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Ticks feed on their vertebrate hosts for number of days, providing enough time for
development of an effective immune response. To overcome this, tick saliva contains a
complex mixture of active substances which mediate host defense mechanisms. Extremely
important role at the tick-host interface is played by the protease inhibitors. In this work, we
have focused on the protein named Ixocludin 2, a member of the Kunitz type/Bovine trypsin
inhibitors of serine proteases, related also to the potassium channel blockers toxins. Three
different expression systems (Escherichia coli, Chinese hamster ovary and Pichia pastoris)
were tested to prepare an active recombinant Ixocludin 2, out of which, only bacterial system

was in part successful.
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1. Uvod

1.1. Klisté obecné

Klistata (Ixodida) (obr. 1) patii mezi obligatni
krevsajici ektoparazity suchozemskych obratlovci. Patii do
ttidy pavoukovci (Arachnida) a kmenu c¢lenovci
(Arthropoda). Bylo popsano kolem 850  druhu
reprezentujicich tfi velké skupiny — Ixodidae, Argasidae a

Nuttalliellidae (Sonenshine, 1994).

Ke svému zivotu vyzaduji klistata vysokou, témér -
OBR. 1. Clen iddu Ixodida

sedmdesatiprocentni vlhkost vzduchu. Jejich pfirozenym
(Ixodes ricinus)

prostfedim jsou biotopy lest, kfovin a pastvin s kfovinami.
Vyskyt je pevné vazan na pritomnost vhodnych hostitell, hlavné vétsich savei. Dospélci se
béhem vyhledavani hostitele vyskytuji az ve vySce jednoho metru, a napadaji pfevazné vyssi
zveét jako jsou srnci, domdci zvifata a Clovék. Nymfy a larvy napadaji pfevazné¢ mensi
zivoCichy — hlodavce, jezky nebo ptaky (Sonenshine, 1994) a se vyskytuji ve vysce od 5 do
50 cm.

Klistata pfi svém vyvoji prochazi tremi vyvojovymi stadii: larva, nymfa a imago.
Z vajicek se lihnou larvy, které maji pouze tfi pary kracivych koncetin, nymfy a dospélci maji
Ctyfi pary nohou.

U Kklistat (Ixodidae) je pevné dany pocet sani i mnozstvi hostitelll. V této souvislosti
rozliSujeme klistata na jednohostitelskd, dvouhostitelskd a trojhostitelska. Klist¢ obecné
(Ixodes ricinus) je zastupcem trojhostitelskych klistat, u kterych vhodného hostitele napada
nejprve larva, jez se posléze pusti a zahrabana v zemi se svléka. Poté se méni v nymfu, kteréd
opé¢t vyhleda hostitele, po urcité dobé odpadd, sviéka se a méni v pohlavné zralého dospélce,
ktery vyhleda tretiho hostitele.

Klistata jsou pienaSe¢i mnohych lidskych i zvifecich patogenii, mezi které patii protozoa,
bakterie, viry 1 houby (Jongejan & Uilengerg, 2004). Kl1isté 1. ricinus je ve stfedni a zapadni
Evropé dilezitym pfenaSeCem zejména dvou zavaznych onemocnéni, a to klistové
encefalitidy (jejiz pivodcem jsou arboviry) a Lymské borelidozy (jejim ptvodcem jsou
spirochety Borrelia burgdorferi sensu lato) (Nuttall, 1999). Dale se ukazalo, ze je téz
pienaSecem Anaplasmy phagocytophilum (Ogden et al, 2003), jez patii mezi rickettsie. Jedna

se bakterie, obligatni intracelularni patogeny, jeZ napadaji buiiky retikulo-endotelidlniho



sytému, zejména monocyty ¢i buiiky endotelu. Dale je zodpovédné i za prenos nékolika druhti
rodu Babesia, patogena zpusobujiciho babesidézu, onemocnéni cervenych krvinek (Lewis a

Young, 1980).

1.2. Interakce mezi imunitnim systémem hostitele a klistétem

Vrozend bunétna imunitni odpovéd’, zavisla na receptorech (TLR receptory), patii
mezi prvni linie obrany proti patogentim. Dal$i obranou je kaskada komplementu, jejiz
aktivace vede k opsonizaci patogena i k formaci membranového komplexu, ktera vede k 1yzi
bakterie. Specifictéjsi imunitni odpoveéd’, ke které dochazi po piekonani vrozené imunitni
odpovédi, je spusténa v okamziku migrace aktivovanych antigen-prezentujicich buné¢k do
lymfoidni tkané. V lymfatickych uzlech dochazi k prezentaci zpracovanych antigent T-
lymfocytim. Ty hraji centrdlni roli v bunécné imunitni odpovedi proti infekci a asistuji pii
aktivaci B- lymfocytl pro vyoj nasledné protilatkové imunitni odpovédi.

Klistata pfijimaji krev po dobu nékolika dni, coZz je dostatecnd doba pro rozvinuti
hostitelovi imunitni odpovédi. Adaptace klistéte k sani vedla k vyvoji komplexni smési latek
ve slinach, jez pomahaji parazitovi potlacit srdzeni krve a brani vzniku zanétlivé reakce.
Dlouha evoluce klistat vedla k rozvoji mechanismii interferujicich s mechanismy imunitni
odpovédi, srdzeni krve, agregace krevnich desti¢ek, vasodilatace a inervace kozni tkané
hostitele. Proto by znalost jednotlivych latek klistécich slin mohla vést k objevu novych
farmakologicky pouzitelnych molekul a k vyvoji vakciny blokujici pfenos nemoci.

Extrakt ze slinnych zlaz (SGE - salivary gland extrakt) a kliStéci sliny maji zdsadni
vyznam pro pienos a uchyceni patogent v hostitelském organismu (Nuttall & Labuda, 2004).
Dulezitym faktorem pro pienos jsou mechanismy imunosuprese a imunomodulace klistécimi
slinami (Wikel, 1999; Brossard & Wikel, 1997; Wikel & Bergnam, 1997).

Relativné malo je zndmo o proteinech ze slin klistat zodpovédnych za jednotlivé
efekty SGE a klistécich slin. Vyznamnym pokrokem v tomto sméru jsou prace analyzujici
transkripty slinnych z1az - klony cDNA knihoven ze slinnych 714z Ixodes ricinus (Chmelat et
al., 2008), Ixodes scapularis (Valenzuela et al., 2003; Ribeiro et al., 2006) a Ixodes pacificus
(Francischetti et al., 2005). Piehled bioaktivnich molekul z klistécich slin, pfevzaty z

publikace Valenzuely (2004) a doplnény recentné popsanymi proteiny, je uveden v tabulce 1.
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Nékteré z téchto bioaktivnich molekul narusuji srazeni krevnich desticek, napiiklad
Moubatin (Keller et al., 1993), dalsi maji antithrombinovou aktivitu (Lai et al., 2004; Horn et
al., 2000). Klistata také vyuzivaji vysokych koncentraci prostaglandinti (napf. PGD, PGE,)
k zabranéni vazokonstrikce (Champagne, 1994), agregace neutrofilli a degranulace Zirnych
bun¢k (Ribeiro et al., 1985). PGE, zptisobuje mimo jiné inhibici produkce Thl, ale nikoliv
Th2 cytokini (Betz & Fox, 1991). Antikoagula¢ni aktivitu vykazuji proteiny skupiny Salp9 a
Salp14 (,,Salivary Protein* o velikosti 9 a 14 kDa) a n€kolik proteinti (Ixolaris, Penthalaris)
z rodiny Kunitz/BPTI, které¢ inhibuji aktivaci faktoru srazlivosti krve Xa (Francischetti et al.,
2002, 2004; Narasimhan et al. 2002). Dalsi maji anti-neutrofil (Ribeiro et al., 1990) ¢i anti-
Interleukin-2 aktivitu (Leboulle et al., 2002).

V dne$ni dob€ je zndmo a molekularné charakterizovano jen malo proteint
s prokazanym imunomodulacnim u¢inkem na specifickou imunitu. Jednim z nich je Da-p36,
ktery vyrazné inhibuje proliferaci T-lymfocyti (Bergman et al., 2000), dal$imi jsou
glykoprotein Salp15 inhibujici proliferaci CD+ T lymfocytti (Ramamoorthi et al., 2005) a
protein IRIS z /. ricinus s fadou imunomodulacnich funkci (Leboulle et al., 2002; Anquita et
al. 2002)

Nepiiméa podpora prenosu klistécich patogent diky ptsobeni bioaktivnich molekul
ze slinnych zlaz klistéte se nazyva Saliva Activated Transmission (SAT). Nedavno byla
objevena prvni z molekul, zodpov€dnych za tento jev — vySe zminény Salp 15 (Ramamoorthi
et al., 2005). U viru klistové encefalitidy a SGE z klistat 1. ricinus, Dermancentor reticulatus
a Rhipicephalus appendiculatus byl pozorovan stimulaéni efekt na pienos viru mezi klistaty
sajicimi na jednom hostiteli (Labuda et al., 1993). SAT byl pozorovan i u ptfenosu borelii
(Zeidner et al., 2002).

Jednou z dalsich vlastnosti latek, které obsahuji klistéci sliny, je schopnost toxického
pusobeni na nervovy systém hostitele - nervova paralyza. V extrémnim piipadé miize zptsobit
vazné onemocnéni — KkliStéci paralyzu, pozorovanou naptf. u hostiteld klistéte Ixodes
holocyclus (Campbell et al., 2004) ¢i Dermacentor andersoni (Lysyk et al., 2009). Je to
relativné neobvyklé nervové svalové onemocnéni pievazujici mezi mladymi divkami a
star§imi muzi. Typickym pfiznakem je akutni paralyza vyskytujici se nékolik dni po napadeni

klistétem, kterd muze vést az k selhani dychaci soustavy a smrti (Vedanarayanan et al., 2004).



1.3. Rodina Kunitz/BPTI inhibitort serinovych proteaz

Relativné velky pocet molekul, identifikovanych ze slinnych zlaz klistat, patii do
skupiny Kunitz BPTI/ inhibitorti (Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitors — oznacCeny ¢ervené v
tabulce ¢.1). Tato rodina BPTI /Kunitz inhibitord je rozdélena podle prostorové struktury na
malé jednodoménové inhibitory serinovych protedz (skupina Monolaris), dvoudoménové
(skupina Bilaris) a komplexni vicedoménové molekuly, jejichz typickym zastupcem je

protein Penthalaris (Francischetti et al., 2005) (obr.2).

Typical Kurite Monokaris-1 family Monclaris-2 family
fliP Tl 'I'nlding:l ll--HI,”IIt! i||||il:|i|q1r_| { 1=K umnit~ |r||1i|'|ni||,:r:|

OBR. 2. Struktura ¢lenii rodiny BPTI
Pievzato z Francischetti at al., 2005

Bolaris family Penthalaris family
(2-Kunitz inhibitor) (3-Kunitz inhibitor)

Typicky zastupce skupiny Monolaris ma délku fetézce kolem 60 aminokyselinovych
zbytki a je stabilizovan tfemi disulfidickymi mustky. O této skupiné se vice zminim dale.

Bilaris, skupina proteinti slinnych zlaz s dvémi Kunitzovymi doménami, se déli na
nejméné Ctyti podskupiny (Ribeiro et al, 2005). Molekularné charakterizovan byl zatim jen
Ixolaris z rodiny TFPI ,,Tissue factor pathway inhibitor* (Francischetti et al., 2002). Tento
protein inhibuje Faktor VIla v draze sraZeni krve a interaguje s prothrombindzovym
komplexem.

Zastupce proteinli ze slinnych z1az s vice Kunitzovymi doménami je Penthalaris z rodiny

TFPI, ktery také inhibuje srazeni krve specifickou inhibici Faktoru VIla (Francischetti et al,
2004).



1.3.1. Toxiny ze skupiny Monolaris

Pro proteiny skupiny Monolaris je typickd pfitomnost jedné Kunitzovi domény,
sekven¢ni podobnost a molekulovd hmotnost mensi nez 12 kDa. Kromé& velmi u¢innych
inhibitort serinovych proteaz, napt. trypsinu (Pritchard & Dafton, 1999), patii do této skupiny
1 toxiny. Tyto toxiny, napt. dendrotoxiny, izolované z jedu mamby Dendroaspis angusticeps
jsou schopny blokace draslikovych kanala (Harvey, 1997). Dalsi z toxini z této rodiny,
conkunitzin-S1, byl izolovan z jedu homolice Conus striatus (Dy et al., 2006), plze zijiciho
na moiském dné¢, ktery paralyzuje svou kofist vstiiknutim jedu z preménéného ustniho ustroji
do tvaru harpuny. Skupina blokatorti draslikovych kanalt byla izolovéna 1 z mofské sasanky
Anemone sulcata (Castaneda et Harvey, 2009; Schweitz et al., 1995) ¢i zjedu hadi rodu
Bungarus (bungarotoxiny)(Oswald & Freeman, 1981). Molekuly pfipravené podle struktury
téchto proteinl se pouzivaji jako alternativni imunosupresiva (Damjanovich et al., 2004) pii

1é¢bé srdecnich a autoimunnich onemocnéni a roztrousené sklerozy.

Pii screeningu cDNA knihovny ze slinnych zlaz kliStéte I ricinus byly nalezeny
proteiny rodiny BPTI/Kunitz inhibitorti,, sekvencné podobné kalicludinim ze sasanky A.
sulcata, inhibujicim draslikové kanaly (Schweitz et al., 1995). Podle téchto toxinli byly
nazvany Ixocludiny. Ve své bakalaiské praci jsem se zabyvala formou Ixocludinu 1, v této

diplomové praci jsem se pokusila o expresi rekombinatniho Ixocludinu 2.



Cile prace:

1. Ziskani celé sekvence genu kodujiciho Ixocludine 2.
2. Profil transkripce genu pro Ixocludinu 2 pomoci RT-PCR.

3. Ptiprava aktivniho rekombinantniho proteinu a ovéfeni jeho funkce.



2. Material a metody

TABULKA 2: PouZité roztoky, média, chemikdlie, kity a software

Roztoky, média a chemikalie

Nazev SloZeni
Elektroforéza v agar6zovém gelu
1x TAE pufr 40 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA
) 0,25% bromfenolova modt, 0,25% xylencyanol, 30% glycerol, 1,2%
6x Loading Dye SDS, 60 mM fosfat sodny (MBI F err}lllenta}s/) =
PCR H,O filtrovand, destilovand, autokldvovana voda (Millipore)
DNA standard GeneRuler™ 100bp DNA ladder (MBI Fermentas)
dNTP mix smes ANTP a 2,5 mM (MBI Fermentas)
Pouzité primery — genové specifické

IxCl- S 5’-GGG CCT ACCTTG ATGTTT ACT TCT-3°
IxCIl-GSP-1 5’-TCT GGA ACC TTT GAT GAA GCC -3’
IxCl-GSP-2 5’-GAT CCT TTT GCG GAC CAC AGA -3’
IxCI-GSP-3 5-AAT TTC TCG GCT TTG GTT TGT-3’

Kun2Pet100-S

5’-cacc CGA AGA GAA CGT CCT AGG A-3'

Kun2Pet100-AS

5’- CGG GAA CCT TTG ATG AAG CG -3'

Kun2-17b-F 5’-gc tct aga CGA AGA GAA CGT CCT AGG A-3'
Kun2-17b-R 5'-tcc tcg agT CAA TTT CTC GGC TTT GGT TTG TAG CGT CT-3'
Kun2HAM-S 5’-aga gga tcc ATG AAA CCA AAA ATG CAG-3’
Kun2HAM-AS 5'-tct acc ggt CTT CTT TCA ATT TCT CGG CTT TG-3’
KunPich-S 5’-tct ctc gag aaa aga CGA AGA GAA CGA CGT CCT AGG A-3’
KunPich-AS 5'-tc tct aga ACA GAA CTT CTT TCA ATT TCT -3°
Pouzité primery — sekvenaéni, na 5"RACE PCR
CMV 5'-GAC GCA AAT GGG CGG TAG-3'
forward-T7 5'-TAA TAC GAC TAC CTA TAG GG-3’
reverse-17 5'-TAG TAA TTG CTC AGC GGT GG-3’
M13-S 5'-GTA AAA CGA CGG CCA G-3°
AOX1- Forward 5'- GACTGG TTC CAA TTGACA AGC-3'
AAP 5’- GGC CAC GCG TCG ACT AGT GG
AUP 5’- CUA CUA CUA CUA GGC CACGCGTCG ACT AGT AC-3’

SDS-PAGE a Western blot

5x Elektroforeticky pufr

0,125 M Tris, 0,96 M glycin, 0,5% SDS

5x Vzorkovy redukujici
pufr

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

5x Gelovy pufr

1,875 M Tris-HCI, pH 8,8

QOdbarvovaci roztok

25% metanol, 10% kyselina octova

Proteinovy standard -
LMW

LMW Electrophoresis Calibration Kit (Amersham)

Barvici roztok -
coomassie

0,05% Coomassie Brilliant Blue R-250, 50% metanol,
10% kyselina octova

PBS-Tween

1x PBS; 0,05 % Tween 20

Blotovaci pufr

0,125 M Tris; 0,96 M glycin; 0,1% SDS, 20% metanol




Blokovaci pufr 5% suSené mléko v PBS-Tween 20

Sekundarni protilatka SwAR-PX (Serapharma)

Substratovy roztok - ~10 mg diaminobenzidin, 50 pl H,O,, v 100 ml 0,1 M

DAB Tris/HCI, pH 7,8

Exprese, purifikace a refolding rekombinantniho proteinu z bakterialniho expresniho systému

LB médium 25 gna 11dH,O LB broth (Amresco), autoklavovéano

LB agar 10 g LB broth, 6 g Agar Bacteriological Grade (Amresco),
400 ml dH,O, autoklavovano
2% trypton, 0,5% kvasinkovy extrakt, 10 mM NaCl,

SOC médium 0,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSOy4, 20mM glukéza,
autoklavovano

IPTG z4sobni 100 mM isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid

Lyticky pufr 0,4M Nan, 0,1 M KCl, 10% glycerol, 0,5% Triton X-100,
10 mM imidazol

Resuspendacni pufr 20 mM Tris/HCI, pH 8,0

2 M mocovina, 20 mM Tris/HCI, 0,5 M NaCl, 10 mM imidazol, ] mM

Izolacni pufr 2-merkaptoetanol, 2% Triton X-100, pH 8,0

Pufr A 8 M urea, 10 mM Tris/HCI; pH 8
Pufr B 8 M urea, 10 mM Tris/HCI; 0, 5 M imidazol, pH 8
Stripovaci roztok 50 mM EDTA
Roztok niklové soli 50 mM NiSOg4
10x PBS 80g NacCl, 2g KCl, 14,4g Na,HPO,, 2,4g KH,PO4, pH 7.4,
11H,0
Exprese rekombinantniho proteinu v buiikach kiec¢éich ovarii
Kultivacni medium D-MEM, 5%BOFES, 1% Antibiotic/Antimycotic (PAA), 1% glutamin
Benzentrypsin 0,1g chelaton III, 6ml zdsobniho trypsinu, 500 ml PBS, filtrovano
PEI Polyetyleninin, 1 mg/ml v H,O
Zasobni trypsin 1,5% trypsin v PBS, filtrovano
D-MEM D-MEM Hight Glucose (4,5 g/l) (PAA)
G-MEM G-MEM Hight Glucose (4,5 g/l) (PAA)
Trypanova modft 0,5% Trypan Blue (Sigma)
IMDM s glutaminem IMDM with glutamin (PAA)
Exprese rekombinantniho proteinu v kvasinkach P. pastoris
YPD médium 1% kvasinkovy extrakt, 2% peptone, 2% dextrdza
Draslikovy pufr 86,8% 1 M KH,POy,, 13,2% 1M K,HPO,4, pH 6
;o 10% YNB, 10% draslikovy pufr, 1% metanol, 0,02% biotin, 10%
Expresni médium alycerol

Ziskani slin ze samic I ricinus

Pylokarpin | 5 mg pylokarpinu v 150 pl ethanolu

Inhibice trypsinu

Pufr AB (assay buffer) 100 mM Tris/HCI, pH 8,0

BAPNA 2,6 mg N-a-benzoyl-DL-arginine-p-nitroalanine (Sigma) rozpusténo
v 100 pl DMSO (Sigma) a 900 pl H,O

Trypsin 20 pg/ml trypsinu v 0,025 M Na-acetatu, pH 5,0




Kity

Metoda Nazev soupravy
5’-RACE-PCR 5'RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends (Invitrogen)
Eﬁﬁi rekombinantniho Champion™ pET Directional TOPO®™ Expression Kit (Invitrogen)
Sekvenace DNA CEQ™ DTCS - Quick Start KIT (Beckman-Coulter)

Izolace plazmidu

JETquick Plasmid Miniprep Spin Kit (Genomed)

Cisténi PCR produktu
z reakce

Gene Elute™ PCR Clean-up Kit (Sigma)

Cisténi PCR produktu
z agardzového gelu

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)

Klonovani PRC produktu
do vektoru

TA Cloning 2.1 Original (Invitrogen)

Cisténi reakce po restrikci

PCR Purification Spin Kit/250 (Genomed)

Software
Pouziti Nazev softwaru
Egﬂgse signalniho SignalP 3.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP)
Editace DNA sekvenci Editseq (DNA star, LaserGene)
Clustal W MegAlign (DNA star, LaserGene)
Fotodokumentace AlpfaDigiDoc RT (Kodak)

Editace obrazku

Corel 11.0 (Corel Corporation), Adobe Photoshop 7,0 (Adobe)

Navrhovani primert

PrimerSelect (DNA Star, LaserGene)

Ptistroje
Pouziti Nazev pristroje
Centrifugace Multifuge 3 S-R (Heraeus)
Elektroforéza Hoefer SE250 (Pharmacia Biotech)

Blotting

TE series transphor elektrophoresis unit (Hoefer scientific
Instruments)

Chelata¢ni kolona

BioLogic LB (Biorad)

UV spektrofotometr

UV-1601 (Shimazu)

Destickovy ‘
spektrofotometr Infinite M200 (Tecan)
PCR amplifikace Mastercycler gradient (Eppendorf)

Elektroporator

ECM630 (BTX")




2.1. Klistata a pitva tkani

Samice /. ricinus byly krmeny na morcéatech a chovany pfi teploté 24° C a vzdusné
vlhkosti vy$si nez 90 %.
Vypreparované tkané byly promyvany ve fyziologickém pufru PBS (phosphate buffered

saline) a nasledné presunuty do roztoku RNAlater™™ nebo PBS.

2.1.1. Ziskani slin klistéte I. ricinus

Bylo pouzito 23 klist’at lepenkou upevnénych na laboratorni skla. Sliny byly jimany do
kapilary, ktera byla k podlozce ptichycena plastelinou. T¢lo kazdé samice bylo potieno 1 pl
pylokarpinu. Klist'ata byla za ¢astych kontrol ponechana ve vlhké komtirce v 37°C po 5
hodin.

2.2. Izolace totalni RNA

Tkané (stfevo, slinné zlazy, vaje¢niky, malphigické trubice a tracheje) samice klistéte /.
ricinus 5 dni po nasati byly homogenizovany v mikrozkumavce pomoci plastového
homogenizatoru v TRI Reagent™ roztoku (Sigma), 1 ml na 50 - 100 mg &erstvé tkang.
Homogenat byl centrifugovan 16 000 g/10 min/4°C. Supernatant obsahujici RNA byl
preveden do zkumavky, kde byla izolace dale provadéna dle protokolu TRI Reagent™.
Kvalita vysledné totalni RNA byla ovétena elektroforeticky na TBE agar6zovém gelu.

Koncentrace RNA byla zji$téna z namétené absorbance pii A = 260 nm.

2.3. 5- RACE PCR

Pro ziskani celé kodujici sekvence Ixocludinu 2 byla pouzita metoda 5 RACE PCR -
Rapid Amplification of cDNA Ends (5'RACE System for Rapid Amplification of cDNA

Ends, Invitrogen). Princip této metody je schematicky znazornén na obr. 3
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OBR. 3: Schéma principu metody 5'RACE PCR

Syntéza cDNA s genové
specifickym primerem (GSP 1)

Degradace RNA pomoci RNasy

Pfipojeni Poly-C sekvence na 3" konec DNA

Amplifikace cDNA pomoci oligo-G primeru a
genove specifického GSP2

Pokud je to nutné, produkt prvni PCR reakce
je namnoZen pomoci primeru UAP a specifického
primeru GSP3

Syntéza prvniho vlakna z totalni RNA byla provedena v nékolika krocich. Nejprve byla

RNA denaturovana 10 min v 70°C v 0,5 ml zkumavkach:

primer IxCI2-GSP1 (20 pl/ml) 1l
totalni RNA 3ug
DEPC H,0 do 15,5 ul

Po stoCeni a zchlazeni 1 min na ledu byly pfidany dalsi reagencie:

10x PCR pufr 2,5 ul
25 mM MgCl, 2,5ul
10 mM dNTP mix 2,5 ul
0, MDTT 2,5ul

Po centrifugaci byla reakce inkubovana 52 min v 42°C, pticemz po 2 min byl ptidan 1 pl

reverzni transkriptazy SuperScript™ II RT (Invitrogen). Reakce byla ukonéena inkubaci 15

min pii 70°C. Po ptidani 1 pl RNAse mixu byl RNA templat odstranén inkubaci 30 min pfi
37°C. Reakce byla pre¢isténa pomoci GenElute™ PCR DNA Purification Kitu (Genomed).

Nasledné¢ byla na 3" konec (polyA) ptipravené cDNA navazéana sekvence cytosint. V 0,5

ml zkumavce byla nésledujici reakce inkubovana 2-3 min pii 94°C:




DEPC H,O 6,5 ul
5x tailing pufr 5,0 ul
2 mM dCTP 2,5ul
cDNA 10,0 pl

Po zchlazeni na ledu byl do zkumavky pfidan 1 pl enzymu TdT (terminal
deoxynucleotidyl transferaza) a ponechan 10 min pti 37°C. Transferaza byla deaktivovana

inkubaci 10 min pii 65°C.

Ptipravena cDNA byla nésledné pouzita jako templat pro PCR reakci s primery AAP
(5'RACE Abriged Anchor Primer) a IxCI12-GSP2 a po pieéisténi produktu (GenElute™ PCR
DNA Clean-up Kit, Sigma) nésledovala dalsi — ,,nested PCR* s primery UAP (Universal
Amplification Primer) a IxCI12-GSP3.

PCR produkt byl po ligaci do vektoru TA Cloning 2.1 Original (Invitrogen) zaklonovan
pomoci metody ,,heat shock* do kompetentnich One Shot® TOP 10 E.coli bunk (Invitrogen).
Pomoci PCR amplifikace (primery IxCl-S a IxCI-GSP-3) a sekvenace (M 13 primery) byly
identifikovany pozitivni klony. Sekvenace byla provedena na automatickém sekvenatoru ABI

PRISM 3130xl od firmy Applied Biosystems v Laboratofi genomiky, UMBR AV CR.

2.4. RT-PCR

Pro analyzu tkanového profilu transkripce byly pitvou v 1x PBS pufru izolovany slinné
zlazy, stievo, tracheje, malphigické trubice a vaje¢niky ze samic klistéte 1. ricinus. Pro urceni
casového pribehu transkripce byla totalni RNA izolovéna ze slinnych Zlaz samic klist’at
krmenych 1, 3, 5 a 7 dni na laboratornim moréeti. RNA byla ziskana pomoci TRI Reagent™
roztoku (Sigma). Prvni vldkno (first strand) cDNA bylo pfipraveno reverzni transkripci totalni
RNA za pouziti reverzni transkriptazy SUPERSCRIPT II™ (Gibco) a standartniho oligo (dT)
primeru (Sigma).

Analyza transkripce genu byla provedena pomoci PCR amplifikace (primery
Kun2PET100-S a KUN2PET100-AS). Vizualizace vzorkl na agar6zovém gelu byla
provedena pomoci fotodokumentac¢niho zatizeni Kodak a editovana v programu

AlpfaDigiDoc RT.




2.5. Exprese proteinu v bakterialnim systému za pouZziti vektoru
pPET100/D-TOPO®

2.5.1. Priprava expresniho vektoru

Pro expresi proteinu byl pouzit plazmidovy vektor pET100/D-TOPO® (Invitrogen -
obr.4). Histidinové kotva je syntetizovana na N-konci translatovaného proteinu. Insert byl
amplifikovan pomoci PCR amplifikace s gen-specifickymi primery (Kun2Pet100-S a
Kun2Pet100-AS), jako templat pro reakci byla uzita cDNA ze slinnych 714z klistéte . ricinus
po 5 dnech sani. PCR produkt byl po piecisténi z gelu (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen)
zaligovan do vektoru pET100/D-TOPO® (Invitrogen). Pro kontrolu sekvence a moZnost
opakovaného namnozeni byl plazmidovy konstrukt transformovan do kompetentnich One

Shot® TOP 10 chemically competent E.coli (Invitrogen) a pozitivni klony byly sekvenovany.
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OBR. 4: Plazmidovy vektor pET100/D-T OPO® (In vitrogen)

2.5.2. Exprese proteinu

Ovétené plazmidy byly transformovany do expresnich bun¢k BL21 Star (DE3)
OneShot® E. coli (Invitogen). Transformace prob&hla podle navodu Champion™ pET
Directional TOPO® Expression Kit (Invitrogen). Byla provedena selekéni kultivace v 10 ml

LB mediu s carbenicillinem (50 pg/ml) v 37°C pies noc. Timto inokulem byl nao¢kovan



objem 200 ml kultivaéniho SOC média, kultivovan v 37°C, 4 - 6 hodin a po dosazeni ODgyy ~
2 byla kultura separovana centrifugaci (3 000 g/ 5 min/ 4° C). Bakterialni pelet byl opakované
promyt v LB mediu a centrifugovan, nasledné byla kultura resuspendovana v 200 ml LB
media s ImM IPTG a kultivovéana v 37°C pies noc.

Izolace jednotlivych frakci (cytoplazmatické proteiny, membranové proteiny a inkluzni
téliska) byla provedena opakovanou sonikaci v resuspendacnim, resp. izolacnim pufru, mezi
jednotlivymi sonikacemi byl pelet sto¢en 15 000 g/10 min/4°C. Pro uplné rozpusténi
inkluznich télisek byl zbytek peletu 60 min michan na magnetické michacce v solubiliza¢nim
pufru.

Analyza jednotlivych frakci byla provedena pomoci polyakrylamidové elektroforézy
(SDS-PAGE) v pfitomnosti dodecylsiranu sodného podle zavedeného protokolu (Kopacek et
al., 1995). SDS-PAGE elektroforéza byla provedena v gradientovém gelu (5-17%) pfi
konstantnim napéti 200 V. Vzorky byly pted elektroforézou smichany s
vzorkovym redukujici pufrem v poméru 4:1 a denaturovany 3 min pii 100° C. Jako marker

molekulovych hmotnosti byl pouzit proteinovy standard (LMW, Amersham).

2.5.2.1. Purifikace rekombinantniho proteinu

Pro purifikaci rekombinantniho proteinu byla pouZita chromatografie na Ni** chelataéni
kolon¢ v prostiedi 8 M mocCoviny. Vzorek z inkluznich télisek byl ptipraven centrifugaci (15
000 g/5 min/4°C) a filtraci pies 0,22 pm membranovy filtr Millex® GP (Millipore). Kolona
byla ekvilibrovana pufrem A (8 M urea, 10 mM Tris/HCl, pH 8), poté byl nanesen vzorek a
navazané proteiny byly z kolony eluovany linearnim gradientem imidazolu (0-0,5M) v pufru

A.

2.5.2.2. Dilucni refolding

Po identifikaci frakce obsahujici rekombinantni protein pomoci SDS-PAGE byl tento
refoldovan postupnym rozkapanim 5 ml vzorku z kolony do 100 ml refoldovaciho roztoku
(10% glycerol, 0,1% merkaptoethanol, 0,01% Triton, 100 mM Tris/HCI (pH 7,8), 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA) a ponechén a dialyzovan proti refoldovacimu roztoku ptes noc pii 16°C.
Po zakoncentrovani odpatfenim na vakuové centrifuze (SPEED-VAC) byl protein zamrazen v

-20°C.



2.6. Priprava protilatek

Z kralika bylo odebrano preimunni sérum a nasledné¢ byl imunizovan roztokem 0,5 ml
Ixocludine 2 (koncentrace 145 pg/ml) s 0,5 ml nekompletniho Freundova adjuvans.
Imunizace byla provadéna 4x v intervalu 14 dni (Kopacek et al 2003). Ziskané imunni sérum

bylo oznaceno Ra x Ix2.

2.7. Test aktivity rekombinantniho proteinu - inhibice trypsinu

Do jedné jamky z 96 jamkové desticky bylo naneseno 50 pl rekombinantniho proteinu a
jeho koncentrace (145 pg/ml) byla snizovana dvojkovou fadou. Do kazdé jamky bylo pfidano
100 pl pufru AB a 50 pl roztoku trypsinu (konecné koncentrace 1 pg na jamku). Reakce byla
iniciovana ptidanim 50 ul BAPNA (konec¢né koncentrace 1,2 mM). VSechny kombinace
mefeni byly provedeny v triplikatech. Na destickovém spektrofotometru byl pritbéh reakce
métfen pomoci zmén absorbance pfi vin. délce A = 405 nm po dobu 30 minut (Infinite M200,

Tecan).

2.8. Detekce proteinu ve slinach pomoci metody Western Blot

Slinné zlazy ze samice 1. ricinus, sajici 5 dni na laboratornim morceti, byly
rozsuspendovany, na gel byl nanesen supernatant (+ 150 ul H,O) i pelet (+ 40 ul H,O). Sliny
pro analyzu byly ziskany vyslinénim 23 samic kliStat a na gel naneseny vzorky o fedéni 1, 10
a 100. Analyza byla provedena pomoci redukujici SDS-PAGE.

Rozd¢lené proteiny byly elektroforeticky pfeneseny na PVDF membranu. Antigeny byly
detekovany ptipravenou protildtkou Ra x Ix2 a jako sekundarni protilatky byla pouzity
SwAR/Px (Sevapharma a. s.). Vysledek byl vizualizovan v 100 ml 0,1 M Tris/HCI (pH = 7,5)
pomoci 0,6 % 3,3’- diaminobenzidinu a 50 pl H,O,.

Protein detekovany ve slinnych zlazach byl purifikovan na MonoQ koloné v prostredi
0,05 M Tris/HCI (pH 7,5) a eluovan gradientem 0-1 M NaCl. Jednotlivé frakce byly
analyzovany metodou DOT-BLOT a Western blot.



2.9. Exprese proteinu v bakterialnim systému za pouZziti vektoru
PET-17b

2.9.1 Priprava expresniho vektoru

Pro expresi proteinu bez histidinové kotvy byl pouzit plazmidovy vektor pET-17b od
firmy Novagen (obr. 5). Insert byl vytvoien pomoci PCR amplifikace s gen-specifickymi
primery (Kun2-17b-S a Kun2-17b-AS), jako templat pro reakci byla uzita cDNA ze slinnych
zlaz klistéte 1. ricinus, po 5 dnech séni. PCR produkt byl po amplifikaci nastipan
restriktazamy Xbal a Xhol (Fermentas), stejn¢ jako vektor, do né¢hoz byl inzert nasledné
zaligovan (4°C, ptes noc, T4 DNA ligase, Invitrogen). Dalsi postup ptipravy plazmidu byl
stejny jako u vektoru pET100/D-TOPO" .
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2.9.2. Exprese proteinu

Plazmidovy konstrukt oveéfeny sekvenaci byl transformovan do expresnich bun¢k Rosseta-
gami™ (DE3) competent cells (Novagen) a BL21 Star™ (DE3) One Shot® Chemically
competent E.coli (Invitrogen). Bakterie byly kultivovany 6 hod v 200 ml LB media s 5 mM
glukézou, nasledné promyty a pies noc ponechany v ¢erstvém LB mediu s ImM IPTG.

Jednotlivé bunécné frakce byly po izolaci analyzovany metodou SDS-PAGE a Western blot.



2.10. Exprese v bunkach krec¢éich ovarii

2.10.1.Priprava vektoru

Gen specifické primery (Kun2ZHAM-S/AS) byly navrZzeny pomoci Primer Select softwaru.
Jako templat pro PCR byla pouzita cDNA z klist’at 5 dni krmenych na laboratornim morceti.
Po naStipani restriktdzami BamHI a Agel (Fermentas) byl PCR produkt pomoci ligace (T4
DNA ligase, Invitrogen) vlozen do vektoru pcDNA4™ myc-HIS® A (Invitrogen) (obr. 6).
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OBR. 6: Plazmidovy vektor
pcDNA4™ myc-HIS© A
(Invitrogen)

pcDNA4/
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Vektor s inzertem byl pomoci metody ,,heat shock* transformovan do kompetentnich One
Shot® TOP 10 E.coli bunék (Invitrogen). P¥itomnost inzertu v pozitivnich koloniich byla
zkontrolovana pomoci PCR amplifikace za pouziti primeru KunHAM-S a KunHAM-AS. Pro

sekvenacni reakci byl pouzit forward - CMV primer.

2.10.2.Priprava bunék kreccich ovarii - pasazovani

Pro ptipravu rekombinantniho proteinu byly pouzity bunky CHO (Chinese hamster ovary,
liniové bunky Odd¢€leni imunologie parazit6z). Po kultivaci 2 dny v médiu G-MEM v 37°C a
atmosféfe s 3,5% CO, by mély buiiky tvofit monovrstvu. Pro kontrolu mozné kontaminace
kvasinkami byly kultury po obarveni trypanovou modii (10 ul + 10 pl) zkontrolovany
v Biirkerové komurce pod mikroskopem.

Kultiva¢ni nadoba s vrstvou bun¢k byla zbavena média a dvakrat promyta 10 ml sterilniho
PBS. Po promyti byl do nadoby ptidan 1 ml Benzentrypsinu. Po ptiblizn€ 5 min bylo
k uvolnénym bunkam pfidano 9 ml média G-MEM. Z ptvodni kultiva¢ni nadoby byla



polovina kultury (5 ml) pfepipetovana do Cerstvé nadoby a k obéma kulturam bylo dodano
odpovidajici mnozstvi media G-MEM do objemu 20 ml. Cela prace s kulturou probihala zcela

steriln€. Obé kultury byly dale ponechany pies noc v 37°C a atmosféte obsahujici 3,5% CO, .

2.10.3.Transfekce

Do dvou zkumavek o velikosti 15 ml byly napipetovany 4 ml sterilniho D-MEM. Do
kazdé z nich bylo pfidano 0,12 pug DNA - vektoru s inzertem Ix2 (koncentrace 749 pg/ml —
tedy 40 pl) a kontrolniho vektoru s inzertem kodujicim bilkovinu GFP — green fluorescent
protein (koncentrace 3800 pug/ml, tedy 7,89 ul) a 150 ng PEI (odpovidajici mnozstvi 150 pl),
DNA: PEI v poméru 1:5. Zkumavky byly ponechany 15 min v pokojové teplot¢.

Po promyti bunéénych kultur médiem IMDM (5 min) byl do nddob ptidan obsah
zkumavek s plazmidy, doplnénych timto médiem na objem 20 ml. Buniky byly dale
kultivovany ptes noc v 37°C.

Pro optimalni mnozstvi transfekovanych bunék byla nejprve provedena optimalizace
metody. Do jednotlivych jamek v desti¢ce byl piidan rizny pomér DNA a PEI (3-8:1), byly
pouzity média D-MEM 1 IMDM, se sérem 1 bez séra. Jako optimalni byla zhodnocena pomér

5:1 (PEI: DNA) a kultivace v médiu D-MEM se sérem.

Po kultivaci ptes noc byla zkontrolovana uspésnost transfekce kontrolovana pod
fluorescen¢nim mikroskopem. Dva dny po uspésné transfekci bylo z kultur odebrano médium
a zahusténo ultrafiltraci na objem cca 1 ml pomoci ultrafiltranich zkumavek Amicon (cut-off
5 kDa, Millipore). Pfed nanesenim na akrylamidovy gel byla média dialyzovana proti roztoku
obsahujicim 20 mM NaH,PO,4 a 500 mM NaCl, pH 7,45. Vysedek exprese byl analyzovan
pomoci SDS-PAGE a Western blotu.

2.11. Exprese ve kvasinkach Pichia pastoris

2.11.1.Priprava expresniho vektoru

Pro expresi v kvasinkdch byl pouzit vektor pPiczaB (Invitrogen)(obr. 7). Byly navrzeny
genove specifické primery KunPich-S a KunPich-AS, jako templat pro PCR byla pouzita
cDNA z klistat 5 dni krmenych na laboratornim morceti. Nejdiive byl vektor i piecistény

PCR produkt (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen) nastipan restrikénimi enzymy Xhol a



Xbal (Fermentas) v 10krat vyfedéném pufru Tango (Invitrogen). Po ligaci (T4 DNA ligase,
Invitrogen) byl konstrukt linearizovan (restrikdza BstXI, Fermentas) v 10krat vyifedéném
pufru NEBuffer 3 (Biolab). Transformace plazmidu do kompetentnich bun&k One Shot” TOP
10 E.coli bun€k (Invitrogen) i kontrola pozitivnich kloni pomoci PCR amplifikace byla
provedena obdobné, jako u pripravy vektoru pro expresi v kiec¢¢ich ovariich. Sekvenace byla

provedena pomoci primeru AOX1 - Forward.

Figure 1 - EasySelect™ vector maps (pPICZ, pPICZ®)

pPICZ A,B,C (3.3 kb)
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= OBR. 7: Plazmidovy vektor pPiczaB
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2.11.2. Elektroporace do bunék P. pastoris

Pted elektroporaci expresniho plazmidu byli prazdné kvasinky P. pastoris (klon Xp 33 -
Invitrogen) nejprve kultivovany v 10 ml media YPD v 30°C pies noc. Néasledné€ byly 2krat
promyty MiliQ H,O o teploté 4°C, sto¢eny pii pietizeni 3 000 g/10 min/4°C a opét 2krat
promyty 1M roztokem Sorbitolu vychlazeného na teplotu 4°C. Samotna elektroporace byla
provedena v objemu kultury 80 ul (v 1M Sorbitolu) s pfidanym expresnim vektorem (5 pl),
pfi odporu 12 Q a napéti 1,5 kV. Hned po elektroporaci byl ke kvasinkam pfidan 1ml 1M
Sorbitolu, a byly ponechany 30 min v 30°C v 15 ml zkumavce. Po této kratké kultivaci byly
kvasinky vysety na YPD-agarové plotny se zeocinem (200 pg/ml, Invivogen) a kultivovany

pies noc pii 30°C.



2.11.3. Kultivace

Jednotlivé nejlépe rostouci kolonie kvasinek byly postupné pieneseny na YPD-agarové
plotny se zvysujici se koncentraci zeocinu (200 ug/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml). Nejlépe
rostouci kolonie byla pouzita k expresi rekombinantniho proteinu. Kultura byla pfenesena
nejprve do 10 ml, poté do 200 ml expresniho média. Exprese rekombinatniho proteinu byla
indukovéna ptidani metanolu, a to rano (1 ml), v poledne (1 ml) i vecer (2 ml) po dobu 5ti
dnt. Poté bylo expresni médium se sekretovanym rekombinantnim proteinem oddéleno od
kvasinek centrifugaci (3 000 g/10 min/4°C) a poté jiz ve zkumavce bez peletu kvasinek znovu
sto¢eno pii pietizeni 10 000 g/10 min/4°C. Pied analyzou na akrylamidovém gelu bylo
médium pfiefiltrovano (bakteridlni filtr 22 um - Millipore) a zahu$téno do objemu 1,5 ml ve

ultrafiltraénich zkumavkach Amicon (cut-off 3 kDa, Millipore).



3. Vysledky

3.1. Izolace genu pro Ixocludine 2 a jeho sekvence

Pro ziskani kodujiciho 5” konce proteinu byla pouzita metoda 5S’'RACE PCR - Rapid
Amplification of cDNA Ends. Byly navrZeny gen-specifické primery - IxoCl- S, IxoCI-GSP-
1, IxoCl-GSP-2 a IxoCl-GSP-3. Prvni vlakno cDNA bylo syntetizovano z totdlni RNA
pomoci reverzni transkriptazy SuperScript' ™ II RT (Invitrogen). Po pfediténi byla na 3
konec cDNA navazana pomoci enzymu TdT (terminal deoxynucleotidyl transferaza)
sekvence cytosinll. Pfipravend cDNA byla nasledné pouZita pro PCR reakci s primery AAP
(5’'RACE Abridged Anchor Primer) a IxoCI2-GSP2 a po piecisténi produktu nasledovala
dalsi — ,,nested PCR* s primery UAP (Universal Amplification Primer) a IxoC12-GSP3 (obr.
8).

PCR produkt byl po ligaci do vektoru zaklonovan do kompetentnich E.coli One Shot™
TOP 10 (Invitrogen) bun¢k. Pomoci PCR amplifikace za pouziti primerii IxoCl- S a IxoCl-
GSP-3 byly ovéfeny jednotlivé klony, ve dvou z nich byla nasledné nalezena kompletni

sekvence Ixocludinu 2 s 5" kédujici sekvenci.

OBR. 8. PCR amplifikace

Panel A: ,,nested PCR*“ PCR
amplifikace pomoci degenerovaného
primeru UAP a gen-specifického
primeru IxCI2-GSP3, ocekdavany
produkt 407 bp

Panel B: overeni jednotlivych kloni
PCR reakci za pouziti primeri IxCI-S
a IxCI-GSP-3, cela sekvence nalezena
v klonu 1

A

Ziskana kompletni nukleotidovd cDNA a z ni odvozend aminokyselinova sekvence
pro Ixocludine 2 je zobrazena na obr. 9. Obsahuje 416 bp s jednim otevienym ¢tecim ramcem
kédujicim protein o velikosti 98 AK. 5'- nekodujici oblast je tvofena 68 bp a 3'- nekodujici
oblast tvofi 51 bp. Protein obsahuje predikovany signalni peptid (SignalP 3.0) pro transport
do endoplasmatického retikula a sekreci vné bun¢k. Nejpravdépodobnéjs$i misto odstépeni
signalni sekvence je mezi aminokyselinovymi zbytky ETA-R. Molekularni hmotnost proteinu
bez signalniho peptidu je 9375.94 Da a a vypocteny izoelektricky bod (pI) je 9,97. Protein

obsahuje jedno misto pro moznou N-glykosylaci v pozici N-54.



999999999999999999999gggagacatctgggagctttaaaata - 23

24 - ttcgacgcttcaaaaatatttagttgctagtcaccggcaagcgag - 68

69 - atgaaaccaaaaatgcagttgctcttcgcagtggccttggtcatt - 113

114 - ttggcatgcatcgtggtggagacagcacgaagagaacgtcctagg — 158
NI : R E R P R

159 - atgccgaggagatgtcgtcagcgtccgggtgaaggacgatgcagg — 203
M P R R C R Q R P G E G R C R

204 - gcctaccttgatgtttacttctataacaacacaaaaaggaggtgc - 248
A Y L D V Y F Y N N T K R R C

249 - caaaagtttcacgaacgtggttgcccgctcgagggaaatggattt - 293
Q K F H E R G C P L E G N G F

294 - tgggatatggaggagtgccgaacgatatgcgaagataacaggaga - 338
Q b M E E C R T I C E D N R R

39 - oo EEEEESEEEN  »- o- NN - °°°

R Y K
384 _tgcgcttcatcaaaggttcccga - 416

OBR. 9: Kompletni nukleotidova a aminokyselinova sekvence genu pro Ixocludine 2

Start a stop kodon jsou zvyraznény tucné, predikovand signalni sekvence peptidu modre.
Barevné jsou oznaceny primery IxCI-S, i IxGSP-1. Cysteiny tvorici
pravdépodobné disulfidické miistky jsou zbarveny modie. Zluté je vyznaceno misto mozné N-
glykosylace. Nekodujici casti sekvence jsou vyznaceny kurzivou, prisyntetizovanad sekvence
dGTP je podtrzena.

3.2. RT-PCR analyza transkripce genu pro Ixocludine 2

3.2.1. Analyza tkanového profilu

Po ziskani celé sekvence Ixocludinu 2 byly navrzeny specifické primery (Kun2Pet100-
S/AS), pro analyzu expresniho profilu genu. Dvoukrokova RT-PCR byla pouzita pro
lokalizaci transkripce genu pro Ixocludine 2 v jednotlivych tkanich (obr. 10). Pro amplifikaci
byly pouzity jednotetézcové cDNA templaty z jednotlivych tkdni dospélych samic /. ricinus
pét dni sajicich na laboratornim morceti. K transkripci genu dochazi zejména ve slinnych
zlazach a fadové mén¢ v trachejich. Divodem tvorby PCR produktu z cDNA izolované
z tracheji miZe byt jejich kontaminace ¢astmi slinnych 714z béhem pitvy. Jako templatova
kontrola byly pouzity primery pro intracelularni Ferritin - “housekeeping gene* (Kopacek et

al., 2003), jehoz exprese se ve vSech vyvojovych stadiich ani béhem sani neméni.



Gut Sal Ov Tr Mal Hem

Ixocludine 2

OBR. 10: RT-PCR analyza tkaiiového profilu transkripce genu pro Ixocludine 2
Gut — stievo, Sal — slinné zldzy, Ov — vajecniky, Tr — tracheje, Mal — malphigické trubice,
Hem — hemocyty; Ferritin byl pouzit jako templatova kontrola.

3.2.2. Analyza transkripce v priibéhu sani

Se stejnymi primery byla provedena analyza transkripce genu pro Ixocludine 2 v pribéhu
sani (obr. 11). Jako templat pro PCR reakci byla pouzit cDNA z slinnych 714z dospélych
samic 1. ricinus odebranych rtiznou dobu po zacatku sani. Transkripce genu byla prokdzana
mezi 3. a 5. dnem, coz je Cas, kdy klisté prechéazi z rezimu ,,pomalého sani* (slow feeding

period), do ,,rychlého naséti* (rapid engorgement), pii kterém béhem dvou dni nasaje az 1 ml

krve. Jako templatova kontrola byly opét pouzity primery pro Ferritin.
NS 1den 3 dny 5 dni 7 dni

Ixocludine 2

Ferritin

OBR. 11: RT-PCR analyza pribéhu transkripce genu pro Ixocludine 2 béhem sani
1 den -7 dni — cas, po ktery bylo klisté prisaté na labolatornim morceti, NS — nenasdta
samice; Ferritin byl pouzit jako templatova kontrola

3.3. Exprese proteinu v bakterialnim systému za pouZiti vektoru
pET100/D-TOPO®

Pro expresi rekombinantniho proteinu byl nejdiive pouzit bakteridlni systém E. coli a
expresni vektor pET100/D-TOPO® (Invitrogen) s LacO operatorem, ktery vazbou lac
represoru pomahd zamezit bazalni expresi. Z cDNA pfipravené ze slinnych 714z byl pomoci
PCR se specifickymi primery Kun2Pet100-S a Kun2Pet100-AS amplifikovan fragment DNA
o velikosti 279 bp. (obr. 12.) Produkt byl pfecistén, zaklonovan do expresniho vektoru
pET100/D-TOPO® a transformovén do kompetentnich bundk E. coli One Shot® TOP 10



(Invitrogen). Ovétené plazmidové konstrukty (obr. 13) byly transformovany do expresnich
bunék BL21 Star (DE3) OneShot” E. coli (Invitrogen). Protokol byl optimalizovan
prekultivaci selektované bakterialni kultury v médiu s obsahem glukézy (SOC), kde nulova

bazalni exprese umoznovala lepsi rast kultury.

OBR. 12: Priprava konstruktu pro expresi rekombinantniho proteinu s vyuZzitim vektoru
pET100/D-TOPO®

Panel A: PCR amplifikace za pouZziti primeru Kun2Pet100-S/AS, ocekavana velikost PCR
produktu 279 bp

Panel B: Overeni pritomnosti inzertu v jednotlivych koloniich, sekvenovanim nalezena cela
sekvence Ix2 v klonu 3 oznaceném hvezdickou

......... ttgtttaactttaagaaggagatatacat

atgcggggttctcatcatcatcatcatcatggtatggctagcatg - 45

actggtggacagcaaatgggtcgggatctgtacgacgatgacgat - 91

aaggatcatcccttcaccecgaagagaacgtectaggatgccgagg - 137

NN - : 5 R ° R M P R

138 - agatgtcgtcagcgtccgggtgaaggacgatgcagggcctacctt - 183
R C R 0 R P G E G R C R A Y L

184 - gatgtttacttctataacaacacaaaaaggaggtgccaaaagttt - 229
b v Y F Y N N T K R R C QO K F

230 - cacgaacgtggttgcccgctcgagggaaatggatttcaggatatg - 275
H E R G ¢C P L E G N G F Q D M

276 - gaggagtgccgaacgatatgcgaagataacaggagacgctacaaa - 321
E BE C R T I C E D N R R R Y K

322 - ccaaagccgagaaattgaaagaagttctgtggtccgcaaaaggat - 367
P K P R N *

368 - ctgegcttcatcaaaggttcececgaagggcgagectcaacgateccgg — 390

ctgctaac ........

OBR. 13: Sekvence rekombinantniho Ixocludine 2

Cervenou plochou je oznacena sekvence vektoru, zelené sekvence 6ti histidinii tvorici His-tag,
tucné PET primery Kun2Pet100-S/AS, kurzivou sekvence vektoru. Start a stop kodon jsou
zvyraznény cervené. Teoreticka molekulova hmotnost je 13 501 Da.



Po stoceni byl bunécny pelet postupné rozdélen do tii frakci — membranové proteiny,
cytoplazmatické proteiny a frakce obsahujici bunééné inkluze. Pro purifikaci
rekombinantniho Ixocludine 2 byla pouzita rozpusténa inkluzni téliska, kde byl pomér

Ixocludine 2 vii€i ostatnim proteintim vyrazné vyssi (obr. 14).

M1 2 3

94

OBR. 14: SDS-PAGE analyza jednotlivych izolacnich frakci

Ve frakci z inkluznich telisek byl rekombinantni protein exprimovan.
M — marker, 1 — frakce inkluznich télisek, 2 — frakce membranova, 3 —
frakce cytoplasmaticka
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Pro purifikaci rekombinantniho proteinu byla pouZita chromatografie na Ni*"
chelata¢ni koloné v prosttedi 8 M mocoviny, protein byl z kolony vymyt zvysujici se
koncentraci imidazolu (obr. 15, panel A). Frakce obsahujici rekombinantni protein byla po
dialyze rechromatografovéana (obr. 15, panel B), ziskany protein o vysoké koncentraci byl

refoldovan pomoci dilu¢niho refoldingu a byl pouzit na ptipravu protilatek imunizaci kralika.
M 1 2 3 FT 10°ON ON M 1 2 3 4 5 ON

A B

94 94

67 67

43 43

30 30

20,1 20,1

14,4 14,4

OBR. 15: Chromatografie na Ni** chelataéni koloné analyzovdana pomoci SDS-PAGE
Panel A: Ve frakci 2 se podarilo ziskat vetsi mnozstvi rekombinantniho proteinu. ON — vzorek
naneseny na kolonu, M — marker, hodnoty uvedeny v kDa, 1. — 3. — jednotlivé jimané frakce,
FT — proteiny nezachycené na koloné, 10% ON - vzorek naneseny na kolonu 10krat vyredeny,
ON — vzorek naneseny na kolonu

Panel B: Opakovana chromatografie vzorku obsahujici rekombinantni protein. M — marker
molekulovych hmotnosti 1. — 5. — jednotlivé jimané frakce, ON — vzorek naneseny na kolonu



Inhibi¢ni schopnosti Ixocludinu 2 byly testovany proti trypsinu (obr. 16). Tento test
neprokazal o¢ekdvanou inhibi¢ni aktivitu rekombinantniho proteinu s His-tagem viici
trypsinu. Jako ¢len rodiny inhibitorQ serinovych proteaz by mél byt schopen trypsin inhibovat,
coz by ukézal postupny pokles aktivity trypsinu (detekované pomoci substaitu BAPNA) se
vzrustajici koncentraci inhibitoru. Podaftilo se tedy pfipravit rekombinantni protein solubilni,
nicmén¢ ziejme neaktivni. To mohlo byt zplisobeno Spatnym slozenim tercialni struktury

kvili histidinové kotveé o velikosti 4,1 kDa, jeZ je ve srovnani s velikosti nativniho proteinu

(9,4 kDa) pomérné velka.

OBR. 16: Analyza ucinnosti inhibitoru
v zavislosti na jeho koncentraci
Inhibicni schopnosti rekombinantniho
Ixocludinu 2 nebyly prokadzadny,

az - zvySujici se
koncentrace rekombinantniho
Ixocludinu 2,
—*= _ kontrola 1 samotny trypsin),
—®-— _ kontrola 2 (bez substratu)

0 5 10 1% 0 25
&as (min)

3.4. Identifikace Ixocludinu 2 ve slinnych Zlazach a slinach klistéte I.
ricinus

S pfipravenymi krali¢imi protilatkami jsme se pokusili ovétit pfitomnost nativniho
Ixocludinu 2 ve slinnych Zlazach a slinach klistcte.

Nejprve jsme se pokusili protein detekovat pomoci metody Western Blot ve slinnych
zlazach ze samice [. ricinus, sajici 5 dni na laboratornim morceti. Pfipravené protilatky citlivé
reagovali na protein o velikosti 57 kDa (obr. 17).

Vzhledek k zhruba 5-ti nasobné molekularni hmotnosti jsme se domnivali, Ze by se
mohlo jednat o Penthalaris (Francischetti et al., 2004). Na tento protein, inhibujici faktor VIla
ve draze srazeni krve a slozeny z péti Kunitzovych domén, by mohly protilatky proti
Ixocludinu 2 teoreticky reagovat. Pro ovéfeni této teorie byl protein purifikovan na MonoQ
koloné a pieblotovan na PVDF membranu, ktera byla odesldna do Ustavu Organické chemie a
biochemie. Analyza N-termindlni sekvence protein jednoznacné identifikovala jako
Calreticulin. VSeobecné je tento protein znam jako chaperon endoplazmatického retikula

oy J4 e 4 . o + 77 . I4 4 4 .
regulujici intracelularni homeostazu iontd Ca®” a hrajici roli i v embryonalnim vyvoji



(Michalak et al, 2009). Avsak sekretovan ma dalsi patogenni a fyziologické funkce — je napf.
schopen vazat se na slozku C1 komplementu a inhibovat jim zptisobenou hemolyzu
(Schroeder et al, 2009). Diivod, pro¢ na néj reagovaly protilatky proti Ixocludinu 2, neni

jasny.
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OBR. 17: Detekce Ixocludinu 2 ve slinnych Zlazach 1. ricinus na PVDF membrané

V ocekavané velikosti 9,3 kDa nebyl zadny protein protilatkami detekovin. Barveno
Coomassie Blue: M — marker, hodnoty uvedeny v kDa, 1. — supernatant 10 ul, 2. — pelet

z centrifugovaného homogenatu ze slinnych zlaz 10 ul, barveno DAB (Western Blot,
primarni protilatky Ra x Ix2 1:100): 3.-5. — supernatant v mnozstvi 20 ul, 10 ul a 5 ul, 6.-8.-
pelet v mnozstvi 20 ul, 10 ul a 5 ul na jamku

Nasledné byly pro detekci proteinu pouzity klistéci sliny z 23 samic 1. ricinus po 5
dnech sani. Na Western blotu reagovaly protilatky pouze na protein o velikosti pfiblizné 35
kDa, ktery nebyl bliZe identifikovan (obr. 18). Diivodem, pro¢ se ani v klistécich slinach
nepodafilo nativni Ixocludine 2 detekovat, mize byt jeho pfili§ nizka koncentrace.

M Sal Sal

94 OBR. 18: Detekce Ixocludinu 2 ve slindch 1. ricinus na PVDF membrané
67 M — marker, hodnoty v kDa
Sal — sliny klistéte 1. ricinus (20 ul)

43
Barveno Coomassie Blue a DAB (Western blot, protilatky Ra x Ix2, 1:100)

30
201

14,4




3.5. Exprese proteinu v bakterialnim systému za pouZiti vektoru
PET-17b

Pro expresi proteinu bez histidinové kotvy byl pouzit plazmidovy vektor pET-17b
(Novagen). Insert byl vytvoien pomoci PCR amplifikace s gen-specifickymi primery Kun2-
17b-F a Kun2-17b-R, jako templat pro reakci byla uzita cDNA ze slinnych Zlaz klistéte /.
ricinus (obr 19). Po restrikei insertu 1 vektoru (restriktdzami Xbal a Xhol, Fermentas), byla

provedena ligace (T4 DNA ligase, Invitrogen) a transformace do kompetentnich bunék E. coli

One Shot” TOP 10 (Invitrogen).

A

OBR. 19: Priprava konstruktu pro expresi rekombinantniho proteinu ve vektoru pET 17b
Panel A: PCR amplifikace za pouziti primeru Kun2-17b-F/R, ocekavana velikost PCR
produktu 225 bp
Panel B: Ovéreni pritomnosti inzertu v jednotlivych koloniich, Ixocludine 2 nalezen v kolonii
7 (oznaceny hvezdickou)

....ttccctctagacgaagagaacgtcctagg

1 - cgaagagaacgtcctaggatgccgaggagatgtcgtcagcgtccg - 45
R R E R P R M P R R C R Q R P
46 - ggtgaaggacgatgcagggcctaccttgatgtttacttctataac - 90
G E G R C R A Y L. DV Y F Y N
91 - aacacaaaaaggaggtgccaaaagtttcacgaacgtggttgcccg - 135
N T K R R C ¢ K F H E R G C P
136 - ctcgagggaaatggattttgggatatggaggagtgccgaacgata - 180
L E G N G F Q0 DM E E C R T I
181 - tgcgaagataacaggagacgctacaaaccaaagccgagaaattga - 225
Cc E D N R R R Y K P K P R N *

ctcgagcagataaggctggct.......

OBR. 20: Nukleotidova a aminokyselinova sekvence rekombinantniho proteinu ve vektoru
PET-17b

Start a stop kodon jsou zvyraznény cervené, tucné jsou oznaceny primery Kun2-17b-F/R.
Sekvence vektoru je vyznacena kurzivou.



Plazmidovy konstrukt (obr. 20) byl transformovan do expresnich bun¢k Rosseta-gami™
(DE3) competent cells (Novagen) a BL21 Star™ (DE3) One Shot® Chemically competent E.
coli (Invitrogen). Bakterie byly kultivovany v LB mediu s glukézou, nasledné v LB mediu s
IPTG. Jednotlivé izola¢ni frakce byly analyzovany metodou SDS-PAGE (obr. 21) a Western
blot. Po neuspésném pokusu o expresi byla nalezena chyba v plazmidovém konstruktu - byly
Spatné€ zvoleny restriktazy, které vystiihly i sekvenci kodonu pocate¢niho methioninu
z vektoru. Z casovych diivodi se ale pokracovalo v ptipravé rekombinantniho proteinu

v eukaryotnich expresnich systémech.
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OBR. 21: SDS-PAGE jednotlivych izolacnich frakci

V Zadné frakci nebyl rekombinanti protein velikosti 9.3 kDa
prokazan. M — marker, hodnoty v kDa 1. — cytoplasmatické
proteiny, 2. — inkluzni téliska, 3. — membranové proteiny
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3.6. Exprese proteinu v burikach krec¢cich ovarii

Pro dalsi pokus o pfipravu aktivniho rekombinantniho proteinu jsme zvolili eukaryotni
expresni systém bunck kieccich ovarii. Pomoci PCR amplifikace byl z cDNA ze slinnych zlaz
amplifikovan fragment DNA o velikosti 297 bp (obr. 23). Produkt byl pfeciStén a po restrikci
(BamHI a Agel, Fermentas) zaklonovan do expresniho vektoru pcDNA4™ myc-HIS® A a
transformovan do kompetentnich bunék CHO (Chinese hamster ovary). Rekombinantni
protein byl pomoci vlastniho signalniho peptidu transportovan do endoplasmatického retikula

a nasledné sekretovan vné bunék.



OBR. 23: Priprava expresniho vektoru do buiiek kieccich ovarii
Panel A: Pomoci PCR amplifikace se specifickymi primery Kun2HAM-S a Kun2HAM-AS byl
pripraven produkt o velikosti 306 bp
Panel B: Ovéreni pritomnosti inzertu v jednotlivych koloniich, Ixocludine 2 nalezen v kolonii
16 (oznaceny hveézdickou)

....gacaccgggaaccgatccagcctc

cggactctagcgtttaaacttaagcttggtaccgagtcggatcc

1 - atgaaaccaaaaatgcagttgctcttcgcagtggccttggtcatt - 45
46 - ttggcatgcatcgtggtggagacagcacgaagagaacgtcctagg — 90
91 - atgccgaggagatgtcgtcagcgtccgggtgaaggacgatgcagg - 135

M P R R C R Q0 R P G E G R C R

136 - gcctaccttgatgtttacttctataacaacacaaaaaggaggtgc - 180
A Y L DV Y F Y N N T K R R C

181 - caaaagtttcacgaacgtggttgcccgctcgagggaaatggattt - 225
Q K F H E R G C P L E G N G F

226 - tgggatatggaggagtgccgaacgatatgcgaagataacaggaga - 270
Q b M E E C R T I C E D N R R

271 - cgctacaaaccaaagccgagaaattgaaagaagaccggtcatcat - 315
R Y K P K P R N *
caccatcaccattgagtttaaacccgct.......

OBR. 24: Sekvence Ixocludinu 2 ve vektoru pcDNA4™ myc-HIS® A

Start a stop kodon jsou zvyraznény cervené, predikovana signalni sekvence peptidu modre.
Tucné jsou oznaceny primery Kun2HAM-S/AS. Kurzivou je vyznacena sekvence vektoru
pcDNA4™ myc-HIS® 4

Ptipraveny konstrukt (obr. 24) s inzertem byl transfekovan do bunék kiecc¢ich ovarii. Jako
kontrola usp&S$nosti transfekce byl pouZzit vektor s vlozenym genem kodujicim protein GFP

(Green fluorescent protein).



OBR. 25: Kontrola uspésnosti transfekce pomoci konstruktu
s GFP

Gen kodujici GFP byl vilozen do bunék kreccich ovarii

s uspésnosti transfekce priblizné 30-40%

Dva dny po tuspésné transfekei (obr. 25) bylo z kultur odebrano médium, dialyzovano a
pro analyzu na akrylamidovém gelu zakoncentrovdno pomoci ultrafiltracnich zkumavek
Amicon (Millipore). Jak je vidét na obr. 26, k expresi rekombinatniho proteinu v bunikach a

jeho sekreci do média nedoslo, ackoliv protein GFP se v buiikach exprimoval.

M 1 2 M 1 2
i e T I
A B OBR. 26: Analyza média 7 kultury bunék
kireccich ovarii
Pritomnost rekombinatniho proteinu
94 |w

o v médiu nebyla prokadzana.
67 |w — g Panel A: SDS-PAGE; M — marker,
il 67 hodnoty v kDa, 1. — medium z bunék
s inzertem kodujicim Ixocludine 2.; 2. -
43 medium z bunek s inzertem kodujicim GFP
Panel B: Western Blot (primarni protilatky
Ra x Ix2 1:100): M — marker, hodnoty
v kDa, 1. — medium z bunék s inzertem
20,1 | kédujicim Ixocludine 2.; 2. - medium
20,1 z bunék s inzertem kodujicim GFP

30 |uw
30 -

144 1 14,4

3.7. Exprese ve kvasinkach

Pro expresi v kvasinkach byl pouzit vektor pPiczaB (Invitrogen). Pi absenci glukézy
pouziva P. pastoris jako zdroj uhliku metanol. AOX promotor kontroluje expresi enzymu
alkohol oxidazy, ktera katalyzuje prvni krok metabolismu do indukéniho média. Tento vektor
také obsahuje sekvenci kodujici a faktor — sekre¢ni signal, ktery rekombinantni protein
sméfuje do riistového média. Pro PCR reakci (primery KunPich-S a KunPich-AS) byla
pouzita cDNA z klistat 5 dni krmenych na laboratornim morceti. Po restrikei (Xhol, X bal;
Fermentas) byl PCR produkt (obr. 27) zaligovan (TA DNA ligase, Invitrogen) do vektoru
pPiczoB (Invitrogen) a transformovan do kompetentnich bun&k E. coli One Shot®™ TOP 10
(Invitrogen)(obr. 28). Ovétreny plazmid (obr. 28) byl pred elektroporaci do P. pastoris



linearizovan (restriktaza BstX, Fermentas), ¢imz se jeho prostorova struktura zménila do tvaru

kvasinkového chromozomu.

OBR. 27: Pfiprava konstruktu pro expresi rekombinantniho proteinu ve vektoru pPiczoB
Panel A: PCR amplifikace za pouZziti primeru KunPich-S/AS, ocekavana velikost PCR
produktu 237 bp

Panel B: Overeni pritomnosti inzertu v jednotlivych koloniich, Ixocludine 2 nalezen v kolonii
9 (oznaceny hvezdickou)

........ atcaaaaacaactaattattcgaa

acqg agatttccttcactttttacagctgttttattcgcagca
tcctccgcattagectgctccagtcaacatcaacactacaacagaa
atgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcatcggttactca

gatttagaaggggatttcgatttcgatgttgatgttttgccattt

tccaatcgcacaaataacgggttattgtttataaatactactatt
gaaagcattgctgctaaagaagaaggggtatctctcgagaaaaga

1 - cgaagagaacgtcctaggatgccgaggagatgtcgtcagcgtccg - 45
R R E R P R M P R R C R Q R P
46 - ggtgaaggacgatgcagggcctaccttgatgtttacttctataac - 90
G E G R C R A Y L. DV Y F Y N
91 - aacacaaaaaggaggtgccaaaagtttcacgaacgtggttgcccg — 135
N T K R R C 9 K F H E R G C P
136 - ctcgagggaaatggattttgggatatggaggagtgccgaacgata - 180
L E G N G F Q0 DM E E C R T I
181 - tgcgaagataacaggagacgctacaaaccaaagccgagaaattga - 225
c B DN R R R Y K P K P R N *
aagaagttctgtagtctagaacaaaaaactcatctcaga.....

[te}

OBR. 28: Sekvence Ixocludinu 2 ve vektoru pPiczaB
Start a stop kodon jsou zvyraznény cervenée, signalni sekvence o faktor je vyznacena modre.
Primery KunPich-S/AS jsou vyznaceny tucne, sekvence vektoru pPiczoB kurzivou.



Pti sekvenovani plazmidt klont rezistentnich vii¢i zeocinu (a po ovéteni pritomnosti
insertu pomoci PCR reakce) bylo nalezeno né¢kolik sekvenci dalSich vysoce homolognich
isoforem Ixocludinu 2, patficich do Monolarist s Kunitzovou doménou a sdilejicich strukturu
C-X(8)-C-X(15)-C-X(7)-C-X(12)-C-X(3)-C. Aminokyselinové¢ sekvence isoforem jsou
uvedeny na obrazku 29. Homologie proteini Ixocludin 3 - 4 v prvnich Sesti aminokyselinach

muze byt dana pouzitim stejnych primert navrzenych pro Ixocludine 2.

Ixocludine 1 1 BECEERST . RABEWYT Y FYNRTKRRC QUIIERG PGEGNGFUDMED - KTT EDNRRRYRPKMEN
Ixocludine 2 1 PEEGNGFDMEE. RTH EDNRRRYKPK
Ixocludine 3 1 PGEGNGFEDMEECRTT EDNRRRYRPKERN
Ixocludine 4 1 2 RAWIDVY FYNNTRRR QK FMOI8G

OBR. 29: Alignment jednotlivych isoforem Ixocludinu 2
Sekvenaci PCR pozitivnich klonii pri konstruovani expresniho vektoru byly ziskany dalsi
sekvence isoforem Ixocludinu 2 pojmenované Ixocludine 3-4.

Po elektroporaci expresniho plazmidu do kvasinek P. pastoris byly tyto vysety na YPD-
agarové plotny s antibiotikem (zeocin). Nejlépe rostouci kolonie byla pouzita k expresi
rekombinantniho proteinu, indukované ptidanim methanolu do expresniho média. Pied
analyzou na akrylamidovém gelu bylo médium pftefiltrovano a zakoncentrovano do objemu
1,5 ml v ultrafiltraénich zkumavkach Amicon (Millipore). Piestoze analyza metodou SDS-
PAGE naznacovala pfitomnost rekombinatniho proteinu v médiu, protilatkami protein

oc¢ekavané velikosti (9,4 kDa) detekovan nebyl (obr. 30 ).

- M Med M Med Med
A B _ OBR. 30: Analyza exprese v systéemu
P. Pastoris
Proteinu nebyl do média exprimovan.
94 o4 | . Med — koncentrované expresni
67 | w— médium
o M — marker, hodnoty v kDa
43 |- Panel A: SDS-PAGE;
43 Panel B: PVDF membrana -
30 | e— barveno Coomassie Blue a DAB
201 30 | — (Western blot)
20,1
14,4 E— e
14,4 (-




4. Diskuze

Podnétem této diplomové prace bylo ziskéani ¢asti sekvence pro Ixocludine 2 z cDNA

ze slinnych 714z 1. ricinus. Ovétenim a doplnénim celé sekvence Ixocludinu 2 jsme ovéfili, ze

patii do skupiny Monolaristi s Kunitzovou doménou spole¢né s dendrotoxiny, bungarotoxiny

a blokatory draslikovych kanalt.

Tato skupina se déli podle sekvencni podobnosti na tfi podkupiny (Ribeiro et al.,
2005): Monolaris I se strukturou Xn-C-X(5)-C-X(15)-C-X(8)-C-X(11)-C-X(3)-C-Xn ,
Monolaris II se sekvenci Xn-C-X(8)-C-X(18)-C-X(5)-C-X(12)-C-X(3)-C-Xn , a Monolaris III
se sekvenci Xn-C-X(8)-C-X(15)-C-X(7)-C-X(12)-C-X(3)-C-Xn , do kter¢ patfi i ndmi

nalezené isoformy Ixocludinii. VSem je spolecna piitomnost tii disulfidickych mustkd,

spojujicich C(1) s C(5), C(2) s C(4) a C(3) s C(6) (obr. 31).

Ix2

Kall

Ves3

coral toxin
spider toxin
snake toxin
concun

RRERPRMER- R EE- A YEYN HERESP FEGNGEO DM@ T I§E DNRRRYK PKPRN

————— ACRA Y YYNS A - 36
--—-KBLEE 18RzK s Dlgr@ials YT, Yiap@eNs| v E HI e O TR ENRIY 0 TR SIReA R~~~ ———————~ 35,
———TEj ALPHLQP N4 C RENeRER Y v Y N[EloYeR Clate - jil Y GGC| KNNFESFEEP- —————— IIPL--- 32
—————— GKDRSLINEKV T[EPie S TjsNea DK DTRAW Melele IN ¢ < 1
————QEEEKFCHLPANPGPCR‘TITRFYYNSDSKQCE IY GG CJEIGNIN N F ISP CHM T Cl{ el C R 28
TLLPKRRIZS T ®DMZARSES GTKAEKIR T FEENSIA RSO/ D) AN N FRIEVSD C[OI T C I G ——— 18.

OBR. 31: Porovndani Ixocludinu 2 s toxiny skupiny Monolaris I11; procentudlni podobnost
Ix2 - Ixocludine 2 (1. ricinus), Kall - kalicludine 1 (Anemonia sulcata, sasanky) Ves3 —
vestiginin (Demansia vestigata, hadi), coral toxin — ,, potassium channel peptide toxin “
(Stichodactyla haddoni, koraly), spider toxin —,, insecticidal toxin from the spider* (Araneus
ventricosus, pavouci), snake toxin - ,, Kunitz/BPTI-like toxin‘* (Austrelaps superbus, hadi)
Concun — Concunitzin (Conus striatus, homolice)

Clenové rodiny Kunitz/BPTI maji schopnost inhibovat serinové proteazy (Krovarsch

et al., 2005). Za inhibici je zodpovédna trojrozmérna struktura tvotici "Trypsin loop" -

trypsinovou smycku (obr. 32). Inhibiéni schopnost rekombinantniho proteinu byla testovana

na trypsinu, jedné ze serinovych protedz. Podle ziskanych vysledkl k inhibici nedochazelo,

rekombinant nebyl pfipraven aktivni.
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OBR. 32: Tercidlni struktura Aprotininu 7 rodiny
Kunitz/BPTI inhibitorii (pievzato - Zhang et al.,
2003)

Zelenym vdalcem je ozmacena oblast a- Sroubovice,
modrymi Sipkami p- skladany list, zZluté Trypsin
inhibition loop — oblast interagujici s proteazami

Kromé schopnosti inhibovat protedzy, se ncktefi ¢lenové této rodiny uplatiuji blokaci
draslikovych kanalt i1 jako toxiny.

Draslikové kandly se uplatiiuji v mnoha riznych fyziologickych procesech. Draslikové
kandly typu Kvl, specificky blokované blizkymi ptibuznymi Ixocludine - dendrotoxiny
(Rowan, 2001) nebo kalicludiny (Schweitz et al., 1995), hraji dalezitou roli ve fyziologii
T- lymfocytii tim, Ze inhibuji jejich proliferaci a snizuji produkei cytokinti (obr. 33)(Kem et
al., 1999). Né&kteti clenové rodiny Kunitz/BPTI schopni blokovat draslikové kanaly se

pouzivaji jako alternativni imunosupresiva (Damjanovich et al., 2004).

OBR.33: Iontové kandly na povrchu T-
Ilymfocytit a jejich role v proliferaci a
produkci cytokinii (prevzato z Kem et al.,
1999)

T-Cell Proliferation, Immune Response

U nékterych jedt z rodiny Kunitz/BPTI spoluptisobi sekretovana Fosfolipaza A,, ktera

je vpiipadé bungarotoxini (Rowan, 2001) dokonce spojend disulfidickym mustkem s



podjednotkou Kunitz/BPTI. Fosfolipaza A, je schopna vazat Ca® ionty na neuronovych
synapsich, toxin z rodiny Kunitz/BPTI pak brani pienosu akcénich potencidlii blokaci
draslikovych kanali. Aktivita Fosfolipazy A, byla popsana v slindch klistéte 4. americanum
(Bowman et al., 1997), proto je diivod se domnivat, ze by tyto dvé molekuly mohly ptisobit

spole¢n¢ i v slinach klistéte.

Ptiprava rekombinantu v E. coli byla 0spéSnd pouze v pfipadé spojeni nativni
sekvence proteinu s His- tagem, nicméné tento protein nebyl aktivni. To mohlo byt zptsobeno
Spatnym slozenim tercidlni struktury kvtli histidinové kotvé o velikosti 4,1 kDa, jez je ve
srovnani s velikosti nativniho proteinu pomérné velka (9,4 kDa).

Béhem dalSich pokusti o expresi v bakteridlnim systému bez histidinové kotvy i
eukaryotnich systémech (bunky kiec¢ich ovarii a Pichia pastoris) k expresi jiz nedoslo.

Molekularn¢ charakterizované toxiny zrodiny BPTI byly pfipravovany razng.
Kalicludine (Schweitz et al., 1995) z Anemone sulcata byl ptipraven izolaci surového toxinu
z jednotlivych sasanek. Conkunitzin (Dy et al., 2006) z Conus striatus byl pfipraven

chemickou syntézou dvou zvIast’ ptipravenych fragment.

Pii pokusech o detekci nativniho Ixocludinu 2 v klistécich slinnych zlazach a slinach
nebyl pomoci piipravenych protilatek protein detekovan. Protilatky velmi citlivé reagovaly na
Calreticulin, ktery sekretovan do klistecich slin je schopen inhibovat zpiisobenou hemolyzu
(Schroeder at al, 2009). Tento protein neobsahuje Kunitzovu doménu, ani Zadnd jina

sekvencni ¢i strukturni podobnost nebyl nalezena.

Pro dalsi expresi rekombinantiho Ixocludinu 2 by mohl byt pouzit ,,cell- free* systém,
optimalizovany pro pfipravu toxickych ¢i obtizné exprimovatelnych proteinil, zalozeny na
eukaryotnim translacnim aparatu psSeni¢nych zrn ¢i lyzatu z krali¢ich retikulocyt. Dal$im
expresnim systémem je systém baculovirti, kdy se do viru vlozi vektorovy konstrukt a ten je
jim pfenesen do hmyzich liniovych bunék Sf9 (Spodoptera frugiperda). V nasi laboratofi se

tento osveédcil pfi ptipravé cystatinil — inhibitorii cysteinovych protedz (Salat et al., 2002).



5. Zaver:

Byla ziskana celéd sekvence genu kodujiciho Ixocludine 2, proteinu ze slinnych zlaz
klistéte /. ricinus. Tento protein paii do rodiny BPTI — inhibitort serinovych proteaz spolu
s toxiny a blokatory draslikovych kanalii. Sekven¢né je protein vysoce podobny toxinu ze
sasanky Anemone sulcata. Transkripce genu byla pomoci RT-PCR potvrzena pouze ve
slinnych zlazéch, a to paty den sani kliStéte. Byl pfipraven rekombinantni protein
v bakterialnim expresnim systému ve vektoru pET100/D-TOPO® a protilatky imunizaci
kralika. Tento rekombinantni protein byl bohuzel neaktivni. Dalsi pokusy o jeho expresi
v eukaryotnich expresnich systémech neuspély (P. pastoris, Chinese hamster ovary). Muze to
byt zpiisobenou vysokou toxicitou proteinu, jez brani riistu buitkam, jez ho exprimuji aktivni
(glykosylace, spravné slozeni tercialni struktury). Tuto mou hypotézu podporuje i fakt, ze
pfipravit se mi podafilo protein podafilo v bakteridlnim systému, ve kterém byla na protein (o
velikosti 9,3 kDa) navazana histidinova kotva (o velikosti 4,3 kDa), ktera mohla branit jeho

spravnému slozeni a inhibi¢ni aktivite.
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