARGARAATAGATGAATTCCGAACTCTCGGCGCCGGATGCCGCAGCCCTGCT
103 E E I D E F R <:> L G A G C R S8 P A
358 ACTGCCCACCCTGAAGAGGCCCACCCTGAAGCGGLCCACCATGATGCG
120 <:> A H P E E A H P E A A H H D A

Obr.4. Nukleotidova sekvence genu pro ricinusin a jeji preklad do peptidové sekvence:
signalni sekvence
fosforylace

(O O- glykosylace
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4.3. Diferencialni exprese genu pro ricinusin

4.3.1. Diferenciilni exprese genu pro ricinusin u jednotlivych vyvojovych stadii
klistéte Lricinus

Pro urCeni exprese genu byla ziskana RNA ze vSech tfi vyvojovych stadii
(fj. z nymfy, larvy a dospélce) klistéte Lricinus, ktera byla rizné nasatd. Nasledné byla
z RNA syntetizovana cDNA. U jednotlivych vzork byla koncentrace cDNA dovedena
na stejnou hodnotu. Metodou PCR pak byla zkouména mira exprese. Vysledky (obr.5.)
ukazaly, ze ricinusin se nachazi ve vSech vyvojovych stadiich klistéte /. ricinus. Bylo
prokazano, ze exprese se lisi u jednotlivych stadii podle toho, jestli bylo klist¢ nasaté
nebo ne, coz znamend, ze exprese genu pro ricinusin je indukovana sanim klistéte na

hostiteli. Nejvetsi mira exprese byla zaznamenana u plné nasaté samicky, zatimco

L-NF L-BF N-NF N-BF NF 1D

poan— A s D e -
L-NF L-BF N-NF N-BF NF 1D 5D BF

Obr.5. Diferencialni exprese genu pro ricinusin u riuzné nasatych vyvojovych stadii
klistete I. ricinus:

5.1. pozitivni kontrola exprese (primery ACTIN-Forw a ACTIN-Rev )

5.2. exprese genu pro ricinusin v organech (primery RicinusinForw a RicinusinRev)

L-NF — nenasata larva 1D — 1 den nasata samicka
L-BF — plné nasata larva 5D — 5 dnti nasata samicka
N-NF — nenasatd nymfa BF — pIn€ nasata samicka
N-BF — pIn¢ nasatd nymfa M - marker

NF — nenasata samicka

4.3.2. Diferencialni exprese genu pro ricinusin v riznych tkanich
Pro zjisténi diferencidlni exprese genu pro ricinusin v raznych tkanich byla

izolovand RNA ze slinnych Zlaz (SG), Malpigické trubice (MT), ovarii (OV) a stieva
(Gut). Podobné jako u zkoumani exprese u vyvojovych stadii byla syntetizovana
cDNA a pomoci PCR metody poté byla studovdna mira exprese. Vysledek ukézal
(obr.6.), ze ricinusin je ptitomen ve vSech vybranych tkanich. Nejsilngjsi exprese je

patrnd ve slinnych Zlazach a ve stievé.
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SG - slinné zlazy

MT —Malpigické trubice
OV - ovaria

Gut — stievo

M — marker

- —negativni kontrola

Obr.6: Diferencialni exprese genu pro ricinusin v jednotlivych tkanich:
6.1. pozitivni kontrola exprese (primery ACTIN-Forw a ACTIN-Rev)
6.2. exprese genu pro ricinusin v organech (primery RicinusinForw a RicinusinRev)

4.4. Exon-intronni struktura genu pro ricinusin
Genomova DNA, izolovand z pln€¢ nasatych samicek, byla pouzita na ovérfeni

pritomnosti introntt v genu pro ricinusin. Pomoci metody PCR (krok ‘syntéza’ byl
prodlouzen na 2 minuty) byly vybrany vzorky, které mély vétsi velikost nez ma gen
pro ricinusin nebo kde se ukézala pfitomnost vice PCR produktd (‘prouzka’). Pro
transformaci byly pouzity kompetentni buitky One Shot TOPO10 E.coli (Chemically
competent). Izolovand plazmidova DNA =z narostlych kolonii byla osekvenovéna.
Sekvence byly vzdy nejdiive srovnany s cDNA sekvenci ricinusinu pomoci programu
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast - metodou ,,nucleotide blast*) a poté byly
v programu Genewise (http://www.ebi.ac.uk/Wise2/index.html) otestovany na
piitomnost introni .

Pro zkoumdani genomové struktury genu pro ricinusin byly navrzeny nové primery
(RicF10-31, RicRev404-383, RicRev375-353, RicGenomF1-18, RicGenomRev405).

Nejdiive byla provedena PCR s teplotou pro nasedani primera 50°C (primery
RicF10-31, RicRev404-383, RicRev375-353) a 53°C (primery RicGenomF1-18,
RicGenomRev405) (obr.7.). U dvojice primert RicF10-31 a RicRev375-353 vysledky
ukdzaly produkty o stejné velikosti jako produkt PCR na cDNA (405 bp) (obr.7.1.).
Oproti tomu, u primeri RicF10-31 a RicRev404-383 (obr.7.2.) a také u dvojice
RicGenomF1-18 a RicGenomRev405 (0br.7.3.) byly PCR produkty i o vétsi velikosti
(ptiblizn€ 1000 bp). Produkty s vétsi velikosti byly zaklonovany, avsak ziskané

sekvence nevykazovaly Zadnou podobnost s genem pro ricinusin.
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Obr.7.: Ovérent pritomnosti intronit v genomové sekvenci pro gen ricinusin pomoci PCR:

Ead | — genomova DNA

2 — genomova DNA

3 — genomova DNA

4 — genomova DNA

5 — genomova DNA

M — marker

+— cDNA; ricinusin (405 bp)
- —negativni kontrola

7.3. primery RicGenomF1-18 a RicGenomRev405 (53°C)

Byla opakovana PCR (0br.8.), se zvysenou teplotou nasedani primert, a to na 55°C
u primerd RicF10-31 a RicRev404-383 a 60°C u primerd RicGenomFI1-18 a
RicGenomRev405. U PCR s primery RicF10-31 a RicRev404-383 vysly produkty
s velikosti shodnou s velikosti ¢cDNA produktu pro ricinusin (405 bp) (obr.8.1.).
Vysledkem druhé PCR (primery RicGenomF1-18 a RicGenomRev405) byly
nespecifické produkty odlisné od genu pro ricinusin (obr.8.2.).

Pomoci PCR z rtiznymi primery bylo zjiSténo ze ricinusin-specifickymi jsou
dvojice RicF10-31/ RicRev404-383 a RicinusinForw/ RicinusinRev. Sérii pokusu bylo

zjisténo, ze gen pro ricinusin je bez intront.
Obr.8. Opakovana PCR s navysenou teplotou nasedani primerii:

1 — genomova DNA

2 — genomova DNA

3 — genomova DNA

4 — genomova DNA

5 — genomova DNA

M — marker

+ — cDNA; ricinusin (405 bp)
- —negativni kontrola

8.2. primery RicGenomF1-18 a RicGenomRev405 (60°C)
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4.5. Rekombinantni protein
4.5.1. Priprava rekombinantniho proteinu se signalnim peptidem

Gen pro ricinusin obsahujici signalni peptid byl zaklonovan do expresniho vektoru
Champion™ pET 100/D-TOPO®, ktery piidanim 6 histidind na N-konec proteinu
(His-Tag kotva) zvysil jeho molekulovou hmotnost o 3 kDa.

Pro piipravu rekombinantniho ricinusinu byl pouzit PCR produkt obsahujici na
zaCatku 5’ konci sekvenci nukleotidi CACC dulezitou pro spravnou orientaci ve
vektoru a na 3’ konci stop kodon. Kompetentni buiky One Shot TOPO10 E.coli
(Chemically competent) byly transformovany rekombinantnimi plazmidy. Z 10
vybranych individualnich kolonii byla izolovanéa plazmidova DNA. Pomoci PCR byla
zjiSténa piitomnost inzertu (primery RicinusinForw a RicinusinRev nebo T7-Forw a
T7-Rev). Plasmidy obsahujici inzert byly osekvenovany pro ovéieni spravnosti ¢teciho
ramce.

Po transformaci expresnich bungk ‘BL21 Star'™ One Shot” Cells’ byla provedena
pilotni exprese (indukce 0.5 mM IPTG). Bunky byly kultivovany 6 hodin piti 37°C.
Kazdou hodinu bylo odebrano 500 pl bunééné kultury.

—
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Oh 1h 2h M 3h 4h 5h 6h Oh 3h M 3w
Obr.9. SDS-PAGE gel (17.5%) s vysledky z pilotni Obr.10. Pilotni exprese- detekce
exprese: rekombinantniho proteinu
(ricinusin 18.7 kDa) ricinusinu (18.7 kDa) Ni-NTA
Oh — kontrola konjugdtu:
1h — hodina od za¢atku exprese Oh —kontrola -
2h — 2 hodiny od zacatku exprese 3h -3 hodiny od zacatku exprese
3h — 3 hodiny od zacatku exprese 3w - detekqe rek_ombmantm.ho ,
4h — 4 hodiny od zacatku exprese proteinu Ni-NTA konjugatu
5h — 5 hodin od zacatku exprese ve vzorku ‘3h’
6h — 6 hodin od zacatku exprese
M — marker
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Vysledky byly vyhodnoceny na SDS-PAGE gelu (0br.9.) a rekombinantni protein
(18.7 kDa) byl detekovan Ni-NTA HRP konjugaty po pfenosu na membranu (obr.10.).
Exprese je patrna jiz hodinu od zacatku exprese a pokracuje dalSich 5 hodin. Jako
nejvhodnéjsi doba exprese byla urcena 3. hodina, kdy byla exprese nejvétsi, coz bylo

potvrzeno i pomoci Ni-NTA konjugatu.

4.5.2. Purifikace rekombinantniho proteinu se signalnim peptidem
4.5.2.1. Nativni purifikace

Pro purifikaci rekombinantniho ricinusinu v nativni formé byly pouzity totalni
proteiny izolované v rozpustné formé z 200 ml bunécéné kultury. Po hodinové inkubaci
byla Ni-NTA agar6ézova kolona s navdzanym proteinem promyta promyvacimi a
eluénimi pufry. Na obr.11. je SDS-PAGE gel s jednotlivymi frakcemi. Rekombinantni
protein byl pfitomen v lyzatu a ve frakcich ‘eluate 1-4’. Vysledek byl ovéten Ni-NTA

konjugaty (obr.12.).

Obr.11. Purifikace rekombinantniho proteinu ricinusinu (18.7 kDa) v nativni formé — SDS-
PAGE (17%) gel:

L - lyzat

FT — ‘flow-through’ proteiny, které se nenavazaly na kolonu

W1-2 — ‘wash 1-2’ proteiny vymyté promyvacim pufrem

E1-4 — ‘eluate 1-4’ navazany protein — rekombinantni protein ricinusin (18.7 kDa)

M — marker

Obr.12. Detekce rekombinantniho
proteinu Ni-NTA konjugaty:

L — lyzat

FT — “flow-through’

W1-2 — ‘wash 1-2’

El1-4 — ‘eluate 1-4°

M — marker

34



4.5.2.2. Denaturac¢ni purifikace
Pro purifikaci rekombinantniho proteinu ricinusinu pfi denatura¢nich podminkach

byly pouzity totalni proteiny izolované pomoci metody TPI (‘Total Protein Isolation’).
Proteiny byly pfes noc dialyzovany v 1x PBS a byly naneseny na Ni-NTA agar6zovou
kolonu. Po hodinové inkubaci, kdy se na agardézu navazaly fuzni proteiny s His-Tag
Casti, nadsledovalo promyvani nespecificky navazanych proteinti tfemi promyvacimi
pufry. Rekombinantni protein byl eluovan pomoci elu¢niho pufru. Kviali nizké
koncentraci proteinu ve vzorku byl proteinovy prouzek na SDS-PAGE gelu velmi
slaby (obr.13.), avSak detekce pomoci Ni-NTA konjugatu prokazala, Zze se podafilo
purifikovat rekombinantni protein (18.7 kDa) pti denaturacnich podminkach (obr.14.).

Obr.13. SDS-PAGE (17%) gel —
frakce odebrané behem denaturacni
purifikace:
L — lysat
FT — ‘flow-through’
1 — promyvaci puftr 1

BhE HellE

2 — promyvaci pufr 2
3 — promyvaci pufr 3
4 — eluovany rekombinantni protein
15 M — marker
L REIE2. . 3 4 M

Obr.14. Detekce rekombinantniho
proteinu (18.7 kDa) Ni-NTA konjugatu:
L —lysat
FT — “flow-through’
1 — promyvaci puftr 1
2 — promyvaci pufr 2
3 — promyvaci pufr 3
4 — eluovany rekombinantni protein
M — marker

E bRl
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Rekombinantni protein byl purifikovan pii nativnich 1 pifi denaturac¢nich
podminkach. V obou téchto ptipadech se podatilo purifikovat rekombinantni protein o
stejné velikosti 18.7 kDa (obr.15.). Rekombinantni protein byl podroben hmotnostni
spektrometrické analyze a bylo prokazano, ze jeho aminokyselinova sekvence

odpovida pfedpoveézené sekvenci genu .

-
#
ol .’i-'

LFTW1W2E1E2&L ETE A28 Sk

Obr. 15. Detekce rekombinantniho proteinu ricinusinu purifikovaného pri nativnich i pri
denaturacnich podminkach Ni-NTA konjugaty:

nativni purifikace (nalevo od markeru): denaturaéni purifikace (napravo od markeru):
L — lyzat L —lyzat
FT — ‘flow-through’ FT — ‘flow-through’
W1-2 — ‘wash 1-2’ 1 — promyvaci pufr 1
El-4 — ‘eluate 1-4° 2 — promyvaci pufr 2
M — marker 3 — promyvaci pufr 3
4 — eluovany rekombinantni protein
M — marker

4.5.3. Hmotnostni spektrometricka analyza (‘mass spectrometric’ - MS analyza)
MS analyza provedena dr. Miroslavem Sulcem ( Mikrobiologicky Ustav, Praha)

prokézala, ze aminokyselinova sekvence purifikovaného proteinu odpovida sekvenci
ptedpovézené z nukleotidové sekvence genu, tj. predstavuje rekombinantni protein

ricinusin (pokryti: 66%), jehoZz velikost je 18.7 kDa (Obr.16.).

MEGSHHHHHH GMASMTGGOQO MGRDLYDDDD KDHPFTMECS WVCLLVLCSLA
LEWVSAEEAHG AHEAHEAPVA PTPTOSPYCH LDDAHLTALT ECVGRGMTEA
LRTELOAVTT ALACENMWVCT LRELCEQEPL STVIWVENEEE XDEFRTLGAG
CRSPATAHPE EAHPEAAHHD A

Obr.16. ldentifikace rekombinantniho proteinu ricinusinu pomoci hmotnostni spektrometrické
analyzy (pokryti: 66%): Podtrzené aminokyseliny pochézeji z expresniho plasmidu. Oznacené
(#luté) aminokyseliny jsou shodné s MS analyzou.
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4.5.4. Priprava rekombinantniho proteinu bez signalniho peptidu
Signalni peptid je kratky fetézec aminokyselin na zacatku proteinu, ktery smétuje

protein po translaci na misto ur€eni. Protein se signalni sekvenci je neaktivni. Pro
zkoumani antimikrobidlni aktivity ricinusinu je dilezité ziskat rekombinantni protein
bez signalni sekvence.

Pomoci programu SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)  bylo
uricinusinu ureno misto odstépeni signdlni sekvence, tj. mezi 19. a 20.
aminokyselinou. Podle ziskané sekvence genu pro ricinusin byl navrzen novy
‘forward’ primer, s pouzitim kterého byl ziskan krat§i PCR produkt, neobsahujici
signalni sekvenci. Zaklonovani PCR produktu a pilotni experiment byly provedeny
stejnym zpasobem jako pfi pfipravé rekombinantniho proteinu se signalni sekvenci
(viz. 4.5.1.). Vysledky vyhodnocené na SDS-PAGE gelu (obr.17.) prokazaly, ze
rekombinantni protein ricinusin bez signdlni sekvence (16.7 kDa) je exprimovan jiz
prvni hodinu od zacatku exprese, coz bylo prokazano i pomoci Ni-NTA konjugatu

(obr.18.).

Obr.17 . Pilotni exprese
rekombinantniho proteinu
ricinusinu bez signdlni sekvence
(16.7 kDa):

Oh — kontrola

1h — hodina od zacatku exprese
2h — 2 hodiny od za¢atku exprese
3h — 3 hodiny od za¢atku exprese
4h — 4 hodiny od zacatku exprese
5h — 5 hodin od zacatku exprese
6h — 6 hodin od zacatku exprese
M - marker

Obr.18. Detekce rekombinantniho
proteinu ricinusinu bez signalni
sekvence (16.7 kDa) Ni-NTA
konjugatu:

Oh — kontrola

1h — hodina od za¢atku exprese

2h — 2 hodiny od zacatku exprese

3h — 3 hodiny od zacatku exprese

4h — 4 hodiny od zacatku exprese

5h — 5 hodin od zac¢atku exprese




5. DISKUZE

5.1. Skupina histidin-bohatych antimikrobialnich peptidu klistat

Antimikrobidlni peptidy (AMPs) jsou dilezitou soucasti imunitni odpovédi
klistéte. V roce 2004 byla u klistat objevena zcela nova skupina AMPs, ktera se
podobd defensinlim konzervativni Sestici cysteinti, ale 1i$i se od nich vysokym poctem
histidind na C-konci. Hebraein46, z klistéte Amblyomma hebraeum, microplusin47, z
klistéte Boophilus microplus, a nedavno nami objeveny ricinusin®®, z klitste Ixodes
ricinusin, jsou zatim jediné tfi proteiny/peptidy pattici do této skupiny.

Pouzitim techniky RT-PCR byla ziskana celd cDNA sekvence kodujici ricinusin.
Nukleotidovd sekvence ma velikost 405 bp obsahujici ¢teci ramec, ktery koduje
135 aminokyselin. Srovnani (obr.19.) aminokyselinovych sekvenci ricinusinu,
microplusinu (AAO48942) a hebraeinu (AAR97292) ukazalo, ze tyto tfi peptidy jsou
podobné a patii tedy do stejné skupiny. Spolecnymi znaky té€chto proteini jsou
konzervativni Sestice cysteinti, kterd je charakteristickd i pro defensiny, a C-konec
s vysokym obsahem histidinti. Ricinusin stejné jako microplusin obsahuje na C-konci
Ctyfi histidiny narozdil od hebraeinu, ktery jich ma devét. Predpoklada se, ze C-konec
proteinu bohaty na histidiny hraje vyznamnou roli, ale zatim nejsou dikazy, které by
tuto teorii potvrdily*.

Ricinusin je novym, tfetim proteinem z této nedavno objevené skupiny
histidin-bohatych antimikrobialnich peptidi. V rdmci této prace byla zjiSténa jeho

kompletni nukleotidovd/aminokyselinova sekvence a zaroven byl Ccéastecné

charakterizovan.
Microplusin ————__ MKATFVSALLVVALVAS ——————————— TSAHHQE LCTKGDDA
Hebraein = —————— MMNAVFASCLIVAALVAF ——————————— ASAHHLELCKKNDOQV

Ricinusin MKCSVCLLVLCSLALFVSAEEAHGAHEAHEAPVAPTPTQSPYCHLDDAH

Micropiusin ALVTELECIRLRISPETNAAFDNAVQQLNCLNRACAYRKMCATNNLEQAMS
Hebraein VLATELECIKQHI PAETNAAFDEAVTEKLOUSDRSCATRKICEGND LEGAMA
Ricinusin HLTALTECVGRGMTEALRTKLOAVTTS LSCENMVCT LRKLCEQEPLS--TV

Micropiusin VYFTNEQIKEIHDAATACDPEAHHEHOH----—-—-—-—————-
Hehraein KYFTPEQIKHVHDAALTICDPDARHDHOHDHGHGHGHOHDEH
Ricinusin SVEFNEEEIDEFRT LGAGURSPATAHPEEAHPEAAHHDA———

Obr.19. Srovnani tri antimikrobialnich peptidii ze skupiny proteinu z vysokym obsahem

histidinu
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5.2. Transkripéni profil genu pro ricinusin

Stadium-specificka exprese

Pomoci metody RT-PCR s genové specifickymi primery bylo zjisténo, ze gen pro
ricinusin je exprimovan ve vSech vyvojovych stadiich (larva, nymfa a dospélec) klistéte
L. ricinus. Stala exprese genu u vSech stadiich ziejm& poskytuje klisté€ti moZnost
reagovat okamzit¢ v obrané proti mikrobidlni infekci. U klistdka Ornithodoros
moubata byly piibuzné defensinové geny (A, B, C a D) exprimované ve vSech
vyvojovych stadiich. Exprese izoformy A, B a C byla vyraznéj$i u vajicka a dospélé

oy , . . , i1z 138
samicky, zatimco izoforma D byla exprimovan pouze ve vajickach™.

Tkanové-specificka exprese

Stievo klistéte, postradajici travici enzymy, je nejlepSim utocistém pro invadujici
mikroorganismy. To je nejspis ditvod, pro¢ byla klistaty vyvinuta imunitni odpovéd’ ve
stfevé v podobé antimikrobialnich peptida’®. Piitomnost defensini byla pozorovana ve
sttevé i nékolika druhi krev sajiciho hmyzu, naptiklad u bodalky Stomoxys calcitrans*
& komara Anopheles gambaie™. Exprese genii pro defensiny u klitat Ixodes
scapularis a I. ricinus byla prokizana pouze ve stievé™*. Viechny &tyii defensiny
klistdka O. moubata jsou exprimovany ve stieveé, kromé toho byla exprese téchto gent
pozorovana také v tukovém télisku a v ovariich’’?’. U klistéte Haemaphysalis
longicornis byly objeveny dva defensiniim-podobné peptidy z nichz jeden (Hlgut) byl
exprimovan ve stfevé, zatimco exprese defensinu Hlsal byla prokazana v slinnych
zlazach*.

Slinné zlazy jsou dalSim dulezitym orgdnem klistéte. Produkci a sekreci proteint
slinnymi zlazami je klisté schopné ubranit se hostitelské imunitni odpovédi a dokoncit
pfijem potravy. Znama je skupina proteinli oznaCovana jako SALP (salivary secreted
proteins), pro kterou je charakteristicka exprese pouze v slinnych zladzach
(napk. salp14”).

Gen pro ricinusin je predevsim exprimovan ve stievé a ve slinnych zlazach. Slaba
exprese tohoto genu byla také zaznamendna v ovariich a malpigickych trubicich.
Reprodukéni a vylu€ovaci soustavy klistéte jsou v kontaktu s okolnim prostfedim, proto

exprese antimikrobidlniho proteinu v téchto organech se zda byt logicka.
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Exprese genll pro hebraein a microplusin nebyla zatim testovana. Ricinusin je prvni
ze skupiny histidin-bohatych obrannych proteinti klistat, u néhoz byla zkoumana

exprese genu u vyvojovych stadiich a vybranych tkéanich.

Indukce exprese sanim kliStéte

Sani klistéte je proces, pii kterém se zvySuje riziko invaze patogenti do téla sajiciho
ektoparazita. Pravé antimikrobidlni peptidy jsou jednou z obran klistéte proti témto
invadujicim patogenlim. ZvySena exprese genu pro ricinusin u nasatych jedinct
prokézala, ze exprese je indukovana sdnim. U nenasatych jedinct je exprese genu slaba,
avSak hned od prvniho dne sani se zvySuje. U genu pro hebraein byla také popsana
diferencidlni exprese stimulovana sanim.

Zvysena exprese genu pro AMPs v diisledku sani byla pozorovana u krev sajiciho

3739 py , . .
7% Piedpokladalo se, e exprese gentl

hmyzu S. calcitrans®® i u klistaka O. moubata
utdchto druh@ je indukovana septickym zrandnim a infekci®™. Aviak u klistste
A. hebraeum bylo zjisténo, ze exprese defensinu 1 je vyssi u klistéte, které je 4 dny
po ukon&eni sani nez u kli§téte Gerstvé nasatého'®. Exprese Amblyomma defensinu 1
ziejme stale stoupa i po ukonceni sani, coz ptedchozi teorii nepodporuje.

Regulace exprese genti pro antimikrobialni peptidy indukovana sanim klistéte neni

cvwr

mechanismu imunity klist’at.

Genomova sekvence genu
Analyzou genomovych sekvenci se defensiny mohou rozdélit do dvou skupin:
1. genomova sekvence je bez intront
2. genomova sekvence obsahuje jeden ¢i vice intronti

Ricinusin je prvni z gend ze skupiny peptidi bohatych na histidiny, u které¢ho byla
zkoumana genomova sekvence na ptitomnost intronti. U zbylych dvou zéastupcti rodiny,
microplusinu a hebraeinu, nebyla dosud genomova sekvence zkoumana.

Pomoci metody PCR se specifickymi primery na genomové DNA bylo zjisténo, Ze
ricinusin neobsahuje introny. Stejné jako u genli pro defensiny klistat 1. scapularis
(scapularisin) a Dermacentor variabilis (varisin)”> méla i ziskana genomova sekvence
genu pro ricinusin stejnou velikost (tj. 405 bp) jako jiz diive ziskand cDNA. Oproti

tomu, genomova sekvence defensinu klistéte I ricinus a O. moubata obsahovala
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introny. U genu defensinu klistéte 1. ricinus byly zjistény 2 introny a u genu defensinu

klistéte O. moubata 3 introny .

5.3. Priprava a purifikace rekombinantniho proteinu

K produkei rekombinantnich proteini se pouziva dvou rozdilnych piistupi. Tim
novejSim je vyuziti eukaryotnich expresnich systému, kde se virové Castice pouzivaji
jako vektory a produkénimi buiitkami mohou byt upravené hmyzi bunky.
Rekombinantni proteiny ziskané v eukaryotnich expresnich systémech maji
prirozenéjsi sekundarni i tercialni strukturu a blizi se vice nativnim eukaryotnim
proteinim. Nevyhodou téchto systémil jsou vSak nizké vytézky rekombinantnich
proteintl, dlouhd doba produkce a vysoké riziko kontaminace.

Jednodussim pfistupem s vétsim vytézkem rekombinantnich proteint je produkce
v prokaryotnim systému. Tyto rekombinantni proteiny jsou ¢asto vyuzity pro ptipravu
mono- nebo polyklonalnich protilatek, ¢i otestovani jejich aktivity.

Rekombinantni protein ricinusin byl exprimovan v prokaryotnim systému.

Experimentalné bylo zjiSténo, Ze nejvyssi produkce rekombinantniho ricinusinu
se signalni sekvenci je dosazena tii hodiny po indukci 0.5 mM IPTG v LB médiu pfi
37 °C. Pomoci Ni-NTA HPR konjugatti, které se vazou na fizni Céast proteinu, byl
tento rekombinantni protein detekovan.

Protein byl izolovan v rozpustné form¢ i pomoci metody TPI. Purifikace proteinu
pfi nativnich 1 denaturacnich podminkach byla provadéna pomoci vazby fuzni Casti
proteinu na His-tag na Ni-NTA agar6zové kolon¢€. Purifikovany protein byl podroben
hmotnostni spektrometrick¢ analyze. Vysledky prokézaly, Ze testovany protein je
rekombinantni protein ricinusin se signalnim peptidem o velikosti 18.7 kDa.

Pro ptipravu polyklonalnich protilatek ¢i testovani biologickych aktivit ricinusinu
je nutné ziskat rekombinantni protein bez signdlni sekvence. V ramci této prace byl
vSak ziskan rekombinantni protein se signalni sekvenci. Protein bez signalni sekvence
miZe nabyvat vlastnosti, které jsou pro buniku toxické. Mohlo by tedy dojit k destrukci
¢i zablokovani rekombinantniho plazmidu v produkénich buiikach. Proto byla nejdiive
provedena exprese, izolace a purifikace rekombinantniho proteinu se signalni sekvenci.
Na zékladé tohoto experimentu byly optimalizovany podminky pro pfipravu

rekombinantniho proteinu bez signalni sekvence.
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Rekombinantni protein bez signalniho peptidu byl exprimovéan v bakteridlnim
systému pfi stejnych podminkach jako se signalnim peptidem.
V budoucnu diky t€émto optimalizovanym podminkdm bude mozné charakterizovat

tento novy antimikrobidlni peptid ricinusin z funkéniho hlediska.
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6. ZAVER

Z klistéte Ixodes ricinus byl ziskan zcela novy gen kodujici antimikrobialni peptid —
ricinusin. Ziskand cDNA (405 bp) obsahovala jeden c¢teci ramec kodujici 14.5 kDa
velky protein. Porovnani unikatni sekvence ricinusinu v databazi GenBank ukazalo
malou shodu s geny kodujici proteiny hebraein a microplusin - novou skupinou
histidin-bohatych antimikrobialnich peptidii klist’at.

Analyza exprese genu pro ricinusin prokazala Ze ricinusin je exprimovan ve vSech
vyvojovych stadiich klistéte . ricinus. Exprese genu zavisi na pfijmu potravy, jiz od
prvniho dne a pretrvava po celou dobu sani. Ricinusin je exprimovan pievazné ve
slinnych zl4zéch a stfeve.

V prokaryotnim expresnim systému byl ziskdn rekombinantni protein se signdlni
sekvenci. Hmotnostni spektrometrickou analyzou bylo potvrzeno, Ze se jedna o protein,
jehoz aminokyselinova sekvence odpovida sekvenci ptedpoveézené z genu pro ricinusin.
V prokaryotnim systému E. coli byl pfipraven i rekombinantni protein bez signalni
sekvence, ktery bude v budouci praci vyuzit pro ziskani polyklonalnich protilatek,
analyzu jeho antibakteridlnich aktivit proti gram-pozitivnim a gram-negativnim
bakteriim, houbam, kvasinkam i virim, jeho zapojeni do procesu pienaseni patogent
nebo naopak procesu branicimu pienaSeni Skodlivych mikroorganismii. Pomoci
rekombinantniho ricinusinu se pokusime vyhledat i jiné obrané proteiny I ricinus a

jejich moznou skupinovou spolupraci v obrané klistéte.
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