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Abstrakt

Proteiny obsahujici Kunitz domény jsou nejcastéji inhibitory serinovych protedz. Jejich obecnou
charakteristikou je pfitomnost tii disulfidovych vazeb a relativné mala velikost kolem 6—10 kDa, ale
neziidka se objevuji velké proteiny s n¢kolika Kunitz doménami nebo jsou tyto domény soucasti
komplexnéjsich proteind. Jejich funkce obvykle souvisi s regulaci fyziologickych a proteolytickych
procest, ale i s interakci s patogeny nebo jinymi obrannymi mechanismy, napf. jako soucast hlenu
sasanek nebo jedu hadi a jinych bezobratlych zivoc¢icha.

Zameéfili jsme se na Kunitz proteiny u Eudiplozoon nipponicum, parazita tfidy Monogenea ze zaber
kapra obecného (Cyprinus carpio). V transkriptomu tohoto parazita bylo identifikovano na zakladé
podobnosti s jiz popsanym Kunitz proteinem EnKT1 nékolik dalsich podobnych sekvenci, z ¢ehoz lze
usuzovat, Ze tento parazit vyuziva pro svou specifickou potravni strategii, podobné jako i jini krevsajici
paraziti, celou sadu inhibitort serinovych protedz s riiznymi konkrétnimi funkcemi.

Pomoci PCR bylo né€kolik sekvenci s Kunitz doménou nalezenych v transkriptomu ovétrovano a
ptipadné doplnéno pomoci RACE-PCR. Jeden protein, nazvany EnKCl1, byl nasledné produkovan
rekombinantné expresi v buiikach bakterie E. coli kmenti SHuffleTM a Rosetta Gami B.

U rekombinantniho proteinu s Kunitz doménou byla zjisténa inhibi¢ni aktivita proti chymotrypsinu
(ve shod¢ se specifitou determinovanou urcujici aminokyselinou v aktivnim misté domény) a faktoru
Xa. Naopak zadny vliv nebyl pozorovan na thrombin, kallikrein a plasmin, ani na funkci rybiho ¢i
lidského komplementu pfi lyzi krali¢ich erytrocyta.

Novée charakterizovany protein z parazita E. nipponicum ma v porovnani s predchozim £FnKT]1 jinou
specifitu, je tzv. chymotrypsin-like, tedy inhibuje chymotrypsin, a dale nema tak Siroké spektrum
ucinku. Mohl by se vSak podilet na schopnosti parazita zabranit srazeni krve pfi sani na kaptich Zabrach
nebo pii jejim zpracovani ve stieve.

Kli¢ova slova: Kunitz, antikoagulant, rekombinantni protein, Diplozoidiae, inhibitor, peptidaza,
proteaza, chymotrypsin, faktor X



Abstract

Proteins containing Kunitz domain are mostly inhibitors of serine proteases. Their general characteristic
is the presence of three disulfide bonds and small sizes around 6—10 kDa, although sometimes they
consist of several Kunitz domains or they are part of more complex proteins. Their function is usually
related to the regulation of physiological and proteolytic processes, but also to an interaction with
pathogens or other defense mechanisms, such as being part of the sea anemone mucus or the venom of
snakes and other invertebrates.

We focused on Kunitz proteins in Eudiplozoon nipponicum, a helminth of the class Monogenea
parasiting on gills of common carp (Cyprinus carpio). In the transcriptome of this parasite, several
sequences with Kunitz domain have been identified based on similarities with the one already described
Kunitz protein, EnKT1, suggesting that this parasite, like other bloodfeeding parasites, uses a whole set
of these serine protease inhibitors with other specific functions.

Several sequences with the Kunitz domain found in the transcriptome were verified by PCR and
optionally supplemented by RACE-PCR. One protein, called EnKC1, was subsequently produced by
recombinant expression in E. coli cells of SHuffle™ and Rosetta Gami B strains.

Recombinant protein with the Kunitz domain was found to have inhibitory activity against
chymotrypsin (in accordance with the specificity determining aminoacid at the active site of the domain)
and factor Xa. In contrast, no effect was observed on thrombin, kallikrein and plasmin, nor on the
function of fish or human complement in the lysis of rabbit erythrocytes.

The newly characterized protein from the parasite E. nipponicum has a different specificity
compared to the previously described EnKTI1. It is so-called chymotrypsin-like, ie it inhibits
chymotrypsin, and furthermore it does not have such a wide spectrum of action like EnKT1. However,
it could contribute to the ability of blood intake when sucking on carp gills or processing it in the
intestine of the parasite.

Key words: Kunitz, anticoagulant, recombinant protein, Diplozoidae, inhibitor, peptidase, protease,
chymotrypsin, factor X
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SEZNAM ZKRATEK

(r)EnKTl1 (rekombinantni) Eudiplozoon nipponicum Kunitz trypsin inhibitor 1
(r)EnKC1 (rekombinantni) Eudiplozoon nipponicum Kunitz chymotrypsin inhibitor 1
KTT kunitz type toxin

sig. signalni

ntd nukleotidy

Mw molekulova hmotnost

pl izoelektricky bod

aa (AA) aminokyselina

RSL reactive site loop

AMP Ampicillin sodium salt

IPTG Isopropyl B-D-thiogalactoside

rpm otacky za minutu

dH,O deionizovana voda

SDS-PAGE  sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis

TGS Tris-Glycine-SDS pufr pro elektroforézu
PBS Phosphate Buffered Saline
kDa kilo Dalton; atomova hmotnostni konstanta

SOC Super Optimal Broth, kultivaéni médium



UVOD A CILE PRACE

Kunitz proteiny jsou jednou z nejstudovangjsich skupin inhibitor proteaz, nebot’ se nachéazeji v celé
Skale eukaryotickych organismil a diky svym vlastnostem piedstavuji nejen vhodny cil pro podrobné
studium k pochopeni principti mnoha fyziologickych i patologickych procest a interakci patogen —
hostitel, ale také nabizeji potencial uZziti ve farmakologii.

Tato prace prispiva k rozSifeni poznatki o Kunitz proteinech krevsajicich parazitd, jejichz
specificky zpisob pifijmu potravy s sebou nese potfebu vyporadat se pfedev§im s imunitnimi reakcemi
a reakcemi zabranujicimi ztratam krve hostitele. Zanétlivé procesy, koagulacni kaskada a reakce
komplementu jsou pfednimi znamymi cili té€chto inhibitorti pfedev§im serinovych proteaz, nebot’ prave
v téchto procesech jsou serinové proteazy zapojeny v udrZzovani stalosti vnitiniho prostiedi
(hostitelského) organismu.

Eudiplozoon nipponicum (Goto, 1891) je ektoparaziticky helmint ¢eledi Diplozoidae (tfida
Monogenea) s pfimym vyvojem vazanym na vodni prostiedi. V dospélosti saje krev na zabrach karasii
(Carassius sp.) a kapra obecného (Cyprinus carpio) (Matéjusova et al., 2001) . V této souvislosti je
ovSem nutné zminit recentni praci, ktera izolaty E. nipponicum z kapru prefazuje do nového druhu
E. kamegaii a izolatim z karasi (typovy hostitel) ponechava jméno E. nipponicum (Nishihira a Urabe,
2020). Nicméné, v této praci se piidrzim jména E. nipponicum, a to zejména z toho divodu, ze veskeré
biochemické a molekularni prace (tykajici se pouze izolatti z CR) byly publikovany s ptivodnim nazvem
organismu. Krom¢ toho, izolaty pouZité v této studii nebyly sekvenovany, coz neumoznuje srovnani se
sekvenénimi daty vySe zminenych autord.

E. nipponicum obvykle nezplsobuje u zavazné patologie, pouze u mensich ryb byla popsana
hypochromni mikrocyticka anemie (Kawatsu, 1978).Studium tohoto parazita na biochemické urovni,
vcetné interakci s hostitelem, je oproti objektivné vyznamnéj$im krevsajicim parazitim v pocatcich.
Analyzy transkriptomu a sekretomu E. nipponicum vsak dokazuji ptitomnost fady proteinti potencialné
se ucastnicich regulace hostitelské imunitni odpovédi, koagulacni kaskady a zanétlivych procest (Vorel
et al., 2021). Kunitz inhibitory jsou nanejvys pravdépodobné také zapojeny v téchto reakcich, jak bylo
napt. potvrzeno u prvniho charakterizovaného Kunitz proteinu z tohoto druhu parazita, nazvané¢ho
EnKT1 (Eudiplozoon nipponicum Kunitz trypsin inhibitor 1) (Jedli¢kova et al., 2019). Cilem této prace
bylo najit a charakterizovat dal$i z téchto proteind, nebot’ variabilita Kunitz proteinti souvisi i se
spektrem inhibovanych proteaz a spektrem dalSich vlastnosti majicich vliv na homeostazu hostitelského
organismu i fyziologické funkce parazita.

Pro tuto praci byly vytyCeny nésledujici cile:

1. Vytipovani dalSich potencidlnich Kunitz proteint z transkriptomové databaze E. nipponicum.
Oveéfteni sekvenci DNA kodujicich potencialni Kunitz proteiny pomoci PCR a Sangerova
sekvenovani.
Exprese vybraného Kunitz proteinu v rekombinantni podobé v bunikach E. coli.
4. Charakterizace inhibi¢nich vlastnosti rekombinantniho proteinu:

a. Schopnost rekombinantniho proteinu inhibovat rybi/lidsky komplement.

b. Schopnost rekombinantniho proteinu inhibovat vybrané serinové proteazy zapojené

napf. v regulaci hemostaze a zanétu.

98]



1 LITERARNI UVOD

Proteiny oznacované jako ,,Kunitz inhibitor®, ¢i ,,inhibitor Kunitzova typu‘ (Kunitz domain proteins or
inhibitors) tvofi velkou rodinu inhibitort serinovych protedz. Serinové proteazy jsou regulacni proteiny
vyskytujici se u vSech zivych organismi a participuji na fad¢ biologickych funkci, jako jsou napiiklad
zanétlivé a dalSi imunitni reakce, srazeni krve, traveni, tkanové remodelace, invaze paraziti
do hostitele/buniky atd. (napf. review Shigetomi ef al., 2010; Ranasinghe ef al., 2015). Zarovenl vSak
mohou za urcitych okolnosti svymi u¢inky pro organismus pfedstavovat vyznamné riziko. Proto jsou
inhibitory téchto proteaz dilezitymi regulatory fyziologickych funkci (Laskowski & Kato, 1980).
Proteiny oznac¢ované jako Kunitz (Kunitzova typu apod.) jsou fazeny do dvou skupin. Jedna se o skupiny
12 a I3 (dle databaze MEROPS; Rawlings_et al., 2018). Skupina I3 jsou piedevsim proteiny piivodem
z rostlin charakterizované dle proteinu izolovaného ze s6ji (Kunitz, 1946). Od néasledujici skupiny se
kromée vyskytu a funkce li§i pfedevs§im strukturné (Rawlings et al., 2004).

Skupina 12 je zastoupena prvnim definovanym inhibitorem tohoto typu, inhibitorem trypsinu
izolovanym z hovézi slinivky (bovine pancreatic trypsin inhibitor, BPTI), pozd¢€ji pojmenovanym
aprotinin (Kunitz & Northrop, 1936). Pro tento ikonicky protein byla dale jako prvni z dané skupiny
ziskana proteinova sekvence (Kassell & Laskowski, 1965), trojrozmérna struktura pomoci
krystalografie (napt. Huber et al., 1975; Rithlmann et al., 1973) a byl také jako prvni uméle syntetizovan
(Noda et al., 1971). Nasledujici ptehled se blize zabyva pouze touto skupinou inhibitord, do niZ patii i
nami studované proteiny.

Kunitz proteiny byly popsany u vétSiny vyznamnych skupin organismi, kromé archei (Archaea) a
hub (Fungi) (Rawlings et al., 2004). Ze Zivocichli lze jako vyznamné zastupce jmenovat sasanky,
u kterych je nalézano znacné mnozstvi Kunitz proteind s neobvyklou funkci (napt. Gladkikh et al.,
2012; Schweitz et al., 1995; Wunderer et al., 1981), stejné jako v jedu jinych bezobratlych — napt. stird,
pavouk, plzti. Velkou skupinu tvoii také hematofagni parazité, jejichz Kunitz proteiny jsou spojované
prave se specifickym zpisobem zdroje obzivy. U obratlovcl maji Kunitz proteiny, kromée jedt (hlavné
hadich - napt. Tasoulis & Isbister, 2017) a sekrett t€lesného povrchu (Dong et al., 2019), vétSinou
funkci regulaéni. Byly popsany u ryb (napt. Bathige et al., 2015), ptakt (napt. Nile et al., 2005) i savci
(napt. Ascenzi et al., 2003; Wun et al., 1988). Krom¢ hadich jedt a lidskych regula¢nich proteini vSak
nejsou obratlovéi Kunitz proteiny prili§ studovany.

1.1 Struktura Kunitz proteinu skupiny 12

Obecnou charakteristikou Kunitz proteinii skupiny 12 je vétSinou relativné maléd velikost (60—80
aminokyselinovych zbytkl), jedna aktivni doména a stabilizace pomoci 3 disulfidickych mustkt
rozlozenych v sekvenci v typické topologii (Kunitz & Northrop, 1936; Laskowsi & Kato 1980; Pritchard
& Dufton, 1999), ¢imz se také zasadné 1isi od vySe jmenované skupiny pfevazné rostlinnych inhibitorti
I3 (180 aminokyselinovych zbytki a 2 disulfidické mustky; Laskowski & Kato, 1980).

Sekvence aminokyselin formujici primarni strukturu sleduje u Kunitz proteinl jisty vzorec
s nékolika vice ¢i mén¢ konzervovanymi misty. Aktivni smycka Kunitz domény vézajici se do aktivniho
mista proteazy na zakladé strukturni podobnosti s pfirozenym substratem, je definovana centralnim
usekem P6-P5" (Chand ef al., 2004; S. Ranasinghe & McManus, 2013). Za inhibici uréitych proteaz je



zodpoveédné predevsim okoli aktivniho mista P1 a P1” (Krowarsch et al., 2003), vliv ma vSak i $irsi
okoli, kdy vazbu na protedzu mohou jiné¢ aminokyseliny posilovat ¢i oslabovat (Ascenzi et al., 2003;
Yuan et al., 2008). Fenylalanin v pozici P18 figuruje jako stabilizator vazby, pokud je ptfitomen (Obr. 1).

Obr. 1 Struktura domény Kunitz proteinu (Chand et al., 2004, upraveno). Aminokyseliny aktivniho
mista P6-P5” jsou vyznaceny $ed¢, cysteiny tvorici disulfidické mustky jsou oznaeny CI-CVI.

Primarni struktura Kunitz inhibitort je napfi¢ vSemi doposud popsanymi zastupci neobvykle
variabilni. Malé zmény v aminokyselinové sekvenci mohou zasadné ovliviiovat jak silu inhibujiciho
ucinku, tak i samotnou specifitu k proteaze (pfipadné jinému proteinu) (napf. Chand et al., 2004;
Grzesiak et al., 2000). Z tohoto dGvodu neni neobvyklé, Ze jeden organismus disponuje vétSim
mnozstvim velmi podobnych Kunitz proteinti, které mohou mit rtizné funkce (napt. Gonzélez et al.,
2009).

Sekundarni/terciarni strukturu standardniho Kunitz proteinu lze porovnavat se strukturou popsanou
u BPTI. Jedna se o jeden zakfiveny skladany B-list uchyceny ve smyc¢ce pomoci disulfidickych mustka
s kratkymi a-helixy na koncich. Drobné modifikace v tomto zakladnim motivu pak mohou vést
ke zméné funkce proteinu az do takové miry, ze ztraci svou inhibi¢ni schopnost vii€i proteazam, a ptesto
je stale fazen mezi Kunitz-like proteiny (napft. Paesen ef al., 2009).

Disulfidické mustky obecné proteinim zajistuji vySsi stabilitu a formuji reaktivni smycku
(Creighton, 1984). Zpravidla 6 cysteinovych zbytkid vyskytujicich se ve struktuie Kunitz domény je
oznacovano CI-CVI a disulfidické vazby se tvoti v charakteristické topologii CI-CVI, CII-CIV a CIII-
CV (Obr. 1).

Vyse popsané charakteristické znaky nejsou vsak diky Sirokému spektru Kunitz proteint
stoprocentné konzervované. Velikost proteinu miize zasadn¢ nartist s vy$§im poctem aktivnich domén,
které mohou byt 2, 3, nebo jich mdze byt i mnohem vice, jako v ptipad¢ hlistice Ancylostoma caninum,
jejiz Kunitz protein obsahuje 12 domén, piicemz ne v§echny musi byt vzdy funk¢ni ve smyslu inhibice
protedz (Hawdon et al., 2003). Kunitz domény také mohou byt jen soucasti vétSiho proteinu s jinymi
doménami (napft. Nile et al., 2005).



Typicka trojice disulfidickych mustkd také neni naprostou samoziejmosti. Inhibitory serinovych
protedz z hlistice Ascaris suum maji zcela odliSnou topologii, navic v poctu péti parii cysteint (Bernard
& Peanasky, 1993). Podobnost dalSich Kunitz proteinti s touto zvlastnosti vedlo k vytvofeni celé
skupiny Kunitz proteinii typu Ascaris.

Conkunitzin, Kunitz protein z jedu motského mékkyse Conus striatus, obsahuje jenom 4 cysteiny.
Tteti vazba je zastoupena pouze molekuldrnimi interakcemi (van der Waalsovy sily) a siti vodikovych
mustki, které ji vSak zfejm€ mohou plné nahradit (Dy ef al., 2006). Pfestoze tento protein ztratil svou
pivodni funkci inhibitoru, ziskani nové funkce (blokace iontovych kanal) pravdépodobné s touto
anomalii pfimo nesouvisi, nebot’ experimenty s modifikovanym BPTI potvrdily, Ze vazba cysteint CII-
CIV neni pro spravnou konformaci molekuly za pfirozenych podminek zasadni a protein se i bez ni slozi
spravn¢ (Marks et al., 1987).

Nekteré Kunitz proteiny obsazené v jedech clenovcl zase maji sice 6 cysteind, topologie
disulfidickych mustki vSak klasickému modelu neodpovida, a pfesto jsou silnym inhibitorem
serinovych proteaz (Yuan et al., 2008; Zhao et al., 2011).

1.2 Vztah struktury a funkce

Inhibice serinovych proteaz je zfejmé¢ evolucné ptivodni funkci Kunitz proteinti (Pritchard & Dufton,
1999). Drobné mutace v aminokyselinové sekvenci vedou ke zméné specifity nebo sile ucinku, vznikly
vSak celé podrodiny Kunitz proteind, které mutacemi mimo aktivni misto ziskaly novou funkci — blokuji
iontové kanaly.

1.2.1 Blokovani iontovych kanalui

Malé peptidy, fazené diky podobnosti ve struktufe do skupiny Kunitz proteinti, jsou nalézany
v sekretech mnoha bezobratlych i obratlovci. Jedna se o jedy a slizové ochranné vrstvy na pokoZce.
U téchto Kunitz proteinti dochdzi v evoluci ke zménam funkce, a to v natolik pribézném méfitku, Ze se
zde mohou nalézat Kunitz proteiny jako inhibitory protedz, ale i Kunitz proteiny soucasné riiznou mérou
blokujici iontové kanaly (Kodama ef al., 2020; Tasoulis & Isbister, 2017), a nakonec také Kunitz
proteiny, které jiz funkci inhibice proteaz ziejmé ztratily a jiz maji pouze ucinek pravé na iontové
kanaly.

Kunitz proteiny zvané dendrotoxiny, které se nalézaji v hadich jedech, jsou typické specifické
blokatory iontovych kanalii (Harvey & Robertson, 2004), nicmén¢ stale neni vyloucené, Ze nckteré
z nich jsou také schopné inhibovat néjakou serinovou proteazu, se kterou jen nebyly zatim testované,
jak uz bylo jednou potvrzeno (Yang et al., 2014). Novou funkci malého peptidu zapfi¢inily pouze
drobné zmény v oblasti N-konce aminokyselinové sekvence, ptipadné zmény v B-listu (Katoh et al.,
2000). Urcity KTT (Kunitz type toxin) jedu pavouka Ornithoctonus huwena ma schopnost jak inhibice
serinovych protedz, tak blokovani iontovych kanali. Bodovymi mutacemi bylo zjisténo, Ze pro funkci
blokovani iontovych kanall je esencialni jedna urcita aminokyselina — Leu6. Mutanti v této pozici
o danou funkeci ¢asteéné nebo uplné pfisli. Nemélo to v§ak zadny vliv na funkci inhibice protedz. Tyto
dvé vlastnosti jsou tedy v ramci molekuly peptidu pozi¢n€ oddélené, a proto mohlo v evoluci dochazet
k postupnému piidani nové funkce a posléze ztraté té ptivodni, aniz by dochazelo k zasadni zméné
v sekundarni ¢i terciarni struktufe (Yuan efal., 2008). Diky obecné strukturni podobnosti patii



dendrotoxiny mezi Kunitz proteiny, ackoliv jiz protedzy (pravdépodobné) neinhibuji (Dreyer, 1990;
Dufton, 1985).

Oddélenost dvou funk¢nich oblasti v ramci jedné proteinové struktury umoziuje selekci ve dvou
smérech. KTT v jedech pavouki jsou silngjsi inhibitory proteaz v porovnani s BPTI, jejich schopnost
blokovat iontové kanaly je slaba (Yuan et al., 2008). Naopak u hadich jedu je silnéjsi tlak na blokovani
iontovych kanali, proto se zde objevuji praveé vyse zminéné dendrotoxiny. Hadi maji evidentné vyssi
evoluéni naroky na efektivitu vlastnich obrannych mechanismi, protoze blokace iontovych kanala
zvySuje destrukeni U¢inek jedu (Fry, 2005).

Prvni KTT byl popsan z hada (Strydom, 1973). Prave v jedech hadi celedi Elapidae je nalézdno
znaéné mnozstvi Kunitz proteind, které jsou soucasti jedovych koktejli slozenych z desitek
proteinovych rodin. Inhibitory protedz zde ziejmé plni i jistou ochrannou funkci ostatnich slozek
(Zupunski et al., 2003). Piestoze Kunitz proteiny tvoii obvykle jen par procent z celkového slozeni,
v jedu mamby cerné (Dendroaspis polylepis) je to celych 61 % (Dufton, 1985; Tasoulis & Isbister,
2017).

Dalsi blokatory iontovych kanalti z Kunitz rodiny byly nalezeny napt. v jedech zmijovitych hadu
(Banijamali et al., 2019), pavoukt (Yuan et al., 2008), §tirGi (Chen et al., 2013), moiského plze Conus
striatus (Bayrhuber ef al., 2005; Dy et al., 2006), ve slinach klistéte Rhipicephalus microplus a
R. appendiculatus (Lima et al., 2010; Paesen et al., 2009), v exkrecné-sekrecnich produktech tasemnice
Echinococcus granulosus (F16 et al., 2017) a pocetna skupina byla popsana z povrchového slizu
motskych sasanek (napt. Schweitz et al., 1995; Sintsova et al., 2018; Wunderer ef al., 1981). Tyto
zvlastni popsané skupiny peptidi dostavaji neékteré vlastni specifické nazvy: dendrotoxiny (hadi jedy),
8-KTx (stifi jedy), conkunitzin (homolice Conus striatus) nebo kalicludiny (mofské sasanky).

V naprosté vétsin€ se tyto Kunitz proteiny zaméfuji na draslikové kanaly. Vyjimkou je dvojice
peptidt tasemnice E. granulosus blokujici pH-dependentni sodikové kandly (F16 et al., 2017) a lidsky
bikunin blokujici nenapétové kanaly reagujici na hladinu vapenatych kationtti (Delaria et al., 1997).
Nejbézngji Ize tyto kanaly nalézt na cytoplazmatickych membranach nervovych bunék, proto zminéné
jedy ptisobi nej¢astéji jako neurotoxiny. Draslikové kanaly maji zasadni roli i pfi koagulaci a fibrinolyzi.
Jednotlivé Kunitz proteiny blokujici iontové kandly jsou specifické na konkrétni typ draslikového
kanalu, ¢ehoz se vyuziva ke studiu funkci téchto kanalt ve fyziologii a patofyziologii (Chen et al., 2013;
Harvey, 2001).

1.2.2 Inhibice (serinovych) proteaz

Zna¢né mnozstvi riznych Kunitzovych inhibitorti serinovych proteaz bylo rozdéleno dle strukturni
podobnosti, pozice reaktivni smycky a mechanismu inhibice (Laskowski & Kato, 1980). Kunitz proteiny
funguji pfedevs§im jako reverzibilni kompetitivni inhibitory serinovych protedz. Reaktivni smycka — tzv.
RSL (,,reactive-site loop*) domény Kunitz proteind se zasouva do aktivniho centra proteazy obdobné
jako jeji ptirozeny substrat (Bode & Huber, 1993; Pasqualoto et al., 2014). V jinych piipadech
interaguje s aktivnim mistem protedzy N-konec inhibitoru a dochézi k silnym sekundarnim interakcim
obou proteinti. Takov¢ inhibitory pak byvaji specifické k jinym protedzam, nez je obvyklé (Wei et al.,
1998).

1.2.2.1 Inhibované proteazy
Kunitz proteiny inhibuji pfedevsim proteazy z rodiny S1, které se na zakladé specifické aminokyseliny
v aktivnim misté déli na trypsin-like (podobné trypsinu), chymotrypsin-like (podobné chymotrypsinu)
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a elastase-like (podobné elastaze) (dle databdze MEROPS; Rawlings et al., 2018). V souvislosti s timto
rozdélenim se Kunitz inhibitory oznacuji jako trypsin-like (inhibujici trypsin) a chymotrypsin-like
(inhibujici chymotrypsin), nicméné toto rozdéleni jednoznacné neznamena, ze dany je U¢inny pouze
na vybrané (napf. trypsin-like) proteazy.

Jelikoz specifitu proteazy urCuje konkrétni aminokyselina v aktivni smycce, je mozné specifitu
inhibitoru téZ odhadnout dle vyskytu jistych aminokyselin v pozici P1. Pro Kunitz proteiny inhibujici
trypsin je v misté¢ P1 typicky arginin (R) nebo lysin (K). Leucin (L) se objevuje u Kunitz proteint
inhibujicich chymotrypsin, nebo u téch, které inhibuji ob¢é dané protedzy, ale i téch, které naopak
neinhibuji ani jednu z nich. Krom¢é uvedenych nejcastéjSich aminokyselin se v mist¢ P1 objevuje
né&kolik daliich ojedinélych mutaci. Uginek Kunitz proteinu na konkrétni protedzy tak nelze s jistotou
odhadnout pouze na zaklad¢é zndmé sekvence, a ptedevsim vliv na jiné protedzy nez samotny trypsin a
chymotrypsin je nutné experimentalné ovétit. Oznaceni trypsin-like a chymotrypsin-like tedy
nerozdéluje proteiny do dvou oddé€lenych kategorii.

Dalsi proteazy, které jsou Kunitz proteiny ¢asto inhibované, jsou napf. elastaza, kallikrein, faktor X,
plasmin, v mens$i mife trombin, serinové katepsiny, popi. i dalsi. Tab. 1 ukazuje, ze dany Kunitz protein
muze inhibovat riizné serinové (i cysteinové) protedzy i iontové kandly bez ohledu na aminokyselinu
v pozici P1.

Dle samotné sekvence aminokyselin reaktivni smycky Kunitz proteinu nemtzeme ptesné urcit, jaké
proteazy je protein schopen inhibovat. Jak bylo prokdzano v mnoha studiich (napt. Grzesiak et al.,
2000), kazda bodova mutace v okoli P1 a P1” mlize vést ke snizeni, zvySeni i ztrat€ inhibi¢ni schopnosti,
pfipadné i k ziskani funkce nové. V urCité mife je mozné Kunitz proteiny rozdélit do skupin dle
podobnosti sekvenci (tzv. klastrii na zdkladé homologie), a v ramci téchto skupin lze vypozorovat
podobnéjsi vlastnosti (Pritchard & Dufton, 1999). Jednotlivé proteiny z takovychto skupin vSak
pochazeji i ze zcela neptibuznych zivocichi, coz znamena, Ze v evoluci Kunitz proteiny mutuji pomérné
rychle a snadno, a tak dochdzi k funk¢ni konverzi.

Navzdory piivodnimu piedpokladu, Ze Kunitz proteiny jsou vyhradné inhibitory serinovych proteaz,
jsou jiz znamy takové, které inhibuji cysteinové protedzy, nebo dokonce oboji (Kodama et al., 2020;
Smith et al., 2016). Rekombinantni proteiny s bodovymi mutacemi prokazaly, Ze za vazbu na cysteinové
proteazy muze byt zodpovédna jedind aminokyselina — v pfipadé Kunitz proteinu FnKT1.1 inhibujiciho
vyhradné katepsiny (vCetné cysteinové proteazy katepsinu L) se jedna o arginin v misté P4” (Smith ez al.,
2020). Zaroven popsana inhibice nikoliv reaktivni smyckou, ale N-koncem (viz kap. 1.2.2.2
Mechanismus inhibice), nebo ziskani nové funkce — blokovani iontovych kanalii, vede k zavéru, ze
variabilita G¢inkti Kunitz proteinti mize byt mnohem vétsi, nez zjistujeme omezené cilenymi pokusy.



Tab. 1 Kunitz proteiny a jejich inhibi¢ni aktivita. Vybrané Kunitz proteiny (pro kompletni tabulku viz
Piilohu 2) jsou rozdéleny do skupin dle aminokyseliny v pozici P1. Cervené pole = inhibitor byl testovan
s negativnim vysledkem; zelené pole = inhibitor byl testovan s pozitivnim vysledkem, modré pole = potvrzena
inhibice iontovych kanald.

c ~ > aavP1
g 3l g
& c £le ~
c|ls| |3|g|£/g 5%
2 E T2 5 L2 E R AR Lys Leu
nazev zdrojovy organismus g5 X258 B LS (R)  (K) (L) jiné
Ra-KLP Rhipicephalus appendiculatus R
Bikunin Homo sapiens R
EnKT1 Eudiplozoon nipponicum R
FhKT1.3 Fasciola hepatica R
disagregin Ornithodoros moubata R
Amblin Amblyomma hebraeum K
HNTX-XI Ornithoctonus sp. K
TdPI Rhippicephalus appendiculatus K
NNAh Naja naja K
dendrotoxin Dendroaspis sp. K
Fh-KTM Fasciola hepatica L
EgKl-1 Echinococcus granulosus L
Eg KU-3 Echinococcus granulosus L
C/E-1 Ascaris suum L
FhKT1.2 Fasciola hepatica L
TAP Ornithodoros moubata D
savignin Ornithodoros kalahariensis E
BmClI Rhipicephalus microplus Y
AceKlI-1 Ancylostoma ceylanicum M
bicolin Vespa bicolor Q
EgKU-1 Echinococcus granulosus Q
conkunitzin Conus striatus T

1.2.2.2 Mechanismus inhibice

Kunitz proteiny obecné patii do skupiny kompetitivnich inhibitor (Laskowski & Kato, 1980). Jejich
smycka aktivni domény funguje podobné jako substrat pro cilovou proteazu, pricemz silna nekovalentni
vazba nevede ke strukturnim zménam a casem dochazi k jeji disociaci. Vazebné misto proteazy pro
substrat je tak po uréity Cas blokovano, a proto nedochazi k zastaveni reakce, ale pouze k jejimu
zpomaleni. Variace aminokyselin v aktivnim misté pak predstavuji ruzné konformace
aminokyselinovych zbytkt, které interaguji s okolim aktivniho mista protedzy a ovliviiuji vazebnou
konstantu komplexu pro urcitou protedzu (Grzesiak et al., 2000).

Jinym zptisobem vSak funguje TAP faktor inhibujici fXa, a také ornithodorin a dalsi ortologni
proteiny inhibujici trombin (Mans et al., 2008). Do aktivniho mista proteazy se nevaze smycka aktivni
domény téchto Kunitz proteint, ale jejich N-konec (Van De Locht ef al., 1996; Wei et al., 1998),
ptipadné dalsi casti proteinu mimo Kunitz domény (Mans ef al., 2002b). Dochéazi k nekompetitivni
inhibici, které se ucastni i Siroké okoli této aktivni oblasti inhibitoru, a dochazi tak k velmi silné vazb¢.
U téchto Kunitz proteind zatim ani nebyla odhalena reakce s jinou protedzou, takze tento mechanismus
inhibice je zfejmé zcela specificky. Stejnym zptisobem funguje 1 hirudin inhibujici trombin, ten vSak
nepatfi mezi Kunitz proteiny. Boophilin, jiny Kunitz protein, také inhibuje trombin, ale naopak C-
koncem, i kdyz slab&ji — mozna také proto, ze je schopny, na rozdil od vySe zminénych zastupcd,
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inhibovat vice proteaz (Macedo-Ribeiro et al., 2008). D4 se tedy fici, Ze tento zatim malo prozkoumany
zpusob inhibice je typicky pro nekteré krevsajici parazity, konkrétné klistata (Krowarsch et al., 2003).

1.3 Biologické funkce

Pisobeni Kunitz proteint Ize rozdé€lit na exogenni — predev§im jako soucast jedii a povrchovych
ochrannych sekretli, a endogenni, tedy regulujici reakce vnitiniho prostfedi organismu, z néhoz
pochazeji. Biologickou funkci je mozné odvodit z kombinace spektra inhibujicich proteaz a lokalizace
pusobeni v ramci organismu, pfipadné specifity casové periody vyvoje jedince. Obecné plati, ze Kunitz
proteiny interferuji Casto s krevnimi slozkami, kde jsou serinové protedzy soucasti kaskad aktivace
imunitni odpovédi (zanétlivé procesy, komplementova kaskada) a tvorby krevnich srazenin.

Jedy a ochranné sekrety na povrchu bezobratlych Zivocichli obsahuji velké mnozstvi riznych
chemickych sloucenin. Kunitz proteiny byly odhaleny v mnoha téchto chemickych koktejlech, a proto
lze ptedpokladat, Ze jsou velmi bézné napfi¢ celou zZivocisnou fisi. Nejveétsi pozornost ziskavaji Kunitz
proteiny z hadich jedd, které maji casto také schopnosti inhibovat iontové kanaly. Genetické mutace,
pfirodni selekce a geneticky drift modelovaly proteom jedu kazdého druhu k dosazeni idealni toxicity
v souladu s kofisti i predatory (Tasoulis & Isbister, 2017).

Unikatni vyzkum Kunitz proteinu mlze Hyriopsis cumingii prokazal vliv tohoto inhibitoru
na biomineralizaci perletové vrstvy schranky, a tim padem i tvorbu perel, cozZ je také zptisob ochrany
mlzl pfed nezadoucimi cizimi objekty (Jin et al., 2019).

U mnoha druhil bezobratlych byly popsany Kunitz proteiny s antibakterialnimi a antimikrobialnimi
ucinky. Takovou ochranu muze vyzadovat naptiklad larva uzaviena v kokonu; snovaci Zlazy larvy
bource morusového Bombyx mori obsahuji Kunitz proteiny chranici vlakna kokonu pted mikroby a
predatory (Kurioka et al., 1999; Nirmala ef al., 2001).

Antibakterialni u€inky proti mnoha vybranym bakteriim byly popsany také u luxuriosinu, Kunitz
proteinu z asijského tesatika Acalolepta luxuriosa, ktery navic inhibuje rist a mnozeni spor houby
napadajici ryzi (Ueda ef al., 2005). Vyskyt endogennich Kunitz proteini bezobratlych muze také
souviset s regulaci fenoloxidazové kaskady, ktera se v principu podoba koagula¢ni kaskade¢, ¢astému
cili t€chto inhibitord (Aso ef al., 1994).

Endogenni proteiny s Kunitz doménami obratlovcti maji ziejmé komplexngjsi ucinky piedevsim
potvrzuji roli téchto multidoménovych proteint pii ndkaze bakteriemi (Bathige ef al., 2015; Nile et al.,
2006). Zasadni je zde vyzkum vlastnosti prvniho popsaného Kunitz proteinu této skupiny — BPTI, a dale
lidskych Kunitz inhibitor(, naptiklad bikuninu nebo TFPI. Aprotinin neboli BPTI je pfedmétem zajmu
jiz mnoho desitek let, pfedevs§im i diky svému vyuziti v 1ékatstvi. Jeho G¢inky byly popsany nejen
v souvislosti s inhibici fady homolognich serinovych proteaz, ale také je velmi podrobné znam
Kunitz protein, ktery kromé G¢inné inhibice fady serinovych proteaz také zabranuje tvorbé mocovych
kament regulaci hladiny vapenatych iontt (Delaria et al., 1997; Fries & Blom, 2000). Mnoho dalSich
pozorovanych vlastnosti naznacuje, Ze hraje mimo jiné roli v ochrané orgénii pred poSkozenim béhem
zanétlivych reakci nebo v potlaceni invaze rakovinnych bunék a metastazi (Shigetomi et al., 2010).
TFPI (Tissue Factor Pathway Inhibitor) zdsadnim zptsobem reguluje koagula¢ni kaskadu inhibici

11



faktoru Xa, ktery se nachazi v centralni pozici stietu riznych aktivac¢nich cest a transformuje protrombin
na klicovy trombin (Davie ef al., 1991). Mimo to byla také potvrzena schopnost TFPI inhibovat aktivaci
komplementu (Keizer et al., 2015), coz svéd¢i o provazanosti systémi vrozeného imunitniho systému.

1.3.1 Parazitarni Kunitz proteiny

Kunitz proteiny jsou odhalovany i v celém spektru parazitickych Zivoc€ichi. Pro mnoho druhti parazitd
je zasadni prezit nebo urcity Cas migrovat v tkanich hostitele, a tudiz se potfebuji chranit pied
hostitelskymi obrannymi mechanismy. Parazitismus je také specificky zptisob zZivota Casto vyuzivajici
jako hlavni slozku potravy krev hostitele. Tak jako si potencialni hostitel vytvofil obranné mechanismy
proti naruseni vlastnich tkani a ztraté krve, musel si i parazit vytvofit ucinné prostfedky, jak tyto
prekazky pirekonat. Také diky tomu jsou Kunitz proteiny paraziti idedlni pro vyzkum jejich
proménlivosti a spektra U€inki, protoze diky potifebé rychlé odpovédi na evoluéné vylepsenou
hostitelskou obranu podléhaji silné mutacni rychlosti (Von Brand, 1966).

Protoze obrana hostitele je zajistovana z velké Casti kaskddami reakci proteinil a protedz, inhibitory
protedz jsou ve velkém exprimovany naptiklad ve slinnych zlazach nékterych parazitii a usnadiuji jim
ptijem krve. Kunitz proteiny patii mezi zasadni skupiny téchto inhibitorti protedz, spolecné naptiklad
s cystatiny nebo serpiny (Martins et al., 2020).

Znalosti vyskytu Kunitz proteinti u ektoparazitti vyjma klist'at jsou mizivé. Zcela jist€ se u hmyzu
také podileji na regulaci endogennich reakci bez ohledu na paraziticky zptisob Zzivota, jako je to
predpokladano u proteinu ziskaného z téla bodalky malé (Haematobia irritans irritans) (Azzolini et al.,
2004). Nicméné¢ zde nelze vyloucit, Zze vzhledem k pritomnosti mimo jiné v hlavové ¢asti této mouchy
muze jit také o slozku sekretu slinnych 714z, které ¢asto vylucuji latky zabranujici srazeni krve pii jejim
sani. Ze slinnych zlaz muchnicky Simulium vittatum byl izolovén silny Sirokospektry inhibitor
Kunitzova typu simukunin (Tsujimoto et al., 2012), ktery potvrzuje pravé souvislost s parazitickym
zpusobem zivota. Simukunin skrze inhibici n€kolika faktorti zabranuje koagulaci krve, ¢imz je umoznén
jeji prijem bez obstrukci s krevnimi srazeninami. Detekce Kunitz proteinu v krevsajicim plzi Colubraria
reticulata (Modica et al., 2015) dokazuje silnou asociaci téchto malych peptidt s krvi jako zdrojem
potravy.

Ackoliv se na zékladé dosavadnich znalosti da usuzovat, ze Kunitz proteiny jsou nedilnou slozkou
témer vSech organismi, vyzkum souvislosti s parazitickym zpiisobem Zivota se zaméfuje predevsim
na zdravotné ¢i veterinarn¢ vyznamné druhy, a to hlavné klistatovce (Ixodida) a vybrané parazitické
cervy.

1.3.1.1 Kunitz proteiny klistat

Klistata jsou vyznamnym patogenem jak v humdanni, tak veterindrni mediciné pfedevs§im jako pfenaseci
mnoha nemoci. Pochopeni a charakterizace jejich chemické vybavy zajistujici ispesné sani, preziti a
pienos infekce je proto zasadni pii snaze eliminovat negativni vlivy jejich globalniho vyskytu, nebot’ se
tim da odhalit moznost naruSeni téchto zivotné dilezitych procest.

Nekolik desitek Kunitz proteinii bylo odhaleno u mnoha druhti pfevazné z Celedi klistatoviti
(Ixodidae) (Tab. 2). Sekvencni analyzy ukazaly, Ze variabilita Kunitz proteind je zde oproti ¢eledi
klistdkoviti (Argasidac) mnohem veétsi a objevuji se i multidoménové Kunitz proteiny nebo proteiny
s pozménénou funkei az k blokaci iontovych kanalti (Dai et al., 2012). U klistakovitych se zase naopak
vyvinul specificky zplsob inhibice N-koncem peptidu misto aktivni Kunitz doménou. Jedna se napf.
o TAP inhibujici faktor Xa (Waxman et al., 1990) a dale ortologni inhibitory se dvéma doménami
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savignin (Mans ef al., 2002b), ornithodorin (Van De Locht et al., 1996) a monobin (Mans et al., 2008)
vazajici se na trombin.

Témet vSechny popsané Kunitz proteiny klistat jsou schopné interferovat s koagulaci v krvi inhibici
riznych komponenti koagulacni kaskady. Nejcastéji se tyto inhibitory zaméiuji na plasmin a prekvapive
i trombin, ktery je cilem Kunitz proteint zfidkakdy. V mensi mife jsou cilem faktor Xa, faktor Vlla
nebo faktor XlIla, nebo inhibitor interaguje s dal§imi aktivaénimi proteiny kaskady. Savignygrin inhibuje
integrin allbB3, ¢imz zabrafiuje destickdm vazat se na fibrinogen (Mans et al., 2002a). V nékterych
ptipadech, jako je tomu u Rhipilinu-1 (Gao etal., 2011) nebo HA1l (Zhang et al., 2017), byly
antikoagulacni G¢inky potvrzeny, zatim vSak neprobe¢hl test specifity proti konkrétnim serinovym
proteazam.

Kromé¢ podpory pii ziskavani krve z hostitele se Kunitz proteiny podileji na podpofe traveni krve
v travicim traktu klistatovcd (Ceraul et al., 2008; Miyoshi et al., 2010), kde mimo jiné také mohou
zabranovat jejimu srazeni (Lai ef al., 2004).

Kromé srazlivosti krve se kliStata musi vyrovnat i s imunitni obranou hostitele. I na této fronté hraji
Kunitz proteiny svoji roli. V této souvislosti byla popsana inhibice B-tryptazy, naptiklad proteiny TdPI
druhu Rhipicephalus appendiculatus (Paesen et al., 2007) nebo tryptogalininem z klistéte Ixodes
scapularis (Valdés et al., 2013). B-tryptaza je serinova proteaza specifickd pro zirné bunky a hraje
vyznamnou roli béhem zanétlivych reakci a remodelace tkani.

Nejasny vyznam zde maji prekvapiveé aktivatory/inhibitory iontovych kanalid. Ra-KLP je obsazen
ve slindch klistéte Rhipicephalus appendiculatus a je sekretovan do rany na pocatku sani, coZ naznacuje
mozny vliv na prvotni imunitni reakce hostitele. Nelze vSak vyloucit, Ze ma parakrinni vliv ptimo
na bunky slinnych 714z parazita (Paesen et al., 2009). Také je mozné, Ze ptisobi jako lokalni anestetikum,
coz bylo potvrzeno u jinych (ne Kunitz) inhibitor iontovych kanalii parazitického hmyzu (Dan ef al.,
1999).

Ani u Kklistat nechybi antibakteridlni funkce Kunitz proteinti. KliStata pfenadSeji mnoho
nebezpeénych bakterii nebo jinych patogent a ukazuje se, ze zvySena exprese Kunitz proteint je ¢asto
asociovana prave s nakazou klistéte jako obrana proti infekci. IrSPI je dokonce nejvice up-regulovany
protein pii infekci klistéte Ixodes ricinus bakterii Bartonella henselae (Liu et al., 2014). DvKPI je
Kunitz protein branici bakterii Rickettsia montanensis nadmérné¢ kolonizovat buiky klistéte
Dermacentor variabilis (Ceraul et al., 2011)
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Tab. 2 Kunitz proteiny kli§t’at a jejich inhibi¢ni aktivita. Vybrané Kunitz proteiny (pro kompletni seznam viz
Ptilohu 2). Cervené pole = inhibitor byl testovan s negativnim vysledkem; zelené pole = inhibitor byl testovan
s pozitivnim vysledkem, modré pole = potvrzena inhibice iontovych kanald.

=
=
EHREEE
nazev Kunitz - E ,.Fs ?_ = E, E
zdrojovy organismus proteinn b;_f -Trﬂ; E % E 2 E
Eeled Argas monolakensis monaobin
Argasidae |Ornithodoros kalahariensis savignin
Ornithodorss kalahariensis savigny grin
Ornithodorses moubata ornithodonn
Ornithodares moubata TAP
Ornithodoros moubaia disagregin
Seled Inodidae | dmblvommea cajennense Amblyomin-3
Amblvomma hebrasum Amblin
Dermacentor variabilis EPIs (K1)
Haemaplyysalis longicornis HIChI
Haemaplysalis longicornis Hemalin
Haemapiyvsalis longicornis HIMEKT
Hasmaplysalis longicornis haemaphysalin
Haemaplyysalis longicornis haesmangin
Hyalomma asiaticum HAITl
Ixodes ricinus Ir3P1
Ixodes ricinus Ir-CPI
Eodes scapularis tryptogalinin
Iodes scapularis Ixolaris
Rhipicephalus microplus EmTI-A
Rhipicephalus microplus BmTI-4
Rhipicephalus microplus Boophilin
Rhipicephalus microplus EmTI-D
Rhipicephalus microplus EmTI-2
Rhipicephalus microplus BmTI-3
Rhipicephalus microplus BmTI-B
Rhipicephalus microplus EmCI
Rhipicephalus appendiculatus  |Ra-KLP
Rhipicephalus appendiculatus | TdPI
Rhipicephalus hemaplysaloides |Bhipilin-1
Rhipicephalus hemapinsaloides |Fhipilin-2

Cilené umléeni genu pro Kunitz protein obvykle vede k vyznamné zhorSené schopnosti sat, redukci
poctu vajicek nebo dokonce ke sniZeni schopnosti pfeziti parazita (napi. Alim et al., 2012). Jedna se
bud’ o zamezeni uspésného sani v souvislosti s obranou hostitele, nebo potlaceni vlastnich obrannych
reakci proti infekei jinymi patogeny. V kazdém ptipade¢ tento jev vybizi k moznostem farmakologického
vyuziti Kunitz proteind proti nebezpeénym onemocnénim piendsenym klist'aty.

1.3.1.2 Kunitz proteiny helmintu
Celkem 386 Kunitz proteinti bylo identifikovano napti¢ 44 sekretomy ruznych helmintti (Cuesta-Astroz
et al.,2017), coz indikuje jejich obecné nezastupitelnou roli v preziti jedince. Vyznamné jsou predevsim

14



v interakci parazitického Cerva s hostitelem, a to jak béhem invazni ¢asti, tak pfi dlouhodobém pfezivani,
ptijmu potravy a reprodukeci.

Biologickou funkci Kunitz proteinu lze ptiblizné odvodit z jeho lokalizace v urcitém zivotnim stadiu
cyklu daného Zivocicha. Tasemnice Echinococcus granulosus je vybavena celym spektrem rtiznych
Kunitz proteinti fungujicich v riznych fazich zivota; nékteré jsou vylucovany larvami (tedy pied infekci
definitivniho hostitele), n¢které protoskolexy (tedy béhem infekce definitivniho hostitele), jiné béhem
prezivani dospélce v definitivnim hostiteli a dalsi jsou vysoce exprimované v onkosfére, a tedy ziejme
pomahaji uspésnému vylucovanim vajicek z definitivniho hostitele (Gonzalez et al., 2009; Ranasinghe
et al., 2015c). Podle toho se také 1isi ve spektru inhibovanych proteaz a slabé ¢i nefungujici inhibitory
ziejmé& budou ucinkovat také jako blokatory iontovych kanald (Fl16 et al., 2017). Mnozstvi riznych
Kunitz proteind, které E. granulosus vyuziva v boji o své preziti, napovida, Ze zde byla evoluéné zvolena
strategie specializace téchto peptidi pro specifické potfeby tohoto parazita v riznych fazich zivotniho
cyklu.

Jinym vyznamnym helmintem vyuzivajicim fadu Kunitz proteind je Fasciola hepatica. FAKTM
potlacuje aktivaci zanétlivych procest ptisobenim na dendritické bunky svého hostitele, ¢imz vyrazné
moduluje imunitni odpovédi (Falcon ef al., 2014). Rada dalsich Kunitz proteindi je nejzastoupenéjsich
v nové excystovanych juvenilech, coz napovida, Zze napomahaji infekci definitivniho hostitele (Smith
et al., 2020). I zde doslo k funkénimu posunu a 3 Kunitz proteiny (ptivodné popsané jako jeden) maji
mimo jiné i vyjime¢nou funkci inhibice cysteinové proteazy katepsinu L (Smith ez al., 2020).

Podobn¢ intenzivné jsou studovany Kunitz proteiny schistosom. Oproti pfedchozim druhtim jich
sice nebylo podrobné popsano velké mnozstvi, zato vSak jsou zde provadény mnohem komplexngjsi
analyzy dokazujici, ze i jediny Kunitz inhibitor vykazuje esencialitu jeho existence pro preziti parazita.
SmKI-1 motolice Schistosoma mansoni reguluje vyvoj jedince (transformaci na schistosomula), je
sekretovan béhem zanétlivych reakei hostitele k jejich potlaceni, inhibuje migraci neutrofildi, brani
srazlivosti krve a redukuje poskozeni tkani (Ranasinghe et al., 2015a). To vSe jsou jevy, které pomahaji
motolici pfezit ve specifickém prostfedi krevniho feciste, tispésné€ se reprodukovat a zajistit, aby
vyprodukovana vajicka méla vhodné podminky pro tnik z téla hostitele.

Schistosoma japonicum také disponuje vyznamnym Kunitz proteinem SjKI-1 detekovanym
v tegumentu dospélct, v exkreéné-sekrecnich produktech dospélce, pod skofapkou vajec, minimalné
vSak ve schistosomulech a cerkariich, podobné jako tomu je u SmKI-1. Antikoagula¢ni G¢inky tohoto
motolice obsahuje fadu proteinti s podobnou sekvenci, takze 1ze ptedpokladat, ze SjKI-1 neni jedinym
Kunitz proteinem v jeji vyzbroji (Ranasinghe et al., 2015b).

Kunitz proteiny hlistic vétSinou spadaji do specifické skupiny, ktera se od klasické topologie Kunitz
proteind li§i a samotné proteiny mezi sebou sdili pouze ¢aste¢nou sekvenéni shodu. Presto vSechny
popsané¢ Kunitz proteiny, respektive Kunitz proteiny skupiny Ascaris, jsou inhibitory serinovych
proteaz. Jejich funkce je zfejme€ mifend proti travicim enzymtim stfeva hostitele, nebot’ jejich mnozstvi
nardsta v larvach 3. stadia a kulminuje v dospélcich, kde se nalézaji pod kutikulou (Chu ef al., 2004).

U nékolika druhti rodu méchovcet (Ancylostoma) bylo zjisténo, ze samci produkuji znateln€ vétsi
mnozstvi daného Kunitz proteinu nez samice. Jako mozné vysvétleni se mize nabizet, zZe zajistuji
ochranu kromé sebe také samicce, ktera tak mize vice energie vlozit do reprodukce (Costa et al., 2009),
prestoZze tito parazité neziji v parech, jako je tomu u motolic rodu Schistosoma, u kterych je tato strategie
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genderové nevyvazenosti dobfe popsana. Zda je vSak takova kooperace mozné i u meéchovct, je tieba
podrobit hlubsimu vyzkumu.

Nelze pominout vliv Kunitz proteind hlistic na imunitni systém hostitele. Entomopatogenni
Steinernema carpocapsae sekretuje Kunitz protein, ktery béhem penetrace a migrace v hostitelském téle
prispiva k pfekonani imunitni obrany tim, Ze zabranuje agregaci hemocytt (Toubarro et al., 2013).

Z dalSich parazitickych cervii je tfeba jmenovat podrobn¢ charakterizovany protein EnKT1
zabrohlista Eudiplozoon nipponicum, ktery je experimentalnim modelem pouzitym i v této praci. Protein
EnKT1 je typickym zastupcem rodiny Kunitz inhibitort — bez signdlni sekvence obsahuje 96
aminokyselin, 3 disulfidické mustky a typickou aminokyselinu v pozici P1 (arginin). Inhibuje trypsin,
plasmin, kallikrein a faktor Xa a imunolokalizace pomoci protilatek i RNA in situ hybridizace prokazala
jeho produkei v travicich buiikach, ze kterych je pravdépodobné sekretovan do stfeva, odkud se mozna
dostava do rany na zabrach kapra (Cyprinus carpio), svého hostitele. Vzhledem k potvrzené schopnosti
inhibovat koagula¢ni kaskadu a také aktivaci komplementu, hraje tento protein pravdépodobné roli
nejen pii ziskavani a zpracovani potravy, ale i pfi ochran¢ gastrodermis parazita pred komplementem
hostitele (Jedlickova et al., 2019).

1.4 Praktické vyuziti/vyznam

Kunitz proteiny se ukazuji jako vyznamné pro fungovani a piezivani zivych organismu. Jejich
charakterizace jednak odhaluje principy mnoha biologickych pochodt, jednak nabizi moznost uziti
téchto relativné malych, i€¢innych molekul ve farmakologii. Vhodnost také dokazuje vyzkum potvrzujici
vysokou stabilitu i v extrémnich podminkach (Alim et al., 2012; Gonzalez et al., 2009; Moses & Hinz,
1983).

Pti znalosti sekvence Kunitz proteinu Ize bodovymi mutacemi vyrazné ovliviiovat funkci
rekombinantniho proteinu, a to snizit, ale i zvysit uc¢inek na konkrétni protedzu (Grzesiak et al., 2000).
Pii zjistovani, ktera konkrétni aminokyselina ma v dané sekvenci vliv na danou funkci, si Ize snadno
piedstavit uméle vytvoreny protein ,,na miru“ pozadavkim. Napiiklad BmTIsint je synteticky protein
vytvoreny na zakladé dvou Kunitz proteint z klistéte Rhipicephalus microplus. Tato fize vedla mimo
jiného k ziskani schopnosti inhibovat cysteinovou protedzu katepsin L, coz ani jeden z origindlnich
proteind nedokazal (Sasaki et al., 2006).

Jelikoz Kunitz proteiny Casto interferuji s koagulacni kaskadou, nabizeji se jako mozny vhodny
antikoagulant. BPTI byl prvnim popsanym zivo¢isnym Kunitz proteinem a pod ndzvem aprotinin je
pouzivan béhem chirurgickych zakrokii s velkou potencialni ztratou krve (transplantace, operace srdce)
pro snizZeni srazlivosti a potlaceni zanétlivych reakci v mimotélnim ob&hu (Ascenzi et al., 2003). TFPI
je podobny Kunitz protein, ale navic lidsky. V roce 2008 bylo ukonceno testovaci uzivani
rekombinantniho proteinu zaloZeném na TFPI, inhibitoru kallikreinu jménem Ecallantide (DX-88), pfi
obdobnych operacich. Kromé toho je vyuZzivan k 1é¢b¢ hereditarniho angioedému (Lehmann, 2008).

Mnoho popsanych funkci Kunitz proteinli pfedstavuje potencial pro aplikaci v medicing. Kromé
inhibice konkrétnich proteaz a casto vlivu na srazlivost krve jsou odhalovany dal$i ucinky s vysokym
potencidlem — napfiklad inhibice tvorby vlasecnic (Soares et al., 2016), bakteriostatické (napt. Ceraul
et al., 2008) nebo protizanétlivé ucinky (Shigetomi et al., 2010).
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Jako vyznamné slozky hadich jeda lze na tyto Kunitz proteiny také pohlizet jako na mozné cile pii
vyvoji specifickych antisér, zvlast’ u druhii ¢lovéku velmi nebezpecnych hadii. Dendrotoxiny a funkéné
ptibuzné Kunitz proteiny jsou navic vyuzivany ke studiu fyziologie a patofyziologie iontovych kanalt,
protoze Casto byvaji vysoce specifické k ur¢itému typu té€chto kanalti (Chen ef al., 2013; Harvey, 2001).

Protoze mnoho popsanych Kunitz proteinti bylo oznaceno za zivotn¢€ dulezité pro fadu parazitujicich
organismu, jejich cilend eliminace pfedstavuje UCinny nastroj pro obranu pfed témito patogeny.
Vakcinace hostitelského zivocicha podle dosavadnich vysledkii mize vést k ¢aste¢né ochrané pred
parazitem a ke zhorSeni prospivéani parazitujiciho organismu. Napiiklad vakcinace mysi Kunitz
proteinem druhu Schistosoma mansoni SmKI-1 vede k redukci poctu dosp€lctt motolice v krvi az o 33
% a menSimu poctu vajec nalezenych ve stfevech, jatrech i vykalech, coz pfedstavuje urcitou miru
ochrany pted schistosomoézou (Ranasinghe & McManus, 2017). Lepsich vysledkil bylo dosazeno, kdyz
misto celého Kunitz proteinu byl pouzit pouze C-koncovy fragment, a naopak nulové vysledky poskytla
vakcinace pouze ¢asti proteinu s Kunitz doménou (Morais et al., 2018), coz sice ponékud degraduje
potencial Kunitz proteinti, nicméné porad cesta k dosaZeni optimalnich vysledkl zavisi na prvotnim
vytipovani a charakterizaci novych proteint. Pozitivni vysledky pfinesly také pokusy s dalsimi Kunitz
proteiny pouzitymi jako vakcina. Imunizace turd Kunitz proteiny BmTIs nasledné snizila pocet klist'at
Rhipicephalus microplus schopnych uspésné sat o téméf 70 % a jako nasledek se také vyrazné snizila
produkce jejich vajicek (Andreotti ef al., 2002). Kiedci, ktetfi dostali davku rekombinantniho proteinu
AceKI, sice 1 po infekci hlisticemi Ancylostoma ceylanicum trpéli anémii, ale nezpozd’ovali se v rtstu
v disledku nedostatku Zivin v porovnani s neinfikovanymi jedinci (Chu ef al., 2004). Obdobné pokusy
by se teoreticky mohly provadét s vétSinou parazitarnich Kunitz proteini a v budoucnu budou jisté
stejnym zplisobem otestovany moznosti dalsich.

Zhoubny uc¢inek na nebezpecné parazity mohou mit i druhové zcela nesouvisejici Kunitz proteiny.
Jako velmi uc¢inny se projevil Kunitz protein sasanky Stichodactyla helianthus ShPI-1, ktery za urcitych
podminek in vitro zcela zlikvidoval trypomastigoty i epimastigoty parazita Trypanosoma cruzi, pivodce
Chagasovy choroby vyskytujici se v Latinské Americe (de Almeida Nogueira et al., 2013). D4 se tedy
fici, ze mnozstvi doposud popsanych Kunitz proteinti nabizi vskutku mnoho zatim netusenych moznosti.

Jiné objevené vlastnosti vedly k rozsahlym studiim o vyuziti Kunitz proteind k 1é¢bé rakoviny.
Jejich vyhoda je, Ze cilen€ inhibuji nebo rovnou usmrcuji rakovinné bunky a neposkozuji okolni zdravé
tkané. Takové ucinky byly pozorovany naptiklad u EgKI-1 inhibujicitho migraci a redukujiciho rtst
nadoru rakoviny prsu a melanomu v mySich modelech (Ranasinghe ef al., 2018a; Ranasinghe ef al.,
2019). Selektivni apoptézu nadorovych bun€k neuroepitelidlniho nadoru mozku pii testech na kulturach
potvrdil 1 Kunitz inhibitor klistéte Amblyomma cajennense Amblyomin-X (Pavon et al., 2019), ktery je
navic uz 1 ve fazi preklinickych testd redukce plicnich metastazi a melanomu (Maria et al., 2019).
Klasicka chemoterapie se ¢asto potyka se vznikem trombozy u 1é€enych onkologickych pacientt, a tudiz
Kunitz proteiny, jako pravé i Amblyomin-X, se svymi zpravidla protisrazlivymi ucinky ptedstavuji
vhodnou nahradu (Branco et al., 2016). V tomto oboru se objevuje mnoho dalsich slibnych Kunitz
proteini k dals$imu vyzkumu, napfiiklad lidsky HGFAI a jeho souvislost sinvazi prostatickych
rakovinnych bun¢k (Wu et al., 2017), bikunin — rovnéz lidsky Kunitz protein inhibujici rakovinné bunky
vajecnikd (Kobayashi et al., 2003) nebo BmCI z klistéte Rhipicephalus microplus indukujici apoptozu
sav¢ich fibroblastl (Lima et al., 2010).

17



2 MATERIAL A METODIKA

2.1 Sbeér biologického materialu

Jedinci E. nipponicum byli ziskéni z hostitelského druhu Cyprinus carpio (Zpracovna ryb firmy
Rybafstvi Trebon, a.s., provozovna Tieboil). VySetieni rybich zaber probihalo pomoci binokularni lupy
a prepara¢nich pomticek. 8 ziskanych dospélych ervii bylo homogenizovano a uchovano v TRIzol®
Reagentu pii —80 °C.

2.2 Bioinformaticka analyza transkriptomu
E. nipponicum

Pro vyhledavani sekvenci proteiniit Kunitzova typu byla vyuzivana pribézné zdokonalovana databaze
sekvenci transkriptomu E. nipponicum, jejiz data byla recentn¢ publikovana (Vorel et al., 2021).
Vyhledavani bylo provadéno s vyuzitim algoritmu tblastn s vyuzitim znamé aminokyselinové sekvence
diive charakterizovaného Kunitz proteinu EnKT1 jako query (Jedlickova et al., 2019). U vybranych
nalezenych sekvenci byla srovnavana podobnost s referencnim EnKT1 pomoci alignmentu v programu
BioEdit Sequence Alignment Editor verze 7.2.5, a dale pravdépodobnost Uplnosti sekvence s ohledem
na duplikatni sekvence a spravnost piepisu pii porovnavani s EnKT1. V sekvencich byl nalezen stop
kodoén a oblast uréena pomoci softwaru SignalP — 5.0 (Armenteros et al., 2019) jako signalni sekvence.

Bylo vybrano 5 kandidatt, které bylo nutné ovéfit, poptipadé kompletovat pomoci RACE-PCR.
Tyto sekvence byly oznaceny c¢iselnym kodem podle kontigh ziskanych z pracovni databaze
transkriptomu: 00453|m.828, 00481jm.884, 05461/m.23039, 56279/m.364491, 54389|m.357154.

Sekvence Kunitz domény vybraného proteinu byla porovnana s proteinovymi databazemi NCBI,
GeneBank, SwissProt a UniProt pomoci nastroje BLAST® (Madden efal., 1996) s vychozimi
parametry.

2.3 lzolace RNA

Celkova RNA ze 4 dospélych ¢ervii byla izolovana dle protokolu RNA izolace TRIzol™ Reagent
(https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/L.SG/manuals/trizol_reagent.pdf; 1.-7.). Ziskana RNA
byla rozpusténa ve 20 pl sterilni dH»O a jeji koncentrace byla méfena na spektrometru Nanodrop ND
1000 (Thermo Fisher); naméfena koncentrace byla 1 817,9 ng/ul. Pro pozdéjsi pouziti byla RNA dale
uchovavana pii —80 °C v dH,0.

2.4 Syntéza ss cDNA

Jednovlaknova cDNA byla ptipravena z 2,5 pl izolované celkové RNA metodou Standard RT-PCR
Reaction pomoci SuperScript™ III First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen). Jeji
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koncentrace byla métena na spektrometru Nanodrop ND 1000 (Thermo Fisher); namétena koncentrace
byla 2 560,4 ng/pl. Pro pozdéjsi pouziti byla dale uchovavana pii —20 °C.

2.5 Uprava RNA pro RACE-PCR

Pro ziskani neznamé pocate¢ni sekvence genu pro vybrany protein 00453/m.828 bylo tieba specificky
upravit templatovou nukleovou kyselinu. V piipadé€ 5' konce sekvence (tj. pocatecni) je tieba upravit jiz
ziskanou RNA, pfi¢emz bylo postupovano dle protokolu GeneRacer™ kit (Invitrogen). Ziskana
upravend cDNA byla méfena na spektrometru Nanodrop ND 1000 (Thermo Fisher); naméfena
koncentrace byla 1 043,3 ng/ul. Dale byla uchovavana pii —20 °C.

2.6 PCR a elektroforéza

Jako templat pro PCR reakce byla pouzita cDNA (pro ovéfovani sekvenci, primery 1-15) a upravena
cDNA pro RACE-PCR (primery T1-3, Tab. 3). Pro kazdou sekvenci bylo pouzito nékolik kombinaci

4
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Tab. 3 Degenerované primery pouZivané pro testovani sekvenci vybranych potencialnich proteini. Bylo

navrzeno 15 primerti. Reverzni primery 3 a 4 a forward primery 1 a 2 jsou velmi nespecifické, proto byl pro kazdou

sekvenci navrzen minimalné jeden dalsi forward primer. Pro sekvenci 357154 bylo navrzeno vice primerd kvuli

spolehlivému ovéteni. Reverzni primery T1-3 byly pouZzity pro RACE-PCR se specifickym forward primerem

GeneRacer

™ 5

Primer. Zabarvené pole = primer byl pouzit pro tuto sekvenci.

sekvence primeru

00453
|m.
828

00481
[m.
884

05461
|m.
23039

56279
|m.
364491

54389
[ m.
357154

ATG GCC AAT AAT TTT AATTTATTT ACG GC

11

ATG GTC AAT AATTTT AAT TTATTT ACG GCA

CGA GTCAACCTG TCCAGT GCTTTAA

CGAGTCAACCTGTCCAGT GGTTTAA

ATG AGT GGT GGA GTA CCG AAATTT CC

GTG ATG AACCCA AAATGCGCCTT

TCT TGG TCA GCCAATGAGTGG T

CTTTGGATTTCCGAG GCATTTG

GCG GCATTT GCAAGT CCACTATC

CTTTGG ATTTCCAAG GCAACTG

CTATGG ATTACCGAG GCCTGCT

12

TGA TTC CGT AAC GAA AGCAGCCA

13

ATGGA TTA CCG AGG CCT GCT

14

TAG GCA CATACCGACTGCT

. TTA CGG CAT TGG TTA TCT TGG TTG

T1 TGCTCCACCACTCATTGGCTGACCAAGACG
T2 TGGCTCACCAAGGCGCATTTTGGGTTCAT
T3 CATCACCACTCATTGGCTCACCAAGGCGC
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EnKT1

828 e I ]
884 . L]
23039 — | I
364491 [ ]
]

357154 —
Obr. 2 Graficky piehled pfibliZného umisténi primerd. Vybrané sekvence jsou znazornény v predpokladaném
alignmentu s referenénim EnKT1. Barvy odpovidaji barevnému oznaceni primerti v Tab. 3.

Koncentrace zasobniho roztoku cDNA byla 250 ng/ul. Koncentrace zasobnich roztokt primert byla
50 ng/ul. Reakce (Tab. 4) probihala ve 200 pl zkumavkach na pftistroji C 1000 Thermal Cycler (Bio-
Rad; Tab. 5). Separace produktt reakce probihalo elektroforézou na 1,5% agar6zovém gelu obsahujicim
SYBR Green 1:1 000 v TAE pufru (Invitrogen). Jako standard byly pouzity markery GeneRuler™
100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher). Cas pro elektroforézu byl v rozmezi 25 a 40 minut pfi napéti
90 V. Produkty PCR reakce byly nésledné z gelu vytiznuty pod modrym svétlem.

Tab. 4 Reakéni smés pro PCR.

EmeraldAmp GT PCR Master Mix (2x Premix; TaKaRa Bio) | 12,5 ul

templatova cDNA 250 ng/ul 1 ul
F/R primer 50 ng/ul Tul/1ul
dH>O 9,5 ul

Tab. 5 Pribéh PCR reakce

98 °C |2 min

98 °C |30 35 cykld (primery 1-15) /

55°C |30s 25 cykli (primery M13, T7) /

72°C [1min| 40 cykla (RACE-PCR)

2.7 Extrakce z gelu

PCR produkty byly z gelu izolovany pomoci Zymoclean™ Gel DNA Recovery kitu (Zymo Research)
dle navodu vyrobce. Oc¢isténa DNA byla eluovana do 10 pl dH>O. Koncentrace ziskané DNA byla
meéfena na spektrometru Nanodrop ND 1000 (Thermo Fisher) a pro pozdé€jsi pouziti byla DNA dale
uchovavana pii —20 °C.

2.8 Ligace do vektoru pGEM®-T

Ligace prob¢hla dle protokolu pro pGEM®-T Vector System I (Promega) s pomoci T4 DNA ligazy
v 0,5ml zkumavkach ptes noc pii 4 °C (Tab. 6).
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Tab. 6 Reak¢ni smés ligaéni reakce.

2x Rapid Ligation Buffer S5ul

pGEM®-T Vektor (50ng) 1wl

produkt PCR 3ul

T4 DNA Ligaza 1wl

2.9 Transformace do kompetentnich bunék E. coli

Pro transformaci do kompetentnich bunék (One Shot® TOP10; Invitrogen) byl pouZit standardni postup
dle protokolu pro pGEM®-T Vector System I (Promega). Bylo pouzito 5 pl liga¢ni smési na 50 pl bunék
a 250 pl SOC média (Invitrogen) pro inkubaci 1,5 hod pii 37 °C, 250 rpm na vertikalni tfepacce.
Transformované bunky byly nasledné aplikovany na agarovou plotnu s LB médiem obsahujicim
50pg/ml ampicilinu (AMP, Sigma-Aldrich).

2.9.1 PCR test kolonii

Pied izolaci plazmidu byla ovéfena uspésnost transformace. Vzorek vybrané kolonie byl rozpustén
v 10 ul dH>O a bakterie byly rozruseny teplotnim gradientem (Tab. 7) na pfistroji, kde byla provadéna
i PCR. K rozbitym bunkam bylo ptidano 12,5 pl EmeraldAmp GT PCR Master Mix a 2 ul vektor
specifickych primert (1 pl Forward primer M13 a 1 ul Reverse primer M13). Nasledn¢ prob&hla PCR
reakce (Tab. 5) a elektroforéza v 1,5 % agardzovém gelu obsahujicim SYBR Green 1:1 000 v TAE pufru
(Invitrogen). Jako standard byly pouZity markery GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo
Fisher). Cas pro elektroforézu byl 25 minut pti nap&ti 90 V. Gel byl vizualizovan a vyhodnocen pod UV
svétlem. Z kolonii pozitivnich na ptitomnost vektoru byly nasledné plazmidy izolovany.

Tab. 7 Program reakce pro rozruseni bakterialnich bunék.

96 °C 5 min
50°C 1,5 min
96 °C 1,5 min
45°C 1 min
96 °C 1 min
40 °C 1 min
12 °C ~

29.2 Izolace a purifikace plazmidu

Vybrané kolonie se nechaly separatné nartst ve 2 ml LB média s 0,3 mM AMP (Sigma Aldrich) ptes
noc ve 37 °C, 180 rpm. Purifikace plazmidu probihala dle standardniho protokolu Hybrid-Q™ Plasmid
Rapidprep kitu (Thermo Fisher). Plazmidova DNA byla eluovana 50 pl dH,O a koncentrace byla métena
na spektrometru Nanodrop ND 1000 (Thermo Fisher) a pro pozd¢jsi pouziti byla DNA dale uchovavana
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pii —20 °C. Purifikované plazmidy byly poslany na sekvenaci Sangerovou metodou do sekvenacni
laboratoie PfF UK (Biocev).

210 Analyzy sekvenci z plazmidu

Celkem 110 vysledki ze sekvenacni laboratoie bylo porovnavano v programu BioEdit. Z péti pivodné
vytipovanych potencialnich proteinti postoupili do uzsiho vybéru 2 kandidati pro rekombinantni expresi.
Lisi se od referen¢niho EnKT1 piedevsim sekvenci v aktivnim misté (viz Piilohu 3). Pro néslednou
expresi byl vybrdn protein oznaceny 54389m.357154, pracovné nazvan EnKCl (Eudiplozoon
nipponicum Kunitz chymotrypsin inhibitor 1 — podle aminokyseliny leucinu v pozici P1 bylo
predpokladano, ze tento protein inhibuje chymotrypsin).

V programu SignalP 5.0 byla rozpoznana signalni sekvence, ktera nebyla zahrnuta do sekvence
rekombinantniho proteinu.

2.11 Exprese rekombinantniho proteinu
2.11.1 Vektor a bakterialni kmeny

Optimalizace sekvence, syntéza genu a zaklonovani genu do vybraného vektoru byly provedeny
komeréné (GenScript, USA). Kodony sekvence bez signalniho peptidu byly optimalizovany pro E. coli.
Koédujici sekvence byla zaklonovana do vektoru pET-22b(+) s restrikénimi misty pro enzymy Ndel-
Xhol. Soucasti C konce proteinu je histidinovy tag (6 x His).

2.11.1.1 Transformace vektoru do kompetentnich bunék
Vektor byl transformovan do kompetentnich bun&k E. coli dvou kmenti — SHuffle™ (BioLabs® Inc.) a
Rosetta Gami B (Novagen®) tepelnym Sokem dle doporuceného transformacniho protokolu vyrobce.

Mikrozkumavky s 50 pl kompetentnich bunék byly rozmrazeny na ledu. Nasledné byl ptidan 1 ul
plasmidového konstruktu a obsah zkumavky byl zlehka promichan. Po 30 min na ledu byl proveden
tepelny Sok pii 42 °C piesné 30 s, a dale byly bakterie inkubovany 5 min opét na ledu.

Bylo pfidano 250 ul SOC média laboratorni teploty a po dobu 1 hod probihala inkubace ve 30 °C
na orbitalni tfepacce pti 250 rpm.

100 pl bakterialni smési bylo naneseno na plotnu s LB médiem a 0,3mM ampicilinem a bakterie se
nechaly nartist pfes noc pti 37 °C, nebo 3 dny pii laboratorni teploté. Test tispéSnosti ligace probéehl
pomoci PCR s T7 primery (viz kap. 3.6 PCR a elektroforéza a 3.9.1 PCR test kolonii).

Z pozitivnich kolonii byly vytvofeny zasobni vzorky. Vzorek bakterialni kolonie byl namnozen
v 5 ml LB média pies noc pti 37 °C, 250 rpm, a poté rozdélen do mikrozkumavek s glycerolem v poméru
2:3 aulozen do —80 °C.

2.11.2 Kultivace a exprese

Kazda sarze kultivovanych bakterii pro expresi daného rekombinantniho proteinu byla oznacena
pismenem a pfislusnym bakterialnim kmenem: Agi-Jgr (kmen BL21 exprimujici rEnKT1, tj. 10 Sarzi),
Asn-Hsn (kmen SHuffle™ exprimujici rEnKCl, tj. 8 $arzi), Aros-Gros (kmen Rosetta Gami B exprimujici
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rEnKCl1, tj. 7 Sarzi). Bakterie exprimujici rEnKT1 byly poskytnuty z ptfedchozich experimentd
(Jedlickova et al., 2019).

Malé mnozstvi bakterii ze zasobnich kolonii bylo kultivovano ve 20 ml LB média s 0,1 mM AMP
na tiepacce pies noc (37 °C, 200 rpm). Nasledné bylo pfipraveno 4 x 11 LB média s piidanou gluk6zou
(finalni koncentrace 20 mM) a AMP (finalni koncentrace 0,1 mM) v Erlenmeyerové banice a4 x 11 LB
média s ptidanym AMP (findlni koncentrace 0,1 mM) a IPTG (finalni koncentrace 0,1 mM) ve sklenéné
lahvi.

Vzorek kultivovanych bakterii byl rozdélen po 5 ml do kazdé baiikky s LB mediem + glukézou,
ve kterych se nechaly nariist ptiblizn€ 5 hod do OD =+ 0,8 pii 37 °C, 220 rpm. Obsah kazdé banky byl
poté centrifugovan pti 20 °C, 4 000 rpm 10 min, a ziskany pelet byl pfenesen a resuspendovan v médiu
s IPTG. Zde byly bakterie tfepany pies noc pii 220 rpm. Pro vzorky bakterii kmene BL-21 exprimujici
rekombinantni protein rEnKT1 byla zachovana teplota 37 °C, pro vzorky bakterii kmene Rosetta gami
B a SHuffle™ exprimujici rekombinantni protein rEnKC1 byla zvolena teplota 16 °C dle doporuéeni
vyrobce.

Nasledné byly vzorky stoceny opét pti 20 °C, 4 000 rpm 10 min a veskery pelet byl pienesen
do 50ml centrifuga¢ni zkumavky, ve které byl ponechan 0,5 hod pii —20 °C. Poté byl pelet
resuspendovéan ve 2040 ml lyza¢niho pufru (20mM Tris/HCL, 10mM imidazol, 300 mM NaCl, 1%
lauryl sarcosine, pH 8) a sonikovan na ledu 10x 10 s pti vykonu 10 W na sonikatoru Vibra Cell™72405
(Bioblock Scientific). Centrifugaci pii 4 °C, 4 000 rpm 10 min na centrifuze 5804R (Eppendorf) byl
oddélen supernatant, tedy solubilni faze, a pelet obsahujici inkluzni téliska pro dalsi zpracovani.

2.11.3  Cisténi solubilni faze

Solubilni faze obsahu kultivovanych bakterii byla zmrazena, nebo rovnou piecisténa op&tovnou
centrifugaci za stejnych podminek (viz vyse). Pfed nanesenim na chromatografickou kolonu byl vzorek
vzdy jeSt€ preCistén na Durapore® Membrane 0,65 pm filtru pomoci vodni vyvévy a smichan
s promyvacim pufrem (dle nasledné pouzité metody) v poméru 1:1.

2.11.4 Zpracovani peletu obsahujiciho inkluzni téliska

Zmrazeny pelet byl dikladné rozpustén v rozpoustécim pufru (20mM Tris/HCl, 6M guanidin
hydrochlorid, pH 7) a sonikovan na ledu 3% 1 min. Poté se nechal pfi laboratorni teploté na tfepacce
s vykyvnou platformou Grant Bio PMR-30 Platform Rocker (KeisonProducts) po dobu 2—4 dni.

Takto rozpusténa pevna faze z bakterii byla poté sto¢ena pii laboratorni teploté, 10 000 rpm 10 min
a supernatant byl smichén s promyvacim pufrem (dle nasledné pouzité metody) v poméru 1:1.

2.12 Purifikace rekombinantniho proteinu

Rekombinantni proteiny byly ziskavany jak ze solubilni faze, tak z inkluznich télisek bakterii. Purifikace
probihala za pomoci kombinace vice typ chromatografii. Ziskané vzorky ¢i frakce byly vzdy testovany
pomoci 1D denaturujici elektroforézy (SDS-PAGE, viz dale) a dle vysledku bylo rozhodnuto
o pfipadném dal$im pokusu o purifikaci.
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2121 Chromatografické metody

Vsechny roztoky uzivané pti nasledujicich postupech byly vzdy ptfed pouzitim prefiltrovany na 0,65pm
filtru a odvzdusnény pomoci vyveévy. Pouzité pufry mély vzdy laboratorni teplotu, testované vzorky
byly pied nanesenim na kolonu a po eluci uchovavany na ledu v Eppendorf Protein LoBind®
mikrozkumavkach a skladovany v —20 °C.

212.2 Niklova afinitni chromatografie (Immobilized Metal Affinity
Chromatography — IMAC)

Vzorek byl nanaSen na 1ml HisTrap™ Fast Flow Crude kolonku (Sigma-Aldrich) nebo na 1 ml Ni-NTA

kuli¢ek Profinity™ IMAC Resin (BioRad) v oteviené polypropylenové kolonce. Rychlost priitoku byla

maximalné 1 ml/min. Nasledné probihalo promyvéani promyvacim pufrem (slozeni viz Ptilohu 1)

0 objemu minimaln¢ 6 x objem kolony.

Eluce 2 ml elu¢niho pufru (slozeni viz Pfilohu 1) probéhla bud’ pfimo do sbérnych 1,5ml
mikrozkumavek na ledu, nebo do 13 ml fosfatem pufrovaného fyziologického roztoku (20mM PBS, pH
7,2), aby nedochazelo ke srazeni proteind. Pro test a uchovavani ziskaného vzorku probéhla dodatecna
vyména eluéniho pufru za 0,IM PBS centrifugaci v 15ml Amicon® Ultra 10K pfi laboratorni teploté.
Alternativné byly rekombinantni proteiny purifikovany s vyuzitim FPLC na 5 ml HisTrap™ kolonce
krokovou eluci (elu¢ni krok = 5 ml, zvySeni koncentrace imidazolu o 10 % na elu¢ni krok).

Pied analyzou obsahu ziskanych 1ml frakci pomoci elektroforézy byly vzorky prevedeny do 20 mM
PBS pH 7,2 nebo 20 mM MES pH 6,5 v 0,5ml Amicon® Ultra 10K.

212.3 lontové vyménna chromatografie

Vzhledem ke kontaminujicim proteinim vyskytujicim se ve frakcich po IMAC bylo pfistoupeno
ke druhému kroku purifikace pomoci FPLC na 1 ml koloné¢ Mono-S (GE-Healthcare) pii pritoku
1 ml/min ve vSech krocich. Jako nanéseci a promyvaci pufr byl pouzit 20 mM MES pH 6,5 a jako elu¢ni
pufr 20 mM MES + 1M NaCl pH 6,5. Eluce probihala linearnim gradientem NaCl (0—100 %).

2.13 Meéreni koncentrace proteinu

Koncentrace proteinii ve vzorcich byla méfena pomoci Quant-IT™ Protein Assay kitu (Invitrogen)
v 96jamkovych cernych mikrotitracnich destickdch s plochym dnem (Nunc). Méfeni probihalo
na fluorometru Infinite M200 (TECAN) a bylo vyhodnoceno programem Magellan™.

2.14 Analyza frakci na pritomnost rekombinantnich
proteinu

2141 Elektroforeticka separace proteinii — SDS-PAGE

Vzorek z kazdé frakce byl nanesen v redukujicim pufru NuPAGE® (Thermo Fisher Scientific) na 15%,
12% nebo 8-16% Mini-PROTEAN® TGX™ polyakrylamidovy gel v denaturujicim prostfedi Tris-
glycinového pufru s ptimési dodecylsulfatu sodného (TGS). Bylo pouzito 8—12 pl z kazdé frakce. Pro
ucely analyzy frakci po chromatografii nebyla méfena koncentrace proteind kvuli urychleni procesu a
zamezeni ztrat¢ a degradace ziskaného materialu dal$i manipulaci. FElektroforéza probihala
v elektroforetické cele Mini-PROTEAN® 3 Cell (Bio-Rad) pii konstantnim napéti 150 V pro 1 gel,
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200 V pro 2 gely. Jako marker molekulové velikosti bylo pouZito 8 pl Precision Plus Protein™DualXtra
Standards (Bio-Rad). Gely byly nasledné obarveny v Coomassie Brilliant Blue R-250.

214.2 Hmotnostni spektrometrie

Vybrané proteinové prouzky piiblizné odpovidajici ptedpokladané molekulové velikosti rEnKC1 byly
vytiznuty z gelu a uchovany v 10% kyseliné octové. Hmotnostni spektrometrie probéhla v Laboratofi
hmotnostni spektrometrie (BIOCEV, PiF UK) (viz Jedlickova et al. 2019).

214.3 Detekce His-tagovanych rekombinantnich proteint na blotu

Proteiny byly z gelu pieneseny na Immuno-Blot PVDF membranu (Invitrogen) pomoci Trans-Blot
Turbo Transfer systému (Bio-Rad) za konstantniho proudu 1,3 A po dobu 17 min. Z membrany byly
odstfizeny markery a pro dalSi pouziti byla odstfizena jen nezbytné velka ¢ast membrany. Veskeré
inkubace probihaly v zatavené folii na tfepacce s vykyvnou platformou pfi laboratorni teploté.

Na blokovani membrany byl pouZzit 5% roztok odtuénéného mléka Blotting Grade Blocker (Bio-
Rad) ve fosfatem pufrovaném fyziologickém roztoku (20mM PBS) s pfidavkem 0,05% detergentu
Tween 20, pH 7,2 (PBS-T). Blokovani probihalo 1 h. Nasledovala 1h inkubace s 5nM i BODY4 (Sacha
et al., 2016), biotinylovanym kopolymerem obsahujicim niklové kationty, nebo 1:80 fedénymi
protilatkami vazajicimi se na histidinovy zbytek (6x-His Tag Monoclonal Antibody, Sigma-Aldrich),
v PBS-T.

Poté byla membrana 3x po 5 min promyta pufrem. Nasledujici inkubace, trvajici 1 h, probihala
v PBS-T s pfidanym 1:1000 fedénym peroxidazou znacenym streptavidinem (Sigma-Aldrich), nebo
1:1000 fedénymi (afinitné purifikovanymi, kienovou peroxidazou znacenymi) mysimi protilatkami
(Thermo Fisher Scientist). Nasledné prob&hlo opét 3x 5 min promyti v pufru a vyvijeni membrany
substratovym roztokem kitu Opti — 4CN™ (Bio-Rad) dle pokynt vyrobce.

2.15 Testovani schopnosti rekombinantnich proteinu
inhibovat komplement v séru

2.15.1 Biologicky material

Byla vyuzita diive optimalizovana metoda (Jedlickova ef al. 2019). Pro testovani schopnosti rEnKT1 a
rEnKCl1 inhibovat komplement byla pouZita Cerstvé odebrana lidska a rybi (Carassius auratus) séra.
Erytrocyty byly cerstvé ziskany z krve kralika (Oryctolagus cuniculus f. domesticus) z laboratornich
chovi katedry parazitologie, PfF UK. Krali¢i erytrocyty byly promyvany 2 x v Alseveroveé roztoku a
3 x ve 20mM PBS centrifugaci po 5 min pfi 1500 rpm. Poté byly ziedény na 2% suspenzi.

2.15.2 Test inhibice komplementu

Test probihal v 96jamkové mikrotitracni desti¢ce s oblym dnem (typ U, Nunc). Kazda jamka obsahovala
100 pl roztoku séra — 20% rybi nebo 50% lidské, v PBS se ziskanym rekombinantnim proteinem
(o koncentraci 0 M a4 uM pro rEnKT1 a0 M, 4 uM, 8 pM a 16 pM pro rEnKC1). Po 10 min inkubace
v laboratorni teploté bylo pfidano 100 ul suspenze erytrocytll. Tii kontrolni jamky (v dubletu)
neobsahovaly bud’ rekombinantni protein, nebo sérum, nebo oboji.
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Kazda jamka byla nasledné pribézné vizualné kontrolovana pod stereolupou a byl méfen cas,
po kterém doslo ke kompletni lyzi erytrocytl, kdy se suspenze zménila na transparentni roztok
hemoglobinu.

Protoze test rEnKT1 probihal pouze jako dopliujici k pfedchozim vysledkim (Jedlickova et al.,
2019), byl proveden pouze jednou jako kontrola. Testy s rEnKC1 probéhly 2 x pro kazdou koncentraci.

2.16 Test inhibi¢ni aktivity proti vybranym proteazam

Inhibi¢ni schopnost rEnKC1 byla testovana za pouziti vybranych serinovych protedz: a-chymotrypsin,
trypsin, kallikrein, aktivovany faktor X (FXa), plasmin a trombin (viz Pfilohu 1). Pouzivany byly
96jamkové Cerné mikrotitracni desticky s plochym dnem (Nunc). Jednotlivé enzymy v koncentraci
5 nM (koncentrace pied pfidanim substratu) byly nejprve inkubovany s rErKC1 o rizné koncentraci
(5nM, 20nM, 50nM, 100nM) v pufru (0,1 M Hepes, 0,3 M NaCl, 10 mM CaCl,, pH 8) o celkovém
objemu 100 pl, 15-30 min pfi laboratorni teploté. Do kontrolnich jamek nebyl pfidan rEnKC1, nebo
enzym.

Poté byly ptidany pfislusné fluorogenni substraty dle testovaného enzymu (Tab. 8). Méfeni
probihalo na fluorometru Infinite M200 (TECAN) v kinetickych cyklech po 1,5 — 6,5 min (v zavislosti
na mnozstvi testovanych vzorkd najednou) pti 25 °C. Ziskana data byla zpracovana v programu
MagellanTM a pro vyhodnoceni tabulek a grafti véetné odvozeni ICso byl pouzit program MS Excel.

Tab. 8 Seznam fluorogennich substrati specifickych pro kazdou pouZitou proteazu.

Serinova proteaza (zdroj) substrat

a-chymotrypsin (hovézi slinivka) | Suc-AAPF-AMC

trypsin (hovézi slinivka) Z-LR-AMC
S . Z-FR-AMC
kallikrein (lidska plazma)

D-PFR-AMC
faktor Xa (hovézi plazma) Z-IEGR-AMC
plasmin (lidska plazma) Z-ALK-AMC
thrombin (lidska plazma) Z-VPR-AMC

2.17 Test stability komplexu rEnKC1-chymotrypsin a
rEnKC1-FXa

Pro testovani pritomnosti a stability komplexu enzymu a inhibitoru byli pouzity a-chymotrypsin a FXa.
Enzymy byly inkubovany s rEnKC1 v molarnim poméru 1:2 v 0,1M Hepes pufru, pH8 pfi laboratorni
teploté. Nasledn¢ byl pfidan redukujici a do jednoho vzorku pouze s rekombinantnim proteinem zvIast
neredukujici SDS-PAGE vzorkovy pufr. Pfed nanesenim na gel byl jeden vzorek obsahujici enzym a
inhibitor ponechan pii laboratorni teploté a druhy inkubovén pti 100 °C ve vodni lazni. Kontrolni vzorky
neobsahovaly enzym, nebo rEnKC1. Vzorky byly po inkubaci naneseny na 8—16% gel a separovany
v denaturujicim prostfedi pomoci SDS-PAGE pfi konstantnim napéti 150 V. Nasledné byl gel obarven
v Coomassie Brilliant Blue R-250.
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3 VYSLEDKY

3.1 Bioinformaticka analyza transkriptomu E. nipponicum
a sekvenci z plazmidu

Z transkriptomu E. nipponicum bylo vybrano 5 sekvenci, které byly nésledné ovéteny pomoci PCR a
sekvenace. Pii porovnavani s referencnim proteinem EnKT1 (Jedlickova et al. 2019) bylo zjisténo, Ze
jejich Kunitz domény se lisi pouze v n€kolika malo aminokyselinach (Tab. 9) a pouze dva peptidy mély
navic kratkou sekvenci mimo vlastni doménu.

Pro rekombinantni expresi jsme se rozhodovali mezi dvéma ovéfenymi sekvencemi, v pracovni
databazi ozna¢enymi jako 00453|/m.828 (dale jen 828) a 54389|m.357154 (dale jen 357154). Sekvence
828 zahrnuje 161 aminokyselin a ma lysin v misté P1 (potencialni specifita pro trypsin) a sekvence
357154 ma 99 aminokyselin s leucinem v P1 (potencialni specifita pro chymotrypsin) (Tab. 10).
Referencni protein EnKT1 obsahuje 122 aminokyselin a ma arginin v misté P1 (determinujici specifitu
pro trypsin, Jedlickova et al. 2019).

Pomoci RACE PCR byla zjisténa N-koncova sekvence peptidu 828, ktera je témef shodna s N-
koncovou sekvenci proteinu EnKT1, vyrazné se vSak lisi inzertem pted aktivni doménou. Peptid 357154
ma naopak zcela odliSnou N-koncovou sekvenci. VSechny porovnavané peptidy maji velmi podobnou
aktivni doménu (viz Ptilohu 3). Bodem zajmu byla piedevs§im aminokyselina v pozici P1, ktera zasadné
ovliviiyje specifitu Kunitz proteinu. Pro rekombinantni expresi a dalsi charakterizaci byl vybran protein
357154, u kterého byl ptedpoklad, ze bude mit specifitu k chymotrypsinu, tedy odli$nou od dfive
charakterizovaného EnKT1. Tento protein jsme pracovné nazvali EnKC1. Predpokladana molekulova
velikost je 8,038 kDa a teoretické pl=7,71 (8,86 kDa a pI=7,78 pro rekombinantni protein s 6 x His-tag;
dle ExPASy; Gasteiger et al., 2003).

Tab. 9 Srovnani primarni struktury vybranych ovéirenych potencialnich proteinii s EnKT1 v oblasti P6-P5”
a P18". Sedé podbarvena jsou mista shodna se sekvenci EnKT]1.

P6 P5 P4 P3 P2 P1 P1’ P2’ P3’ P4’ P5s”  PI¥

EnKT1 M v G M C R A S F P R Y
828 M A% G M C K A S F P R Y
357154/EnKC1 A A% G M C L A S F P R Y
884 I A% G M C R A S F P R Y
23039 M A% G M C R A S F P R Y
364491 I \Y% G M C L A S F P R Y
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Tab. 10 Srovnani parametri sekvenci a vypocitanych teoretickych vlastnosti proteini EnKT1, 828 a
357154/EnKC1. Teoretické Mw a pl bylo pocitano online nastrojem ExPASy.

ntd/AA AA bez
vC. sig. sig. Mw v¢. sig./bez sig. pl v¢. sig./bez
sekvence | sekvence | Pl PI' sekvence sig. sekvence
EnKTl1 369/122 96 Arg | Ala | 12,84/10,18 kDa 8,25/8,30
828 486/161 135 Lys | Ala | 17,06/14,375 kDa 8,54/8,57
357154/EnKC1 | 300/99 75 Leu | Ala | 10,69/8,038 kDa 6,07/7,71

Sekvence Kunitz domény vybraného proteinu 357154/EnKC1 kromé ptedpokladané shody
s EnKT1 vykazovala podobnost s Kunitz proteiny z jedu endoparazitické vosy Pimpla hypochondriaca
¢i pavouka Naphila pilipes, inhibitory z povrchovych sekreti sasanek actitoxiny a dal$imi proteiny
s Kunitz doménou (Tab. 11 a Obr. 3).

Tab. 11 Kunitz proteiny podobné 357154/EnKC1 dle algoritmu BLAST® a E value. Do vybéru nebyly
zahrnuty hypotetické proteiny a identické actitoxiny. Tabulka zahrnuje nazev Kunitz proteinu, zdrojovy
organismus, E value pro porovnani s aktivni doménou 357154/EnKCl1 a pristupovy ko v prislusné proteinové
databazi.

Papilin Amphibalanus amphitrite E-value 2e-26 GenBank: KAF0298572.1
Kunitz-type serine . . . )
protease inhibitor cvp2 Pimpla hypochondriaca E value 3e-15 Swiss-Prot: Q8TOW4.1
KappaPlI-actitoxin-Avd3d Anemonia sulcata E value 4e-15 Swiss-Prot: Q9TWEF8.1
KappaPlI-actitoxin-Avd3a Anemonia sulcata E-value 6e-15 Swiss-Prot: P10280.2
protease inhibitor 2-like o . .
(P12-like) Pogona vitticeps E value le-13 NCBI: XP_020652138.1
Kunitz/Bovine pancreatic
trypsin inhibitor domain Opisthorchis viverrini E value le-13 GenBank: OON23666.1
protein (KTI)
kunitz-type U19- . .
barytoxin-Tlla Nephila pilipes E value 3e-05 GenBank: GFU22645.1
papilin-like isoform X5 Rhipicephalus microplus E value 4e-13 NCBI: XP 037274677.1

* * | * * * *
EnKC1 47 ICQLPKAVGMCLASFPRYYFDG--KKCTQFIYGGCGGNANNFQTKAECESTCP 97
papilin 303 LCRLPKVVGPCLAAFPRYYENG--KRCAKFTYGGCGGNANNFRTVGECRKTCR 352
cvp2 27 LCSLEPAVGLCKASIPRFASVG--GKCQEFIYGGCGGNANNFQTOAECEAKCG 76
Avd3d 5 DCELPKVNVGRCRARFPRYYYNLSSRRCEKFIYGGCGGNANNEFHTLEECEKVCG 55
Avd3a 5 DCELPKVVGPCRARFPRYYYNSSSKRCEKFIYGGCGGNANNEHTLEECEKVCG 55
PI2-1like 28 SCSLPVVVGOCRASFPRYFYDSKADKCKPEVYGGCGGNANNFESVEQCENACM 79
KTI 30 ICLLPKVVGKCLAYMPRYYYNPETKKCEKEFIYGGCGGNENNFETWKECHYTCE 80

barytoxin 36 QCMQPPEAGLCLAYIPSEFYYNPATKKCQOSEVYGGCQOGNKNREFSEDECMKKCG 86
papilinX5 307 VCSLPKESGMCLAYFPRYYYNSVSKKCEQFIYGGCOGNANNEWTINECRKTICN 358

Obr. 3 Srovnani primarni struktury Kunitz domény proteini podobnych 357154/EnKC1 na zakladé
algoritmu BLAST®. Sedé podbarvena jsou mista shodna se sekvenci 357154/EnKC1. Hvézdicka oznaluje
cysteiny tvorici disulfidické mastky. Sipka oznaéuje misto P1. Cisla ohrani¢ujici sekvenci uréuji pozici sekvence
v ramci celého proteinu.
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3.2 Purifikace rekombinantniho proteinu
3.21 Prepurifikace proteinti pomoci IMAC

Pouziti chromatografie na Ni-NTA kulickéch jednorazovou eluci bylo zavedeno jako primarni precisténi
pfedev§im u vzorkd solubilizovanych inkluznich télisek, v nékterych ptipadech i u rozpustné frakce
lyzatu bakterii. Protoze eluce probihala jednorazoveé vysokou koncentraci imidazolu, v eluatu se
vyskytovala jesté fada kontaminujicich bakterialnich proteinti (Obr. 4). Takto pfecistény vzorek byl
pouzit v dal§im kroku purifikace.
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Obr. 4 Analyza vzorkii po prepurifikaci pomoci IMAC. SDS-PAGE vzorku po chromatografii s pouzitim Ni-
NTA kuli¢ek Profinity™ IMAC Resin v 15% polyakrylamidovém gelu, barveno v Coomassie Brilliant Blue R-
250. Kazdy vzorek je z rozpusténych inkluznich t&lisek jedné Sarze piislusného bakterialniho kmene a Sarze. Sipka
indikuje pfedpokladané rekombinantni proteiny rEnKT1/rEnKC1. M — marker molekulovych velikosti (v kDa); 1
—JIpL (— 1EnKT1); 2 — ARres (— rEnKC1); 3 — Asu (— rEnKCl1)

3.2.2 Purifikace pomoci IMAC

Pomoci krokové eluce svyuzitim FPLC se obvykle podafilo ziskat frakce s menSim poctem
kontaminujicich proteini. Dokonale Cisty rekombinantni protein vSak v dostatecném mnozstvi ziskan
nebyl. Podminky procesu byly postupné optimalizovany, aby byl vysledek idealné;jsi pro dalsi pouziti
proteinu v dostatecném mnoZzstvi.

Zpocatku byla pouzivana 1ml HisTrap™ kolonka a eluce probihala v 0,5ml frakcich. Timto
postupem byl sice zisk piislusného proteinu vyssi, zato vSak s vétsim mnozstvim kontaminujicich
proteind (Obr. 5). P pouziti 5Sml HisTrap™ kolonky a eluce v 1ml frakcich dochazelo k rozvolnéni
jednotlivych proteinti do SirSiho spektra frakci (Obr. 6). Nejvyssi koncentrace eluovanych proteinti se
objevovala pfi 20-30 % ptidaného elu¢niho pufru, tedy pii 132-190 mM imidazolu. Nejvyssi
koncentrace celkovych proteini v8ak ne vzdy odpovidala nejvyssi koncentraci pozadovaného
rekombinantniho proteinu.
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Pro dalsi zpracovani byly vybirany pfedevSim ty frakce, kde se podatilo oddélit pozadovany
rekombinantni protein od neznamého bakteridlniho proteinu o velikosti =25 kDa. Druhy velmi
abundantni bakteridlni protein o velikosti ~17 kDa se touto metodou nepodatilo separovat. Pfi izolaci
rekombinantniho proteinu rEnKT1 se tento protein neobjevoval (Obr. 7).
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Obr. 5 Analyza frakci s rEnKC1po purifikaci pomoci IMAC. SDS-PAGE frakci ze solubilni faze lyzatu Sarze
Dsu po FPLC chromatografii s pouzitim 1ml HisTrap™ kolonky. 12 ul z vybranych frakci bylo naneseno na 8-
16% Mini-PROTEAN® TGX™ polyakrylamidovy gel, barveno v Coomassie Brilliant Blue R-250. Sipka indikuje

predpokladany rekombinantni protein rEnKC1. M — marker molekulovych velikosti (v kDa); 1-5 — vybrané elu¢ni
frakce
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Obr. 6 Analyza frakci s rEnKC1po purifikaci pomoci IMAC. SDS-PAGE frakci ze solubilni faze slou¢enych
lyzath Sarzi Esy + Fsu + Gros po FPLC chromatografii s pouzitim Sml HisTrap™ kolonky. 12 ul z vybranych frakci
bylo naneseno na 8—16% Mini-PROTEAN® TGX™ polyakrylamidovy gel, barveno v Coomassie Brilliant Blue
R-250. Sipka indikuje pfedpokladany rekombinantni protein rEnKCI. M — marker molekulovych velikosti
(v kDa); 1-16 — vybrané frakce
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Obr. 7 Analyza frakci s EnKT1po purifikaci pomoci IMAC. SDS-PAGE frakci ze solubilni faze sloucenych
lyzatt Sarzi G-JsL po chromatografii pfes Ni-NTA kulicky a FPLC chromatografii s pouzitim 5ml HisTrap™
kolonky. 5 ul z koncentrovaného objemu vybranych frakci bylo naneseno na 8-16% Mini-PROTEAN® TGX™
polyakrylamidovy gel, barveno v Coomassie Brilliant Blue R-250. Sipka indikuje ptedpokladany rekombinantni
protein rEnKT1. M — marker molekulovych velikosti (v kDa); 1-8 — vybrané frakce

3.23 lontové vyménna chromatografie

Pomoci iontové vymeénné chromatografie byly ziskany frakce s nejniz§im mnozstvim kontaminujicich
bakterialnich proteind, se kterymi byly na zavér provadény dalsi testy. Ze vzorkl se podatilo viceméné
odstranit nezadouci protein o velikosti =25 kDa, ne vSak Upln¢ protein o velikosti =16 kDa (Obr. 8).
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Obr. 8 Analyza frakci s rEnKC1 po iontové vyménné chromatografii. SDS-PAGE frakci ze solubilni
faze lyzatu Sarze Dros po iontové vymeénné chromatografii. 20 ul z vybranych frakci bylo naneseno na 8-
16% Mini-PROTEAN® TGX™ polyakrylamidovy gel, barveno v Coomassie Brilliant Blue R-250. Sipka
indikuje pfedpokladany rekombinantni protein rEnKC1. M — marker molekulovych velikosti (v kDa); 1-9
— vybrané frakce

Vsechny postupné ziskané vzorky byly dle relativni ,,Cistoty* rozdéleny do 3 skupin; A, B a C.
Skupinu C tvofily vzorky ziskané z inkluznich télisek. Vzorky v ramci kazdé skupiny byly spojeny a
precdistény pomoci iontové vyménné chromatografie. U vybranych ziskanych frakci byla zmétena
koncentrace proteint a jejich obsah byl porovnan pomoci SDS-PAGE elektroforézy a obarveni gelu
(Obr. 9). Tyto frakce byly poté jako jednotlivé vzorky pouzity v inhibi¢nich testech Kunitz proteint.
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Obr. 9 Analyza frakei s rEnKC1 skupin A-C po iontové vyménné chromatografii. Z vybranych frakci bylo
naneseno 1,6-1,8 g proteinu na 8-16% Mini-PROTEAN® TGX™ polyakrylamidovy gel, barveno v Coomassie
Brilliant Blue R-250. Sipka indikuje pfedpokladany rekombinantni protein rEnKC1. M — marker molekulovych
velikosti (v kDa); 1-6 — frakce A19-Azs; 7-12 — frakce B19-Bas; 13-19 — frakce Cio-Cos

3.3 Testovani ziskanych vzorkd na pritomnost
rekombinantnich proteinti

3.31 Elektroforeticka separace proteinii — SDS-PAGE

Po kazdém kroku purifikace doslo ke kontrole obsahu ziskanych vzorkl elektroforetickou separaci a
barvenim gelu. Bylo pfedpoklddano, Ze pfitomnost pozadovaného rekombinantniho proteinu je
indikovana v oblasti odpovidajici ptiblizné 10 kDa.

3.3.2 Hmotnostni spektrometrie

Vzorky odeslané do laboratofe hmotnostni spektrometrie obsahovaly proteiny odpovidajici dle
vizualizace elektroforeticky separované smeési ptiblizné 10 kDa (vz. €. 1), 16 kDa (vz. €. 2) a 25 kDa
(vz. ¢. 3). Dle o¢ekavani byl rEnKC1 zastoupen majoritné ve vzorku ¢. 1, v mensim mnozstvi ve vzorku
¢. 2, a také byl detekovan ve vzorku €. 3. VSechny vzorky vSak obsahovaly i bakterialni kontaminace
(viz Prilohu 4).
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3.3.3 Detekce na blotu

Detekce pfitomnosti proteinu diky znaceni histidinovou kotvou probé&hlo opakované v riznych
vzorcich. Pro tyto ucely nebyla pfed nanaSenim vzorku meéfena koncentrace proteinil. Proteiny se
podatilo detekovat jak pomoci anti-His protilatek, tak pomoci iBODY4 s tim, ze pfi pouziti iBODY byl
vysledek zietelngjsi. V obou piipadech vSak byla znatelna reakce nejen v predpokladané oblasti, kolem
molekulové velikosti 10 kDa, ale i ve zbylych vyraznych proteinovych prouzcich znatelnych pti barveni
gelu po elektroforetické separaci (Obr. 10).
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Obr. 10 Detekce rEnKC1 obsahujiho histidinovou kotvu pomoci imuno- a afino-blottingu. Pouzité¢ byly
vzorky z frakci ze solubilni faze lyzatu Sarze Dros po iontové vymeénné chromatografii. Pro vizualizaci barvenim
gelu (1-3) bylo nanaseno 8l z vybranych frakei, pro detekci na blotu byly nanaseny 2ul z vybranych frakei. Sipka
indikuje pfedpokladany rekombinantni protein rEnKC1. M — marker molekulové velikosti (v kDa); 1-3 — 15% gel
po obarveni Coomassie Brilliant Blue R-250; 4-6 — proteiny detekované pomoci iBODY4 na blotovaci membrané
(frakce shodné s 1-3); 7-8 — proteiny detekované pomoci anti-His protilatek na blotovaci membrané (vzorek 7
odpovida vzorku 2 a 5).

3.4 Testovani schopnosti rekombinantnich rEnKT1 a
rEnKC1 inhibovat komplement v séru

Kralici erytrocyty byly v pfitomnosti 10% rybiho séra zlyzovany v priméru za 3 min 40 s, v pfitomnosti
25% lidského séra za 9 min.

Byla ovéiena schopnost rEnKT1 inhibovat komplement v rybim séru (viz Jedli¢kova et al. 2019).
Pti koncentraci rekombinantniho proteinu 4 pM byl ¢as kompletni lyze erytrocytii pfiblizn€ 6 min. Pii
testu vlivu na komplement v lidském séru nebyl pozorovan zadny ucinek 4uM ani 8uM rEnKT1 na lyzi
krali¢ich erytrocyti. Pfi testu vlivu rekombinantniho proteinu rEnKC1 nebyl pozorovan aéinek na
komplement lidského, ani rybiho séra.

3.5 Test inhibi€ni aktivity rEnKC1 proti vybranym
proteazam

Rekombinantni protein rEnKC1 byl testovan proti vybranym serinovym protedzam. Z méfeni vyplyva,
ze na hovezi pankreaticky trypsin a plasmin ani na trombin z lidské plazmy nema zadny efekt. V pripade
hovéziho pankreatického o-chymotrypsinu a faktoru FXa zhovézi plazmy dochazi k inhibici
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proteolytické aktivity, hodnoty ICso jsou znadzornény v Obr. 11. Z namétenych hodnot vyplyva, ze
EnKCl je potentnim inhibitorem chymotrypsinu a FXa je inhibovan s mensi u¢innosti.

100 %

90 %
m——de=  FXa 2,5 nM (IC50=207,1 nM)
80%

0 === chymotrypsin 2,5nM (IC50=18,7 nM)

60 %
50% fommmmm B N
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Obr. 11 Relativni inhibice a-chymotrypsinu a FXa rekombinantnim r ErKC1. PieruSovana cara predstavuje
50% hladinu inhibice aktivity peptidazy (ICso). Relativni hodnoty inhibice jsou vztazeny k naméfenym hodnotam
pfi OnM koncentraci, povazovanym za 100 %. Hodnoty 1Cso byly extrapolovany z nelinedrni regrese zahrnujici
0nM koncentraci inhibitoru rEnKCl1.

Oproti predpokladiim, peptidolyticka aktivita kallikreinu z lidské plazmy se se zvySujici se
koncentraci pfidan¢ho rEnKC1 vyznamné zvySovala (Obr. 12). Kontrolni méfeni vSak neprokazalo
zadnou peptidolytickou aktivitu ve vzorcich purifikovaného rEnKCl1, a to s Zddnym z fluorogennich

substratti pouzitych pro méfeni aktivity jednotlivych testovanych proteaz.
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Obr. 12 Test schopnosti rEnKC1 inhibovat kallikrein. Casovy pribéh reakce kallikreinu (finalni koncentrace
2,5nM) s fluorogennim substratem Z-FR-AMC (finalni koncentrace 50uM) a inhibitorem rEnKC1 (rizné finalni
koncentrace).

3.6 Test stability komplexu rEnKC1-chymotrypsin
a rEnKC1-FXa

Pfi testovani vzniku komplexu rEnKC1-FXa bylo nasledné po obarveni gelu detekovano nékolik
proteint, a to 2 vyrazné o velikosti v rozmezi asi 40—50 kDa, dale =30 kDa, ~18 kDa, =15 kDa a~=10 kDa
odpovidajici rEnKC1 (Obr. 13). Z prezentovaného gelu nelze usuzovat na tvorbu stabilniho komplexu
rEnKCl1 s aktivovanym faktorem Xa. Komplex rEnKC1-chymoptrypsin nebyl za pouzitych podminek
detekovan.

Obr. 13 Detekce vzniku komplexu rekombinantniho proteinu rEnKC1 s protedzami chymotrypsin a FXa
na SDS-PAGE elektroforéze na 8-16% Mini-PROTEAN® TGX™ polyakrylamidovém gelu, barveno v Coomassie
Brilliant Blue R-250. Na gel bylo nanaseno 1 pg proteazy a 2 pg rEnKC1. M — marker molekulovych velikosti
(v kDa); 1 — rEnKCl+chymotrypsin nevateno, 2 — rEnKC1+chymotrypsin vafeno 20 min, 3 — chymotrypsin, 4 —
rEnKCl1; 5 — FXa; 6 — rEnKCI1+FXa vaieno 20 min; 7 — rEnKC1+FXa nevafeno
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4 DISKUSE

V této praci jsem se snazila piispét, kromé prvotnich vytyCenych cili experimentalni prace, také
vhledem do spektra a vlastnosti jiz popsanych proteinti s Kunitzovou doménou. Vzhledem k tomu, ze
se jedna o velmi intenzivné studovanou skupinu inhibitorti, nebylo v moZnostech této prace zdaleka
postihnout vSechny, které jiz byly popsany. Nebyli vSak opomenuti zejména vyznamni zastupci
puvodem z parazitickych organismi. V ramci studia literatury tykajici se Kunitz proteind jsem narazila
1 na problematiku nekonzistence publikovanych vysledka.

V ptipadé oveéfovani funkce nového Kunitz proteinu se Casto vychdzi z extrapolace vysledki
ziskanych pii studiu jinych blizkych Kunitz proteint (napf. pfibuzného zivocisného druhu), piipadné
ze zndmé sekvence. Vysledné znamé spektrum inhibovanych protedz, a od n€ho casto pouze
odvozenych hypotetickych funkci, tedy siln€¢ zavisi na vybéru testovanych protedz. Kazdy studovany
Kunitz protein pak ma vice ¢i méné unikétni ,testovaci sadu protedz®, takze ani pii peclivém
porovnavani primarnich struktur riznych Kunitz proteinti se neda spolehlivé odvodit souvislost s funkei,
ktera ve mnoha piipadech ani nebyla presvéd¢ivé odhalena a velmi Casto byva prezentovana na zaklade
in vitro experimentii. Kdyby se vSechny jednotlivé Kunitz proteiny otestovaly na podstatné SirSim
spektru proteaz, i na moznost ucinku proti iontovym kanaltim, pravdépodobné by se odhalilo mnozstvi
dalsich funkci, jako tomu bylo napt. v piipadé dendrotoxinu z hadiho jedu, u néjz se komplexngjsi
funkce potvrdila az s odstupem 24 let od jeho objeveni (Kodama et al., 2020). Da se tedy predpokladat,
ze mozna nékteré Kunitz proteiny, které vykazuji nulovou nebo velmi nizkou c¢innost na serinové
protedzy, maji ve skutecnosti jiné zajimavé funkce, které jest¢ nebyly odhaleny.

Je evidentni, Ze i podminky experimentu mohou stat i za nespravnymi vysledky. Pivodné bylo napt.
popséno, ze Ablyomin-X inhibuje pouze faktor Xa a neinhibuje plasmin a trypsin (Batista ef al., 2010).
Pozdéji se vSak ukazalo, Ze plasmin a trypsin inhibuje také, i kdyz v omezené mite (Branco et al., 2016).

Specifickou problematikou jsou v tomto ohledu Kunitz proteiny s vice doménami (napft. lidsky
TFPI-2, klistéci BmTI-6, BmTI-A a ornithodorin nebo catrin z hlistice Ancylostoma caninum). Pokud
byla inhibice vybranych proteaz provadéna s celymi proteiny, a jejich domény maji odlisné sekvence,
nelze urcit (pfipadne vyvodit z publikovanych vysledki), kterda doména je za konkrétni reakci (funkci)
zodpovédna, a tudiz se vysledky v souvislosti s primarni sekvenci jingych Kunitz proteini nedaji
spolehlivé porovnavat (napt. Sasaki & Tanaka, 2008; Tanaka et al., 1999).

Ne vzdy je také spravné urcena P1 pozice aktivniho mista, na které¢ mize podstatné zaviset specifita
Kunitzova inhibitoru, pokud sekvence neni dostate¢n¢ konzervativni, zvlast v pripadé vicedoménovych
nebo vétsich proteind. Vyvoj dalsich uvah o funkci na zédkladé porovnavani primarnich sekvenci pak
neni zcela korektni. Napft. Batista ef al. (2010) porovnavali aktivni doménu Amblyominu-X (P1 = S)
s doménou ixolarisu (P1 = N), pfi¢emz diive byla jako aktivni Kunitz doména ixolarisu urena jina
sekvence (P1 =E; Francischetti et al., 2002). Piestoze ixolaris nema charakteristickou sekvenci v oblasti
aktivni domény, 1ze pomoci programovych algoritmt identifikovat oblast interagujici se serinovymi
protedzami (Marchler-Bauer et al., 2017), ¢imz ovSem dostaneme opét jiny vysledek. Je tedy
prekvapujici, kdyz se publikované informace neshoduji, nicméné to na druhou stranu dokazuje, ze
s narustajicim poctem identifikovanych proteinti se zvySuje i1 diverzita v ramci proteinové rodiny a
konformita skupiny se rozpada — pfestoze ixolaris je fazen mezi Kunitz proteiny, neni mozné
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této rodiny.
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Sekvence Amblyominu-X se podoba conkunitzinu (inhibitoru iontovych kanald z plze Conus
striatus), a 1 vzhledem k malému ucinku na serinové proteazy je spiSe adeptem na hledani zcela
odlisnych funkci. Charakterizovany byly tak jiné nez pro Kunitz proteiny typické ucinky, jako je
inhibice angiogeneze Ci protinadorova aktivita (Drewes et al., 2012; Maria et al., 2019). Mala u¢innost
vuci serinovym proteazam tak muze navést na zcela jiné moznosti vyuziti. Otdzkou vSak zlstava,
na zakladé ¢eho se Ize rozhodnout pro tak atypické experimenty?

Dals$im problémem, se kterym jsem se pfi studiu literatury setkala, je neustalené nazvoslovi Kunitz
proteintl, které nékdy mutize ztizit dohledavani informaci ke konkrétnim proteintim. Stavalo se napf.,
zejména v dobé¢ pred nastupem molekularnich technik a sekvenovani, ze jeden protein mél (a ma dodnes)
vice nazvu. Naptiklad u lidského TFPI-2 bylo az Casem zjiSténo, Ze se jedna o identicky protein jako
diive oznaceny placentalni protein 5 (PPS5), glykoprotein izolovany z placenty (Petersen ef al., 1996).
Kunitz protein CSTI (trypsinovy inhibitor asociovany s kokonovou schrankou (cocoon shell-associated
trypsin inhibitor) bource morusového Bombyx mori (Kurioka et al., 1999) byl pozdé&ji popsan jako
BmSPI 1 (inhibitor serinovych proteaz z Bombyx mori; Bombyx mori serine protease inhibitor) kviili
snaze o sjednoceni ndzvoslovi Kunitz proteinti, ale bez pfimého odkazu na ptivodni pojmenovani
(Nirmala et al., 2001). Protein muchnic¢ky Simulium vittatum oznaCeny jako SV-66 byl az po Sir§im
otestovani jeho funkce prejmenovan na simukunin (Tsujimoto ef al., 2012).

Snaha o relativné ptehledné pojmenovavani s obvyklym vyuzitim prvnich pismen latinského nazvu
zdrojového organismu zacne byt problematickd, kdyz je dany organismus pifejmenovan. Kunitz
proteinim kliStéte Rhipicephalus microplus tak zustava zkratka Bm (z ptivodniho Boophilus microplus)
a u jednoho znich i nazev boophilin. Ornithodoros kalahariensis ma 2 popsané Kunitz proteiny:
savignin a savignygrin (podle ptivodniho urceni z O. savignyi). To je také ptipad naSeho modelového
organismu, u kterého mozna dojde na zaklad¢ genetickych a morfologickych analyz k pifejmenovani
z Eudiplozoon nipponicum na E. kamegaii (Nishihira & Urabe, 2020). Nicméné tato prace ziistava
prozatim u ptivodniho nazvu tohoto monogenea, nebot’ material zatim nebyl porovnan a neni tudiz
mozné zodpovédné rozhodnout, zda se jedna o druh pfejmenovany ve vyse zminéné publikaci. Zaroven
u Kunitz proteinu nové popsaného v této praci zustavam u zkratky En z divodu zachovani
konzistentnosti v ndzvoslovi proteind popsanych z daného organismu s ohledem na piedchozi publikace
(Vorel et al. 2021, Jedlickova et al 2019, Roudnicky et al. 2018, Jedlickova et al. 2018, Ilgova et al.
2017, Jedlickova et al. 2016).

4.1 Bioinformaticka analyza sekvenci Kunitz proteint
E. nipponicum

Jednim z cilli experimentalni ¢asti této prace bylo hlubsi poznani spektra inhibitord Kunitzova typu
u E. nipponicum. K dispozici byla transkriptomova databaze, ze které bylo ziskano témét 40 sekvenci,
jejichz hlub§im porovnavanim bylo zhodnoceno, Ze tento parazit disponuje celou fadou téchto proteind.

Kunitz proteiny byly =z transkriptomu E. nipponicum identifikovany na zakladé¢ sekvencni
podobnosti s diive charakterizovanym EnKT1. Nekteré mohly byt pravdépodobné duplikaty, ptipadné
chybné prepsané duplikaty, byl mezi nimi i relativné velky podil nekompletnich sekvenci. Lze vSak
obecné tvrdit, Ze tento Cerv je vybaven celou fadou Kunitz proteinti, jak bylo popsano i u nékterych
dalsich helmintt — napt. tasemnice Echinococcus granulosus (F16 et al., 2017) a motolice Fasciola
hepatica (Smith et al., 2020), ale i u klistat Haemaphysalis longicornis, Ixodes ricinus nebo
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Rhipicephalus microplus. Vzhledem k tomu, Ze Kunitz proteiny podléhaji rychlému evolu¢nimu vyvoji
diky potiebé parazita dokonale odolavat hostitelskym obrannym mechanismtm, je rozsahla geneticka
vybava podléhajici selekci zakladem tspechu (Schwarz ef al., 2014).

U vyse zminénych helmintt bylo zjisténo, Ze variabilita Kunitz proteinti souvisi s vét§im mnozstvim
zivotnich stadii, kterda maji v rdmci Zivotniho cyklu rizné podminky, a tim padem se lisi i jejich
exkreéné-sekrecni produkty. Monogenea maji sice ptimy vyvoj, nicméné také prochazeji uréitymi
morfologickymi a fyziologickymi zménami b&hem vlastni ontogeneze, a tudiz je pravdépodobné, ze
spektrum aktivnich proteind castnicich se interakce s hostitelem se bude v ¢asovém prub€hu ménit.
Také obranné reakce v hostitelskych tkanich prochazeji uréitym vyvojem a proteiny sekretované
parazitem na tyto zmeény museji zakonit€ reagovat. Tato prace stoji na transkriptomu dospélych jedinci,
ve kterém byl jiz identifikovan jeden protein s Kunitz doménou, EnKT1 (Jedlickova et al., 2019).
Vysledky biochemickych studii tohoto proteinu potvrzuji, ze ma ziejmeé znacny vliv na ptijem krve
parazitem, jeji traveni a ochranu stfeva parazita pred komplementem hostitele. Nicméné spektrum

.....

s hostitelem.

Z transkriptomovych dat bylo pro ucely této prace vybrano 5 sekvenci, které vykazovaly zna¢nou
podobnost v primarni struktuie s Kunitz doménou EnKT1, ale zaroveil odlisnosti v N-koncovych
¢astech nebo v pozici P1. Téchto 5 sekvenci bylo opakované ovéfeno. U jedné z téchto sekvenci bylo
predpovézeno, Ze neni kompletni, coz bylo potvrzeno pomoci RACE-PCR a sekvence byla doplnéna.
Dle programu SignalP-5.0 (Armenteros ef al., 2019) maji vSechny tyto proteiny signalni sekvenci a
pouze u dvou po jejim odstépeni zbude na N-konci pted aktivni doménou unikatni ¢ast neshodujici se
s porovnavanym EnKT1 —u kontigl 54389|m.357154 a 00453|m.828.

V ovéfenych nukleotidovych sekvencich téchto Kunitz proteinti byly identifikovany jisté bodové
mutace, které v nékterych pfipadech mély vliv na pfepisovanou aminokyselinu (viz Pfilohu 3). Nelze
fici, zda se vSechny varianty objevuji také v proteomu, ani zda tyto drobné odchylky mohou vést k velké
zmeéne ve specifité ¢i funkci samotného proteinu, prestoze bylo prokazano, ze i zména jediné
aminokyseliny v Kunitz proteinu mize zasadné narusit ¢i posilit jeho inhibi¢ni funkce (Ascenzi et al.,
2003). Mimo jiné toto zjisténi svéd¢i o znacné evoluéni plasticit¢ Kunitz proteintl. Jednou z dalsich
pticin této variability mohl byt i fakt, Ze izolace RNA pro pozdéjsi sekvenaci transkriptomu byla
provedena ze vzorku nékolika jedincti E. nipponicum, k cemuz doslo i v pripad€ izolace RNA pro
ovéiovani sekvenci vybranych proteinll. Tak velka variabilita se proto nemusi vyskytovat v jednom
konkrétnim jedinci parazita, ale mtze byt zalezitosti populace.

Pozice P1 aktivni domény uréuje do zna¢né miry specifitu inhibitoru. £nKT1 ma v misté P1 arginin
(R); u dalsich se nejcastéji objevuje lysin (K) a leucin (L). R a K v P1 ptfedurcuji (teoreticky) protein
k inhibici trypsinu, zatimco L je spojovan s inhibici chymotrypsinu. Proto byl pro dalsi analyzy vybran
jeden ze dvou potencialnich proteind, ktery mél v pozici P1 leucin. Zaroven tato sekvence vykazovala
v porovnani s ostatnimi potvrzenymi sekvencemi nejvice (celkem 6) mutaci v ramci aktivni domény, a
navic obsahovala kratkou N-koncovou sekvenci. Bylo tedy o¢ekavano, Ze tento protein bude inhibovat
chymotrypsin, a dale by mohl mit odlisné vlastnosti od EnKT1.

Sekvence vybraného kontigu 54389/m.357154 kodujici protein nazvany EnKCl ma vSechny
charakteristické rysy Kunitz proteintl, tedy 6 cysteind typického rozlozeni, 2 fenylalaniny v pozicich
P17 a P29, glycin kolem cysteinu CIV (Pritchard & Dufton, 1999), malou velikost a jednu z typickych
aminokyselin v pozici P1 (Leu). Pfitomnost signalni sekvence svéd¢i o tom, Ze je cilené sekretovan.
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Gen tohoto vytipovaného Kunitz proteinu o délce 300 bp kdduje protein o délce 99 aminokyselin
s celkovou molekulovou hmotnosti odhadovanou na 10,68 kDa (pl 6,07, Gasteiger et al., 2003).
Po odstfizeni signalni sekvence ma protein 75 aminokyselin a velikost 8,04 kDa (pl 7,71), coz odpovida
pramérné velikosti jednodoménovych Kunitz proteinti kolem 8 kDa a 60 aminokyselin.

Pti porovnavani sekvence (bez signalniho peptidu) s proteinovou databazi NCBI pomoci nastroje
BLAST® se nejpodobnéji jevily naptiklad sekvence Kunitz proteinil jedu ¢lenovcli, povrchovych
sekretli sasanek nebo protein s Kunitz doménou z agamy australské (Pogona vitticeps). To potvrzuje, ze
Kunitz proteiny na zaklad¢ podobnosti sekvenci vytvareji klastry bez ohledu na druhovou ptibuznost
(Pritchard & Dufton, 1999). Co se tyce funkce, nelze v tomto piipad¢ sledovat podobnosti, nebot’ Kunitz
proteiny sasanek jsou charakterizovany jako inhibitory iontovych kanali a zbylé nebyly doposud
funkéné popsany.

4.2 Exprese a purifikace rEnKC1

Rekombinantni rEnKT1 byl exprimovan v bunkach E. coli kmene BL21. Pro novy Kunitz protein jsme
zvolili jiné kmeny, a to SHuffle™ a Rosetta Gami B, které jsou zvlast upravené pro expresi proteint
obsahujicich disulfidové vazby (Fathi-Roudsari ef al., 2016). Detekce obsahu histidinovou kotvou
znacen¢ho proteinu v rozpustné fazi i inkluznich teliskach bakterii prokazaly uspéSnou expresi i pfi
ruznych teplotnich podminkach.

Vzorky ziskané z rozpustné faze a z inkluznich télisek byly zpracovavany odd¢€lenég, protoze nebylo
jisté, zda budou proteiny z inkluznich télisek ve spravné konformaci. Rozdil ve vytézku béhem
purifikace nebyl pozorovan a téz konecné vysledky zadny rozdil neukazaly. Rekombinantni protein je
tedy mozné ziskat jak ze solubilni faze, tak z inkluznich télisek a v obou pfipadech bylo dosazeno
stejnych vysledki pfi testovani inhibic¢ni aktivity vi¢i vybranym protedzam.

Purifikace nového rekombinantniho proteinu byla velmi zdlouhava. Oproti rEnKT1 se opakované
nedafilo ziskat po afinitni chromatografii uplné Cistou frakci, prestoze bylo predpokladano, ze vysoka
podobnost obou proteinti zaruc¢i ispéch pfi stejném postupu. Proto bylo ptikroc¢eno i k iontové-vyménné
chromatografii, kterd vysledek purifikace zlepsila, nicméné stale jsme se potykali s jistou mirou
kontaminace. Ziskané vzorky obsahovaly proteiny o velikosti ptiblizn€ 10, 16 a 25 kDa, ptficemz
pozadovany rekombinantni protein odpovidal pravé velikosti kolem 10 kDa (8, 86 kDa). Mensi mobilita
v gelu pti elektroforéze oproti teoretické Mw mohla byt dana rozbalenim proteinu po redukci
disulfidovych mdstkd, jak bylo popsdno napf. u katepsin L-like peptidazy cerkarii Diplostomum
pseudospathaceum (Mike§ & Man, 2003). Hmotnostni spektrometrie a castecné i detekce pomoci
protilatek na membrané ovSem prokazaly hledany protein ve vzorcich odpovidajicich vSem tfem
molekulovym velikostem. V piedpokladaném prouzku byl nejzastoupené;si, v prouzku kolem 16 kDa
byl druhy nejzastoupenéjsi a ve tfetim prouzku byl Ctvrty nejzastoupenéjsi. Zbytek vzorku dale
obsahoval n¢které nezadouci bakterialni proteiny.

Pfitomnost rekombinantniho proteinu ve tfech proteinovych prouzcich v gelu po SDS-PAGE
elektroforéze mtze mit n€kolik pficin. Kvili redukujicimu prostiedi se struktura proteinu rozvolni a
mize ptidat na objemu oproti sbalené konformaci stabilizované disulfidickymi mistky, a ¢ast proteini
tak mohla byt zpomalovana. Dale mlze protein tvofit dimery nebo se vazat na jiné slozky ve vzorku.
Také je mozné, Ze bakterialni proteiny samy obsahovaly vétsi pocet histidinti a dochézelo k jejich
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separaci béhem chromatografie obdobné¢, jako u pozadovaného rekombinantniho proteinu. V neposledni
fadé¢ mohlo dochazet k nespecifickym vazbam rekombinantniho proteinu s bakteridlnimi proteiny,
¢emuz nasveédcuje také jeho vyskyt v proteinovych shlucich o vétsi molekulové velikosti. Zaroven
ve vzorcich tEnKT1 se nevyskytoval kontaminujici band o velikost kolem 25 kDa, coz mohlo byt
zpisobeno tim, ze byl exprimovan v jinych bakteridlnich kmenech, nebo se jedna pravé o souvislost
s jinou strukturou rekombinantniho proteinu. Nicméné tyto moznosti jsme dale neovétovali.

Prestoze nebylo pfedpokladano, ze by proteiny kontaminujici ziskany vzorek rekombinantniho
proteinu mély vyrazny vliv na jeho funk¢ni vlastnosti, je jisté, Ze jejich pritomnost mohla ovlivnit
konec¢né vysledky analyz. Pfedevsim z toho diivodu, Ze nebylo mozné urcit presnou koncentraci EnKCl1
ve vzorcich pouzitych v testech, byt byly vybirdny vzorky (frakce) s minimalni kontaminaci. To
na druhou stranu snizovalo redlny vytézek exprimovaného proteinu. Pro jistotu byla napiiklad pti
testovani inhibice komplementu pouZita i velmi vysoka koncentrace proteinu, kdy by i pfi fadové nizsi
realné koncentraci EnKC1 byl vysledek patrny.

4.3 Inhibiéni testy

Kunitz proteiny jsou mj. soucasti regulacnich procest zahrnujicich krevni srazlivost. Této vlastnosti
vyuzivaji ve velké mite krevsajici parazité, ktefi se pravé se srazlivosti krve svého hostitele museji
neustale vyrovnavat. Kaskada koagulace krve a rozpousténi fibrinovych srazenin je z velké casti
zalozena na trypsin-like serinovych peptidazach (Liang & Bowem, 2016). Nejcastéjsi serinové
peptidazy, které se stavaji cilem inhibitorl, jsou faktor Xa a faktor VIla (Francischetti et al., 2002;
Tsujimoto ef al., 2012; Ranasinghe et al., 2015b).

Tato prace navazuje na predchozi vysledky dokazujici pfitomnost inhibitorti nékolika vybranych
serinovych protedz v rozpustném proteinovém extraktu E. nipponicum (JedliC¢kova et al., 2019).
Prestoze byl jiz identifikovan efektivni inhibitor EnKT1, predpoklada se, Ze pro uspé$né preziti vyuziva
i tento parazit celé spektrum proteind interferujicich s hostitelskou homeostazou.

Pro testovani inhibi¢ni specifity nové identifikovaného Kunitz proteinu rEnKC1 byla vybrana sada
dostupnych serinovych protedz, které s touto skupinou inhibitorti interferuji. V prvni fad€¢ se jedna
o trypsin a chymotrypsin — dle zndmé sekvence a typické aminokyseliny v mist¢ P1 (L) bylo
piedpokladano, Ze tento Kunitz protein bude inhibovat chymotrypsin. Soucasna inhibice trypsinu v$ak
neni vyloucend — napf. EgKI-1, Kunitz protein ztasemnice Echinococcus granulosus, ma velmi
podobné okoli aktivniho mista i podobnou velikost a inhibuje prave trypsin i chymotrypsin (Ranasinghe
et al., 2015¢). Vysledky vsak jednoznacné€ ukazaly, ze rEnKCl1 trypsin neinhibuje a na druhou stranu
efektivné inhibuje chymotrypsin.

Dalsi testované serinové protedzy souviseji s koagulacni kaskddou a fibrinolyzi. Ptestoze
v piirozeném systému by novy Kunitz protein zfejmé inhiboval proteazy kapra, svého hostitele, byly
v této praci pouzity proteazy komeréné dostupné, sav¢iho piivodu. Zasadni motivy aktivnich mist téchto
proteédz diilezité pro interakci s inhibitory jsou vSak vysoce konzervované u riznych skupin obratlovci
(Jedlickova et al., 2019), a tak bylo mozno predpokladat, ze se jedna o vhodnou alternativu.

Kromeé trypsinu rekombinantni protein jednoznacné neinhiboval také plasmin a trombin. V pfipadé¢
trombinu se nejedna o piekvapujici vysledek — tato proteaza je Kunitz proteiny inhibovana spiSe
vyjimecné, témet vyhradné pouze Kunitz proteiny klistat a navic vétSinou odlisnym (nekanonickym)
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zpisobem, tedy N-koncovou ¢asti, a to nekompetitivné, nikoliv kompetitivni inhibici prostfednictvim
aktivni domény (Van De Locht ef al., 1996). Nicméné, jak jiz bylo potvrzeno, negativni vysledek miize
byt zvracen pii zmén¢ podminek experimentu (Branco et al., 2016), coz by vSak vyzadovalo fadu dalsich
pokusti s optimalizaci mnoha parametr. Zda EnKC1 je nebo neni schopny inhibovat plasmin a trombin
v ptirozenych podminkach tedy zatim nelze s jistotou tvrdit.

Vysledky testt inhibi¢ni aktivity rEnKC1 vici kallikreinu vySly nejasné€. Je mozné, Ze se inhibitor
vaze jinam nez do aktivniho mista, ¢imz ovliviiuje jeho konformaci a pfistupnost rezidui aktivni
domény, a tak plsobi spise jako aktivator. Tento experiment by vSak bylo potfeba opakovat, ptipadné
upravit jeho podminky, aby bylo mozné ucinit validni zavéry. Zaroven je nutné poznamenat, Ze rybi
plasma postrdda komponenty kininové kaskady zahrnujici kallikrein (Wong & Takei, 2013), takze
v prirozenych podminkach k interakci EnKCl1 s kallikreinem nedochazi.

Naopak byla potvrzena inhibice faktoru Xa. Faktor Xa je kli¢ovy v koagula¢ni kaskade, nebot
pfeménuje protrombin na trombin (Krishnaswamy, 2013), a jeho u¢innd inhibice zdsadné ovliviiuje
krevni srazlivost. Nas rekombinantni protein se zda byt velmi efektivnim inhibitorem faktoru Xa, nebot’
50% zbytkova aktivita 2,5nM proteazy byla z naméfenych hodnot uréena pii 207,1nM koncentraci
inhibitoru. FXa je pfitom svym charakterem trypsin-like protedza.

Vzhledem k tomu, Ze z vybranych serinovych proteaz ucastnicich se koagulacni kaskady byla
inhibice evidovdna pouze u faktoru Xa, je mozné, Ze pravé tato protedza je prednim cilem tohoto
inhibitoru. Ac¢koliv nebyl testovan vliv rErKC1 na samotny celkovy proces koagulace krve (rybi ¢i jiné),
da se pozitivni vysledek predpokladat. Nelze vSak vyloucit, ze EnKC1 také inhibuje i jiné slozky
koagulacni kaskady, které nebyly testovany. Nicméné klicova pozice faktoru Xa v koagulacni kaskade
naznacuje, ze by EnKC1 mohl u¢inné zabranovat sraZeni krve, coz ve vysledku parazitovi usnadiiuje
jeji prijem.

Inhibice FXa vsak v jiném ohledu trochu prekvapujici. Faktor Xa patii mezi trypsin-like serinové
proteazy, ale jak jiz vSak bylo zminéno, tyto dvé skupiny (trypsin-like a chymotrypsin-like) nejsou uplné
striktné odd€lené. Kunitz proteiny inhibujici trypsin i chymotrypsin nejsou vyjimkou a jiz bylo popsano
také nékolik takovych, které inhibuji chymotrypsin i faktor Xa (i kdyZz tfeba velmi slab¢), napiiklad
simukunin (Tsujimoto et al., 2012), Kunitz proteiny schistosom (Ranasinghe ef al., 2015a; b) nebo
lidsky bikunin (Delaria et al., 1997).

Navzdory inhibi¢ni schopnosti vi¢i chymotrypsinu a FXa se nepodafilo detekovat vznik komplexu
s témito proteazami. U chymotrypsinu mohlo dojit k degradaci enzymu béhem inkubace, jelikoz nebyl
detekovan ani ve vzorku bez inhibitoru. Vazba v komplexu s FXa mohla byt ptili§ slaba a podlehnout
denaturujicim G¢inktm SDS.

Zvlastnost EnKCl1 tkvi vtom, Ze ma v pozici P1 aktivni domény leucin (L). Kunitz proteiny
inhibujici faktor Xa maji v této pozici obvykle arginin (R), méné Casto lysin (K) nebo jinou vzacnéjsi
mutaci. Pravdou vsak je, ze vétSina Kunitz proteind s L v pozici P1 nebyla ani proti faktoru Xa
testovana. Je to jeden zproblémi znemoziujicich porovnavani vysledkd. Jednoznaéné je vSak
kombinace inhibi¢ni aktivity proti chymotrypsinu a faktoru Xa v souvislosti s vyskytem typicky
,»chymotrypsin-like aminokyseliny* v kli¢ové pozici aktivni domény Kunitz proteinu neobvykla.

Protoze bylo jiz diive pozorovano, ze faktor Xa a plasmin mohou figurovat téz jako alternace C3 a
C5 konvertazy v komplementové kaskadé (Amara et al., 2010), je mozné, Ze inhibitor faktoru Xa by
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mohl mit vliv téz na tuto reakci. Znemoznéni aktivace komplementu v krvi pfijaté parazitem mize
ochranit buiiky jeho gastrodermis pfed poSkozovanim. Rekombinantni protein rEnKT1 i podle nasich
ovéiovacich vysledkt znatelné zpomaluje lyzi krali¢ich erytrocytd v rybim séru, na rozdil od rEnKC1.
Prvné jmenovany vsak kromé faktoru Xa inhibuje také plasmin. Hodnoty se sice neshodovaly s dfive
publikovanymi vysledky (Jedlickova efal., 2019), nicméné vzhledem k povaze experimentu a

NI

riznymi podminkami i pozorovacimi schopnostmi.

Ani u jednoho z rekombinantnich proteint nebyl pozorovan vliv na aktivitu lidského komplementu,
nicméng¢ tento pokus byl provadén pouze jednou, takze nelze vyvozovat plnohodnotné zavéry.

Pro fakt, ze rEnKC1 oproti rEnKT1 neinhibuje plasmin a ani nebyl pozorovan vliv na lyzi
erytrocytl, je nékolik moznych vysvétleni. Pouha inhibice faktoru Xa proteinem rEnKC1 nemusi byt
dostacujici, aby se zabranilo aktivaci komplementu v plné mife. Zaroven je tato ¢ast imunitni odpoveédi
ryb komplikovangjsi, nebot’ slozky komplementové kaskady se zde vyskytuji v mnoha isoformach
(Nakao et al., 2011) a faktor Xa nemusi byt pro komplement ryb nijak zasadni. Kazdopadn¢ se zda, zZe
v této oblasti nehraje rEnKC1 v obran¢ parazita pted hostitelskou imunitou vyznamnou roli. Dale ani
urEnKT1 neni zatim jisté, zda za inhibici (rybiho) komplementu zodpovida inhibice FXa a plasminu,
nebo zda jsou jim inhibovany jiné serinové protedzy, jako napi. MASP-2 asociovana s lektinovou
drahou aktivace komplementu (Jedlickova et al. 2019), jako je tomu u lidského Kunitz inhibitoru TFPI
(Keizer et al., 2015). Rozdil ve schopnosti inhibovat komplement by tedy mohl byt dan i neschopnosti
rEnKC1 inhibovat tuto proteazu.
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Proces efektivniho pfijmu a traveni krve u krevsajicich parazitl je velmi vyznamnym cilem vyzkumu
nejen kvili plnému pochopeni jeho fungovani, ale také kvili potencidlu ve farmakologii. Vzhledem
k celému spektru strategii vypotradani se s obranou hostitele na molekularni Grovni predstavuje témet

kazdy druh parazita unikatni systém, ktery mize odhalit dal$si moznosti manipulace s komplexnimi
reakcemi v krvi obratlovci.

E. nipponicum ptedstavuje relativné malo studovanou skupinu krevsajicich paraziti z tfidy
Monogenea, nicméné se ukazuje, Ze je také vybaven mnozstvim protedz i jejich inhibitord. Tato prace
ptispiva k poznani nového Kunitz proteinu, pro n¢jz jsme navrhli nazev EnKCl (Eudiplozoon
nipponicum Kunitz chymotrypsin inhibitor 1), a ktery se mozna ucastni procesu piijmu potravy
parazitem. Soucasné je jisté, Ze se jedna pouze o ¢ast mnohem komplikovanéjsiho systému zahrnujiciho
fadu dalSich inhibitort protedz z riiznych skupin (Ilgova et al., 2017; Jedlickova et al., 2019; Roudnicky
etal., 2018).

Bioinformatickou analyzou transkriptomu E. nipponicum bylo odhaleno témét 40 potencidlnich
proteini Kunitzova typu. Tyto sekvence sdileji urcitou podobnost s jiz popsanym inhibitorem EnKT1,
predevsim v doméngé, a také vykazuji typické vlastnosti Kunitz proteinli — 6 cysteinovych zbytkt, malou
velikost a typické aminokyseliny v oblasti P6-P5".

Jeden z ovéefenych potencidlnich proteinii byl vybran pro expresi v rekombinantni podobé v buiikach
E. coli kmene SHuffle™ a Rosetta Gami B. U ziskaného rekombinantniho proteinu nebyla prokazana
schopnost inhibovat komplement v rybim ani lidském séru. Naopak byla pozorovana inhibi¢ni aktivita
proti hovézimu a-chymotrypsinu a faktoru Xa z lidské plazmy.

Vzhledem k Casové narocnosti purifikace rekombinantniho proteinu nedoslo na dal$i mozné
analyzy, které by mély nasledné probéhnout. Efektivita tohoto Kunitz proteinu by se méla potvrdit
testem schopnosti inhibovat koagula¢ni kaskddu v rybi a lidské krvi, pripadné oveéfit s krvi FXa
deficientnich pacientl. V neposledni fadé se nabizi mnoho jinych experimentii, které odhaluji dalsi
funkce Kunitz proteint, jako naptiklad role v regulaci zanétlivych procest, antimikrobialni obrany nebo
vliv imunizace Kunitz proteinem na obranu rybiho hostitele pied nadmérnou parazitaci E. nipponicum.
Funkci EnKC1 v ptirozenych podminkach by mohla pfiblizit lokalizace v téle parazita a také mira
exprese v jeho riznych zivotnich stadiich. Tento protein tak do budoucna ptedstavuje vhodny predmeét
pro dalsi vyzkum.
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NaCl Sigma Aldrich
Tris/HCI Sigma Aldrich
guanidin hydrochlorid Sigma Aldrich
urea Sigma Aldrich
elektroforéza | Coomassie Brilliant Blue R-250 Sigma Aldrich
blotovani | redukujici pufr NuPAGE® Thermo Fisher Scientist
Precision Plus Protein™DualXtra Standards Bio-Rad
10 x Tris/Glycine/SDS pufr (TGS) Bio-Rad
odtu¢néné mléko Blotting Grade Blocker Bio-Rad
Tween 20 Bio-Rad
iBodies (Séacha et al., 2016)
6x-His Tag Monoclonal Antibody (4A12E4) Sigma Aldrich
Streptavidin HRP Sigma Aldrich
kréli¢i anti-mysi protilatky IgG HRP Thermo Fisher Scientist
_ méf?fli, a-chymotrypsin (bovinni pancreas), C6423-25UG Sigma Aldrich
l;ﬁtllb\:lctl; trypsin (bovinni pancreas), T8658-1VL Sigma Aldrich
proteinu kallikrein (lidska plazma), K2638-50UG Sigma Aldrich
aktivovany faktor X (Xa) (bovinni plazma), F9302-50UG | Sigma Aldrich
plasmin (lidska plazma), P1867-500UG Sigma Aldrich
thrombin (lidskd plazma), T4393 Sigma Aldrich
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC (AAPF), 4012873 Bachem
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meéfeni Z-

Leu-Arg-AMC (LR), 4034611 Bachem
lzlf(ltlfvllctl; Z-Phe-Arg-AMC (FR), 4003379 Bachem
proteinu H-Pro-Phe-Arg-AMC (PFR), 4004023 Bachem

Z-1le-Glu-Gly-Arg-AMC (IEGR) Bachem
Z-Ala-Leu-Lys-AMC (ALK) Bachem
Z-Val-Pro-Arg-AMC (VPR), 4003460 Bachem

iont. chrom. | MES, 4432-31-9 Sigma Aldrich

Pouzité Kity
koncentrace
proteini Quant-iT™ Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientist
syntéza cODNA | Tpanscriptor First Strand cDNA Synthesis Kit Roche
RACE-PCR

GeneRacer™ Kit

Invitrogen

extrakce vektoru

Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit

Zymo Research

clektroforéza | Opti-4CN™ Substrate Kit (SDS) Bio Rad
vektory pGEM®-T Vector System I Promega
Hybrid-Q™ Plasmid Rapidprep GeneAll®
Pouzité pufry
lyzaéni pufr lauryl sarcosine 1%
pHS8 NaCl 300 mM
exprese Tris/HCI 20 mM
rekombinantnich .
proteindi imidazol 10 mM
rozpoustéci pufr Tris/HCI 20 mM
H7
P guanidin hydrochlorid 6 M
promyvaci pufr Tris/HCI 20 mM
pH7 urea &M
NaCl 0,5M
niklova afinitni .
kolona s Profinity™ ~ 1m.1 dazol 40 mM
IMAC Resin elu¢ni pufr Tris/HClI 20 mM
pH7 urea &M
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imidazol 0,5M
promyvaci pufr NaH,PO, 01M
pH7
Na,HPO4 0,1 M
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kolona s HisTrap™ p imidazol 40 mM
Fast Flow Crude elu“; é’“fr NaH,PO, 0.1 M
p
Na,HPO4 0,1 M
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) L, nanaSeci pufr pH6,5 MES 20 mM
it | s 20
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Alsevertv roztok glukéza 120 mM
test inhibice pH7.4 NaCl 7 mM
komplementu kyselina citronova 2 mM
dihydréat citronanu sodného 30 mM
v g el ew Hepes pufr Hepes 0,1 M
méfeni }nhlblcnl pHS NaCl 03 M
aktivity
CaCl 10 mM
Pouzité programy a online databaze
SignalP-5.0 http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
ExPASy https://web.expasy.org/compute pi/
NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast® https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
Magellan™ Tecan

Primer design

https://primer3.ut.ee/

BioEdit Sequence Alignment Editor verze 7.2.5
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8 PRILOHA C. 2

Kunitz proteiny zahrnuté do kontextu literarniho tvodu. Tabulka obsahuje seznam vysledkil funkénich experimenti (zelené pole = pozitivni vysledek, cervené pole = negativni vysledek) a sekvenci v oblasti P3—P3". Pokud

bylo v literatuie uvedeno, je doplnéna informace o typu katepsinu (G/K) a elastazy (neutrofilni, granulocytova, leukocytova, pankreaticka).

reference
(Tsujimoto et al, 2012)

(Delaria et al, 1997)

(Ranasinghe et al, 2015a)
(Ranasinghe et al, 2015b)
(Wun et al, 1988)

(Rhoads et al, 2000)
(Marchler-Bauer et al, 2017)
(F16 et al, 2017)

(Islam et al, 2009)
(Jedlickova et al, 2019)
(Bajaj et al, 2001)

(Sasaki et al, 2004)
(Masci et al, 2006)
(Smith et al, 2020)
(Azzolini et al, 2004)
(Bernard & Peansky, 1993)
(Ranasinghe et al, 2015c)
(F16 et al, 2017)

(F16 et al, 2017)

(F16 et al, 2017)

(Ceraul et al, 2008)
(Karczewski et al, 1994)

(Schweitz et al, 1995)
(Paesen et al, 2009)

(Mans et al, 2002a)
(Kato ef al, 2005)

(Bathige et al, 2015)

S -
g = =
7 &) 4 = e, e, o, , .,
, ., . a > 3 iné potvrzené inhibi¢ni jiné potvrzené negativni
'z @) — < ]
nazev zdrojovy organismus o %‘ 3 é sl glgls j§ schopnosti vysledky inhibi¢nich testt
2| E| s | €|Z| E &l &l 3
ol 5 2| =| 2|2 8|2 ¢s
RPN P3|P2 |P1|P1"|P2"|P3’
simukunin (SV-66) Simulium vittatum G koagulace, FIXa, FXIa FXlla V |C |[R |A |[L |F
Bikunin Homo sapiens G G FIXa, FXla, FXIla FVIla R|C R A |[S M
P [C [R|A |[S |F
SmKI-1 Schistosoma mansoni N G koagulace pankreaticka elastaza I |[C [R|A |L |L
SjKI-1 Schistosoma japonicum N G koagulace pankreatick4 elastaza K|C [R|A |S |L
TFPI Homo sapiens G FVIla L |[C |[R|A [N |E
TsTCI Trichuris suis C|T |[R |Q |C |V
EgKU-8 Echinococcus granulosus koagulace F [C [R|A |Y |F
EgKU-4 Echinococcus granulosus R
haemangin Haemaphysalis longicornis angiogeneze (b. proliferace) RI|C |[R|A |S |M
EnKTl1 Eudiplozoon nipponicum FVII M|C |[R |A |S |F
TFPI-2 Homo sapiens I |C [R |G |Y |I
L |[C |[R]A [N |E
BmTI-2 Rhipicephalus microplus P |C |[R |G |Y |I
Textilinin-1 Pseudonaja t. textilis P |C |R|V |R |F
FhKT1.3 Fasciola hepatica K P |[C |[R |G |G |I
HiTI Haematobia irritans irritans N FXIIa, subtilisin A P |C |[R K [S |D
T-1 Ascaris suum C|T |[R |E [C |[K
EgKI-2 Echinococcus granulosus R |G [R |[A |A |F
EgKU-5 Echinococcus granulosus R [C [R |G |Y |F
EgKU-6 Echinococcus granulosus P |[C [R N |Y |S
EgKU-7 Echinococcus granulosus P [C [R A |Y |I
KPIs (K1) Dermacentor variabilis koagulace I |[C |R |G |M|L
disagregin Ornithodoros moubata koagulace, adheze desticek k
fibronectinu G |C |[R |[E |[D |D
kalicludiny (AcKC1-3) | Anemone sulcata H|P |[R|]A |S |H
Ra-KLP Rhipicephalus appendiculatus urokinaza, FXIla,
G tryptaza, chymaza,
granzymeB, koagulace,
komplement, agregace L |G |R |H [S |D
savignygrin Ornithodoros kalahariensis koagulace, integriny Gl|Cc [R|G |D |E
haemaphysalin Haemaphysalis longicornis kininogen, aktivator FXIla
FXII/FXIla N |[C |[R N |G |N
RbKSPI Oplegnathus fasciatus bakteriostatickd fce P |C |[IR|G |A |F
G |[C [R|D |S |L
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(Smith et al, 2020)
(Liao et al, 2009)

(Lai et al, 2004)
(Valdés et al, 2013)
(Wan et al, 2013)
(Ascenzi et al, 2003)
(Fioretti et al, 1985)
(Ding et al, 2015)
(Yuan et al, 2008)
(Miyoshi et al, 2010)
(Macedo-Ribeiro et al, 2008)
(Bajaj et al, 2001)
(Sasaki et al, 2004)
(Paesen et al, 2007)

(Sasaki & Tanaka, 2008)

(Kurioka et al, 1999;
Nirmala et al, 2001)
(Zhao et al, 2011)

(Suvilesh et al, 2017)
(Strydom, 1973)

(Antuch et al, 1993;
Liu et al, 1983)
(Parkinson et al, 2004)

(Jin et al, 2019)
(Tanaka et al, 1999)

(Bozas et al, 1995)
(Ranasinghe et al, 2015c)

(Toubarro et al, 2013)

(F16 et al,2017)

(Bernard & Peansky, 1993)
(Bernard & Peansky, 1993)
(Smith et al, 2020)

(Smith et al, 2020)

(Smith et al, 2020)

(Smith et al, 2020)

(Ueda et al, 2005)

(Chen et al, 2001;
Yang et al, 2014)
(Van De Locht et al, 1996)

(Sasaki et al, 2004)
(Gao et al, 2011)

FhKT4 Fasciola hepatica P |C |[R |G |S |F
Hemalin Haemaphysalis longicornis koagulace I |[C |[R|A |F |M
L |[C |[K|A |S |F
Amblin Amblyomma hebraeum P |C |K|A |L |I
tryptogalinin Ixodes scapularis B-tryptaza, matriptaza FXla, FXIIa, chyméza P |C |K|A |[M|F
AvKTI Araneus ventricosus P |C [K]A |[S |L
Aprotinin (BPTI) Bos taurus FVlla, urokinaza P |C |[K|A |R |I
SII (spleen inh.) Bos taurus trypsinogen P |[C [K|A |[K |M
BmKTT-2 Buthus martensi R |C [K|A |Y |F
HNTX-XI Ornithoctonus sp. R |[C [K|A |S |F
HIMKI Haemaphysalis longicornis HISP P |[C [K|A |A |F
Boophilin Rhipicephalus microplus FVlla, FXIla, tryptaza I |C |IKI|A |L |I
TFPI-2 Homo sapiens FVIla P |C [K|A [I |[M
BmTI-D Rhipicephalus microplus P |C |[K |G |H |I
TdPI Rhippicephalus appendiculatus B-tryptase urokinaza, FVIIa,
chymaza L |C |[K|A |R |F
BmTI-6 Rhipicephalus microplus FXIla P |C |[K|G |Y |F
P |C |[K|A |Y |I
L |C |[K|G |Y |F
CSTI (BmSPI-1) Bombyx mori fibrinolyze plc lklg Is |F
SdPI Lychas mucronatus K|G |K |A |S |F
NNAh Naja naja metaloprotedzy PLA2 LIc |[KI|Cc |Y |D
DTX-K Dendroaspis polylepis P |C |[K |R |K ]I
ShPI Stichodactyla helianthus Rlc lklg |y |F
cvp2 Pimpla hypochondriaca L |[C |[K|A |S |I
HcKuPI Hyriopsis cumingi P |[C |[K |G |[K |I
BmTI-A Rhipicephalus microplus P |[C |[R|I |L |R
P |C |L |[A |Y |M
Fh-KTM Fasciola hepatica urokinaza FXla, FXIIa, koagulace PIlc |IL |G |G |1
EgKI-1 Echinococcus granulosus vaze Ca** Plc ILIA |Y |F
Sc-KU-4 Steinerma carpocapsae agregace hemocytl koagulace TI|C |L |A |F |N
EgKU-3 Echinococcus granulosus M|C [L |G |Y |F
C/E-1 Ascaris suum C|P [L M |C |R
C/E-4 Ascaris suum C|A |L |[M|C |R
FhKTI.1 Fasciola hepatica P |[C |[L |G |G |I
FhKT1.2 Fasciola hepatica P |C |[L |G |G |I
FhKT?2 Fasciola hepatica P |C |[L |A |l |R
FhKTS5 Fasciola hepatica P |C |[L |JA |H |I
luxuriosin Acalolepta luxuriosa Y |[C IN|E |W |Q
BF9 Bungarus fasciatus Rlc Inla L |1
ornithodorin Ornithodoros moubata D |C [N |N |D A
S |[C |A|E |G |T
BmTI-3 Rhipicephalus microplus G |C |A|H |Y |F
Rhipilin-1 Rhipicephalus hemaphysaloides koagulace N|IC |A|G |S |R
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(Bayrhuber et al, 2005)
(Alim et al, 2012)
(Kodama et al, 2020)
(Lima et al, 2010)

(Batista et al, 2010)
(Smith et al, 2020)
(Waxman et al, 1990)
(Mans et al, 2008)

(Nile et al, 2006)
(Milstone et al, 2000)

(F16 et al, 2017)
(Kaur et al, 2018)

(Francischetti et al, 2002)
(Cao et al, 2013)

(Mans et al, 2002b)
(Yang et al, 2009)

(F16 et al,2017)

(Decrem et al, 2009)

(Zhang et al, 2017)

conkunitzin Conus striatus S |G |T |K |A |E
HIChI Haemaphysalis longicornis VvV |C |Y |A |F |F
dendrotoxin P00979 | Dendroaspis polylepis R [C |Y |Q |[K |I
BmCI Rhipicephalus microplus cytotoxicita proti subtilisin A
fibroblastim L|C Y A Y |F
G |- |S |G |S |N
Amblyomin-X Amblyomma cajennense koagulace T|C |S [N |[K |T
FhKT3 Fasciola hepatica P |[C |S |[E |[H |I
TAP Ornithodoros moubata FVlla, urokinaza E |C |[D|S |N |E
monobin Argas monolakensis koagulace tryptaza S |C [D|A |S |N
D |C |G |G |Q |V
AWAK Gallus gallus P |C |G |G |H |E
AceKI-1 Ancylostoma ceylanicum prothrombin time (lidska
plasma) Q|C [M|A |F |F
EgKU-2 Echinococcus granulosus N |C [W|Y |Y |[R
flavikunin Bungarus flaviceps thromboplastin,
prothrombin time P |[C |H |D |[R |K
Ixolaris Ixodes scapularis koagulace, FVIla tryptaza T |C |[E|S |Q |E
Rhipilin-2 Rhipicephalus hemaphysaloides koagulace T |C |F |[E |R |S
savignin Ornithodoros kalahariensis N |C |[E [N |G [A
bicolin Vespa bicolor F |C QS |S ]I
EgKU-1 Echinococcus granulosus Q
Ir-CPI Ixodes ricinus koagulace, FXII, FXI, FXIla, FXIa, FIXa, Flla,
prekallikrein FVlIIa, t-PA
HAT11 Hyalomma asiaticum koagulace hemolyze
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9 PRILOHA C. 3

&ast 1.: Porovnani proteinovych sekvenci ovéfovanych Kunitz proteinti a EnKT1 E. nipponicum. Hvézditka indikuje konzervované cysteiny tvoiici disulfidické mistky. Sipka oznaGuje pozici P1. Podtrzena sekvence byla doplnéna pomoci
RACE-PCR. Sedé podbarveni zahrnuje konzervované pozice, te¢ka ukazuje na mista s vy$§i variabilitou (50 % v ramci vybéru). Prvni &ast predstavuje signalni sekvence.

EnKT1 MGSKLILSMALLAMAVATLWIAEVSG
EnKC1 MANNFNLFTALVILVVAVLWITEA--
00453 |m.828 MGSKLILSTALLAMVNVATLWISEVTG
00481 |m.884 MVNNENLEFTALIVLVVAALWISEAFA

05461 |m.23039 MVNNENLFTALIVLVVAALWISAAFA
56279 |m.364491 MVNNENLFTALIVLVVAALWISKATA

* * ! * * * *
EnKT1 GVPKFHSGGQ-—————=—==——=— === ————————————————————— MSGGAHKFLLGGOMSGEVPKFLLDGQTTASPLSTCOLPOMVGMCRASEPRFYFDGKKCTEFIYGGCGCGGNANNEFOTKAECESTCPVV
EnKCl = o e e e CLMMNGNVEIDSVTKAATSPLSICOLPKAVGMCLASEPRYYEDGKKCTOFIYGGCGGNANNEFOTKAECESTCPVL
00453 |m.828 GVPKLLLRGOMSGGVPKEPSGGOMSGDEPKMRLGEPMSGDEPKMRLGOPMSGGAHKEFLLGDOMSGEVPKFLLDGQTTASPLSTCOLPKMVGMCKASEFPREFYEFDGKKCTEEFIYGGCGGNANNFOTKAECESTCPVL
00481 M. 884 ——— oo SPLSTCQLPQIVGMCRASFPRFYFDGKKCTEFIYGGCGGNANNFQTKAECESTCPVV
05461 M. 23030 ——— oo oo SPLSTCQLPKMVGMCRASFPRFYFDGKKCTEFIYGGCGGNANNFQTKAECESTCPVL
56279 M. 364401 ——m—m o SPLSTCQLPQIVGMCLASFPRFYFDGKKCTEFIYGGCGGNANNFQTKAECESTCPVL
¢ast 2.: Nukleotidové sekvence vSech vybranych ovéfovanych Kunitz proteint v alignmentu

EnKC1 ATGGCCAATAATTTTAATTTATTTACGGCATTGGTTATCTTGGTTGTAGCTGTGCTATGGATTACCGAGGCC === == === === ===~ ——— - ———

00453 |m.828 ATGGGCAGTAAGTTAATCTTATCTACGGCACTCCTTGCCATGGTTGTAGCTACGCTTTGGATATCCGAAGTGACTGGTGGTGTACCTAAATTGCTTCTTCGTGGTCAAATGAGTGGTGGAGTACCG

00481 |m.884 ATGGTCAATAATTTTAATTTATTTACGGCATTGATTGTCTTGGTTGTAGCTGCGCTTTGGATTTCCGAGGCATTTGCA-———————————— =~~~ ————————— —— —————————————————————

05461 |m.23039 ATGGTCAATAATTTTAATTTATTTACGGCATTGATTGTCTTGGTTGTAGCTGCGCTTTGGATTTCCGCGGCATTTGCA-——— === === ===~ ———— e —
56279|m.364491 ATGGTCAATAATTTTAATTTATTTACGGCATTGATTGTCTTGGTTGTAGCTGCGCTTTGGATTTCCAAGGCAACTG A ——————————————m

EnkKCl = e

00453 |m.828 AAATTTCCTTCTGGTGGTCAAATGAGTGGTGATGAACCCAAAATGCGCCTTGGTGAGCCAATGAGTGGTGATGAACCTAAAATGCGTCTTGGTCAGCCAATGAGTGGTGGAGCACATAAATTTCTT
D048 T M. B84 oo e
05461 M. 23080  mmm s o e
56270 M. 3644 0] mmmmm

EnkCl  —m———- TGCTTGATGATGAACGGAAATGTAGAAATTGATTCCGTAACGAAAGCAGCCACAAGTCCACTATCAATTTGTCAACTACCCAAAGCAGTCGGTATGTGCCTAGCTAGTTTTCCTCGATAC

00453 |m.828 CTTGGAGATCAAATGAGTGGTGAAGTACCTAAATTTCTTCTTGATGGTCAAACAACTGCAAGTCCACTATCAACTTGTCAACTGCCCAAAATGGTCGGTATGTGCAAAGCGAGTTTTCCTCGATTC

00481 |m.884 ———————-——— e AGTCCACTATCAACTTGTCAACTGCCCCAAATTGTCGGTATGTGCAGAGCGAGTTTTCCTCGATTC

05461 |m.23039 —==—=————— = AGTCCACTATCAACTTGTCAACTGCCCAAAATGGTCGGTATGTGCAGAGCGAGTTTTCCTCGATTC

56279 |m.364491 ---—-——--""—"""""""""""""""" " ————— AGTCCACTATCAACTTGTCAACTGCCCCAAATTGTCGGTATGTGCCTAGCTAGTTTTCCTCGATTC

EnKC1 TATTTTGATGGGAAAAAATGCACACAATTCATTTATGGAGGCTGTGGGGGAAATGCAAACAATTTTCAGACGAAAGCGGAATGCGAGTCAACCTGTCCAGTGCTTTAA

00453 |m.828 TATTTTGATGGGAAAAAATGCACAGAATTCATTTATGGAGGCTGTGGGGGAAATGCAAACAATTTTCAGACGAAAGCGGAATGCGAGTCAACCTGTCCAGTGCTTTAA

00481 |m.884 TATTTTGATGGGAAAAAATGCACAGAATTCATTTATGGAGGCTGTGGGGGAAATGCAAACAATTTTCAGACGAAAGCGGAATGCGAGTCAACCTGTCCAGTGGTTTAA

05461 |m.23039 TATTTTGATGGGAAAAAATGCACAGAATTCATTTATGGAGGCTGTGGGGGAAATGCAAACAATTTTCAGACGAAAGCGGAATGCGAGTCAACCTGTCCAGTGCTTTAA
56279 |m.364491 TATTTTGATGGGAAAAAATGCACAGAATTCATTTATGGAGGCTGTGGGGGAAATGCAAACAATTTTCAGACGAAAGCGGAATGCGAGTCAACCTGTCCAGTGCTTTAA
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¢ast 3.: Porovnani nukleotidovych sekvenci aktivnich domén ovéfovanych Kunitz proteinti a EnKT1
E. nipponicum. V sekvencich jsou vyznacena mista s pfisluSnou mutaci oproti konzervované sekvenci.
Sedg podbarvené jsou mutace, které v daném misté sekvence koduji stejnou aminokyselinu navzdory
odlinému nukleotidu (tzn. odlignost se neprojevi v aminokyselinové sekvenci). Sipky ukazuji na triplet
kédujici aminokyselinu v pozici P1.

Ll
A.TTGTCAACT.CCC.AA...GTCGGTATGTGC. .AGC.AGTTTTCCTC

EnKT1 C G C ATG AG G
EnKC1 T A A GCA CT T
00453 |m.828828 C G A ATG AA G
00481 |m.884 C G C ATT AG G
05461 |m.23039 C G A ATG AG G
56279Im.364491 C G C ATT CT T

GAT.CTATTTTGATGGGAAAAAATGCACA .AATTCATTTATGGAGG.TGTG

EnKT1 T G i
EnKC1 A C i
00453 |m.828 T G C
00481 |m.884 T G C
05461 |m.23039 T G C
56279 Im.364491 T G C

GGGGAAATGCAAACAATTTTCAGACGAAAGCGGAATGCGAGTCAACCTGTCCA
EnKT1
EnKC1
00453 |m.828
00481 |m.884
05461 |m.23039
56279 |m.364491
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10 PRILOHA C. 4

Vysledky métfeni hmotnostni spektrometrie. Z celkovych vysledk byl prevzato vzdy prvnich 10
nejzastoupenéjSich proteini. SC — sequence coverage (procentudlni podil sekvence pokryté
identifikovanymi peptidy, uvedeno pro protein s nejlep$im pokrytim z dané proteinové skupiny), Mw —
molekularni hmotnost, Score — skore predstavujici kvalitu identifikace proteinu.

Tab. 4A Detekované proteiny z prouzku odpovidajiciho velikost proteini = 10 kDa

Parametry proteinu Identifika¢ni parametry
nazev SC Mw
Nazev proteinu genu [%] [kDa] Score
rEnKC1 79,7| 8,6448| 112,39
30S ribosomal protein S15 rpsO 75,3 10,269| 41,954
Ferric uptake regulation protein fur 52,7 16,795| 127,32
FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase | slyD 28,1 20,853| 62,818
Thioredoxin-1 trxA 50,5| 11,806| 72,275
508 ribosomal protein .32 rpmF 45,6 6,4463| 105,27
30S ribosomal protein S16 rpsP 58,5 9,1904| 34,844
DNA-binding protein HU-alpha hupA 63,3| 9,5349| 20477
508 ribosomal protein L.28 rpmB 359| 9,0064| 9,9342
Major outer membrane lipoprotein Lpp Ipp 33,3| 8,3234| 56,544
Tab. 4B Detekované proteiny z prouzku odpovidajiciho velikost proteinti = 16 kDa
Parametry proteinu Identifika¢ni parametry
nazev Mw

Nézev proteinu genu | SC [%] [kDa] Score
Ferric uptake regulation protein fur 66,2 16,795 119,65
rEnKC1 70,9 8,6448 | 31,229
FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase slyD 67,3 20,853 | 133,27
3-hydroxyacyl-[acyl-carrier-protein]|
dehydratase fabZ 66,2 17,033 | 53,43
DNA-binding protein H-NS hns 55,5 15,539 | 41,445
30S ribosomal protein S6;30S rpsF 48,1 15,187 | 53,995
DNA protection during starvation protein dps 72,5 18,695| 78,93
RNA-binding protein Hfg hfq 98 11,166 | 67,592
508 ribosomal protein L9 rpll 73,8 15,769 | 37,27
Translation initiation factor IF-2 infB 1 97,349 | 0,76769
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Tab. 4C Detekované proteiny z prouzku odpovidajiciho velikost proteint ~ 25 kDa

Parametry proteinu

Identifika¢ni parametry

nazev SC Mw
Nazev proteinu genu [%o] [kDa] Score
FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase | slyD 71,4 20,853 | 323,31
Superoxide dismutase [Fe] sodB 80,3 21,265| 220,85
Transcriptional regulator Yqjl yqjil 68,6 23,401| 310,62
rEnKC1 55,7 8,6448| 93,398
Ferric uptake regulation protein fur 48 16,795| 122,81
Alkyl hydroperoxide reductase subunit C ahpC 78,6 20,761 | 189,23
Acyl carrier protein acpP 333 8,6394| 110,17
NAD(P)H dehydrogenase (quinone) WrbA 51,5 20,845 | 206,77
30S ribosomal protein S13 rpsM 54,2 13,099 | 107,15
Superoxide dismutase [Mn] sodA 56,3 23,097 | 147,51
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