UNIVERZITA KARLOVA 'V PRAZE

Prirodovédecka fakulta

Katedra parazitologie

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Parazitologie

Bc. Lucie Jedlickova

Peptidazy monogenei celedi Diplozoidae

Peptidases of monogeneans of the family Diplozoidae

DIPLOMOVA PRACE

W

Skolitel: RNDr. Libor Mikes, Ph.D.

Praha 2013



Prohlaseni:

ProhlaSuji, Ze jsem zdvereCnou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla
vSechny pouzité informac¢ni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla

predlozena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze dne 13. 08. 2013

Podékovani

Dékuji svému Skoliteli RNDr. Liboru Mikesovi, Ph.D. za moZnost pracovat

na zajimavém tématu, za jeho ochotu, pomoc a cenné rady béhem mého studia a
pii psani mé diplomové prace. Dale dékuji za poskytnuti materidlu na experimenty
Ing. Pavlovi Vejsadovi, Ph.D., dr. hab. Ing. Josefu Veliskovi, Ph.D. a kolegim z PiF
Masarykovy univerzity v Brné. Za odbornou pomoc pii zpracovani vzorku dékuji
RNDr. Jan¢ Nekvindové, Ph.D. a Mgr. Romané Stopkové, Ph.D.

Dékuji celému tymu helmintologické laboratofe za piijemnou atmosféru a
predevsim Hance Dvoiakové za trpélivost, dulezité rady, pomoc pii experimentech a

Jané Bulantové za obrazky.

Dale bych rada podékovala Magd¢ Jancarové a své rodin¢ za velkou podporu

pfi mém studiu.



Abstrakt

Proces traveni krve u monogenei podtiidy Polyopistocotylea je zndm pouze
z ultrastrukturalnich a histochemickych analyz. V porovnani s ostatnimi krevsajicimi
parazity existuje jen malé mnozstvi biochemickych a molekularné¢ biologickych studii
zabyvajicich se travicimi enzymy u monogenei vibec. Proto jsme se zaméfili
na biochemickou a molekuldrni charakteristiku hydrolytickych enzyml (peptidaz)

u hematofagnich druhi Paradiplozoon bliccae a Eudiplozoon nipponicum.

Podafilo se ndm prokdzat pfitomnost cysteinovych peptidaz, zejména
cathepsinu L, v exkre¢né sekrec¢nich produktech a solubilnim proteinovém extraktu
u P bliccae a E. nipponicum. Detekce prob&hla pouzitim fluorogennich substrati,
specifickych inhibitort a znafenou sondou DCG-04. Nagelech / membranach
po elektroforéze / blotovani byly zaznamenany prouzky o velikost 35 kDa u obou
zastupct a navic 24 kDa u E. nipponicum. Vzorky byly rozdéleny rovnéz pomoci 2D
elektroforézy a na gelech byly zaznamenany relevantni spoty o velikosti 35 kDa
uP.bliccae a 25 - 35 kDa u E. nipponicum, které byly potvrzeny hmotnostné

spektrometrickou analyzou jako cathepsiny L.

Pomoci degenerovanych primeri, navrzenych na zaklad¢ konzervovaného mista
cysteinovych peptiddz, byla ziskdna castecnd sekvence genu pro cathepsin L
E. nipponicum. Metodou 3° RACE PCR byla ziskana sekvence jeho 3’konce a
kombinaci s vysledky trankriptomové analyzy byla sloZzena Uplnd sekvence

cathepsinu L E. nipponicum (bez signalniho peptidu).

Metodou 454 sekvenovani cDNA dospélci E. nipponicum se podatilo ziskat
324 941 cteni o pramérné délce 423 pb, ktera byla sestavena do 6910 kontigii. Pomoci

bioinformatické analyzy bylo predikovano 30 peptidazovych gent.

Klic¢ova slova: cathepsin L, Monogenea, Diplozoidae, traveni, peptidaza, hematofagie



Abstract

The blood processing mechanisms in monogeneans of the subclass
Polyopisthocotylea are known from ultrastructural and histochemical analyses only. In
contrast to other blood-feeding parasites, just few biochemical and molecular analyses
have been done on digestive enzymes in monogeneans. Therefore, we focused on the
biochemical and molecular characterization of hydrolytic enzymes (peptidases) in the

hematophagous species Paradiplozoon bliccae and Eudiplozoon nipponicum.

The presence of the cysteine class peptidases, mainly cathepsin L, in excretory-
secretory products and soluble protein extracts of P. bliccae and E. nipponicum we
found. Detection was carried out using fluorogenic substrates, specific inhibitors and the
labelled probe DCG-04. On the gels / membranes after electrophoresis / blotting we
detected bands of approximately size of 35 kDa in the case of both species and 24 kDa
for E. nipponicum. Soluble protein extracts of worms were separated by 2D gel
electrophoresis and relevant spots around 35 kDa (P. bliccae) and around 25 - 35 kDa

(E. nipponicum) were confirmed by mass spectrometry as cathepsins L.

Using degenerate primers based on the conserved motifs of cysteine class
peptidases, a partial sequence of cathepsin L gene from E. nipponicum was obtained.
Furthermore, 3’RACE PCR method revealed 3' end sequence of the gene; combining
with the results of the transcriptome project, we received a complete sequence of

cathepsin L of E. nipponicum (except for the signal peptide).

Applying 454 sequencing technology on cDNA of adult E. nipponicum, we received a
total of 324 941 reads, average length 423 bp, which were assembled into 6910 contigs.
So far, 30 genes of peptidases were predicted by bioinformatic analyses.

Keywords: cathepsin L, Monogenea, Diplozoidae, digestion, peptidase, hematophagy
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Seznam pouzitych zkratek

LAP - leucin aminopeptidaza

AE - asparaginylova endopeptidaza (legumain)
ESP - exkrecné sekrecni produkty

SOIPE - solubilni proteinovy extrakt

CP - cysteinové peptidazy

ICL - inhibitor cathepsinu L

ABC - ammonium bikarbonat

IAA - jodacetamid

DTT - dithiotreitol

ACN - acetonitril

EN - Eudiplozoon nipponicum

PB - Paradiplozoon bliccae

AK - aminokyseliny

Cat L/B/C/D - cathepsiny L/B/C/D

SCP - karboxypeptidaza

emPCR - emulzni PCR

TBS - T — Tris pufr, NaCl, Tween 20 (sloZeni v pfiloze ¢. 1)
CPB - citrat fosfatovy pufr (slozeni v ptiloze €. 1)
CPB - T - citrat fosfatovy pufr, Triton (slozeni v piiloze ¢. 1)
AMC - 7 -amino-4-methylcoumarin

SDS - dodecylsulfat sodny

CBBR- 250 - Coomassie Brilliant Blue R- 250
SDS-PAGE — vertikalni elektroforéza

SP- signalni peptid



Uvod a cile prace

Zastupci ¢eledi Diplozoidae jsou krevsajici paraziti¢ti plosténci fadici se do tidy
Monogenea. Jedna se o ektoparazity s pfimym vyvojovym cyklem parazitujici pievazné
na zabrach kaprovitych ryb. Mohou mit signifikatni patogenni ucinek, ktery spociva
vV mechanickém poSkozeni Zaber, Casto doprovazeném sekundarnimi bakteridlnimi
nebo mykotickymi infekcemi. Zaroven sani krve mulze u napadenych ryb vyvolat
onemocnéni oznaované jako hypochromni mikrocytickd anémie. Piemnozeni

monogenei v chovnych rybnicich mizZe mit negativni ekonomicky dopad.

Proto je dulezité tuto skupinu podrobné studovat a ziskat informace o jejich
vyvoji a fyziologii. Z tohoto divodu jsme se zaméfili na proces traveni krve
u ¢. Diplozoidae, ktery zatim neni dostate¢né objasnén. U hematofagnich helmintd
je jednim zhlavnich zdroji potravy hemoglobin, na jehoz degradaci se podileji
peptidazy v ramci proteolytické kaskady. Byla prokazana ucast predevsim cysteinovych
a aspartatovych peptidaz, které v kyselém prostiedi stieva / travicich bunék funguji
optimaln¢. Peptidazy jsou naprosto nezbytné pro pieziti a vyvoj parazita. Hraji klicovou
roli v interakcich mezi parazitem a hostitelem a proto byvaji i ¢astym cilem pro vyvoj
vakcin. O peptidazach u skupiny monogenei Polyopisthocotylea nejsou Zzadné

informace.

Ve své diplomové praci jsem se zabyvala biochemickou a molekularni
charakteristikou peptiddz u vybranych zastupct ¢. Diplozoidae, které by se mohly
podilet na traveni hemoglobinu. U monogenei byla doposud identifikovana pouze jedna
peptidaza, a to cathepsin L z moiského monogenea Neobenedenia melleni zafazeného
do podtiidy Monopisthocotylea. Jedna se o ektoparazita Zziviciho se mukusem a

burikami epitelu ryb.



Cile prace:

e biochemickd charakteristika peptiddzovych aktivit u vybranych zastupct
¢. Diplozoidae

e ziskani genovych sekvenci vybranych peptidaz tucastnicich se pravdépodobné
traveni

e porovnani vysledki s dal$imi skupinami krevsajicich parazitd, jako jsou

schistosomy, fascioly nebo klistata



Literarni prehled

1.1. Monogenea

1.1.1. Klasifikace a fylogenze

Ttida Monogenea se déli na podtiidy Polyopisthocotylea (Heteronchoinea) a
Monopisthocotylea (Polyonchoinea). Podtiida Monopisthocotylea se zivi buiikami
epitelu a mukusem, zatimco Polyopisthocotylea se zivi krvi (Ehlers 1984 in Littlewood
et al.1999; Ehlers 1985 in Littlewood et al.1999; Boeger and Kritsky 2001). Monogenea
spolu se tfidami Trematoda a Cestoda patii do monofyletického taxonu Neodermata

(Platyhelminthes) (Littlewood and Bray 2001).

1.1.2. Obecna charakteristika

Zastupci tfidy Monogenea se Vvyskytuji ve slané, sladké i1 brakické vode¢.
Parazituji pfevazné na rybach, ale nachazeji se i u jinych organizmu jako jsou
hlavonozci, obojzivelnici, plazi a savci. Vétsinou se jedna o ektoparazity, ale nékteré
druhy mohou byt endoparazitické a mohou se vyskytovat napt. v mocovém méchyii
zab. Na konci téla maji charakteristicky pfichycovaci orgdn zvany opisthaptor, ktery
byva Casto vybaven riznymi hacky, destickami, svorkami a piisavkami (Smyth and
Halton 1983; Roberts and Janovy 2005; Buchmann and Bresciani 2006; Whittington
and Kearn 2011).

Monogenea jsou az na vyjimky oviparni hermafrodité, jejichz vajicko
je opatieno vickem a pevnou chemicky odolnou vaje¢nou sténou (Smyth and Halton
1983; Whittington and Kearn 2011). Maji ptimy vyvojovy cyklus, ktery nezahrnuje
mezihostitele. Z vajicka se vylihne pohyblivé stadium onkomiracidium, které volné
plave a aktivné vyhledava hostitele. Po pfisednuti na hostitele se pfeméni v dospélce
(Roberts and Janovy 2005).

Monogenea dale vykazuji vysokou hostitelskou i organovou specifitu
(Buchmann and Bresciani 2006), ktera je zajimava pro studium interakci a
koevoluc¢nich studii mezi parazitem a hostitelem. V interakcich s hostitelem se uplatiiuji
razné fyziologické faktory jako je napf. imunita hostitele, nutri¢ni pozadavky parazita a

dale etologické a ekologické faktory (faktory vnéjsiho prostiedi a chovani hostitele)
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(Lambert and Gharbi 1995; Whinttington et al. 2000; Desdevises et al. 2002). Studium
monogenei muze mit praktické vyuziti pfi chovu ryb vumélych nadrzich, kde

patogenita zpisobena monogenei muze mit zavazné disledky.
1.1.3. Patogenita zptisobena monogenei

U chovnych ryb nejsou ni¢im neobvyklym epizootie zptusobené nadmérnym
mnozstvim parazitl. Ryby byvaji Casto drzeny v nadmérnych stavech v nadrzich a
to umoznuje lihnoucim se monogeneim snadnéjsi vyhledavani hostitele. Navic stres
zplsobeny agresivnim chovanim mezi rybami v nadrzich, $patna vyziva a Spatna kvalita
vody mohou mit dopad na schopnosti imunitniho systému ryb reagovat na pfitomnost

parazitd (Reed et al. 2009; Roberts and Janovy 2005).

Monogenea se bézn¢ vyskytuji 1 u volné Zijicich ryb. Ve volné pfirod¢ se na
jednotlivych rybach nevyskytuji v tak vysokém poctu a proto nejsou povazovana za
nebezpecna (Roberts and Janovy 2005). Avsak jakakoliv zména v hustoté populace
volné Zijicich ryb, zplisobend napf. vysychanim nebo odklonénim vody, mize vyrazné

zvySit hustotu paraziti na volné Zijicich rybach. Pokud se dostanou ryby silné

infikované monogenei do piirodniho prostiedi, mohou mit potencionalné devastujici

ucinky (Reed et al. 2009).

Ryby s vysokou intenzitou infekce mohou byt letargické, plavou blizko hladiny,
maji seviené ploutve, vyhledavaji rohy nadrzi nebo okraje rybnikll a pfijimaji méné
potravy. Velky pocet monogenei na kuzi nebo na Zabrach muze mit za nasledek
vyznamnd mechanickd poskozeni, casto doprovdzend sekundarnimi infekcemi a
zvySenou mortalitou. V napadenych mistech dochazi ke ztraté Supin a odlisSnému
zbarveni kiize. Silné Zaberni ndkazy mohou vést k respiraénimu onemocnéni. Zabry
mohou byt oteklé a bledé, dechova frekvence muze byt vysSi a ryby jsou méné

tolerantni k nizké hladiné kysliku (Reed et al. 2009).

Dusledkem vysoké intenzity infekce monogenei z podtiidy Polyopisthocotylea
je nadmérné sani krve, které mize zplsobovat hypochromni mikrocytickou anémii
U hostitelti, kterd je charakterizovdna vysokym procentem nezralych -erytrocytl

(Kawatsu 1978; Buchmann and Bresciani 2006; Valigurova et al. 2011).
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1.1.4. Celed Diplozoidae

Zastupci Celedi Diplozoidae se tadi do podttidy Polyopisthocotylea. Jedna se o
hematofagni parazity sajici na zabrach predev§im kaprovitych ryb. Maji pfimy
vyvojovy cyklus bez stiidani hostitelti a ¢asto vysokou hostitelskou specifitu (tab. 1)
(Mat¢jusova et al. 2001; Schabussova et al. 2003; Khotenovsky 1985 in Koskova et al.
2011).

Tab. 1 — Druhy ¢&. Diplozoidae na uzemi Evropy a jejich hostitelé (Matéjusova et al. 2001,

upraveno)

druh

nazev ryby

latinsky nazev ryby

Eudiplozoon nipponicum

kapr obecny

Cyprinus carpio

Paradiplozoon bliccae

cejnek maly

Blicca bjoerkna

Paradiplozoon homoion

stievle potocni,
plotice obecna,
cejnek maly,
kapr obecny,
hlavag ficni,
hrouzek obecny
a dalsi...

Phoxinus phoxinus,
Rutilus rutilus
Blicca bjoerkna,
Cyprinus carpio,
Gobius fluviatilis,
Gobio gobio

Paradiplozoon megan

jelec tloust’

Leuciscus cephalus

Paradiplozoon pavlovskii

bolen dravy

Aspius aspius

Paradiplozoon nagibinae | cejn siny Abramis ballerus
Paradiplozoon sapae cejn perletovy | Abramis sapa
Diplozoon paradoxum cejn velky Abramis brama

Zivotni cyklus zastupct &eledi Diplozoidae zadinad na jafe produkci vajidek
s dlouhym filamentem, ze kterych se pfiblizn€¢ za 10 dni lihnou onkomiracidia (obr. 1).
Onkomiracidium se pfichyti na zabry ryby, kde se pfeméni na larvu zvanou diporpa.
Ta musi najit druhou diporpu, se kterou srista a spolecné se vyvijeji do stddia dospélce
(Roberts and Janovy 2005; Mat&jusova et al. 2001; Pecinkova et al. 2007a; Zurawski
2001).
(Khotenovsky 1985 in Pe¢inkova et al. 2007b). Diporpy se pohybuji po povrchu Zaber,

etal. Samotna diporpa neni schopna dosdhnout pohlavni dospélosti

pfi setkdni dvou diporp na stejném zabernim oblouku je pravdépodobné, Ze dojde

kjejich spojeni. Jakym zplsobem se diporpy hledaji, neni dosud znamo
(Zurawski et al. 2001; Schabussova et al. 2003; Zurawski et al. 2003). Po setkani se
dorzalni papila prvniho jedince spoji s ventralni ptisavkou druhého jedince a naopak a
dochazi tak k somatické fazi (Zurawski et al. 2001). Po splynuti dvou samostatnych

jedinct dojde ke sdileni nervové, svalové, tradvici a pohlavni soustavy. Poté za¢nou
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spoleén¢ rist a mohou prezit pouze jako par, takzvana ,permanentni kopula*“

(Zurawski et al. 2003).

Diplozoon

srust diporp

Zivotni cyklus

Diplozoidae

diporpa onkomiracidium

Obr. 1 — Zivotni cyklus zastupci & Diplozoidae

V ptedni casti téla je uloZena vétSina orgdnt vcetné vitelarii, zatimco v zadni
¢asti téla je umisténa reprodukcni soustava a parova slepa stieva. Pfichycovaci struktury
dospélct €. Diplozoidae se skladaji ze Ctyf part svorek a z paru malych centralnich
ptichytit se na zabry ryb (Khotenovsky 1985 in Mat¢jusova et al. 2001; Khotenovsky
1985 in Pecinkova et al. 2007a).

1.1.4.1. Travici soustava

U zastupcu podtiidy Polyopisthocotylea travici soustava za¢ina Gstnim otvorem,
nasleduje ptedni stievo zahrnujici farynx a ezofagus, na které navazuji parova slepa
stteva. Do lumen ptedniho stfeva usti cetné zlazové buiiky a mohlo by zde dochazet

k extracelularni fazi traveni potravy (Smyth and Halton 1983).

Piijem potravy zac¢ina u Eudiplozoon nipponicum ptichycenim k povrchu
sekundarnich zabernich lamel, pomoci bukalnich ptisavek. Svalnaty farynx se odtéhne,
vyvola tlak, ktery zpisobi protrzeni zaberni lamely (Hodova et al. 2010), nebo mutze

dojit k naruseni cév Zaberni lamely pomoci histolytickych enzym, které by mohly byt
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sekretovany zlazovymi bunikami v pifednim sttevé (Hodova et al. 2010; Smyth and
Halton 1983). Ustni dutina se plni krvi, ktera je pravdépodobné pumpovéna do stieva

pomoci farynxu (Hodova et al. 2010).

Ve slepych stievech se nachazi gastrodermis. Gastrodermis u krevsajicich
zastupcu skupiny Polyopisthocotylea je velmi rozdilna od gastrodermis u zastupct
skupiny Monopisthocotylea. U skupiny Polyopisthocotylea se gastrodermis sklada
z pigmentovanych travicich bunék a z nepigmentovaného spojovaciho syncytia (obr. 2).
Je vyztuzena bazalni laminou a vrstvou podélné a okruzni svaloviny. Povrch celého
stieva je pokryt spojovacim syncytiem, pres které vyustuji na povrch vybézky travicich

bunék (Smyth and Halton 1983).

endocytoza exocytoza
hemoglobinu hematinu

spojovaci
syncytium

fagolyzozom & —/ Al \
w e -, )
7 3 :

hematin

Obr. 2 — Travici buiika v gastrodermis u zastupci Polyopisthocotylea

(Smyth and Halton 1983, upraveno)

Ve slepych sttevech dochazi pravdépodobné K intracelularnimu traveni
V lyzozomalnim cyklu. Hemoglobin je endocytovan travicimi bunkami a nasledné se
dostava do fagolyzozomu spolu s lytickymi enzymy transportovanymi z Golgiho
aparatu. Dochazi zde k intracelularnimu traveni hemoglobinu, které zahrnuje nejspise
odstépeni hemu a degradaci globinu na dipeptidy a jednotlivé aminokyseliny (Smyth
and Halton 1983). Hem je oxidovan na ferriporphyrin hematin, ktery je nerozpustny a
dochazi k jeho hromadéni v buiice. Postupnym opakovanym travenim hemoglobinu a
hromadénim pigmentu se zacina bunka zvétSovat. Vysledny tlak vyvola fuzi

lyzozomalnich kanali s povrchem buniky a timto dofasnym prichodem dochazi
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k vytlaceni pigmentu do stfeva, odkud je nasledné odstranén regurgitaci (obr. 2) (Halton
1997).

O traveni krve u monogenei a zic¢astnénych travicich enzymech je velmi mélo
informaci v porovnani s ostatnimi krevsajicimi parazity, jako jsou schistosomy, fascioly
nebo kliStata. VétSina informaci pochézi z histochemickych a ultrastrukturalnich analyz

(shrnuto v Smyth and Halton 1983).

1.2. Hematofagie a hematofagni paraziti

Hematofagie je potravni strategie, ktera se béhem evoluce vyvinula nezavisle
umnoha skupin organizmd, jako jsou napt. Arthropoda, Annelida, Nematoda,
Platyhelminthes a dalSich taxond (Azar and Nel 2012). Béhem vyvoje hematofagni
organizmy musely piekonat celou fadu problému spojenych s pfijmem potravy, jako
je zabranéni srazeni krve, inaktivace imunitniho obranného systému hostitele a
bezpodminecna eliminace hemu. Hem je esencidlni slozkou vyzivy, ale zaroven
je ve své volné formé potencialné toxicky a jeho rychla detoxifikace je u krevsajicich

prazitl nezbytnou podminkou pro jejich pteziti (Toh et al. 2010; Dalton et al. 2004).

U hematofagnich helminti a klistat je jednim z hlavnich zdrojii potravy
hemoglobin, ktery je zdrojem proteinti pro anabolické procesy jako je vitelogeneze,
produkce vajic¢ek, rust a vyvoj (Grandjean 1984 in Mendiola et al. 1996; Horn et al.
2009; Yamaji et al. 2013; Caffrey et al. 2004; Delcroix et al. 2006). Hemoglobin je
traven U jednotlivych skupin rozdilné za pomoci ruznych kaskad travicich enzymu
(peptidaz), které funguji v ramci proteolytické kaskady (Caffrey et al. 2004; Robinson
et al. 2008a; Horn et al. 2009)

1.3. Peptidazy

Peptidazy jsou enzymy, které jsou nezbytné pro preziti vSech druhli organizmi a
jsou kodovany priblizné 2% vSech genti (Rawlings et al. 1999). Hraji klicovou roli
Vv interakcich mezi parazitem a hostitelem: invaze do hostitele, migrace tkdnémi, traveni
potravy, vyhnuti se imunitni odpovédi a tvorba zanétu (Tort et al. 1999; Caffrey et al.
2004; Zussman et al. 1970 in Delcroix et al. 2006; Delcroix et al. 2007). Peptidazy,
enzymy $tépici proteiny, mohou byt potencialné velmi nebezpeéné pro zivé organizmy

a tedy jejich aktivita musi byt pfisn¢ regulovana. Pro fizeni nadmérné peptidazové
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enzymu s proteiny, které je inhibuji (Rawlings et al. 2004).

Peptiddazy katalyzuji hydrolyzu peptidickych vazeb v molekuldch proteinti a
polypeptidi. D¢li se podle mista pisobeni na exopeptiddzy a endopeptidazy.
Endopeptidazy stépi peptidické vazby uvniti polypeptidového fetézce za vzniku peptida
0 ruzné velikosti. Exopeptidazy odstépuji jednotlivé aminokyseliny nebo fetézce
nékolika aminokyselin z konce polypeptidového fetézce. Déli se na karboxypeptidazy
(odstépujici jednotlivé aminokyseliny od C konce), peptidyl dipeptidazy (odstépujici
dipeptidy od C konce), aminopeptidazy (odstépujici jednotlivé aminokyseliny
od N konce), dipeptidyl peptidazy (odStépujici dipeptidy od N konce), tripeptidyl
peptidazy (odStépujici tripeptidy od N konce), dipeptidazy (specifické pro dipeptidy)
nebo omega peptiddzy odstépujici substituované, cyklické nebo izopeptidovou vazbou

vazané terminalni aminokyselinové zbytky (Barrett et al. 2004).

Déle jsou peptidazy déleny podle katalytického mechanizmu, ktery je dan
chemickymi vlastnostmi postrannich skupin aminokyselin umisténych v aktivnim misté
peptidazy, které jsou odpovédné za katalytickou aktivitu enzymu (Rawlings and Barrett
1993). Peptidazy se déli podle katalytického mechanismu na devét skupin dle databaze
MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk) (Barrett et al. 2004; Rawlings et al. 2010; James,
2004):

e Serinové peptidazy (S) — nukleofilem je hydroxylova skupina postranniho fetézce
aminokyseliny serinu v aktivnim misté

e Cysteinové peptidazy (C) -- nukleofilem je sulfhydrylova skupina postranniho
fetézce aminokyseliny cysteinu v aktivnim misté

e Threoninové peptiddzy (T) -- nukleofilem je hydroxylova skupina postranniho
fetézce aminokyseliny threoninu v aktivnim misté

e Aspartatové peptidazy (A) - nukleofilem je aktivni molekula vody na postrannim
fetézci kyseliny asparagové

e Glutamatové peptidazy (G) - nukleofilem je aktivni molekula vody na postrannim
fetézci kyseliny glutamové

e Asparaginylové peptidazy (N) — asparagin je unikatni aminokyselina, ktera mize

pusobit jako nukleofil a zaroven reagovat s molekulou vody
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e Metalopeptidazy (M) — nukleofilem je aktivni molekula vody, ktera je aktivovana
kovovymi ionty Zn**

e Peptidazy s neznamym katalytickym mechanismem (U)

e SmiSené peptidazy (P) — nukleofilem mize byt hydroxylova skupina na postrannim

fetézci aminokyseliny serinu nebo threoninu

Rawlings and Barrett (1993) zavedli rozdéleni peptidaz podle molekularni
struktury, homologie a funkce. Na zaklad¢ zkoumani dostupnych aminokyselinovych
sekvenci peptidaz a statistické vyznamnosti byly enzymy rozdéleny do jednotlivych
rodin. Nékteré rodiny mohou byt seskupeny do tzv. klant, které vykazuji znamky
vzdalené piibuznosti a zda se, Zze existuje az 60 riznych vyvojovych linii peptidaz
odlisného puvodu (Rawlings and Barrett 1993). Vzdalena piibuznost je dana predevsim
linedrnim potfadim aminokyselinovych zbytkil v katalytickém misté polypeptidového
fetézce a tercidrni strukturou. Nazev jednotlivych klanl peptidaz je tvofen pismenem,
které popisuje katalyticky mechanizmus (S, C, T, A, G, N, M, P, U) a je doplnén

druhym velkym pismenem, které se pfifazuje abecedné napi. AA (Barrett et al. 1998).

Do rodin se peptidazy d€li podle evoluéniho plvodu na zdkladé primarni
struktury, ktera je podobna alespon s jednim dal§im ¢lenem rodiny. Nazev rodiny je
tvofen pismenem katalytického typu, za které se piidava Ccislice, napt. Cl1

(Rawlings and Barrett 1993).

Pro hydrolyzu peptidické vazby je nezbytné, aby peptiddza byla schopna vazat
protein nebo peptidicky substrat ve svém aktivnim misté. Vazebnd ucinnost je funkci
jak chemického prostiedi, které vytvari peptidazové kapsy, tak chemické povahy
peptidu, ktery pfimo interaguje s aktivnim mistem. Dulezitymi faktory, které ovliviuji
interakci jsou: velikost molekuly, polarita, naboj, hydrofobnost a prostorova dostupnost.
Sekvence, kterd je po stranach aminokyselin aktivniho mista, je vysoce konzervovana a
udrzuje katalytické vlastnosti. Tyto konzervované regiony jsou pouzivany
pro klasifikaci peptiddaz. Substratova specifita mtize byt vyuzita pro identifikaci nebo
selekci inhibitori proti peptidazam (Sajid and McKerrow 2002).

NS4

je mizeme snadno rozlisit, ale u mnoha peptidaz je specifita mnohem slozitéjsi a nékdy
tézko definovatelna (Rawlings et al. 2008; Rawlings et al. 2010). Pismenem S, se

oznacuji vazebné kapsy peptidazy smétujici k N konci a S,” kapsy smétujici k C konci,
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¢islovani zac¢ina od n = 1. Aktivni misto se nachazi mezi pozici S; a S;” vazebné kapsy.
Postranni fetézce aminokyselin substratu, které se vazou do vazebné kapsy peptidazy, se
oznacuji pismeny P, smérem k C konci a P,” smérem k N konci a ¢islovani zacina
od n = 1. Stépné misto substratu se nachazi mezi pozici Py a P;’. Peptidazy, které maiji
specifitu v jinych vazebnych kapsach nez je S; a Si’se nazyvaji peptidazy s rozsifenou

vazebnou specifitou (Rawlings et al. 2008; Barrett et al. 1998) (obr. 3).

$tépné misto

S3 S, S, Sy Sy Sy’

Illn
Illln
:UIN

Obr. 3 — schéma substratové specifity peptidaz- (podle schéma Schecter and Berger 1967
upraveno Shinnar et al. 2003)

U mnoha raznych skupin navzajem znac¢né odliSnych organizmi jako jsou napf.
Apicomplexa, Platyhelminthes, Nematoda nebo klistata, byla prokdzana ucast
cysteinovych a aspartatovych peptidaz pti hemoglobinolyze. Toto zjisténi muze svédcit
0 evoluéné konzervované funkci peptiddz spjaté s kyselym prostfedim zazivaciho
traktu, ve kterém cysteinové a aspartatové peptidazy funguji optimalné¢ (Williamson et

al. 2003; Caffrey et al. 2004; Delcroix et al. 2006; Sojka et al. 2008).

1.3.1. Cysteinové peptidazy

Peptidazy, u kterych je nukleofilem sulthydrylova skupina na cysteinovém
zbytku, jsou znamy jako cysteinové peptidazy (Barrett et al. 1998). Jsou Siroce
rozsifeny u Zivych organizmi. Bylo identifikovano vice nez 400 typi cysteinovych
peptidaz u mnoha rtiznych organizmt zahrnujicich viry, bakterie, rostliny, bezobratlé
i obratlovce (Barrett and Rawlings 2001; Lecaille et al. 2002; Rao et al. 2007).
U mnoha parazitl maji cysteinové peptiddzy nezbytnou roli v zivotnim cyklu
a patogenité. Rozmanitost téchto funkci je déna jejich unikéatni nukleofilitou,
pfizpusobivosti k riznym substratim a relativni stabilitou v rozdilném biologickém
prostfedi. Cysteinové peptiddzy paraziti hraji kli¢ovou roli v tiniku pied imunitnim
systémem, pii aktivaci enzymu, virulenci, pii bunééné a tkanové invazi, excystaci,

lihnuti, svlékani a traveni (Sajid and McKerrow 2002).
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Katalyticky mechanizmus pusobeni cysteinovych peptidaz je podobny
serinovym peptidazam (Barrett and Rawlings 1996; Barrett et al. 1998) (obr. 4).
Cysteinové peptidazy vyzaduji pro hydrolyzu cysteinovy zbytek v aktivnhim misté.
Nukleofilita thiolové skupiny je zesilena diky té€sné blizkosti histidinu v aktivnim miste,
ktery vystupuje jako protonovy donor. Sulthydrylova skupina na cysteinové strané
fetézce a imidazol histidinu vytvoii thiol-imidazolovou nabojovou dyadu, ktera byva
vétSinou stabilizovana vysoce konzervovanym asparaginem. Jeho pfitomnost v§ak neni
podminkou. Vysoce konzervované glutaminové formy oxoniové diry jsou klicovym
prvkem ve formovani elektrofilniho centra ke stabilizaci tetraedralniho meziproduktu
v pribé¢hu hydrolyzy. Dvé¢ ionizovatelné skupiny thiol-imidazolové dyady umoziuji
enzymatickou aktivitu v Sirokém rozsahu pH diky pK, cysteinu okolo 4 a pK, histidinu
okolo 8,5. Nabojovy systém je dale stabilizovan chemickym prostfedim aktivniho mista

(Barrett et al. 1998; Sajid and McKerrow 2002).
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Obr. 4- Katalyticky mechanizmus cysteinovych peptidaz -
(https://en.wikipedia.org/wiki/Cysteine_protease)

Mnoho cysteinovych peptidaz je syntetizovano jako prekurzor, ktery obsahuje
proregion a katalyticky region. Proregion umoziuje fadu nezavislych funkci, které
zahrnuji (Sajid and McKerrow 2002):

e pisobeni jako intramolekuldrni chaperon, ktery napomahé proteinu se spravn¢ slozit
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e pisobeni jako endogenni inhibitor regulujici peptidazovou aktivitu
e vngkterych piipadech jako signal, ktery peptidazu sméruje do intracelularniho

prostoru

Cysteinové  peptidazy, které jsou sekretovany nebo  smérovany
do intracelularnich prostor, obsahuji hydrofébni N - termindlni sekvenci tvofenou
15 -- 22 aminokyselinovymi zbytky, kterd se nazyva signalni sekvence (Sajid and

McKerrow 2002).
1.3.2. Klasifikace cysteinovych peptidaz

V roce 1879 byla z ovoce Carica papaya izolovana a uréena prvni cysteinova
peptidaza, ktera byla nazvana papain. Cysteinové peptidazy se podle databaze
MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk) déli do 9 klani (CA, CD, CE, CF, CL, CM, CN,
CO, CP). Peptidazy, které maji sekvenci podobnou papainu, se nazyvaji ,,papain — like*
peptidazy a fadi se do klanu CA (Barrett et al. 1998). Klan CA se dale déli na 24 rodin,
ztoho 12 rodin zahrnuje peptiddzy helmintt a parazitickych prvoku
(Atkinson et al. 2009). Parazitarni peptidazy jsou zatazeny piedev$im v rodinach C1 a
C2, kde rodina C1 zahrnuje papain, piibuzné rostlinné peptidazy, piibuzné parazitarni
peptidazy a lyzozomalni cathepsiny (Turk et al. 2000). Jedna se o velkou rodinu
zahrnujici 80 % peptidaz z klanu CA u helminti a 45 % peptidéz z klanu CA u prvokt
(Atkinson et al. 2009). Peptidazy z klanu CA jsou dale charakterizovany citlivosti
k inhibitoru E-64 (trans-epoxysuccinyl-L-leucylamido(4-guanidino)butane). Rodina C2
obsahuje ,,calpain -- like* peptidazy (Sajid and McKerrow 2002).

Lyzozomalni cysteinové peptidazy mohou byt rozdéleny na zaklad¢ jejich
vysoké sekvenéni homologie a vysoce konzervovaného aminokyselinového motivu
v proregionu (ER(V/I)FNIN - nazev je tvofen ndzvy aminokyselin motivu) na dvé
skupiny cathepsin ,,L — like* (L, V, K, S, W, F a H) obsahujici ER(V/I)FNIN motiv a
cathepsin ,,B - like* pouze s jednim clenem (Karrer et al. 1993; Turk et al. 2000).
Cathepsiny W a F jsou blizce pfibuzné a obsahuji modifikovany konzervovany motiv
v proregionu ERFNAQ (Wex et al. 1999). Cathepsiny B nemaji ER(V/I)FNIN motiv
(Karrer et al. 1993), ale maji vloZenou peptidickou smycku, tzv. ,,occluding loop®,
v katalytické doméné, odpovédnou za peptidyl dipeptidazovou aktivitu. Kromé
exopeptidazové aktivity cathepsiny B vykazuji 1 endopeptiddzovou aktivitu
(Musil et al. 1991; Coulombe et al. 1996; Illy et al. 1997). Proregion skupiny
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cathepsinu ,,L — like* je slozen ptiblizné¢ ze 100 aminokyselin a je podstatné delsi nez
proregion cathepsinu ,,B — like®, ktery obsahuje ptiblizn¢ 60 aminokyselin (Turk et al.
2000). Cathepsin F ma unikatni proregion, ktery mize byt dlouhy az 251 aminokyselin
a obsahuje N-terminalni segment vykazujici strukturalni podobnost s cystatiny (Nagler
et al. 1999).

Cathepsiny B a L maji primarné substratové preference v S, kapse. Pro odliseni
aktivity cathepsinu B od aktivity cathepsinu L se Casto vyuziva hydrolyzy malych
peptida, které obsahuji v pozici P, arginin. Sav¢i cathepsin B hydrolyzuje oba substraty
Z-Phe-Arg-AMC a Z-Arg-Arg-AMC, zatim co cathepsin L hydrolyzuje pouze Z-Phe-
Arg-AMC, kdy Z je N-terminalni blokujici skupina a AMC je fluorescen¢ni skupina
zustavajici po hydrolyze (Sajid and McKerrow 2002).

1.4. Cathepsin L

Endopeptidaza cathepsin L patii mezi cysteinové peptidazy klanu CA do rodiny
C1 (Rawlings and Barrett 1993; Barrett et al. 1998).

Lidsky cathepsin L (obr. 5) je sloZzen ze dvou domén, levé (L-) a pravé (R-).
Leva doména se sklada ze 3 a--helixd. Nejdelsi tzv. vertikalni helix, nékdy nazyvany
centralni helix obsahuje vice nez 30 aminokyselinovych zbytkl. Pravd doména je
tvofena f—barelem s pfednimi vlakny tvoficimi sto¢enou strukturu. Na spodni strané je
barel obklopen a--helixem. Histidin aktivniho mista je umistén na vrcholu skladané¢ho
listu tvoficiho barel. Dvoudoménové rozhrani se otvird na vrcholu a tvoii Stérbinu
aktivniho mista. V jeho centru jsou reaktivni zbytky aminokyselin — Cys a His, kazdy
pochazejici z jiné domény. Cystein reaktivniho mista je umistén na N konci centralniho
helixu levé domény, zatimco histidin je umistén mezi B - barelovymi zbytky pravé
domény. Tyto dva katalytické zbytky tvoii thiol-imidazolovy iontovy pér, ktery je
nezbytny pro proteolytickou aktivitu enzymu (Guncar et al. 1999; Turk et al. 2012).
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Obr. 5 — 3D struktura lidského cathepsinu L (Turk et al. 2012)

Preproenzym cathepsinu L je syntetizovan na ribozomech endoplazmatického
retikula a pti vstupu do jeho lumen dochazi k odstranéni signalni sekvence. Cathepsin L
je modifikovan glykosylaci, man6zovou fosforylaci a vytvarenim disulfidickych vazeb.
Prosegment je Casto nutny pro spravné poskladani proteinu, stabilitu a pro transport
do Golgiho aparatu (Tao et al. 1994 in Barrett et al. 1998). Doprava do lyzozomu je
zprostiedkovana receptorem pro mandzo-6-fosfat (MPRs) a pravdépodobné napojenim
na pH dependentni membranu (Mclintyre et al. 1994). Lidsky cathepsin L je katalyticky
aktivni pii pH 3 — 6,5 a jeho pH optimum je 6,5 (Dehrmann et al. 1995). Pfi neutralnim
pH jsou sav¢i cathepsiny nestabilni a tim je organizmus chranén pied nechténou

proteolyzou sav¢ich bunék cathepsiny uvolnénymi z lyzozomt (Dowd et al. 2000).

Jednotlivé skupiny hematofagnich helminti se mezi sebou odlisuji jak
zastoupenim proteolytickych enzymu, tak i samotnou stavbou gastrodermis.
Gastrodermis muze byt syncytialni nebo slozena z jednotlivych bunék a traveni mize
probihat intracelularné v travicich bunkach nebo extracelularné v lumen stifeva
(Dalton et al. 2004; Toh et al. 2010). Ve své diplomové praci jsem se zaméfila na
cysteinové peptidazy, které hraji jednu z hlavnich roli pfitraveni hemoglobinu u
hematofagnich Platyhelminthes a klist'at. Nejvétsi pozornost byla vénovana cathepsinu

L, ktery je jedinou identifikovanou peptidazou u monogenei.
1.4.1. Traveni krve u motolic rodu Schistosoma

U schistosom jsou erytrocyty degradovany v jicnu pomoci hemolyzinu a volny
hemoglobin postupuje dale do stieva (Dike 1971 in Bogitsh and Carter 1977). Traveni
hemoglobinu probiha extracelularné za pomoci endopeptiddiz a exopeptidaz

(karboxypeptidazy a aminopeptidazy) sekretovanych do lumen stfeva. Hemoglobin je
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Stépen na hem a globin. Globin je postupné degradovan na mensi fragmenty a dale
na jednotlivé dipeptidy a aminokyseliny pronikajici do gastrodermis, ktera neni
u schistosom buné¢na, ale syncytialni (Halton 1997; Dalton et al. 2004). Hem je
nasledné oxidovan na hematin, ktery se nachazi v lumen stieva, odkud je odstranén

regurgitaci a uklada se v ledvinach hostitele (Brindley et al. 1997), viz obr. 6.
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Obr. 6 — Proteolyticka kaskada u Schistosoma mansoni (Kasny et al. 2009) — cathepsiny (B1,

F(L1), L, D, C), AE — asparaginylova endopeptidéza, LAP — leucin aminopeptidiza

Peptidazy, které se nachazeji ve stifevé a podileji se na degradaci hemoglobinu,
tvoii proteolytickou kaskadu a zahrnuji — cysteinové peptidazy (B1, F, L2, L3, C, AE)
aspartatové peptidazy (D) a metalopeptidazy (LAP) (Barrett et al. 1998; Sajid and
McKerrow 2002; Delcroix et al. 2006; Silva et al. 2011). Peptidazy se dale déli
dle mista ptisobeni na endopeptidazy (cathepsiny Bl, D, F (L1), L (L2), L3, AE) a
exopeptidazy (cathepsiny B1, C a leucin aminopeptidaza (LAP)). VSechny tyto enzymy
jsou syntetizovany jako zymogeny s prosekvenci, ktera blokuje aktivni misto a slouzi
tedy jako inhibitor enzymu. K aktivaci zymogenu muize dojit autokatalyticky nebo
pusobenim jiné peptidazy (Caffrey et al. 2004). Ve stfevé schistosom je pfitomna
asparaginylova endopeptidaza (legumain, AE), ktera plni aktivaéni funkci
pro procathepsin B1 (Sajid et al. 2003), ale mize aktivovat i dal$i peptidazy jako jsou
procathepsin F (L1), L (L2) a D (Dalton et al. 1996 in Caffrey et al. 2004), dale se mtze
podilet na degradaci hostitelskych proteinti. Cathepsin C pfitomny ve stfevé schistosom
muze dokoncit zpracovani cathepsinu Bl (Sajid et al. 2003; Caffrey et al. 2004).
V ramci traveni hemoglobinu Cathepsin Bl vykazuje jak endopeptidazovou,
tak exopeptidazovou aktivitu (Delcroix et al. 2006). Dale se v gastrodermis nachazi

peptidaza LAP, ktera je zodpovédna za koneCnou fazi traveni hemoglobinu

23



(McCarthy et al. 2004). Vsechny tyto peptidazy maji nizké pH optimum, které je
vsouladu skyselym pH ve stievé schistosom (Caffrey et al. 2004) (obr. 6).
U S. mansoni byl objeven dalsi cathepsin L3 v gastrodermis, ktery se podili na traveni
hemoglobinu. Je aktivni v Sirokém rozpéti pH 3 - 11 s pH optimem 4 - 6 pfi traveni
hemoglobinu. Vzhledem k jeho lokalizaci je pravdépodobné, ze se podili na kompletni

degradaci hostitelskych proteint (Dvoiak et al. 2009).

Ve stievé ani v gastrodermis schistosom nebyly pii traveni prokazany zadné
serinové peptiddzy, které hraji hlavni roli v trdvicim procesu u obratlovcl

(Delcroix et al. 2006).

Pfedchozi studie ukazaly, Zze inhibitory cysteinovych peptiddz a aspartatové
peptidazy mohou blokovat degradaci hemoglobinu a tim zastavit vyvoj schistosom a
produkci vaji¢ek (Delcroix et al. 2006; Wasilewski et al. 1996). Identifikace klicovych
enzymt neni dualezita jen z divodu biologie a patogeneze schistosom, ale tyto enzymy

se dale mohou stat vhodnym cilem pro vyvoj Iéki (Delcroix et al. 2006).
1.4.1.1. Cathepsin L u rodu Schistosoma

U schistosom byla prokdzana ptitomnost cathepsint L ve vajickach, miracidiich,
schistosomulach a u dospélct (Wasilevski et al. 1996; Dalton et al. 1996b).
U schistosom byly porovnany sekvence cathepsinii L (SmCL1 (F) a SmCL2 (L)) a byla
zjisténa shoda pouze ze 43,8 % (Dalton et al. 1996a). Po srovnani s jinymi cathepsiny
bylo prokazano, ze Xkatalyticky region u cathepsinu SmCL1 vykazuje vysokou
podobnost s cathepsiny F u Paragonimus. westermani a s lidskym cathepsinem F a

nasledné byl pfejmenovan na cathepsin F (Park et al. 2001).

Podle studie Brady et al. (2000a) byl SmCF identifikovan v gastrodermis a
v exkre¢né sekre¢nich produktech (ESP) pomoci metod imunolokalizace a imunoblotu.
Tyto vysledky potvrzuji hypotézu o jeho dilezité roli pfi trdveni hemoglobinu ve stieve.
SMmCL2 byl podle studie Michel et al. (1995) detekovan v pohlavni soustavé samic a
u samcti byl lokalizovan ptfedevsim v subtegumentu canalis gynaecophorus. Tuto studii
vSak vyvraci studie Bogitsh et al. (2001), ve které se podafilo pomoci metody
imunolokalizace prokazat pfitomnost obou peptidaz SmCF i SmCL2 ve stievnim lumen
a gastrodermis dospélct S. mansoni. SmCF byla dale detekovana v tegumentu dospélct

S. mansoni, ale SmCL2 se v reprodukénim systému prokazat nepodatilo. SmCL3 byl
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detekovan ve vaji¢cich, miracidiich a u dospélct, kde se kromé gastrodermis nachazi

jesté ve vitelariich (Dvorak et al. 2009).

Motiv ER(V/I)FNIN (Karrer et al. 1993) byl u SmCL2 identifikovan jako
ERFYIN, u SmCL3 jako ERFNMN a u SmCF jako ERFNAQ, ktery je identicky
s ostatnimi cathepsiny F (Brady et al. 2000b).

1.4.2. Traveni krve u motolic rodu Fasciola

U fasciol probiha rychla hemolyza ve stfevnim lumen pfi kyselém pH. Dochazi
k roztazeni stfeva a do jeho lumen jsou sekretovany peptidazy z gastrodermis, dochazi
tak k extracelularni fazi traveni (Halton 1976 in Halton 1997). Gastrodermis se sklada
Z jednotlivych bunék stejného typu, které prodelavaji opakované transformace mezi
sekrecni a absorpcni fazi. Faze sekrece je charakteristickd velkym poctem mitochondrii,
aktivnimi Golgiho aparaty a velkym poctem sekreCnich vezikul. Absorpcni faze
zahrnuje zmnozeni povrchovych lamel, mezi kterymi lezi exocytované sekre¢ni
vezikuly, Golgiho aparaty jsou ptitomny pouze v malém mnozstvi a vétSinou jsou
neaktivni (Robinson a Threadgold 1975 in Dalton 1998).

Cathepsiny se dostavaji do lumen stfeva ve form¢& zymogent (Robinson a
Threadgold 1975 in Halton 1997). Za degradaci hostitelského hemoglobinu jsou
zodpoveédné cathepsin L - like peptidazy L1, L2 a L5. Bylo prokazano, ze cathepsin L1
dokaze efektivné degradovat hemoglobin na peptidy o velikosti 3--14 aminokyselin,
které se pak pravdépodobné mohou snadno vstiebavat do gastrodermis, kde by mohly
byt traveny intracelularné¢ za pasobeni cathepsinu C a aminopeptidazy
(Robinson et al. 2008a). Dale Robinson et al. (2008b) navrhli, ze aktivace cathepsint L
mize probihat i jinou peptidazou ve dvou krocich. Nejprve je malé mnozstvi cathepsinti
L aktivovano asparaginylovymi endopeptidazami, které¢ se nachéazi ve stfevnim epitelu
(Adisakwattana et al. 2007) a je nasledovano rychlym odstépenim prosegmentu
aktivovanym cathepsinem L u ostatnich cathepsini L. Na trdveni hemoglobinu
se pravdépodobné podili i1 cathepsin D, ktery byl detekovan v gastrodermis
(McDougall 2012). Hemoglobin je extracelularné traven mezi povrchovymi lamelami
bun€k gastrodermis pii pH pftiblizné 4,5 (Lowther et al. 2009; Acosta et al. 1998).
Pii nizkém pH dochazi k autokatalytické aktivaci cathepsinu L1, ktery je velmi stabilni
a funk¢ni v Sirokém rozpéti pH 3,0--9,0 (Lowther et al. 2009).
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Produktem degradace hemoglobinu vznika hematin, ktery se nachazi predevsim
ve stfevnim lumen, méné V travicich bunkach a je odstranovan regurgitaci ze stieva

(Robinson and Threadgold 1975 in Halton 1997).
1.4.2.1. Cathepsin L u rodu Fasciola

Cysteinové peptidazy u Fasciola hepatica jsou v prubéhu vyvoje parazita silné
regulovany a u riznych stadii jsou rizn¢ zastoupeny. Infek¢ni larva pouziva k penetraci
hostitelské stfevni stény cathepsiny L3 a B, k migraci hostitelskymi jatry u nedospélého
stadia parazita vyuziva cathepsiny L1 a L2, nékdy 1 B a L3. U dospélct se podileji
na traveni hemoglobinu cathepsiny L1, L2 a L5 (Robinson et al. 2008a). Ve studii
Dalton et al. (2003) se podatilo ziskat transkripty kodujici zymogeny cathepsinii L
(FhCL1 a FhCL2), které vykazuji strukturalni podobnost s cathepsinem L u obratlovci
a skladaji se ze signalniho peptidu (12 -- 20 aminokyselinovych zbytkl), prosegmentu
(100 aminokyselinovych zbytk) a holoenzymu (200 aminokyselinovych zbytku).
U cathepsini FhCL1 a FhCL2 nebyla na samotném enzymu metodou imunoblotu

prokazana glykosylace ani N -- glykosyla¢ni mista, narozdil od sav¢ich cathepsinti L.

Cathepsiny L1 u Fasciola hepatica je katalyticky aktivni v Sirokém rozpéti pH
od 3 do 9 a jeho pH optimum pii traveni hemoglobinu je 4,5 (Dalton et al. 2003;
Lowther et al. 2009).

U cathepsini L-like u fasciol se nachazi v prosegmentu modifikovany
ER(V/)FNIN motiv (DRWNIN) (Harmsan et al. 2004; Kuk et al. 2005; Yamasaki et
al. 2002).

1.4.3. Traveni krve u klist’at

U klistat probiha traveni krve intracelularné v travicich buiikach stfeva. Stfevo
soucasné¢ slouzi jako organ k ukladdani nasaté krve. Klist¢ dokdze nasat az stonasobek
své hmotnosti a tuto krev postupné travi (Sonenshine 1991; Coons et al. 1986 in Franta
et al. 2011). V lumen stieva klistat se ziejme nevyskytuji Zzadné travici enzymy a proto
vytvati idealni prostiedi pro pieziti a vyvoj mikrobialnich patogent ziskanych z krve

hostitele (Sonenshine 1991).

Piijem potravy do travicich bunék je zprostfedkovan jak endocytdézou kapalné

faze, tak receptory zprostiedkovanou endocytdézou vacku s clathrinovymi obaly (Coons
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et al. 1986 in Franta et al. 2011). Intracelularni traveni krve zaina fGzi endozomu
S primarnim lyzozomem v sekundarni lyzozom (Sonenshine 1991) a probiha
pii kyselém pH vyrazné niz§im, nez je pH obsahu stfeva (Coons et al. 1986
in Franta et al. 2011). U peptidaz klistat je pH optimum okolo 3,0 (Akov et al. 1976
in Hatta et al. 2006). Hydrolyza hemoglobinu je vysledkem spoluprace cysteinovych a
aspartatovych peptidaz, které pusobi jako kaskada (Sojka et al. 2008). V travicim
procesu byly prokazany i serinové peptidazy (SCP) a metalopeptidazy (LAP) (Mulenga
et al. 2003; Hatta et al. 2006).

Traveni hemoglobinu (obr. 7) v sekundarnim lyzozomu u klistéte Ixodes ricinus
zacina St€penim hemoglobinu na velké fragmenty pomoci endopeptidaz cathepsinu D,
cathepsinu L a legumainu (AE). Hlavni roli v degradaci hemoglobinu zaujima cathepsin
D, zatimco cathepsin L m& mnohem niz$i U¢innost. Legumain se pii fragmentaci
uplatiiuje nejméné, ale hraje specifickou roli pii dokonceni traveni. V dalsi fazi se
uplatnuje aktivita cathepsinu B, ktery je nejhojnéji vyskytujici se peptidazou v této
kaskadé a cathepsinu C, které $tépi vzniklé mensi fragmenty na dipeptidy. Stépeni
na jednotlivé aminokyseliny je dokon¢eno monopeptidazami, jako je Karboxypeptidaza
(SCP) a leucin aminopeptidaza (LAP) (Horn et al. 2009).

N Hemoglobin
/ il XX CatD +AE + CatL

Velké fragmenty

ﬁ @ >¢ CatB (+catL)

- Malé fragmenty
Hemové il >¢ CatC + CatB
agregity " = s ( a LAP+ SCP)

¢ ¢ ¢ =
dipeptidy (aminokyseliny)

Obr. 7 — Proteolyticka kaskada u kli§t'at (Horn et al. 2009, upraveno) — CatD- cathepsin
D, AE-asparginylova endopeptidaza, CatL- cathepsin L, CatB- cathepsin B, CatC- cathepsin C,
LAP- leucin aminopeptidaza, SCP- karboxypeptidaza
Pti hydrolyze hemoglobinu se uplatni hlavni detoxifika¢ni mechanizmus hemu
t.j. ptevedeni hemu do formy nekrystalického agregéatu. Tento agregat se shromazd'uje

uvnitt specializované organely travici buiky, ktera se nazyva hemozom (Lara et al.

2003). Nekrystalicky agregat muze byt zbunky odstranén pomoci exocytdzy
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nebo v nékterych piipadech mize dojit Kk prasknuti plazmatické membrany a uvolnéni
obsahu buiikky do lumen stfeva. V ostatnich ptipadech se velké travici bunky oddéli
od bazalni laminy a jsou uvolnény do lumen stfeva, kde se hromadi a defekaci jsou
nasledné odstranény ven. Odstranéné travici bunky jsou nahrazeny nové

diferencovanymi bunikami stfeva a cely cyklus se opakuje (Sonenshine 1991).
1.4.3.1. Cathepsin L u kliSt’at

Cathepsin L u klistéte I. ricinus nebyl detekovan v lumen stieva, ale byl
detekovan uvniti kompartmentl travicich bunék. Zjisténi podporuje domnénku, ze tento

enzym je soucasti lyzozomalniho traviciho aparatu u klist’at (Franta et al. 2011).

cDNA sekvence cathepsinu L u klistéte I. ricinus je dlouha 1151 pb a koduje
316 aminokyselin. Predikovany signalni peptid je Slozen z 16 aminokyselin a
molekulova hmotnost proenzymu je 35,4 kDa s teoretickym pl 5,79. Proenzym ma dvé
N-glykosyla¢ni mista, ktera se nachazi u holoenzymu (Sojka et al. 2008). V proregionu
obsahuje ERYNIN motiv.

1.4.4. Cathepsin L u monogenei

Prvni kompletni sekvence genu pro cathepsin L u monogenei, ktera byla ziskana
z moiského druhu Neobenedenia melleni, je dlouha 1070 pb a koduje preprocathepsin L
slozeny z 335 aminokyselin. Signalni sekvence se sklada ze 17 aminokyselin, proregion
ze 100 aminokyselin a holoenzym z 218 aminokyselin. Gen se sklada ze tfi intrond a
Ctyf exond. V proregionu cathepsinu L N. melleni byl objeven modifikovany
ER(V/I)ENIN motiv. Holoenzym cathepsin L N. melleni obsahuje v aktivnim misté
Cis®, His™ a Asn'” (&islované podle papainu). Aminokyselinova srovnavaci analyza
naznaCuje, ze cathepsin L u N. melleni je ortolog Kk ostatnim eukaryotickym
cathepsinim L (Rao et al. 2007).

N. melleni je mofské monogeneum, které se fadi do podtiidy Monopisthocotylea.
Jedna se o ektoparazita, ktery se zivi mukusem a epitelialnimu bunikami ryb (Robinson
et al. 1992). Prtikaz cathepsinu L uvSech jeho vyvojovych stadiich naznacuje, Ze
cathepsin L se podili jak na jeho vyvoji, tak na interakcich mezi parazitem a hostitelem

(Rao et al. 2007).
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Materialy a metody

Seznam zkratek je umistén na str. 7. Pouzité Kity, chemikalie, pufry, média

a jejich slozeni je uvedeno V pfiloze €. 1.

1.5. Modelové organizmy

Modelovymi organizmy pro nase pokusy byli dospélci Paradiplozoon bliccae
(obr. 8) z Blicca bjoerkna a Eudiplozoon nipponicum (obr. 9) z Cyprinus carpio.

Obr. 8 — Paradiplozoon bliccae Obr. 9 — Eudiplozoon nipponicum

(RNDr. Jana Bulantova, Ph.D.) (RNDr. Jana Bulantova, Ph.D.)

1.6. Sbér a priprava materialu

Sbér materialu (tab. 2) probihal ve spolupraci s Ustavem botaniky a zoologie PiF
Masarykovy univerzity v Brné a s Fakultou rybaistvi a ochrany vod JEU v CB. Zabry
ulovenych ryb (Cyprinus carpio, Blicca bjoerkna) byly vysetfovany pomoci binokularni
lupy. Nalezeni cervi byli odebrani prepara¢nimi jehlami a dale byli zpracovani a

uchovani dle potfeby experimenti.

29


http://is.cuni.cz/webapps/whois2/osoba/1296961211415411/?lang=cs
http://is.cuni.cz/webapps/whois2/osoba/1296961211415411/?lang=cs

Tab. 2 — Pocet ziskanych Cervi

Celkovy pocet

Druh Nazev ryby Lokalita ziskangch ervi

Experimentalni rybnicky
VURH JU Vodiany,
Eudiplozoon nipponicum | Cyprinus carpio Brnénska prehrada, 122
Bartoldy Wielkie Ru$
(Polsko)
Brnénské prehrada, Stard
Paradiplozoon bliccae Blicca bjoerkna Dyje, Kan¢i obora, 428
Soutok Moravy a Dyje

1.6.1. Proteinové vzorky

Pro ziskani exkrecné sekrec¢nich produktd (ESP) byli zivi cervi ocisténi
ve sterilni vodé od zbytkl tkané a poté byli inkubovani v 0,5 ml sterilni kohoutkové
vodé v 1,5 ml zkumavkach cca 3 h. Po inkubaci byla voda s ESP pienesena do Cisté
zkumavky a ESP byly zakoncentrovany ultrafiltraci (Amicon Ultra 0,5; Ultracel-10
Membrane; 10 kDa; Millipore; 16110 x g; 4°C; 20 min) a uchovany pii - 70°C.

Solubilni  proteinovy  extrakt (SOIPE) byl pfipraven mechanickym
homogenizovanim celych Cervil ve sterilni zkumavce, dale nasledovala sonikace na ledu
na pristroji Vibra cell 72405 (Bioblock scientific; 10 W; 6 x 10 s). Vzorek byl
centrifugovan (16110 x g; 4°C; 20 min) a nasledné byl odebran supernatant a uchovan
pfi - 70°C.

1.6.2. Méfeni koncentrace proteinu

M¢fteni koncentrace proteinu ve vzorcich (ESP, SoIPE) probihalo v ¢erné 96
jamkové mikrotitracni desti¢ce (Nunc) na fluorometru Infinite M200 (TECAN) pomoci

kitu Quant-IT™ Protein Assay Kit (Invitrogen) dle navodu vyrobce.
1.6.3. 1zolace RNA

Z dospélych ¢ervi E.nipponicum byla izolovana celkova RNA pomoci TRIzol®
Reagent (Invitrogen) dle manualu vyrobce (http://tools.invitrogen.com/content/sfs/
manuals/trizol_reagent.pdf). Ziskana RNA byla rozpusténa ve 20 pl sterilni dd H,O,
koncentrace byla méfena na spektrometru Nanodrop ND 1000 (Thermo Scientific),
RNA uchovana pii - 80°C.
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1.7. Biochemické metody

1.7.1. Méfeni aktivity enzymu

Pro méfeni aktivity enzymu bylo pouzito absolutni mnozstvi 1 pg u vzorku
SOIPE a 5 pg u vzorku ESP na jednu jamku u obou druha P. bliccae a E. nipponicum.
Vzorky byly inkubovany 5 min v pufrech o rizném pH (tab. 3) s5 mM DTT, které se
neptidavalo jen v ptipadé GPR substratu. Nékteré vzorky byly inkubovany 5 min s
inhibitory peptidaz (50 uM, tab. 4). Poté byl ke vSem vzorkim pfidan fluorogenni
substrat (50 uM, tab. 5) a méfeni probihalo (tab. 6) v ¢erné 96 jamkové mikrotitra¢ni
desti¢ce (Nunc) ve fluorometru Infinite M200 (TECAN). Celkovy objem reakce byl 200
ul. VSechna méfeni byla 3 x opakovana. U vzorku ESP E. nipponicum bylo méfeni
provedeno pouze jednou z divodu nedostatku materialu, koncentrace nebyla méfena.

Vysledky byly graficky znazornény v Microsoft Office Excel.

U inhibitori CA-074 a iCL byla ovéfena jejich schopnost inhibovat aktivitu
cathepsinu L i cathepsinu B. Aktivita byla méfena pfi pouziti fluorogenniho substratu
FR (50 uM) pti pH 5 s (1 pg/ 1 jamka) rekombinantnim cathepsinem B Trichobilharzia
regenti a (1 ug/ 1 jamka) rekombinantnim cathepsinem L Fascioloides magna. Piiprava

vzorkl a vyhodnoceni vysledkl probihalo stejné jako u ptedchozich vzorkd.

Tab. 3 - PouzZité pufry a rizné pH

Nézev pufru pH
0,1 M Citrat/ 0,2 M fosfatovy pufr 4,5,6,7
0,2 M Tris pufr 8
0,2 M Glycin/NaOH pufr 9; 10

Tab. 4 — Pouzité inhibitory

Nazev inhibitoru Specifita
E-64 Cysteinové peptidazy
iCL cathepsin L
CA-074 cathepsin B
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Tab. 5 — Pouzité substraty a specifita

Fluorogenni substrat Specifita
Z-Phe-Arg-AMC (FR) pro cysteinové peptidazy
Z-Ala-Ala-Asn-AMC (AAN) pro legumain
Z-Arg-Arg-AMC (RR) pro cathepsin B
Z-Gly-Phe-Arg-AMC (GPR) pro serinové peptidazy

Tab. 6 — Programovani Kkinetického cyklu

Pocet cyklu 30, interval 2 min
Excitace 355 nm

Emise 460 nm

Teplota 26°C

1.7.2. Detekce cysteinovych peptidaz na blotu biotinylovanou probou

Pro detekci cysteinovych peptiddz, byla ke vzorkiim pfiddna biotinem znacena
sonda DCG-04, analog inhibitoru E-64, ktera se kovalentné vaze do jejich aktivniho

mista (Greenbaum et al. 2000; Greenbaum et al. 2002).

Vzorky solPE P. bliccae a E. nipponicum (10 pg) byly inkubovany 5 min
s5mM DTT a s 5 mM MgCl,. Poté byla pfidana biotinem znac¢ena préba (5 uM) DCG-
04 a inkubace pokracovala 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Nékteré vzorky byly
pted ptidanim DCG-04 preinkubovany s riznymi inhibitory (E-64, CA-074, iCL, DFP,
PMSF, TLCK, TPCK) o koncentraci 100 uM po dobu 30 min. Ke vzorkiim byl nakonec
ptidan neredukujici vzorkovy pufr na SDS-PAGE (15 min pii laboratorni teplot¢).
Nasledné byly naneseny na 10% gel (Mini protean TGX, Bio-rad) spolu s 10 ul
proteinového standardu (Precious Plus Protein'™ Dual Xtra Standards, Bio-Rad).
Vertikalni elektroforéza (SDS-PAGE) probihala na aparatuie MINI-Protean® 3 cell
(Bio-Rad) pii napéti 200 V. Po elektroforéze byly gely vlozeny na 5 min do blotovaciho
pufru, stejné jako blotovaci papiry a metanolem aktivované PVDF membrany (Immun —
Blot™; Bio-Rad). Rozd&lené proteiny byly pieneseny na membranu pistrojem Trans —
Blot® Turbo™ Transfer System (3 min; 2,5 A; Bio-Rad).

Membrany byly 2 x promyty v TBS-T (Tris pufr, NaCl, Tween 20) a vlozeny

do blokovaciho pufru na 1 h pro blokovani nespecifickych vazeb. Nasledovalo promyti
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1min vTBS-T a inkubace 30 min vroztoku 15 ml TBS-T+1% BSA + 15 ug
streptavidinu znafeného kienovou peroxidazou (Sigma). Dale byly membrany
2 x promyty 5 min v TBS-T a vyvijeny kitem Opti-4CN Substrate Kit (Bio-Rad).
Vysledek byl zdokumentovan na pristroji GS-800 Calibrated Densitometer (Bio-Rad).

1.7.3. Detekce cysteinovych peptidaz v gelech fluorescenéni probou

Vzorky ESP (20 pg) a solPE (cca 200 pg) P. bliccae a E. nipponicum byly
preinkubovany s 5 mM DTT a s 5 mM MgCl, 5 min, poté bylo pfidano 20 uM
fluorescenéné¢ znacené DCG-04 (Red) (Greenbaum et al. 2000; Greenbaum et al. 2002)

a inkubace probihala 1h ve tmé¢.

Ke vzorkim ESP byl pfidan neredukujici vzorkovy pufr a vzorky byly
inkubovany 15 min pii laboratorni teploté. Nasledné byly vzorky naneseny na 10% gel
(Mini protean TGX, Bio-Rad) spolu s8 pul proteinového standardu (Precision Plus
Protein™ Dual Color Standards; Bio-Rad). SDS-PAGE probihala ve tmé& pii napéti
150 V.

Pro podrobnéjsi rozdéleni proteind (peptidaz) ve vzorcich solPE P. bliccae a
E. nipponicum byla pouzita metoda 2D elektroforéza. Po inkubaci vzorka solPE s DCG-
04 bylo ke vzorktim piidano 0,5 % amfolytu (Bio-Lyte® 3/ 10; Bio-Rad) a vzorky byly
doplnény do 125 pl rehydratacnim pufrem. Nasledné byly naneseny do rehydratacni
vani¢ky a prekryty gelovymi fokusaénimi prouzky (ReadyStripTM IPG Strips; 7cm;
pH 3 — 10; Bio-Rad). Pasivni rehydratace prouzku probihala 12 hodin pii pokojové
teploté bez pristupu svétla. Po rehydrataci byly vzorky rozdéleny pomoci izoelektrické
fokusace pti maximalnim proudu 50 uA na gelovy prouzek, izoelektricka fokusace byla
ukonéena po dosazeni 30 000 Vh (Protean IEF System; Bio-Rad).

Po skonceni fokusace byly gelové prouzky ekvilibrovany na tfepacce ve tme
po 10 min v ekvilibracnim pufru | a poté 10 min v pufru Il. Nasledné byly ekvilibrované
prouzky vlozeny na 12% polyakrylamidové gely spolu s 8 pl proteinového standardu
(Precision Plus Protein™ Dual Color Standards; Bio-Rad). SDS-PAGE probihala

ve tmé pii1 konstantnim napéti 200 V.

Vysledky byly wvyhodnoceny pomoci fluorescencniho skeneru Molecular

Imager® FX (Bio-Rad) pfi nastaveni filtru Cy 2 (excitace = 488; emise = 530 nm).
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Na zavér byly gely barveny 10 min v Coomassie Brilliant Blue R — 250 (CBBR-250) a
zdokumentovany na pfistroji GS-800 Calibrated Densitometer (Bio-Rad).

1.7.4. Hmotnostni spektrometricka analyza

Elektroforetogramy z 2D elektroforézy byly vyhodnoceny pomoci programu
PDQuest (Bio-Rad). Obrazky geli s peptidazami zna¢enymi fluorescenénim DCG-04 a
obrazky gelti obarvenych v CBBR-250 byly piekryty pies sebe a porovnany. Relevantni
spoty proteinu byly z gelu barvenym CBBR-250 vyfiznuty, vloZeny na sucho do 0,5 ml

zkumavky a poslany k analyze do laboratofe hmotnostni spektrometrie (Pif UK).

Ke vzorku bylo pfidano 50 pl 100 mM ABC (ammonium bicarbonat) a 50 ul
ACN (acetonitril), poté nasledovala inkubace 30 min s ob¢asnym promichanim
na vortexu. Dale bylo ke vzorku pfidano 190 ul ACN a nasledovala inkubace 2 min.
Po inkubaci byl roztok odstranén. Bylo piidano 50 pl redukéniho roztoku a vzorek byl
inkubovan 30 min pii 56°C. Poté bylo pfidano 400 pul ACN, vzorek byl promichan
navortexu a inkubovan 2 min. Po inkubaci byl roztok odstranén. Ke vzorku bylo
pfidano 50 pl blokovaciho roztoku, vzorek byl 2 min sonikovan a 25 min inkubovan
ve tmé¢ pii laboratorni teploté. Bylo piidano 400 ul ACN, smés byla promichina a
vzorek byl inkubovan 2 min. Roztok byl nasledné odstranén. Bylo pfidano 100 ul ACN
a nasledovala inkubace 2 min. Roztok byl odstranén a vzorek byl ususen. Enzym byl
rozpustén ve 155 pl 50 mM kys. octové a rozdélen po 15 ul do alikvoti, které
se uchovavaly pfi - 20°C. Pfi pouziti je alikvot tfeba 10 x nafedit (pfidat k enzymu 60 pl
H20, 60 pl 100 mM ABC a 15 pul ACN v tomto potadi) a pro jeden vzorek je tieba
pouzit 15 ul smési (odpovida cca 0,5 uM koncentraci enzymu) Vzorek byl inkubovan

120 min na ledu (provedl Mgr. Karel Harant).

Analyza probihala na pfistroji 4800 Plus MALDI TOF/TOF (Applied
Biosystems/MDS Sciex) vybavenym Nd:YAG laserem (355 nm, bombardovani
o frekvenci 200 Hz). Data byla identifikovana pomoci programu MASCOT 2,2 (Matrix
Science) s databazi, ktera obsahuje pfiblizn¢ 6000 proteinti, mezi které byla zatazena

nami dodana sekvence cathepsinu L E. nipponicum (tab. 7).
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Tab. 7 — Kritéria pro vyhledavani v databazi

Enzym Trypsin
Taxonomie Insecta
Pevna modifikace Carbamidomethylace

Variabilni modifikace | Deaminace, oxidace methioninu

Proteinova hmotnost Neomezena
Peptidova hmotnostni
tolerance + 125 ppm
Fragmentova
hmotnostni tolerance +0,3 Da

1.7.5. Zymografie

Pro analyzu bylo pouZito 5 ug solPE P. bliccae a E. nipponicum. Cast vzork?
byla preinkubovana 1 h s inhibitory cysteinovych peptidaz E-64 a iCL. VSechny vzorky
byly inkubovény s neredukujicim vzorkovym pufrem 15 min pfi laboratorni teploté.
Vzorky byly naneseny na piedem piipravené 12% polyakrylamidové gely o $ifce 1 mm
s 1% Zelatinou. Vertikdlni elektroforéza probihala pifi konstantnim napéti
200 V na aparatuie MINI-Protean® 3 cell (Bio-Rad) s pouzitim proteinového standardu
(Bench Marker™ Protein Ladder; Invitrogen). Vysledné gely byly nafezany na prouzky
podle vzorkll a rozmistény do Petriho misek. Byly promyty 10 min v CPB-T (citrat-
fosfatovy pufr, Triton), nasledné 10 min v CPB-T s pfislusnymi inhibitory (1 puM).
Vzorky bez inhibitoru byly inkubovany opét v samotném CPB-T. Nasledovala inkubace
8 h pti 37°C pti pH 5 v CPB u vzorkt bez inhibitoru, do ostatnich misek byly pridany
ptislusné inhibitory (10 uM). Po inkubaci byly vzorky obarveny 10 min v CBBR- 250.
Vysledek byl zdokumentovan na ptistroji GS-800 Calibrated Densitometer (Bio-Rad).
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1.8. Molekularni metody

1.8.1. Syntéza ss cDNA

Z celkové RNA byla syntetizovana jednovlaknova ¢cDNA metodou RT-PCR
pomoci kitu SuperScript™ III First-Strand Synthesis (Invitrogen) podle navodu.
Koncentrace byla zméfena na spektrometru Nanodrop ND 1000 (Thermo Scientific) a

cDNA byla nasledné uchovana pii - 20 °C.
1.8.2. PCR

Syntetizovana c¢cDNA byla nafedéna na koncentraci 100 ng/ul a pouzita
jako templat pro PCR reakci s degenerovanymi primery (M-C.spec.3 Forw; M-C.spec.3
Rev). Degenerované primery (tab. 9) byly navrzeny podle alignmentu sekvenci
konzervovaného mista cysteinovych peptidaz u jinych organizma (Heussler and
Dobbelaere 1993; Eakin et al. 1990; Li et al. 2006; Renard et al. 2000). Reakce (tab. 8)
probéhla ve 200 ul zkumavkach na pfistroji C 1000 Thermal Cycler (Bio-Rad, tab. 10).
Vysledek byl vyhodnocen elektroforézou na 1,5% agar6zovém gelu obsahujicim Sybr
green v 1x TAE pufru (Invitrogen). Jako standard byl pouzit HyperLadder IV (Bioline).
Elektroforéza probihala 30 minut pfi 96 V. Vzniklé PCR produkty byly pod modrym
svétlem vytiznuty.

Tab. 8 — SloZeni reakéni smési

PPP master mix (Top-bio) 12,5 pl
MgCl, 2,5 ul
M-C.spec.3 Forw (10 uM) 1 ul
M-C.spec.3 Rev (10 uM) 1ul
cDNA (100 ng/ul) 1l
dd H,0 7 ul

Tab. 9 — PouzZité primery

Nazev primeru sekvence
M-C.spec.3 Forw [ 5°- CAA/ GGG NCARTG YGG ITCNTG C/IT TGG -3’
M-C.spec.3 Rev 5’- CCANSA/TRT TYT TIACRA TCC AA/ GTA -3
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Tab. 10 — Program PCR reakce

1. 194°C 5 min

2. 194°C 60 s.

3. [45°C 60 s. }35 X
4, |72°C 60 s.

5. |72°C 10 min

6. |4°C ~

1.8.3. Extrakce z gelu

PCR produkty byly izolovany z gelu pomoci kitu QIAquick Gel Extraction kit

(Quiagen) dle navodu a eluovany do 20 ul sterilni vody.
1.8.4. Klonovani do plazmidu pCR®2.1-TOPO

Izolované produkty byly ligovany do vektoru pCR®2.1-TOPO® pomoci kitu
TOPO® TA Cloning® Kit (Invitrogen) podle navodu (tab. 11).

Tab. 11 — Reakéni smés

10x liga¢ni pufr 1 pl
PCR vektor 2 ul
Cerstvy PCR produkt 6 ul
T4 DNA ligazu 1 pl

Reakce probihala ve 200 ul zkumavkach pii 14°C ptes noc.
1.8.5. Transformace kompetentnich bunék E. coli

Ke kompetentnim bunkam (One Shot® TOP10; Invitrogen), které byly pozvolna
rozmrazeny na ledu, bylo ptfidano 5 ul ligacni smési a postup probihal dle manuélu

vyrobce (http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/oneshottop10_man.pdf).
1.8.6. Izolace plazmidu

Z narostlych bunék byly izolovany plazmidy pomoci kitu High Pure Plasmid
Isolation Kit (Roche) dle navodu. Plazmidové DNA byly eluovany z kolonky 50 pl
sterilni vody a pfitomnost inzertu byla ovéfena naslednou PCR reakci (tab. 13) s vektor-
specifickymi primery M13 Forward a M13 Revers (tab. 12). Vysledek byl vyhodnocen

pod UV svétlem na 1,5 % agardézovém gelu obsahujicim Sybr green.
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Tab. 12 — PouZité primery

Nézev primeru sekvence
M13 Forw 5’- TGT AAA ACG ACG GCC AGT -3’
M13 Rev 5’- CAG GAA ACA GCT ATG ACC -3’

Tab. 13 — Program PCR reakce

94°C 12:00 min
94°C |1:00 min
55°C  11:00 min 30 x
72°C 11:00 min

72°C 10:00 min

Plazmidy, u kterych byla potvrzena piitomnost inzertu, byly poslany
na sekvenaci do laboratofe sekvenace DNA (Seqlab, PiF UK). Vzorky byly pfipraveny

podle protokolu sekvenacéni laboratofte.
1.8.7.5"a3" RACE PCR

Metoda se pouZziva pro ziskani neznamé sekvence 5" a 3" konce genu za pouZiti

GeneRacer™ Kit (Invitrogen).
1.8.7.1. Priprava RACE cDNA

Byla pouzita RNA E. nipponicum o koncentraci 59,33 ng / ul. Do reak¢ni smési
bylo pouzito maximalni mnozZstvi RNA 7 ul. Dale pfiprava RACE ¢cDNA probihala

podle navodu kitu GeneRacer™ Kit (Invitrogen).

Jednovlaknova RACE c¢cDNA o koncentraci 1000 ng/ul byla ztedéna 1:9 sterilni
vodou do RACE PCR reakce (tab. 14, tab. 15, tab. 16):
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Tab. 14 — Reak¢éni smés

EmeraldAmp PCR master mix (Clontech) 12,5 ul
RACE cDNA (100ng/ pl) 1 ul
M-CL-RACE Forw/ M-CL-RACE Rev 1ul
GeneRacer primer Rev/ GeneRacer primer Forw 3ul
dd Hzo 7,5 },ll

Tab. 15 — PouZité primery

Néazev primeru sekvence
M-CL-RACE Forw 5’- CCG ACT TGG ATC ACG CCG TATTGTTGG T -3’
M-CL-RACE Rev 5’-GACCTT CCAATG ACCCTG TCG TGG AGA A -3’

GeneRacer™ Forw
Primer
GeneRacer™ Rev
Primer

5’- CGA CTG GAG CAC GAG GACACT GA -3’

5’- GCT GTC AAC GAT ACG CTACGT AACG -3’

Tab. 16 — Program PCR reakce

94°C  |120s
94°C |30

72°C  |60s } > X
94°C |30 }

70°C |60 >
94°C |30

60°C  |90's 35x
70°C |90's

72°C 10:00 min

4°C ~

Vysledek byl vyhodnocen pod UV svétlem po elektroforéze v 1,5% agarézovém
gelu. Jako standard byl pouzit HyperLadder II (BioLine). PCR produkty byly skalpelem
vyfiznuty pod modrym svétlem a poté se opakovaly kroky 1.8.3 —1.8.6.

1.8.8. Priprava pro transkriptomovou analyzu

Kroky 1.8.8.1 — 1.8.84 byly provedeny pod vedenim Mgr. Romany
Stopkové, Ph.D. Krok 1.8.8.5 byl proveden pod vedenim RNDr. Jany Nekvindové,
Ph.D., ktera provedla i vlastni 454 seckvenaci (krok 1.8.8.6). VSechny kroky byly

provedeny pouze jednou.
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1.8.8.1. Syntéza cDNA

Pro syntézu cDNA byly pouzity vzorky totalni RNA E. nipponicum (EN)
0 koncentraci (tab. 17):

Tab. 17 — Koncentrace vzorki

ENI (CR-Vodhnany) [1444,88 ng/ pul

EN2 (CR-Vodiany) |2484,66 ng / ul

ENP (Polsko) 1686,92 ng / ul

Mira fragmentace RNA byla ovéfena na pfistroji Agilent 2200. Syntéza
probihala pomoci kitu SMARTer™ PCR c¢cDNA Synthesis Kit (Clontech) dle navodu.
Totalni RNA byla pied pouzitim zahfata na 65°C na 1-2 min. Reakéni smés ¢. 1
obsahovala (tab. 18):

Tab. 18 — Reakéni smés ¢. 1

2ng— 1 pg totalni RNA 1-3ul
CDS T22 primer (modifikovany) — 3" adaptér
(5"AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTTTTTGTTTT
TTTCTTTTTTTTTTVN3"); ¢=12 pmol 1ul
SMARTer Il A Oligonucleotid — 5" adaptér

(5’ AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACXXXXX3");

¢=12 pmol 1ul
doplnit
Sterilni RNAse free H,O do 5 ul

Komponenty byly smichany a jemn¢ sto¢eny na mikrocentrifuze. Poté probéhla
inkubace pii 72°C 3 minuty a nasledné ochlazeni na 42°C po 2 min. Reak¢ni smés €. 2
obsahovala (tab. 19):

Tab. 19 — Reakéni smés &. 2

5 X First-strand buffer 2ul
DTT (20 mM) 1ul
50 x dNTP 1ul
SMARTScribe Reverzni Transcriptaza (100 U) Tl
RNAse inhibitor (40 U/ ul) 0,25 pl

Poté byla reak¢ni smés €. 2 ptidana do reak¢ni smési €. 1 a vysledna smés byla
inkubovana 1,5 h pii 42°C. Vzniklé ¢cDNA byly pouzity pro naslednou amplifikaci,
zbytek byl uchovan pii - 20°C.
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1.8.8.2. cDNA amplifikace

Pomoci Advantage 2 PCR Kit (Clontech) byly cDNA amplifikovany (tab. 21)
dle ptiloZzeného navodu. Slozeni reak¢éni smési je uvedeno v tab. 20 (celkovy objem

100 pl /1 vzorek):

Tab. 20 — Reak¢ni smés

10X Advantage 2 PCR pufr 10 pl
dNTP mix (10 mM) 2 ul
PCR primer M1 (10 uM) 4 ul
ss cCDNA 2 ul
50 x Advantage 2 Polymeraza mix 2 ul
Sterilni RNAse free H,O 80 ul

Tab. 21 — Pouzity PCR program

95°C 1 min

95°C 15s

66°C 20 s X cykld
72°C 3 min

Po dobéhnuti PCR reakce do 10. cyklu, bylo odebrano 70 pl vzorku a vzorek byl
uchovavan pti 4°C. Ze zbylych 30 ul bylo odebrano 5 ul pro naslednou vizualizaci na
gelu a PCR reakce byla opét spusténa. Vzdy po 2 cyklech bylo odebrano 5 pl vzorku,
které byly nasledné vyhodnoceny na 1% agar6zovém gelu a byl vybran optimalni PCR
cyklus. U vzorku ponechaného na ledu, byla poté dokoncena amplifikace do nami

vybraného PCR cyklu.
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Vybér spravného PCR cyklu (princip na obr. 10):
70 pl

7

ND—) —> @—)@—)@

10.cykl.  12.cykl 14. cykl 16. cykl. 18.cykl. 20. cykl

Spul Sul Sul Sul Spul Sul

Obr. 10 Princip vybéru spravného PCR cyku (SMARTer™ PCR cDNA Synthesis Kit User Manual,
upraveno)

Vysledna ds cDNA byla precisténa pomoci MinElute PCR Purification Kit
(Qiagen) dle navodu a eluovana do 20 pl sterilni vody. Koncentrace byla méfena

na spektrometru Nanodrop ND 1000 (Thermo Scientific).
1.8.8.3. Normalizace cDNA

Normalizace cDNA slouzi ke sniZeni abundantnich transkripti a vyrovnava tak
koncentrace transkripti ve vzorku cDNA. Tim se zvysuje efekt sekvenace a mohou byt
objeveny malo pfepisované geny. Normalizace probihala pomoci kitu Trimmer 2 cDNA

normalization kit (Evrogen) dle ptilozeného navodu.

1. cDNA denaturace a hybridizace

Tab. 22 — Reakéni smés pro kazdy vzorek obsahovala (celkovy objem 12 pl)

ds cDNA (0,6-0,9 pg) EN19 ul/ EN2 9 ul/ EP 4,7 ul
4 x hybridiza¢ni pufr 3ul
dd H,O X ul

12 ul reakéni smési (tab. 22) bylo rozdéleno do 3 zkumavek oznacenych 0; 1/2;
1 a piekryto kapkou mineralniho oleje.

2. Degradace ds cDNA pomoci DSN enzymu

DSN enzym (dsDNA nukleaza) ma mnohem silnéjsi preferenci k ds cDNA nez
k' ss cDNA a RNA, bez ohledu na jejich délku. Slouzi tedy Kk vyrovnani transkripti

ve vzorcich.
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Tésné pied koncem hybridizace, bylo pfipraveno fedéni DSN roztoku (tab. 23)

o0 finalni koncentraci 0,5 U / ul (1:1 skladovaci pufru: zasobni roztok DSN).
Tab. 23 — Redéni DSN roztoku

komponenty Zkumavka 1 |Zkumavka %2 | Zkumavka O
DSN roztok 1l

2> DSN roztok 1ul

DSN skladovaci pufr 1pl

Na konec bylo do kazdé reakce piidano 25 ul RNAse free H,O a normalizované

cDNA byly uloZeny na led.

3. Amplifikace normalizované cDNA

Tab. 24 — Reakéni smés

Sterilni RNAsa free H,O 161,5 ul

dNTP mix (10 mM) 3ul
PCR primer M1 (10 uM)
5'AAGCAGTGGTGGTATCAACGCAGAGT 3" 4,5l

50 x Advantage 2 Polymeraza mix 3ul
10 x Advantage 2 PCR pufr 15 ul

Reakéni smés (tab. 24) byla rozdélena po 49 pul do tii 200 ul zkumavek
oznacenych 0; 1/2; 1. Do kazdé zkumavky byl pfidan 1 pl normalizované cDNA

(z minulého kroku) se stejnym ozna¢enim 0 ;1/2 ;1.

Tab. 25 — Pouzity PCR program

95°C 1 min

95°C 15s

66°C 20s X cykld
72°C 3 min

Vhodny cyklus (tab. 25) byl vybran pozastavenim PCR reakce po 7. cyklu.
Vzorky 1 a 1/2 byly umistény na led. Vybér vhodného cyklu dale pokracoval jen
s pouzitim kontrolni zkumavky 0. Vzdy po 2 cyklech byla PCR reakce pozastavena a
byl odebran vzorek 10 pl. 5 pl bylo pouZito pro zhodnoceni na 1,5% agar6zovém gelu
v 1x TAE pufru a byl vybran optimalni PCR cyklus. K vybranému cyklu u kontrolni
zkumavky se pficetlo 9 a soucet daval dohromady vysledny PCR cyklus u vzorkiu 1 a

1/2. U kontrolni zkumavky byla ukoncena amplifikace po 11. cyklu. Vysledek byl
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vyhodnocen na 1,5% agarézovém gelu a byla vybrana vhodnd koncentrace DSN
enzymu. Poté byly vzorky precistény pomoci MinElute PCR Purification Kit (Qiagen)
dle navodu. Vysledna koncentrace byla méfena na spektrometru Nanodrop ND 1000
(Thermo Scientific). V nasem piipad¢ byla amplifikace jesté jednou opakovana u vSech
vzorkd. Amplifikované ds cDNA byly piipraveny pro tvorbu cDNA knihovny.

1.8.8.4. Priprava ¢cDNA knihovny

Piiprava cDNA knihovny byla provedena dle Rapid Library Preparation Method

Manual (GS FLX+, Roche). V tab. 26 jsou uvedené pouzité kity.
Tab. 26 — Pouzité kity

Rapid library preparation Kit Roche
Rapid library MID adaptors kit Roche
Agencourt AMPure XP - PCR Purification Beckman Coulter
MinElute PCR Purification Kit Qiagen

Nebulizace DNA slouzi k fragmentaci vzorku DNA do kratkych tseka (300-
800 pb) pomoci dusiku. Nasledn¢ jsou na 3" a 5" konec kazdého fragmentu piridany
specifické adaptéry, které jsou nezbytné pro purifikaci, amplifikaci a néslednou

sekvenaci.

Vzorky normalizované ds cDNA ENI1 a EN2 z obou amplifikaci byly spojeny
(46 pl (1,2 pg)). Fragmentace DNA nebulizaci, Gpava koncl fragmenti, piiprava
AMPure kulic¢ek a odstranéni malych fragmentt bylo provedeno podle manualu Rapid
Library Preparation Method Manual (GS FLX+, Roche). Ze vzorku obsahujici cDNA

knihovnu bylo odebrano 5 pl pro naslednou vizualizaci na 1% agar6zovém gelu.

Kvantifikace ¢cDNA knihovny byla provedena pomoci fluorometru Hoefer
DQ 300. Standardy byly pripraveny dle Rapid Library Preparation Method Manual
(GS FLX+, Roche, tab. 27). Zkumavka 1 obsahovala 90 ul RL Standardu s 90 ul TE
pufru, zbylé zkumavky byly naplnény 60 ul TE pufru. Z prvni zkumavky bylo
preneseno 120 pl do druhé zkumavky, promichano a fedéni probihalo pfenasenim 120

ul z jedné zkumavky do druhé.

44


http://454.com/downloads/my454/documentation/gs-flx-plus/Rapid-Library-Preparation-Method-Manual_XLPlus_May2011.pdf.%20Zkumavka%201
http://454.com/downloads/my454/documentation/gs-flx-plus/Rapid-Library-Preparation-Method-Manual_XLPlus_May2011.pdf.%20Zkumavka%201

Tab. 27 — Redéni standardi

Redéni standardu RL Standard (mol/ul)
1 2.50 x 10°
2 (2/3 pteneseny ze zkumavky 1) 1.67 x 10°
3 (2/3 preneseny ze zkumavky 2) 1.11 x 10°
4 (2/3 preneseny ze zkumavky 3) 7.41 x 10°
5 (2/3 preneseny ze zkumavky 4) 4.94 x 10°
6 (2/3 preneseny ze zkumavky 5) 3.29 x 10°
7 (2/3 pteneseny ze zkumavky 6) 2.19 x 10°
8 (2/3 pieneseny ze zkumavky 7) 1.46 x 10°

Redéni vzorkli probéhlo podle instrukci na http://454.com/my454/index.asp,

do tabulky byly uvedené naméfené hodnoty pro standardy a vzorek. Vzorek byl

uchovan pii - 20°C pro dalsi zpracovani.
1.8.85.  Emulzni PCR (emPCR)

Na kazdou specialni kulicku se navaze jeden fragment ssDNA opatieny adaptéry
a kulicky jsou smichany s olejovou emulzi. Jednotlivé kulicky se dostavaji do vodnich
kapek (1 kulicka/1 bublina), kde dochazi k amplifikaci fragmenti pomoci emulzni PCR
reakce.

Piiprava vzorkli pro emulzni PCR reakci a vlastni emPCR reakce probihala
podle protokolu GSFLX-Titanium Emulsion PCR protocol for medium volume
(Roche).

1.8.8.6. 454 pyrosekvenace

Po emPCR byly kulicky naneseny na pikotitracni desticku. Kulicky byly
nasledné prevrstveny kulickami nesoucimi rizné enzymy (DNA polymerazu, ATP
sulfurylazu, luciferaza), které jsou nezbytné k sekvena¢nimu béhu. Nad pikotitracni
desti¢kou proudi volné nukleotidy vzdy ve stejném poiadi. Zafazeni volného nukleotidu
zpusobi uvolnéni pyrofosfatu (Ppi), ktery je nasledn¢ ptisobenim enzymi pieveden
na svételny signal. Tento signal je sniman pomoci CDC kamery a pomoci programu

vyhodnocen.

Sekvenace probihala na pfistroji (GS FLX System, Roche, Fakultni nemocnice
Hradec Kralové). Hruba data byla zpracovana v programu GS Run Browser algoritmem
Image Processing, kde byl ziskan soubor, ktery obsahoval zaznam luminiscenéniho

signalu v Case z kazdé sekvenované jamky pikotitracni desticky. Dale pomoci algoritmu
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Signal Processing byl zpracovan signal z kazdé pikotitraéni jamky, ktery byl pireveden
na sekvenci nukleotidi a index jejich kvality. Soubor sekvenci byl dale zpracovan
algoritmem programu GS De Novo Assembler, kde byly fragmenty ptvodnich sekvenci
seskladany pocitacovou analyzou na zaklad¢ jejich prekryti do tzv. kontigi. Z kontiga
byly vyfazeny sekvence krat$i nez 100 pb a zbylé kontigy byly srovnany s databazi
NCBI pomoci blastx pouzivanym programem blast2go (www.blast2go.com) a poté byly

vybrany identifikované fragmenty sekvenci peptidazovych gent.

Nukleotidové sekvence peptiddzovych genii byly pomoci programu Expasy
Translate Tool (http://web.expasy.org/translate/) piclozeny do aminokyselinovych
sekvenci a byl vybran spravny ¢teci ramec. U vybranych kompletnich sekvenci byla
zjisténa signalni sekvence pomoci programu SignalP  (http://www.cbs.dtu.dk
/services/SignalP/), odhadnuta molekulova velikost a pl podle programu Compute
pl/Mw tool (http://web.expasy.org/compute_pi/) a N-glykosylatni mista pomoci
programu NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/).

1.8.8.7. Amplifikace vybranych genu z transkriptomové analyzy

U vybranych kompletnich sekvenci genti 7z transkriptomové analyzy
u E. nipponicum byly navrzeny genové specifické primery (tab. 28) pro cathepsin L
(C. sinensis L-like, EnCL Forw, EnCL Rev), pro cathepsin L (S. mansoni cathepsin L3-
like; EnCL3 Forw, EnCL3 Rev) a pro cathepsin B (S. mansoni cathepsin B2-like; EnCB
Forw, EnCB Rev). Jako templat byla pouzita CDNA E. nipponicum, ktera byla fedéna
na koncentraci 100 ng / ul. PCR reakce (tab. 29) probéhla na ptistroji C 1000 Thermal
Cycler (Bio-Rad, tab. 30).

Tab. 28 — Pouzité primery

Nizev primeru Sekvence
EnCL Forw 5’- ATG GCA GGT CAG GAT CAC TG -3’
EnCL Rev 5’-CTATAC GAG TGG ATAGCTTGC G -3’
EnCL3 Forw 5’- ATG GGATCG TTT GCT AAA ATG -3’
EnCL3 Rev 5-TTA AAC GAG AGG ATATGAGGC T -3
EnCB Forw 5’- ATGCGT TTG CAT TCG CAC TG -3’
EnCB Rev 5>-TTAAAGTTT CGG TAT CCC ACC AAC -3°
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Tab. 29 - SloZeni reakéni smési

PPP master mix (Top-bio) 12,5 ul
MqgCl, 2,5 ul
Primer Forw (10 uM) 1l
Primer Rev (10 uM) 1 pl
cDNA (100 ng/ul) 1 ul
dd H,0 7 ul

Tab. 30 — Program PCR reakce

1. [94°C 5 min
2. [94°C 60 s.
3. |60°C 60 s.
4, |72°C 60 s.
5. [72°C 10 min
6. |4°C ~

}35x

Vysledek byl vyhodnocen elektroforézou na 1,5% agar6zovém gelu obsahujicim

Sybr green v 1x TAE pufru (Invitrogen). Vzniklé PCR produkty byly pod modrym

svétlem vytiznuty a dale zpracovany v krocich 1.8.3.-1.8.6.
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Vysledky

1.9. Meéreni enzymatickvch aktivit

Pii pouziti fluorogenniho substratu FR (Z-Phe-Arg-AMC), byla pti pH 5
prokazana vysoka peptidolyticka aktivita, ktera byla inhibovana inhibitorem E-64 a iCL

u vzorkl ESP P. bliccae a E. nipponicum. Inhibitor CA-074 inhiboval aktivitu ¢aste¢né,

u vzorku P. bliccae (obr. 11) vice nez u vzorku E. nipponicum (obr. 12).

100 A

80 -

60 -

% aktivity

40

20 A

ESP P. bliccae

CA-074

E-64 iCL

o .

vzorky

Obr. 11 - Méfeni aktivity ve vzorku ESP P. bliccae s fluorogennim substratem FR (Z-Phe-Arg-

AMC), p¥i pH 5, s inhibitory E-64 (inhibitor cysteinovych peptidaz), CA-074 (inhibitor cathepsinu B),

iCL (inhibitor cathepsinu L), usefka ozna¢uje smérodatnou odchylku méfeni

100 -

80 -

60

% aktivity

40 A

20 A

vzorek

ESP E. nipponicum

CA-074

E 64

iCL

vzorky

Obr. 12 - Méfeni aktivity ve vzorku ESP E. nipponicum s fluorogennim substratem FR (Z-Phe-Arg-
AMC) pf¥i pH 5, s inhibitory E-64 (inhibitor cysteinovych peptidiz), CA-074 (inhibitor cathepsinu B),

iCL (inhibitor cathepsinu L).
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Ové&fovali jsme schopnost inhibitoru CA-074 inhibovat cathepsin L
(rekombinantni CL F. magna, obr. 13) a schopnost inhibitoru iCL inhibovat cathepsin B
(rekombinantni CB T. regenti, obr. 14) za pouziti fluorogenniho substratu FR pfi pH 5.
Inhibitor CA-074 inhiboval aktivitu rekombinantniho CB T. regenti téméf Uplné a
aktivitu rekombinantniho CL F. magna zvelké casti. iCL inhiboval aktivitu

rekombinantniho CL F. magna zcela, zatimco aktivita rekombinantniho CB T. regenti

byla inhibovana zhruba z poloviny.

Rekombinantni CL F. magna

vzorek
T
100 T
80
2
Z 60
-
<
40
CA-074
20
iCL
0
vzorky

Obr. 13 — Méfeni aktivity ve vzorku rekombinantniho cathepsinu L F. magna s fluorogennim
substratem FR (Z-Phe-Arg-AMC) pfi pH 5, iCL (inhibitor cathepsinu L), CA-074 (inhibitor
cathepsinu B), iise¢ka oznaduje smérodatnou odchylku méieni

Rekombinantni CB T. regenti

vzorek
100 I

80
Pn)
2 60
X
[+
S 40

20

CA-074
O -

vzorky

Obr. 14 — Méfeni aktivity ve vzorku rekombinantniho cathepsinu B T. regenti s fluorogennim
substratem FR (Z-Phe-Arg-AMC) pfi pH 5, iCL (inhibitor cathepsinu L), CA-074 (inhibitor
cathepsinu B), use¢ka oznacuje smérodatnou odchylku méfeni
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Peptidolyticka aktivita byla zaznamenana i u vzorku SOIPE P. bliccae a
E. nipponicum s fluorogennim substratem RR (Z-Arg-Arg-AMC) pii pH 5. Aktivita
byla inhibovana inhibitory E-64 a iCL. Inhibitor CA-074 inhiboval aktivitu u vzorku

P. bliccae (obr. 15) témét plné a méné u vzorku E. nipponicum (obr. 16 )

100 ~

80 -

60

% aktivity

40 -

20

sol PE P. bliccae

E-64 iCL

vzorky

CA-074

Obr. 15 - Méreni aktivity ve vzorku solSPE P. bliccae s fluorogennim substratem RR (Z-Arg-Arg-
AMC), p¥i pH 5, s inhibitory E-64 (inhibitor cysteinovych peptidaz), CA-074 (inhibitor cathepsinu B),

iCL (inhibitor cathepsinu L), usecka ozna¢uje smérodatnou odchylku méfeni
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Obr. 16 - Méfeni aktivity ve vzorku solSPE E. nipponicum s fluorogennim substratem RR (Z-Arg-

Arg-AMC), pii pH 5, s inhibitory E-64 (inhibitor cysteinovych peptidaz), CA-074 (inhibitor cathepsinu

B), iCL (inhibitor cathepsinu L), iiseka oznacuje smérodatnou odchylku méfeni
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V rozsahu pH 4 - 10 bylo hledano pH optimum s fluorogennim substratem FR
(Z-Phe-Arg-AMC). U vzorku solPE E. nipponicum (obr. 17) byla hodnota pH optima

zjisténa pii hodnoté pH 5, niz§i aktivita byla prokazana pti pH 4. U vzorku solPE

P. bliccae (obr. 18) bylo pH optimum pii pH 6, niz$i aktivita byla zaznamenana i pti pH

5 a pH 4. Pfi neutrdlnim a z4saditém pH nebyla aktivita prokazana.

sol PE E. nipponicum

100 /JI\

80
2 /. \
> 60
> L4 \
©
S 40 \

0

pH 4 pH 5 pH 6 pH7 pH 8 pH 9 pH 10

Obr. 17 - Méfeni pH optima v solPE E. nipponicum s fluorogennim substratem FR (Z-Phe-Arg-

AMC) pri pH 4 - 10, tse¢ka oznacuje smérodatnou odchylku méieni
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Obr. 18 - Méfeni pH optima v solPE u P. bliccae s fluorogennim substratem FR (Z-Phe-Arg-AMC)

pri pH 4 — 10, usecka oznafuje smérodatnou odchylku méfeni

Dale byla méfena aktivita enzyma S fluorogennim substratem GPR (Z-Gly-Phe-
Arg-AMC) a AAN (Z-ALA-ALA-ASN-AMC) pti pH 4-10. Ani u jednoho vzorku

solPE P. bliccae a E.nipponicum nebyla aktivita prokazana.
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1.10. Detekce CP biotinylovanou probou DCG-04

U obou vzorki solPE P. bliccae (obr. 19) a E. nipponicum (obr. 20)
inkubovanych se samotnym DCG-04 byl zaznamenan prouzek o velikosti pfiblizné
35 kDa. Vazba DCG-04 byla zablokovana inhibitory E-64 a iCL, zatimco inhibitory
CA-074 a inhibitory serinovych peptidaz (TLCK, TPCK a PMSF) vazbu neinhibovaly.
Pfi pouziti inhibitoru DFP u vzorku solPE E. nipponicum se objevil prouzek o velikosti
24 kDa.

Obr. 19 — Detekce cysteinovych peptidaz pomoci biotinylované préby DCG-04 ve
vzorku solPE P. bliccae, ¢ast vzorki preinkubovana s inhibitory.

Obr. 20 - Detekce cysteinovych peptidaz pomoci biotinylované préby DCG-04 ve
vzorku solPE E. nipponicum, &ast vzorki preinkubovana s inhibitory.

52



1.11. Detekce CP fluorescenéné znaenym DCG-04 v ESP

Vzorky ESP P. bliccae a E. nipponicum byly inkubovéany s fluorescen¢nim
DCG-04. U vzorku P. bliccae se objevily prouzky o velikosti ptiblizn¢ 28 a 35 kDa,
u vzorku E. nipponicum o velikosti pfiblizn¢ 24 a 28 kDa (obr. 21).

kDa

Obr. 21 — Detekce cysteinovych peptidaz ve vzorcich ESP pomoci
fluorescen¢éné znac¢eného DCG-04 u obou zastupci €. Diplozoidae

1.12. Detekce CP pomoci fluorescenéné znaceného DCG-04 ve

2D gelech

Pomoci fluorescenc¢né znacené proby DCG-04 byly na gelech zachyceny spoty o
velikosti pfiblizné¢ 30 - 35 kDa u vzorku solPE P. bliccae a u vzorku solPE E.
nipponicum okolo 25 - 35 kDa. U vzorku P. bliccae (obr. 22) se pl nachazi ve slabé
kyselé az neutralni oblasti a u vzorku E. nipponicum (obr. 23) ve slabé kyselé az mirné

zasadité oblasti.
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P. bliccae

— e e
Obr. 22 - Vysledky 2D elektroforézy u vzorku solPE P.bliccae s fluorescenéné zna¢enym
DCG-04, krouzky oznacuji vyFiznuté spoty poslané k analyze hmotnostni spektrometrii

pH 10

v

kDa pH3

L 5

E. nipponicum

Obr. 23 — Vysledky 2D elektroforézy u vzorku solPE E. nipponicum s fluorescenéné
znatenym DCG-04, krouzky oznacuji vyfriznuté spoty poslané k analyze hmotnostni

spektrometrii
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1.13. Hmotnostni spektrometricka analvza

Detekované spoty z2D elektroforézy byly zaslany k analyze hmotnostni
spektrometrii. Namétfena data byla identifikovana programem MASCOT 2.2 (Matrix
Science). K porovnani byla pouzita sekvence cathepsinu L E. nipponicum, ktera byla
slozena z castecnych sekvenci ziskanych z transkriptomové analyzy a vlastniho
sekvenovani. Vznikl¢é trypsinové $tépy byly porovnany s touto sekvenci a shodnad mista
byla barevné vyznacena. U vzorku P. bliccae (obr. 24) byly identifikovany 4 trypsinové
Stépy u spotu €. 1, spot ¢. 2 se nepodafilo identifikovat. U vzorku E. nipponicum
(obr. 25) byly identifikovany 4 trypsinové §t€py u spotu ¢. 1 a €. 4, tfi trypsinové Stépy

U spotu €. 2 a €. 3 a dva trypsinové §té€py u spotu €. 5.

Paradiplozoon bliccae spot ¢. 1

1 MAGQDHWASFKSQHAKNYDDEEDTTRRTIFETNLAAVEHHNALFNTGRAD
51 YSLALNHLSDWKDHELLCLRGHRADLKTESRGSAFIPNACPFELPERVDW

101 RDKGLVTPVKNQGQCGSCWAFSTTGSLEGQHFRKTGKLLSLSEQQLVDCS
151 SAFGNHGCNGGLFDFAFKYVQDSGGITTEDLYPYVSGVIQKAHDVCSYNP
201 DMCKATCTGWVDIPSKDSKALMYAVATIGPISIAINAMGPGFMQYKSGIY
251 NPPSCPGDFSDLDHAVLLVGYGTONGLNYWIVKNSWSEKWGENGYVRICR
301 DGRNLCGVATCASYPLV

Obr. 24 — Identifikace cathepsinu L u P. bliccae- stépy odpovidajici sekvenci cathepsinu L
E. nipponicum jsou vyznacené zlutg; ¢ervené zvyraznény C, H, N aktivniho mista.

Eudiplozoon nipponicum spot ¢.1

1 MAGQDHWASFKSQHAKNYDDEEDTTRRTIFETNLAAVEHHNALFNTGRAD
51 YSLALNHLSDWKDHELLCLRGHRADLKTESRGSAFIPNACPFELPERVDW
101 RDKGLVTPVKNQGQCGSCWAFSTTGSLEGQHFRKTGKLLSLSEQQLVDCS
151 SAFGNHGCNGGLFDFAFKYVQDSGGITTEDLYPYVSGVIQKAHDVCSYNP
201 DMCKATCTGWVDIPSKDSKALMYAVATIGPISIAINAMGPGFMQYKSGIY
251 NPPSCPGDFSDLDHAVLLVGYGTQNGLNYWIVKNSWSEKWGENGYVRICR
301 DGRNLCGVATCASYPLV
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Spot ¢. 2

1 MAGQDHWASFKSQHAKNYDDEEDTTRRTIFETNLAAVEHHNALFNTGRAD
51 YSLALNHLSDWKDHELLCLRGHRADLKTESRGSAFIPNACPFELPERVDW
101 RDKGLVTPVKNQGQCGSCWAFSTTGSLEGQHFRKTGKLLSLSEQQLVDCS
151 SAFGNHGCNGGLFDFAFKYVQDSGGITTEDLYPYVSGVIQKAHDVCSYNP
201 DMCKATCTGWVDIPSKDSKALMYAVATIGPISIAINAMGPGFMQYKSGIY
251 NPPSCPGDFSDLDHAVLLVGYGTQNGLNYWIVKNSWSEKWGENGYVRICR
301 DGRNLCGVATCASYPLV

Spot ¢. 3

1 MAGQDHWASFKSQHAKNYDDEEDTTRRTIFETNLAAVEHHNALFNTGRAD
51 YSLALNHLSDWKDHELLCLRGHRADLKTESRGSAFIPNACPFELPERVDW
101 RDKGLVTPVKNQGQCGSCWAFSTTGSLEGQHFRKTGKLLSLSEQQLVDCS
151 SAFGNHGCNGGLFDFAFKYVQDSGGITTEDLYPYVSGVIQKAHDVCSYNP
201 DMCKATCTGWVDIPSKDSKALMYAVATIGPISIAINAMGPGFMQYKSGIY
251 NPPSCPGDFSDLDHAVLLVGYGTQNGLNYWIVKNSWSEKWGENGYVRICR
301 DGRNLCGVATCASYPLV

Spot ¢. 4

1 MAGQDHWASFKSQHAKNYDDEEDTTRRTIFETNLAAVEHHNALFNTGRAD
51 YSLALNHLSDWKDHELLCLRGHRADLKTESRGSAFIPNACPFELPERVDW
101 RDKGLVTPVKNQGQCGSCWAFSTTGSLEGQHFRKTGKLLSLSEQQLVDCS
151 SAFGNHGCNGGLFDFAFKYVQDSGGITTEDLYPYVSGVIQKAHDVCSYNP
201 DMCKATCTGWVDIPSKDSKALMYAVATIGPISIAINAMGPGFMQYKSGIY
251 NPPSCPGDFSDLDHAVLLVGYGTQNGLNYWIVKNSWSEKWGENGYVRICR
301 DGRNLCGVATCASYPLV

Spot ¢. 5

1 MAGQDHWASFKSQHAKNYDDEEDTTRRTIFETNLAAVEHHNALFNTGRAD
51 YSLALNHLSDWKDHELLCLRGHRADLKTESRGSAFIPNACPFELPERVDW
101 RDKGLVTPVKNQGQCGSCWAFSTTGSLEGQHFRKTGKLLSLSEQQLVDCS
151 SAFGNHGCNGGLFDFAFKYVQDSGGITTEDLYPYVSGVIQKAHDVCSYNP
201 DMCKATCTGWVDIPSKDSKALMYAVATIGPISIAINAMGPGFMQYKSGIY
251 NPPSCPGDFSDLDHAVLLVGYGTQNGLNYWIVKNSWSEKWGENGYVRICR

301 DGRNLCGVATCASYPLV
Obr. 25 - Identifikace cathepsinu L u E. nipponicum- $tépy odpovidajici sekvenci

cathepsinu L E. nipponicum jsou vyznadeny u jednotlivych spoti Zluté 1., 2., 3., 4., 5.;
¢ervené zvyraznény C, H, N aktivniho mista.




1.14. Zymoqrafie

Pii pH 5 byla ve vzorcich solPE E. nipponicum a P. bliccae zaznamenana
gelatinolyticka aktivita v oblastech okolo 20 a 30-35 kDa Pii pouziti inhibitoru E-64
byla aktivita zablokovana upln¢, u iCL byla objevena lyticka aktivita o velikosti

piiblizné 28- 35 kDa (obr. 26).

Obr. 26 — Gelatinolyticka aktivita peptidaz ve vzorcich solPE E. nipponicum a P. bliccae

1.15. PCR

Na obrazku gelu (obr. 27) jsou znazornény sekvenované fragmenty DNA
S riznymi kombinacemi degenerovanych primerii, pomoci kterych se ndm podafilo
ziskat Gastenou sekvenci cathepsinu L E. nipponicum. Casteéna sekvence o velikosti
526 pb byla identifikovana pomoci Blastx (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) (obr. 28) a

koduje 175 aminokyselin, které obsahuji cystein a histidin aktivniho mista.

Obr. 27 — Amplifikace ¢asteéné sekvence genu cathepsinu L E.nipponicum
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Q 6 g ¢ G s Cwap?F s TTG S L E G Q H

ttccgcaagacaggaaagttgcttagtctgtcagagcaacaactagttgactgtagttca
F R K T G K L L. $ L s E O o L VvV D C S S

gcgtttggaaatcatggctgtaatggtggtctatttgatttcgecttttaaatatgttcag
A F G N H G C N G G L F D F A F K Y VQ

gacagtggaggaataactactgaagatctatatccatacgtatcaggcgttatccaaaaa
bp s 6 G I T T E D L Y P Y V 5 G V I QO K

gcacatgatgtgtgttcctacaatccagacatgtgcaaagcgacatgtactggatgggtc
A H DV C S YN P DMTCI KA AT C T G W V

gatataccatcaaaagactctaaagcacttatgtatgctgtggcaactatcgggcctata
bp 1 p S K D S K A L M Y A V A T I G P I

tcaattgcaatcaatgccatgggccctggctttatgcaatataaatcaggcatctacaat
s I A I N A M G P G F M Q Y K S G I Y N

ccgecctettgtectggtgacttt HEGNONEGOECHEEEEO OGO - o5 Ct 2 c

P P S C P GDVF S DL DUHAV L L V G Y

ggcacgcaaaacggacttaattattggatcgtccaaaaacacctgg
G T 0 N G L N Y W I V Q K H L

Obr. 28 - Casteéna sekvence cathepsinu L Eudiplozoon nipponicum - s vyznaenymi misty pro

nasedani primert NECIERAGEIEOM 2 MECI*RACE'R&V pro RACE PCR; Zluté vyznacen C a H aktivniho

mista

1.16.

5"a3" RACE PCR

Pomoci metody 5" a 3" RACE PCR se podafilo ziskat pouze 3" konec nezndmé

sekvence cathepsinu L E. nipponicum, ktery je dlouhy 114 pb, koduje 37 aminokyselin

a zahrnuje asparagin aktivniho mista (obr. 29).
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gcgtttggaaatcatggctgtaatggtggtctatttgatttcgecttttaaatatgttcag
A F G NH GCCNG G L F D F A F K Y V Q

gacagtggaggaataactactgaagatctatatccatacgtatcaggcgttatccaaaaa
p s 6 G I T T E D L Y P Y V S G V I O K

gcacatgatgtgtgttcctacaatccagacatgtgcaaagcgacatgtactggatgggtc
A H DV C S Y N P D M C K A T C T G W V

gatataccatcaaaagactctaaagcacttatgtatgctgtggcaactatcgggcctata
p I p S K DS K AL MY AV A T I G P I
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361 tcaattgcaatcaatgccatgggccctggctttatgcaatataaatcaggcatctacaat
s I A I N A M G P G F M QY K S G I Y N

421 ccgccctecttgtectggtgactttteccgacttggatcacgececgtattgttggttggetac
P P S ¢C P G D VF S DL DHO AV L L V G Y

481 ggcacgcaaaacggacttaattactggattgtgaagaacagctggagtgaaaagtgggga
G T Q N G L N Y W I Vv KN s W s E K W G

541 gaaaatgggtatgtgcgcatttgtcgagatggtcgaaatctgtgtggagtggcaacatgce
E N G Y VR I C R D G R N L C G V A T C

601 gcaagctatccactcgtaTAG
A S Y P L V -

Obr. 29 - Sekvence cathepsinu L E. nipponicum — modfe vyznadena sekvence ziskana metodou 3 ' RACE;
zluté jsou vyznadeny C, H, N aktivniho mista; stop kodon je vyznaden tuénym pismem

1.17. Transkriptomova analyza- priprava vzorku

1.17.1. Syntéza a amplifikace cDNA

Na obr. 30 je znazornén vybér optimalniho PCR cyklu u jednotlivych odbéri.
Jako optimalni PCR cyklus byl zvolen cyklus ¢. 14 u vSech tii vzorki EN1, EN2 a ENP.
Vyslednd ds cDNA m¢éla koncentraci viz tab. 31.

Obr. 30 - Vybér optimalniho PCR cyklu

Tab. 31 — koncentrace ds cDNA

Vzorek (ds cDNA) Koncentrace
EN1 81,5 ng/ pl

EN2 65,5 ng/ pl

ENP 191,4 ng/ ul

1.17.2. Normalizace a amplifikace cDNA

Jako optimalni PCR cyklus u kontrolni zkumavky 0 u vSech vzorki EN1, EN2,
ENP byl zvolen PCR cyklus ¢islo 9 (obr. 31). Vhodna koncentrace DSN enzymu byla
vybrana u vSech vzorkt EN1, EN2, ENP koncentrace 1 (obr. 32).
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Obr. 32 — Vybér vhodné koncentrace DSN enzymu.

1.17.3. cDNA knihovna

Pro ptipravu ¢cDNA knihovny byly pouzity vzorky amplifikované ds cDNA.
Vzorky EN1 a EN2 (tab. 32) z obou amplifikaci byly spojeny, vysledny vzorek m¢l
koncentraci 26 ng/ul. Knihovna cDNA byla zhodnocena na agar6zovém gelu, kde byly

zaznamenany fragmenty 0 velikosti 600 -1000 pb s pikem okolo 800 pb (obr. 33).

Tab. 32 - Normalizované ds cDNA a jejich koncentrace

normalizované ds cDNA
amplifikace ¢.1 koncentrace
EN1 22,1 ng/ pl
EN2 34,63 ng/ ul
ENP 22,6 ng/ ul
amplifikace ¢.2 koncentrace
EN1 26,23 ng/ ul
EN2 28,45 ng/ ul
ENP 31,49 ng/ ul Obr. 33 — cDNA knihovna
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Pfi kvantifikaci ¢cDNA knihovny byl zjistén vysledny podet 8,91 x 10°
molekul / ul a vzorek byl nasledné natedén tzn. 5,6 ul vzorku do 494,4 ul TE pufru
(odpovida 1 x 10" molekul/ ul) a uchovavan pii - 20°C.

1.17.4. Transkriptomova analyza

Sekvenaci na pfistroji (GS FLX System, Roche) bylo zaznamenano 324 941
¢teni o prumérné délce 423 pb, které byly sestaveny do 6910 kontigl. Z kontigii byly
vyfazeny sekvence krat$i nez 100 pb, nejdelsi kontig je dlouhy 5221 pb. Po srovnani
s databazi NCBI bylo ve vzorku E. nipponicum predikovano 30 peptidazovych gent
(obr. 34). V priloze ¢. 2 jsou uvedeny fragmenty sekvenci peptidaz, které by se mohly

podilet na procesu traveni krve u E. nipponicum.

Kompletni sekvence cathepsinu L (C. sinensis cathepsin L-like) E. nipponicum
bez signalniho peptidu (obr. 36 na str. 64) byla ziskana sloZzenim nasi ¢asteéné sekvence
cathepsinu L E. nipponicum se sekvencemi z transkriptomové analyzy (kontig ¢. 131 a
¢. 132) viz obr. 35. Sekvence cathepsinu L v kontigu ¢. 131 je dlouha 741 pb, koduje
247 aminokyselin a zahrnuje cystein aktivniho mista. Sekvence v kontigu ¢&. 132 je

dlouha 213 pb, koduje 70 aminokyselin a obsahuje histidin a asparagin aktivniho mista.

MAGQDHWASFKSQHAKNYDDEEDTTRRTIFETNLAAVEHHNALFNTGRADYSLALNHLSDWKDHELLCL

RGHRADLKTESRGSAFIPNACPFELPERVDWRDKGLVTPVKNQGQCGSCWAFSTTGSLEGQHFRKTGKLLS

LSEQQLVDCSSAFGNHGCNGGLFDFAFKYVQDSGGITTEDLYPYVSGVIQKAHDVCSYNPDMCKATCTGWV

DIPSKDSKALMYAVATIGPISIAINAMGPGFMQYKSGIYNPPSCPGDFSDLDHAVLLVGYGTQNGLNYWIVK

NSWSEKWGENGYVRICRDGRNLCGVATCASYPLYV

Obr. 35 — SloZeni kompletni aminokyselinové sekvence cathepsinu L (C. sinensis cathepsin L-like) E.
nipponicum- zluté je vyznacena ¢aste¢na sekvence cathepsinu L z kontigu ¢.131, modfe z kontigu ¢. 132, cervené je
vyznaCend nase ¢astecna sekvence se ziskanym 3 koncem cathepsinu L E. nipponicum, erné oznacuje C, H, N
aktivniho mista.
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cely gen délka fragmentu

Cislo nejvétsi podobnost organizmus (accession no.) zarazeni ano/ne DNA/AK/pocet kontigl
Schistosoma mansoni cathepsin B2-like

1. cathepsin B (XP_002574974.1) cysteinova peptidaza ano 1149/382/1
Clonorchis sinensis cathepsin C-like

2. cathepsin C (GAA56530.1) cysteinova peptidaza ano — bez SP 942/314/3
Trichinella spiralis cathepsin F-like

3. cathepsin F (XP_003378245.1) cysteinova peptidaza ne 255/85/1
Schistosoma mansoni cathepsin L3-like

4. cathepsin L (ABV71063.1) cysteinova peptidaza ano 1128/375/1
Fasciola hepatica cathepsin L4-like

5. cathepsin L (ABZ80401.1) cysteinova peptidaza ne 252/84/1
Salmo salar cathepsin M-like

6. cathepsin M (NP_001134251.1) cysteinova peptidaza ne 243/80/2
Clonorchis sinensis

7. pyroglutamyl peptidaza (GAA56053.1) cysteinova peptidaza ne 402/134/2
Schistosoma mansoni

8. ubiquitin-specificka peptidaza 16 (XP_002578593.1) cysteinova peptidaza ne 465/155/1
Clonorchis sinensis cathepsin L-like

9. cathepsin L (naSe slozena sekvence) (CAX72658.1) cysteinova peptidaza ano — bez SP 954/317/10
Schistosoma hematobium

10. calpain (BAF62290.1) cysteinova peptidaza ano — bez SP 2256/751/2
Schistosoma japonicum calpain B-like

11. calpain-B (gb]AAX25709.2) cysteinova peptidaza ne 180/60/1
Clonorchis sinensis calpain 7-like

12. calpain-7 (EKC22455.1) cysteinova peptidaza ne 204/68/2
Musca domestica cathepsin D-like

13. cathepsin D (ABM69086.1) aspartatova peptidaza ano — bez SP 1257/418/3
Schistosoma mansoni

14. nicalin (CCD76986.1) metalopeptidaza ano — bez SP 1104/368/1
Clonorchis sinensis

15. o-sialoglycoprotein endopeptidaza (GAA28302.2) metalopeptidaza ano — bez SP 981/327/1
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Schistosoma mansoni

16. fxna peptidaza (CCD79539.1) metalopeptidaza ne 144/48/1
Flavobacterium branchiophilum

17. atp-dependentni metalopeptidaza (WP_008462768.1) metalopeptidaza ne 489/163/1
Clonorchis sinensis

18. cytosolickd aminopeptidaza (GAA49276.1) metalopeptidaza ne 618/206/1
Schistosoma mansoni

19. methionyl aminopeptidaza (XP_002575044.1) metalopeptidaza ne 690/230/1
Clonorchis sinensis

20. xaa-Pro aminopeptidaza (GAA35639.1) metalopeptidaza ne 660/220/1
Clonorchis sinensis

21. metalopeptidaza ARXI (GAA35285.2) metalopeptidaza ano — bez SP 1164/387/1
Schistosoma japonicum

22. lysozomalni Pro-X karboxypeptidaza ( CAX71065.1) serinova peptidaza ano 1464/488/1
Schistosoma mansoni

23. lysozomalni Pro-Xaa karboxypeptidaza (XP_002571730.1) serinova peptidaza ano 1455/484/1
Trichinella spiralis

24. trypsin (XP_003370290.1) serinova peptidaza ne 585/195/1
Clonorchis sinensis

25. | serinova peptidaza 33 (GAA47585.1) serinovéa peptidaza ano 1086/361/2
Clonorchis sinensis

26. acylaminoacyl-peptidaza (GAA29239.2) serinova peptidaza ne 435/145/1
Taeniopygia guttata

27. proacrosin trypsin-like serinova peptidaza | (XP_002190598.2) serinova peptidaza ne 570/190/1
Schistosoma mansoni

28. prolyl endopeptidaza (XP_002572619.1) serinova peptidaza ano 1290/429/1
Schistosoma japonicum

29. | cathepsin A (CAX89725.1) serinova peptidaza ano — bez SP 1566/521/2
Schistosoma mansoni

30. impas 3 peptidaza (XP_002577370.1) aspartatova peptidaza ne 543/181/1

Obr. 34 - Predikované fragmenty peptidazovych geni z transkriptomové analyzy- SP — signalni peptid
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1 ATGgcaggtcaggatcactgggcttcattcaagtcccaacatgccaagaactacgatgat
M A G Q D HWA A S F K S Q HA KN Y D D

61l gaagaggacacaacacgaagaacaatttttgagacaaatcttgcggctgtcgaacatcac
E E B vt RRrR T I EETUHBNU LAOAZRETHH

121 aatgcattgtttaatacaggccgagcagattatagcttggcgttaaatcatctgtcggac
I A L F N T G R A D Y S L AL NHL S D

181 tggaaagaccacgaacttttgtgcttgcgcggtcatcgagctgatctcaagacggaatca
W K D H E L L C L R G H R A DL K T E S

241 agaggctcggccttcattccaaacgcecctgtecttttgagttaccagaaagagtagattgg
R G S A F I P N A C P F E L P E R V D W

301 cgtgacaagggtctggtgacaccagtaaaaaatcagggtcagtgtggatcgtgttgggec
R D K G L V T P V KN Q G Q C G s C w a

361 ttctccacgacagggtcattggaaggtcagcacttccgcaagacaggaaagttgecttagt
F $S T T G S L E G Q H F R K T G K L L S

421 ctgtcagagcaacaactagttgactgtagttcagcgtttggaaatcatggctgtaatggt
L s E ¢ o L. v..oD ¢C S S A F G N H G C N G

481 ggtctatttgatttcgcttttaaatatgttcaggacagtggaggaataactactgaagat
G L F D F A F K Y V Q D S G G I T T E D

541 ctatatccatacgtatcaggcgttatccaaaaagcacatgatgtgtgttcctacaatcca
L vy p ¥ V5SS GV I 9 K A H D V C S Y N P

601 gacatgtgcaaagcgacatgtactggatgggtcgatataccatcaaaagactctaaagca
Db M ¢C K A T C T G W V D I P S K D S K A

661 cttatgtatgctgtggcaactatcgggcctatatcaattgcaatcaatgccatgggceccect
rLr MYy AV A T I G P I s I A I N A M G P

ggctttatgcaatataaatcaggcatctacaatccgccctcecttgtectggtgacttttcee

721 G F M QY K 5 G I ¥ NP P s C P G D F S

781 gacttggatcacgccgtattgttggttggctacggcacgcaaaacggacttaattactgg
p L. p H AV L L V GY G T QN G L N Y W

841 attgtgaagaacagctggagtgaaaagtggggagaaaatgggtatgtgcgcatttgtcga
I v X N s w sS E K W G E N G Y V R I C R

901 gatggtcgaaatctgtgtggagtggcaacatgcgcaagctatccactcgtaTAG
b 6 R N L C GV A T C A S Y P L V -
Obr. 36 - Kompletni sekvence cathepsinu L (C. sinensis cathepsin L-like) E. nipponicum bez signalniho
peptidu — tuénym pismem je vyznacen start a stop kodon, Zluté jsou vyznaéeny C, H, N aktivniho mista;
Zerné proregion; [IEON8 modifikovany ER(V/1)FNIN motiv

Kompletni sekvence cathepsinu L (C. sinensis cathepsin L-like) E. nipponicum
je dlouha 954 pb a koduje proenzym cathepsin L slozeny z 317 aminokyselin, 160
nepolarnich (C, A, F, G, I, L, M, P, V, W), 83 polarnich (N, Q, S, T, Y), 35 kyselych
(D, E) a 39 zasaditych (H, K, R). Odhadovana molekulova velikost proenzymu

cathepsinu L E. nipponicum je 34,9 kDa a jeho teoretické pl je 5,86. Prosekvence je
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slozena z 93 aminokyselin a obsahuje modifikovany ER(V/I)FNIN motiv. U proenzymu

nebyla pozorovana zadna N- glykosyla¢ni mista.

1.17.5. Amplifikované vybrané geny z transkriptomové analyzy

specifickymi primery, kde se podafilo ziskat kompletni sekvenci cathepsina

Na gelu (obr. 37) jsou oznaceny sekvenované fragmenty DNA s genové

E. nipponicum: cathepsin L (C. sinensis cathepsin L-like) bez signalni sekvence,

cathepsin L (S. mansoni cathepsin L3-like, CL3, obr. 38) a cathepsin B (S. mansoni

cathepsin B2-like, CB, obr. 39). Sekvence cathepsinu L E. nipponicum odpovidala nami

slozené sekvenci z transkriptomové analyzy ze 100 %.

M CB

Obr. 37 — Amplifikované sekvence geni cathepsinii E. nipponicum- CB (S. mansoni cathepsin B2-
like), CL3 (S. mansoni cathepsin L3-like), CL (C. sinensis cathepsin L-like) E. nipponicum

61

121

181

241

301

361

421

481

ATGggatcgtttgctaaaatgtttgttgectgegtettttgttttgtgtttttgtatcatce
M G S F A K M F VA A S F V L C F C I I

ggctgtttcagtgctgatcaaaatgaatcacccttccagaaaaattttattataaattca
G C F S A, b O N E S P F O K N F I I N S

aatactgctagtaaaggcgttgactatgtttctcaatcatggtcaatgtttaaaaatttce
N T A S K GV DY V S Q S W S M F K N F

ttcaaacgaaattttgaaaatgccattgaagaaggagagcgatttttcatttttgctcge
F KX R N F E N A I E B ¢ RrFr rFr1 B AR

Aacttctttatgataagtagccataatgctgaatatgctagtggcaagaagatatacgaa
B r r vm B s s 8a B A E Y A s G K K I Y E

ctaactttaaacaagttttcggatgctaaagaaagcgagcttatgaaactgcgtggttat
;> T L. ~N K ¥F S D A K E S E L M K L R G Y

aaagcagttatgaaaaagcataaagatgctcctaaggggtcgacatatatttctccatcc
K AVv M K K H K DA P K G S T Y I S P S

gtagatttcaagttgcctacagatgtagactggcggaatgatggagccgtgactgatgtt
v b F K L P T D V D W R N D G A V T D V

aaaaatcagggtcaatgtgggtcctgttgggecttttctacaacaggatcactagagggg
K N Qg 6 g ¢c 6 s €Cw~a?pFr s TTG S L E G
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541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

cagcacttcagaaagactggtaatctcgttagtctttcggagcaacagttggttgactge
Q H F R K T G N L V S L S E Q Q L Vv D C

agttcgtcatacggaaatatgggctgtaatggaggtctaatggataatgecgtttgettat
s s s Yy 66 N M GG CN G G L M DN A F A Y

atcaaagcgacgaatggaatcgattatgaggataagtatccatacgtatctggagatact
I XK A TN G I DY E D K Y P Y V S G D T

ggcagcgcagaagatacctgctatttcaaggaggaagatattggtgcagtcgacactggt
G s A E D T C Y F K E E D I G A V D T G

tatgtagatattccgactgaagacgaagcagctcttcaagaaacagtcgcaaacgttggt
y v b I p T E D E A A L Q E T V A N V G

ccagtttctgtggctattaatgctggtagagccgattttatgatgtacaaacaaggaatt
p v s Vv A I NAGRADF MM Y K Q G I

tataaacctgatgaatgtcctggtcaaatgaatgatttagaccatggtgtgctggttgta
Yy K P D E CP G QM NDULUDUHGV L VvV V

ggctatggatcagaaaatggtcaggattattggatagtgaagaacagttggggaccggat
G Y G S E N G Q D Y W I V KN s W G P D

tggggcgagagtgggtacattcgtatggcgagaaatagtggaaatctttgtggaattgceca
w G E S G ¥y I R M A RN S G N L C G I A

actgcagcctcatatcctctecgttTAA
T A A S Y P L VvV -

Obr. 38 - Kompletni sekvence cathepsinu L (S. mansoni cathepsin L3-like) E. nipponicum- tuénym
pismem je vyznacen start a stop kodon, zlut€ jsou vyznaceny C, H, N aktivniho mista; oznacuje
odhadované misto odstépeni signalniho peptidu, erné proregion; - modifikovany ER(V/I)FNIN motiv

Sekvence cathepsinu L (S. mansoni cathepsin L3-like) E. nipponicum je dlouha

1107 pb a koduje preproenzym slozeny z 368 aminokyselin — 183 nepolarnich (C, A, F,

G, I,L, M, P,V, W), 102 polarnich (N, Q, S, T, Y), 46 kyselych (D, E) a 37 zasaditych

(H, K, R). Odhadovana velikost proenzymu je 37,9 kDa a jeho teoretické pl je 4,8. N-

glykosylaéni mista nebyla u proenzymu predikovana. Proregion obsahuje ERFNIN

motiv.

61

121

181

241

ATGcgtttgcattcgcactgctcagtgatttgtgtegtecctggtgttgttggecgttgge
M R L. H s H ¢C s Vv I CcC VvV VvV L vV L L A V G

ctcggcgtacaagcacgagttttccacagtcagecctggtacaggagttactecgtttgagg
L G V Q A TR vV F H s Q P G T G V T R L R

cagctattgcgggaaggctttagcaatgtaaaacgtgacaactacattaaaccagagggc
Q L L,.. R E G F S N V K R D N Y I K P E G

aaattgtacaaaccgatattcacgccgttgtctgagaacatcatcaatgccgtgaacaat
K L. vy K p I *F T P L S E N I I N A V N N

gcaaacactacatggaaagccggaccaaccacacgttttaattcgatttectgctcteecge
AN T T W K A G P T T R F N S I S A L R
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301 agtcaactgggtgttgttcccgatccgaatggacgtcgcttacccactaagtgttctaca
s ¢ L. G v v P D P N G R R L P T K C S T

361 cgtggctacctcaacgaggagtaccaaaatctaccagagacgtttgatgctcggaaagcet
R 6 Yy L N~ E E Y O N L P E T F D A R K A

421 tggcctaattgccctacaatcagccaaatccgcgatcaatctacttgtggetecgtgetgg
W P N C P T I S Q I R D OQ S T C G S Cw

481 gcgtttggagcagttgaatcaatgtctgatcgaatctgtattcattcacgtgggaattta
A F G A V E S M S DR I C I H S R G N L

541 aagccagagctatctgctgaggatcttgtctecttgectgtggtgaattctgcggggacgga
K p E L §$S A E D L V s C C G E F C G D G

601 tgcaatggtggatttcctcaacaggcctggttgtattgggtaagacatggaattgttacc
c NG G F P O O A W L Y W V R H G I V T

661 ggtggagaataccattctactgattgctgccgaccgtatgaattcccaccatgcgatcat
G G E Y H s T b C C R P Y E F P P C D H

721 cacgtcaatggcacactgataccgtgtcaaggcgaggttccgacaccaatttgtaaacat
H v N G T L I P C Q G E V P T P I C K H

781

gattgtcaaccgagttatcacaaatcctacaaggcggacaagtattacggcaaagagtca
p ¢ ¢ Pp S Y H K S Y K A D K Y Y G K E S

841 tacaccgttgtcggtgagttgcacataatgcgcgaacttatggagaatggaccgcttgaa
y T v v Z: E L H I M R E L M E N G P L E

901 gttgacttcgaggtgtatgctgactttcctaattacaagagtggtgtctaccagcatgtt
v b F E V Y A D F P N Y K S G V Y Q H V

961 gctggtgctctcctgggaggacatgcagttecgtecttecttggatggggcacagaaaacggt
A G A L L G G H AV R L L G W G T E N G

1021 gttaagtattggttgatagctaactcctggaatacagagtggggcgacaagggcttattce
vV XK Y W L I A N s w N T E W G D K G L F

1081 | aagattcgtcgtggcaccaacgagtgtggaatcgagtcggacgttgttggtgggataceg
K I R R G T N E C G I E S D V V G G I P

1141 | jaacttTAA
K L -

Obr. 39 - Kompletni sekvence cathepsinu B (S. mansoni cathepsin B2-like) E. nipponicum — tu¢nym
pismem je vyznacen start a stop kodon, zlut€ jsou vyznaceny C, H, N aktivniho mista; erné proregion, modie
predikovana N-glykosyla¢ni mista,] oznacuje odhadované misto od§tépeni signalniho peptidu, éerné je
vyznacena ,,occluding loop*

Sekvence cathepsinu B (S. mansoni cathepsin B2-like) E. nipponicum je dlouha
1149 pb a koéduje preproenzym slozeny z 382 aminokyselin - 199 nepolarnich (C, A, F,
G, L, M, P, V, W), 93 polarnich (N, Q, S, T, Y), 38 kyselych (D, E) a 52 zasaditych
(H, K, R). Odhadovana molekulova velikost proenzymu je 39,5 kDa a teoretické pl je
7,5. Bylo predikovano jedno N-glykosyla¢ni misto, které se nachazi v sekvenci

holoenzymu.
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1.18. Porovnani cathepsini L u vybranych organizmi

Porovnavali jsme ziskanou sekvenci cathepsinu L (C. sinensis cathepsin L-like) E. nipponicum se sekvencemi cahtepsini L u vybranych

oraganizml. Nejvys$si podobnost byla zaznamenana se sekvenci cathepsinu L (S. mansoni cathepsin L3-like) E. nipponicum (56 %) a se

sekvenci cathepsinem L C. sinensis (54 %). Dale sekvence vykazuje podobnost se sekvencemi cathepsini L u Schistosoma mansoni L3 (51%), u
Ixodes ricinus CL (49 %), u Neobenedenia melleni CL (45 %), u Fasciola hepatica CL1 / CL2 / CL5 (43-41 %) a u Schistosoma mansoni

CL2 (40 %). Porovnani aminokyselinovych sekvenci cathepsini L-like E. nipponicum s vybranymi sekvencemi cathepsinii L ostatnich parazitd

potvrzuje, ze se oba tadi do skupiny cathepsin L-like (obr. 40).

NmCL
IrCL
SmCL3
CsCL
EnCL
EnCL3
SmCL2
FhCL3
FhCL1
FhCL5

NmCL
IrCL
SmCL3
CsCL
EnCL
EnCL3
SmCL2
FhCL2
FhCL1
FhCL5

——————————————————————————————————————————— MHTFSVFLLLCVATA-L
—————— MLRC=-————=——=———————————— - _TVLCLLVAAAAA
--—-MKCFLCLTA--FFVVVVGDSGFRKWSNLEPSLSLGRLFE-—--— QQVKEGVPGSVN
————— MMFVLAAVFWSIFLVPGDSFTVOWRKLAPAQKVSFWKGASPLTSLDSMHMQDVIG

MGSFAKMFVAASFV-LCFCIIGC-FSAD-—-——-——— Q-——=-—- NESPFQK--NFIINSNTA
———————————————————————————————————————————————————————— VAIA
—————————————————————————————————————————————————— MRLEVLAVLT
—————————————————————————————————————————————————— MRLVILTLLI
SVPTYPLENQWSQWKVKYQKDYLSSEBELNKLLT ELYAQGKKSYTLAM
VSYQEVLGAEWSAFKAKHGKSYVSETEEVEFRLKI EKYARGEVPYSMAM
VELLDDITAAWKFFKIQFKRAYNGIHEETRREFET HAFQEGKVTYKMGV
VDWNETLSSIWKHFMTTYKRNYIDPSEH FKI VREIQGQVSYTMGI
—-—-—--MAGODHWASFKSQHAKNYDDEE-BTTRRTI ALFNTGRADYSLAL
SKGVDYVSQSWSMEFKNEFFKRNFENAIEBGEREFET AEYASGKKIYELTL
QHLSLOQYDDIWKQWKLKYNKTYSDSN-EIRRKAT LRHDLGLEGYTMGL
VGVFASNDDLWHQWKRIYNKEYNGAD-BEHRRNT LRHDLGLVTYKLGL
VGVLGSNDDLWHQWKRMYNKEYNGAD-BOHRRNT LRHDLGLVTYTLGL
VGVFASNDDLWHQWKRIYNKEYNGAD-BDHRRNT LRHDLGLVTYKLG

* * .
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NHMADLSSEEFKALYLVPK--FDATKVPRKGKAAGEHR-QIKNDPPSEIDWVRKGHVTAV
NEFGDMLHHEEVSTRNGFKRNYKD--QPREGSTYLEPENIEDFSLPKTVDWRTKGAVTPV
NEFTDKTDYELKKLR-GYKVTSGAIR--HKGSTFIRSE---HTKLPSKVDWRREGAVTDV
NEFSDKTDEELKRLR-CFRGSLNASR---DGSKYITIA--A--PPPSEIDWRNKGAVTPV
NHLSDWKDHELLCLR-GHRADLK---TESRGSAFIPNA--CPFELPERVDWRDKGLVTPV
NKFSDAKESELMKLR-GYKAVMKKHKDAPKGSTYISPS—--VDFKLPTDVDWRNDGAVTDV

NQFCDMDWEEIKTIMLSKVEGNSP-LWDDKKEEL----ELSNDPLPSKWDWRDHGAVTPV
NQFTDLTFEEFKAKYLIEIPR-SSELLSR-GIPY----KANKLAVPESIDWRDYYYVTEV
NQFTDMTFEEFKAKYLTEMSRASD-ILSH-GVPY----EANNRAVPDKIDWRESGYVTEV
NQFTDMTFEEFKAKYLTEMPRASE-LLSH-GIPY----KANKRAVPDRIDWRESGYVTEV

* * . * * * * kx K

KNQAQCGSCWAFSSTGSIEGAVKRATGKLISFSEQQLVDCSTAFGNHGCNGGIMDNSENY
KNQGQCGSCWAFSATGSLEGQHFRKSGSMVSLSEQNLVGCSTDFGNNGCEGGLMDDAFKY
KNQGQCGSCWAFSTTGAIEGQHYRKTNRLVNLSEQQLVDCSKSYGNNGCSGGLMNSAFEY
KNQGNCGSCWAFSATGAIEGONFLATGNLVSLSEQQLVDCSSEYGNNACNGGLMDNAFKY
KNQGQCGSCWAFSTTGSLEGQHFRKTGKLLSLSEQQLVDCSSAFGNHGCNGGLEDFAFKY
KNQGQCGSCWAFSTTGSLEGQHFRKTGNLVSLSEQQLVDCSSSYGNMGCNGGLMDNAFAY
KNQGLCGSCWAFSAAGAVEGQLVKKHKKLISLSEQQLVDCSYKYGNDGCQGGTMDQSFAY
KDQGQCGSCWAFSTTGAVEGQFRKNERASASFSEQQLVDCTRDFGNYGCGGGYMENAYEY
KDQGNCGSCWAFSTTGTMEGQYMKNERTSISFSEQQLVDCSRPWGNNGCGGGLMENAYQY
KDQGGCGSCWAFSTTGAMEGQYMKNQRTSISEFSEQQLVDCSRDEFGNYGCNGGLMENAYEY

*:*. ********:.* :*. :***:** * . .* * K . .
LIHNKGLESEASYPYEAQK-———-— KECRYKKALSKGTISSFTDVSQFDEKDLKRAVGLVG
IRANKGIDTEKSYPYNGTD-—--- GTCHFKKSTVGATDSGEFVDIKEGSETQLKKAVATVG

VRDNEGIDSEISYPYVSGDG-TENNRCLFNASNILAQVTGYVNIHEGDERALMDAVATKG
VKDSNGIDTEASYPYVSGETGDANPTCREFNLKEAVVRVTGY IDLPRGQVSELKQAVGHYG
VODSGGITTEDLYPYVSGVIQKAHDVCSYNPDMCKATCTGWVDIPSKDSKALMYAVATIG
IKATNGIDYEDKYPYVSGDTGSAEDTCYFKEEDIGAVDTGYVDIPTEDEAALQEAVANVG

LEK-YPIESEKDYKYIGHD----- SSCHFRKSKGVVKVKKEVDLPARDEEKLQKALYHYG
LKH-NGLETESYYPYQAVE-—--—-— GPCQYDGRLAYAKVTGYYTVHSGDEIELKNLVGTEG
LKQ-FGLETESSYPYTAVE-—-—-—- GQOCRYNKQLGVAKVTGFYTVHSGSEVELKNLVGAEG
LKR-FGLETESSYPYRAVE-——-—-— GQOCRYNEQLGVAKVTGYYTVHSGDEVELQONLVGAEG

* % * . *
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NmCL PVSIAIDASQFSFHLYDSGVYDEEDCSQ--TMLNHGVLAVGYGTTPEGLDYWKVKNSWTN

IrCL PISVAIDASHESFQFYSDGVYDEPECDS--ESLDHGVLVVGYGTL-NGTDYWEVKNSWGT
SmCL3 PVSVAINAGLPSFSMYKSGIYSDTDCEGTLDALDHGVLVVGYGEE-NGRSYWLIKNSWGE
CsCL PISVAINAGLPSFMSYKSGVYSDDQCSS—--DDLDHGVLLVGYGEE-NGIPYWLIKNSWGP
EnCL PISIAINAMGPGFMQYKSGIYNPPSCPGDEFSDLDHAVLLVGYGTQ-NGLNYWIVKNSWSE
EnCL3 PVSVAINAGRADFMMYKQGIYKPDECPGOMNDLDHGVLVVGYGSE-NGQDYWIVKNSWGP
SmCL2 PISVAIDAL-DDLILYKSGIYESKQCSS—--FLLNHGVLAVGYGRE-NRKDYWLIKNSWGT
FhCL2 PAAVALDAD-SDFMMYQSGIYQSQTCLP--DRLTHAVLAVGYGSQ-DGTDYWIVKNSWGT
FhCL1 PAAVAVDVE-SDFMMYRSGIYQSQTCSP--LRVNHAVLAVGYGTQ-GGTDYWIVKNSWGL
FhCL5 PAAVALDVE-SDFMMYRSGIYQSQTCSP--DRLNHGVLAVGYGIQ-DGTDYWIVKNSWGT
IR E R sk kK * cok L kk kokkk Kk kKKK
NmCL TWGMEGYILMSRNKDNQCGVATVASYPIV-—-——
IrCL TWGDEGYIRMSRNKKNQCGIASSASIPLV--—--
SmCL3 EWGEKGYIKISKGSHNMCGVASAASYPLV—-—-—-—
CsCL HWGENGYVKILRDHNNLCGVASMASYPLI--——
EnCL KWGENGYVRICRDGRNLCGVATCASYPLV—-—-——
EnCL3 DWGESGYIRMARNSGNLCGIATAASYPLV-—-—--
SmCL2 TWGMNGYFKLRRNKHNMCGIATNASFPLL----
FhCL2 WWGEDGYIRFARNRGNMCGIASLASVPMVARFP
FhCL1 SWGERGYIRMVRNRGNMCGIASLASLPMVARFP
FhCL5 WWGEDGYIRMVRKRGNMCGIASLASVPMVAQFEP

* % * % . . * kkekoe Kkk koo

Obr. 40 — Porovnani aminokyselinovych sekvenci cathepsini L u vybranych organizmii— Schistosoma mansoni sekvence cathepsinu L-like (SmCL2, CAA83538; SmCL3,
ABV71063), Neobenedenia melleni sekvence cathepsinu L (NmCL, DQ904526), Ixodes ricinus sekvence cathepsinu L (IrCL, EF428205.1), Fasciola hepatica sekvence
cathepsinu L-like (FhCL1, U62288; FhCL2, A5Z1V3; FhCL5, AF271385), Clonorchis sinensis sekvence cathepsinu L (CsCL, DQ909016.1) a Eudiplozoon nipponicum
sekvence cathepsinu L-like (EnCL-like, EnCL3-like), Zluté je vyznagen C, H, N aktivniho mista, [l0N8 modifikovany ER(V/I)FNIN, l oznaduje zatatek holoenzymu, modie
jsou vyznacena N-glykosyla¢ni mista

Vlastnosti jednotlivych porovnavanych proteinti cathepsini L U vybranych organizmt jsou vypsané Vv tab. 33. Cathepsin L (C. sinensis
cathepsin L-like, EnCL) E. nipponicum obsahuje v prosegmentu modifikovany ER(V/I)FNIN motiv, ktery je v souladu s prosegmenty ostatnich
cathepsind L. EnCL ma pH optimum 5 a narozdil od cathepsinti L (FhCL1 a SmCL3) neni aktivni v neutralnim a zasaditém pH, podobné jako je

tomu u cathepsinu L SmCL2, ktery je aktivni pouze v kyselém pH s pH optimem 5,35 (Lowther et al. 2009; Dvorak et al.2009; Brady et al. 2000a).
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Teoretické pl 5,86 vypocitané na zaklad¢ ziskané sekvence EnCL je piiblizné podobné ostatnim cathepsinum L az na vyjimku cathepsini L SmCL2

(p! 8,58) a NmCL (teoretické pl 7,57). U ENCL nebyla nalezena zadna N-glykosyla¢ni mista podobné¢ jako je tomu u cathepsinid L (NmCL, EnCL3-

like, FnCL1, FhCL2 a FCL5) (Dalton et al. 2003; Dvotak et al.2009).

Tab. 33 - Piehled vlastnosti cathepsinii L u vybranych organizmii - * jsou vyzna¢ena MW / teoretické pl /predikovani N-glykosylaéni mista odhadovana na zakladé

sekvence

predikovana N-glykosyla¢ni

nazev organizmus mista ER(V/)ENIN odhadovana velikost proteinu pH optimum pl Lokalizace u dospélci
NmCL (DQ904526) N. melleni Ne * DKWNVN 37,4 kDa (preproenzym) * - 757 % neurdend
IrCL (EF428205.1) 1. ricinus Ano - 2 mista ERYNIN 35,4 kDa (preproenzym) 3-4 5,79 buriky stieva
CsCL (DQ909016.1) C. sinensis AN - 3 mista * ERFNIN 41,4 kDa (preproenzym) - 6,25 epitelidlni buiiky stfeva, stfevni lumen,

vajicka

EnCL E.nipponicum | Ne ™ DRFNVN 34,9 kDa (proenzym) * 5 586 ™ neurdend
EnCL3-like E. nipponicum Ne * ERFNIN 37,9 kDa (preproenzym) * - 48% neuréend
SmCL2 (CAA83538) S. mansoni Ano — 1 misto ERFYIN 36,5 kDa (proenzym) 5,35 858 gastrodermis, stfevni lumen
SmCL3 (ABV71063) S. mansoni AnNO - 2 mista ERFNMN 41 kDa (preproenzym) 4-6 6,52 gastrodermis, vitelaria
FhCL1 (U62288) F. hepatica Ne DRWNIN 37,7 kDa (preproenzym) 4,5 6,26 buriky gastrodermis, stfevni lumen
FhCL2(A5Z1V3) F. hepatica Ne DRWNIN 37,07 kDa (preproenzym) 4,5 5,43 buriky gastrodermis, stfevni lumen
FhCL5 (AF271385) F. hepatica Ne * DRWNIN 37,1 kDa (preproenzym) 4,5 5,55 buniky gastrodermis, stfevni lumen
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Diskuze

Cilem mé diplomové prace byla biochemické charakteristika peptidaz a ziskani
genovych sekvenci vybranych peptidaz, které se pravdépodobné tc€astni procesu traveni
krve u Paradiplozoon bliccae a Eudiplozoon nipponicum. Nejvétsim problémem,
se kterym se tato prace setkava, je relativni nedostatek materialu pro naSe pokusy, diky
omezenému a sezoénnimu vyskytu zastupci ¢. Diplozoidae. Protoze jsme m¢éli
jen omezené mnozstvi vzorkt ESP (exkrecné sekrecni produkty), musela byt znacna
¢ast pokusu provedena se vzorky SOIPE (solubilni proteinovy extrakt) P. bliccae a E.
nipponicum. VVzorky solPE byly ziskany homogenizaci celych ¢ervi a jejich nevyhodou
je, ze neni mozno urcit ze které Casti téla peptidazy pochazi a zda se ucastni procesu

traveni.

Prvni faze trdveni u zastupch ¢&. Diplozoidae pravdépodobné probiha
extracelularn¢ v prednim stievu. Zde by se mohly uplatnit peptiddzy, které by mohly byt
sekretovany z ¢etnych ptidatnych zlazek. Dalsi faze traveni probiha pravdépodobné
intracelularné v travicich bunkéch stieva, kde se s nejvétsi pravdépodobnosti podileji
na traveni hemoglobinu peptidazy obsazené v lyzozomech (Smyth and Halton 1983).
Vychazeli jsme z piedpokladu, ze ve vzorcich ESP mohou byt obsazeny peptidazy,
které se mohou podilet na extracelularni fazi traveni a zaroven peptidazy, které
se mohou dostavat do lumen stfeva exocytézou spolu s pigmentem z travicich bunék a
mohou byt nasledné regurgitovany. Tak je tomu napi. u fasciol, kde dochazi
k regurgitaci zbytkd z procesu traveni pfiblizné kazdé 3 h (Smyth and Halton 1983;
Halton 1997). Piedpoklad byl potvrzen naméfenim peptidazové aktivity ve vzorcich
ESP P. bliccae a E. nipponicum. Za pomoci fluorogenniho substratu FR (Z-Phe-Arg-
AMC) pro cysteinové peptidazy byla u vzorki ESP obou zastupci ¢. Diplozoidae
prokazana aktivita cysteinovych peptidaz. Pro identifikaci peptidaz byly pouzity
inhibitory cysteinovych peptiddz E-64, iCL a CA-074. Uplna inhibice aktivity peptidaz
inhibitorem E-64 potvrdila ptitomnost cysteinovych peptidaz ve vzorcich. Inhibitor iCL
zcela zablokoval aktivitu u obou vzorkii ESP, zatimco CA-074 inhiboval aktivitu
pouze ¢asteéné. Ve vzorku ESP P. bliccae byla aktivita snizena 0 85 %, u vzorku ESP
E. nipponicum byla aktivita snizena o 35 %. Z vysledktu by se dalo usuzovat, ze
ve vzorku P. bliccae je vice cathepsinu B nez ve vzorku E. nipponicum. Nicmén¢ iCL

inhiboval aktivitu Gplné u obou vzorkd, neni tedy pravdépodobné, Ze by ve vzorcich byl
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cathepsin B. Proto jsme se rozhodli ovéfit, zda je CA-074 schopen inhibovat cathepsin
L a iCL je schopen inhibovat cathepsin B. Pro ovéfeni byly pouzity rekombinantni
cathepsin L Fascioloides magna a rekombinantni cathepsin B Trichobilharzia regenti,
které jsou dostupné u nas v laboratofi. Podafilo se prokazat, ze CA-074 inhibuje
vyrazng aktivitu cathepsinu L F. magna a iCL inhibuje aktivitu cathepsinu B T. regenti
pouze Castecné. Vysledky naznacuji, Zze pokles aktivity pti pouziti inhibitoru CA-074
nemusi znamenat pfitomnost cathepsinu B ve vzorcich. Pokud ve vzorcich bylo
pfitomno jen malé mnozstvi cathepsinu B aktivita mohla byt zablokovana iCL. Zda se,
Ze majoritni peptidazou ve vzorcich ESP bude ziejmé cathepsin L, ktery byl nalezen

i uvzorku ESP Fasciola hepatica (Carmona et al. 1993).

Pro ovéfeni cathepsinu B ve vzorcich solPE P. bliccae a E. nipponicum byl
pouzit fluorogenni substrat RR (Z-Arg-Arg-AMC). Aktivita byla prokazana, ale byla
zcela inhibovana inhibitory E-64 a iCL. CA-074 inhiboval aktivitu témét Uplné
uvzorku P. bliccae a méné u vzorku E. nipponicum. Na zakladé toho, Ze byl vzorek
zcela inhibovan iCL pfedpoklddame, Ze v naSem piipad¢ byl fluorogenni substrat RR
Stépen cathepsinem L. Dalsi moznosti je, Ze ve vzorcich mohlo byt pfitomno mensi
mnozstvi cathepsinu B, ktery $tépil RR substrat a mohl byt inhibovan iCL. Ve své praci
Dalton et al. (1996a), uvadi Zze RR substrat mize byt $té€pen cathepsinem L i B S.
mansoni a pii pH pod 4,5 pievazuje aktivita cathepsinu L, zatimco aktivita cathepsinu B
je méné vyznamna. Pfitomnost cathepsinu B ve vzorcich P. bliccae a E. nipponicum je

tteba v dalSich pokusech ovéfit.

Z méfeni aktivity s fluorogennim substratem FR (Z-Phe-Arg-AMC) pii
pH 4 - 10 bylo uréeno optimalni pH 6 u vzorku solPE E. nipponicum a u vzorku solPE
P. bliccae bylo pH optimum 5. U obou vzorki solPE P. bliccae a E. nipponicum nebyla
aktivita cysteinovych peptidaz prokazana v neutralnim ani zasaditém pH. U cathepsinu
L1 (FhCL1) F. hepatica byla aktivita zaznamenana Vv rozsahu pH 3 - 9 s pH optimem
4,5 (Lowther et al. 2009; Dalton et al. 2003). U S. mansoni ma cathepsin L2 (SmCL2)
optimalni pH 5,35 a je aktivni pouze v kyselém pH (Brady et al. 2000a), zatimco
cathepsin L3 S. mansoni (SmCL3) ma pH optimum 6,5. Pfi traveni hemoglobinu
SmCL3 se pH pohybuje mezi 4 - 6. Aktivita SmMCL3 byla zaznamenana v rozmezi pH
3-11 (Dvorak et al.2009). U klistéte Ixodes ricinus ma cathepsin L optimalni pH 3,5-4
(IrCL) (Franta et al. 2011). Rozdil v pH optimech mize byt dan fadou faktord. Jednim

z divodt mohou byt kompartmenty, kde probiha traveni krve. U schistosom dochazi
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k extracelularni fazi traveni, kdy jsou peptidazy sekretovany do lumen stieva. U fasciol
dochazi k extracelularni fazi traveni potravy uvnitf lumen stfeva na mensi fragmenty,
které jsou nasledné vstiebany do gastrodermis, kde je traveni dokonceno intracelularné
(Halton 1997). U klistat probiha intracelularni traveni krve v lyzozomalnim cyklu
(Sonenshine 1991). U vétsiny hematofagnich helmintd se na degradaci hemoglobinu
podili vice izoforem cathepsinti L napt. u F. hepatica (CL1, CL2, CL5) (Robinson et al.
2008), u S. mansoni (CL2, CL3) (Caffrey et al. 2004; Dvorak et al. 2009), je tedy
mozné, ze dohromady cathepsiny L pokryvaji $irsi rozpéti pH. Tuto myslenku podporuji
i nase vysledky z transkriptomové analyzy vzorku E. nipponicum, pii které byly
predikovany tii cathepsiny L (CL1-like, CL3-like a CL4-like). Vyznamnou roli mize

hrat 1 hostitelska specifita, kterd miiZze vést k riznym adaptacim u jednotlivych paraziti.

Pritomnost dalSich peptidaz ve vzorcich solPE P. bliccae a E. nipponicum byla
provéfena za pouziti fluorogenniho substratu pro serinové peptidazy GPR (Z-Gly-Phe-
Arg-AMC) a substratu pro legumain AAN (Z-Ala-Ala-Asn-AMC). Aktivita nebyla
prokazana ani u jednoho vzorku. U krevsajicich parazitt, ktefi vyuzivaji v procesu
trdveni krve cysteinové peptiddzy, je vyuziti serinovych peptiddz vzacnym jevem.
Ptikladem jsou klist’ata, u kterych se serinové peptiddzy podileji na konecné fazi traveni
hemoglobinu (Horn et al. 2009). U motského monogenea Neobenedenia girellae byla
prokazana aktivita serinovych peptidaz (Hirazawa et al. 2006), ale protoze se jednalo
0 komplexni vzorek, nemusi to znamenat, Ze serinové peptiddzy se ucastni
procesu traveni. Z vysledkl z transkriptomové analyzy je patrné, ze monogeneum
E. nipponicum exprimuje geny jak pro serinové a aspartatové peptidazy,
tak pro metalopeptidazy, ale nebyly zaznamenany geny pro legumain-like,
pravdépodobné z diivodu, ze nas transkriptom neni kompletni. Je tedy mozné, ze nebyly
pouzity vhodné substraty pro serinové peptiddzy a legumain. Protoze se jednalo

0 komplexni vzorky mohlo dojit k inhibici nebo degradaci peptidaz ve vzorcich.

Pokouseli jsme se prokéazat proteolytickou aktivitu peptidaz v gelech s zelatinou
jako substratem pii pH 5. Gelatinolyticka aktivita byla na gelech zaznamenana v oblasti
okolo 20 a 30 - 35 kDa ve vzorcich SolPE E. nipponicum a P. bliccae. Aktivita byla
zcela zablokovana pfi pouZiti inhibitoru E-64, s inhibitorem iCL se objevily slabsi
prouzky o velikosti 28 - 35 kDa. Podle prace Hirazawa et al. (2006) byla ve vzorku
SOIPE motského monogenea N. girellae prokdzana hydrolytickd aktivita v oblasti
ptiblizn¢ 107, 149 a 167 kDa. Tyto prouzky nebyly senzitivni k inhibitoru E-64 pro
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cysteinové peptidazy, ale k inhibitoru Pefabloc SC specifickému pro serinové
peptidazy, coz muze svédCit o pfitomnosti serinovych peptiddz ve vzorku. Ve vzorcich
solPE P. bliccae a E. nipponicum nebyly touto metodou zadné serinové peptidazy
zjistény, prouzky byly senzitivni k inhibitoru E-64 a tim byla pfitomnost cysteinovych
peptidaz potvrzena. Tato metoda byla provadéna pouze pii pH 5, a protoze serinové
peptidazy jsou vétSinou aktivni v neutralnim a zasaditém pH, nemusela byt aktivita

zaznamenana.

Pro detekci cysteinovych peptidaz, byly ESP P. bliccae a E. nipponicum
inkubovany z fluorescenéné znacenou probou DCG-04 (Greenbaum et al. 2000;
Greenbaum et al. 2002), ktera se kovalentné¢ vaze do jejich aktivniho mista. VVzorky
ESP P. bliccae a E. nipponicum byly rozdéleny pomoci 1D elektroforézy. Ve vzorcich
ESP u P. bliccae byl zaznamenany prouzky s navazanym DCG-04 o velikosti ptiblizné
28 a 35 kDa a u vzorku ESP E. nipponicum se objevily prouzky o velikosti 28 a 24 kDa.
Prouzek o velikosti pfiblizné 24 kDa by mohl odpovidat holoenzymu cathepsinu L,
prouzek v oblasti 35 kDa by mohl pfedstavovat proenzym cathepsin L. Prouzek o
velikosti 28 kDa jsme zaznamenali pouze ve vzorku ESP a nikoliv ve vzorku solPE.
Prouzek by mohl vzniknout v dasledku autodegradace cathepsinu L ve vzorku nebo
jeho ¢aste¢nou degradaci jinou peptiddzou. Vzhledem k omezenému mnozstvi materialu
nebylo mozno pokus opakovat. V budoucnu se pokusime charakterizovat cely sekretom

pomoci metod hmotnostni spektrometrie.

Ve vzorcich solPE P. bliccae a E. nipponicum byla ovétena specifita vazby
biotinem znacené proby DCG-04 (Greenbaum et al. 2000; Greenbaum et al. 2002)
k detekovanym proteinim za pomoci preinkubace s riznymi inhibitory. Ve vzorcich se
samotnym DCG-04 a ve vzorcich preinkubovanych s CA-074 a inhibitory serinovych
peptidaz (TPCK, TLCK, PMSF) se objevil prouzek o velikosti piiblizné 35 kDa, ktery
by mohl odpovidat proenzymu cathepsinu L. P#i pouziti inhibitoru E-64 nebyl
zaznamenan zadny prouzek a tedy pfitomnost cysteinovych peptidaz v solPE vzorcich
P. bliccae a E. nipponicum byla potvrzena. Pii pouziti iCL se objevil slaby prouzek
o0 velikosti 35 kDa, to znamena, ze iCL inhiboval vazbu ¢aste¢né (jedna se o reverzibilni
inhibitor). Pouzitim inhibitoru DFP pro serinové peptidizy se u vzorku SOIPE
E. nipponicum objevil prouzek o velikosti pfiblizné 24 kDa. Je mozné, ze DFP stoji
za autoaktivaci cathepsinu L, nicméné netusime jakym mechanizmem. Detekce

cathepsinu L pomoci znacené proby DCG-04 byla vyuzita Suspéchem napf.
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i u cathepsinu L I. ricinus (Franta et al. 2011) a cathepsinu L3 S. mansoni (Dvorak et
al. 2009).

K pfimému prikazu pfitomnosti cysteinovych peptiddz byla pouzita 2D
elektroforéza v kombinaci s fluorescenéné znacenou prébou DCG-04 a hmotnostni
spektrometrii. Spoty 0 velikosti piiblizné 30 - 35 kDa se objevily u vzorku solPE
P. bliccae a nachazely se ve slabé kyselé az neutrdlni oblasti. Spoty o velikosti
25 -35kDa u vzorku solPE E. nipponicum se nachazely ve slabé kyselé az mirné
zasadité oblasti. U vzorku P. bliccae byly vyfiznuty 2 oblasti gelu, prvni oblast
obsahovala 4 spoty, které se nachazely v odhadované velikosti 30 kDa. Pomoci
hmotnostni spektrometrické analyzy byly spoty identifikovany jako cathepsin L. Druha
oblast obsahovala 1 spot v oblasti 35 kDa, ktery se identifikovat nepodatilo. U vzorku
E. nipponicum bylo vyfiznuto 5 spotd v oblasti 25 - 35 kDa, které se vSechny podatilo
identifikovat jako cathepsin L. Spoty ¢. 1, ¢. 2 a ¢. 3 se nachazely v oblasti 35 kDa.
Spoty ¢. 4 a ¢. 5 se nachazely v oblasti 24 kDa. Jednotlivé spoty mohou piedstavovat
razné izoformy cathepsinu L, které se mohou lisit napf. mirou posttranslacnich
modifikaci. Spoty o velikosti 35 kDa mohou piedstavovat proenzym, zatimco spoty 0
velikosti 24 kDa mohou piedstavovat holoenzym. Diky rtuzné velikosti odstépeného
fragmentu, mtze dochazet K rozdilnému zastoupeni aminokyselin v polypeptidovém
fetézci a jednotlivé izoformy enzymu se mohou liSit rozdilnym pl. Teoretické pl
vypocitané na zakladé ziskané sekvence cathepsinu L (C. sinensis cathepsin L-like) E.
nipponicum (proenzymu pl je 5,86 a holoenzymu pl je 6,09) odpovida spotim v mirné

kyselé oblasti gelu.

Na zéklad€¢ nami navrzenych degenerovanych primeri Se podafilo ziskat
castecnou sekvenci cathepsinu L E. nipponicum. Metodou 3" RACE PCR se podafilo
ziskat 3" konec neznamé sekvence cathepsinu L a pomoci vysledkl z transkriptomové
analyzy a naSeho sekvenovani, byla sestavena kompletni sekvence cathepsinu L
(C. sinensis cathepsin L-like) E. nipponicum bez signalniho peptidu. Sekvence byla
ovéfena navrzenim genové specifickych primeri a naslednym osekvenovanim celého
genu. Z vysledkt z transkriptomové analyzy byly navrzeny i dal$i genové specifické
primery pro cathepsin L (S. mansoni L3-like) E. nipponicum a cathepsin B (S. mansoni
B2-like) E. nipponicum, ziskané fragmenty DNA byly osekvenovovany a podafilo se
nam ziskat kompletni sekvence genti. Cathepsin L (C. sinensis cathepsin L-like, EnCL)
E. nipponicum a cathepsinu L (S. mansoni L3-like) E. nipponicum obsahuji Vv
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prosegmentu  modifikovany ER(V/I)FNIN motiv, ktery odpovida ostatnim

cathepsiniim L.

Gen cathepsinu L (C. sinensis cathepsin L-like) E. nipponicum o délce 954 pb
koduje proenzymu (317 aminokyselin) o odhadované velikosti 34,9 kDa a jeho
teoretické pl je 5,86, zatimco holoenzym ma odhadovanou velikost 24,2 kDa (teoretické
pl je 6,09). Odhadovana velikost cathepsinu L (C. sinensis cathepsin L-like) E.
nipponicum uréena na zaklad¢ sekvence odpovida vysledkim nasich biochemickych
analyz. U preproenzymu cathepsinu L (S. mansoni L3-like) E. nipponicum je
odhadovana molekulova velikost 37,9 kDa, zatimco odhadovana velikost holoenzymu
je 24,1 kDa (teoretické pl je 4,1). Nami zjisténé velikosti pro cathepsiny L E.
nipponicum jsou Vv souladu s velikosti, kterou ziskali Robinson et al. (2011), kde
zymogen cathepsin L F. hepatica ma molekulovou hmotnost 37 kDa a autokatalyticky
aktivovany holoenzym dosahuje velikosti 24,5 kDa.

Gen cathepsinu B (S. mansoni B2-like) E. nipponicum obsahuje 1149 pb
a koduje preproenzymu (382 aminokyselin) o odhadované velikosti 39,9 kDa a
holoenzymu je 30,4 kDa. Tento vysledek odpovida velikosti cathepsinu B u S. mansoni,
kde velikost holoenzymu 31 kDa (Gotz et al. 1992).

U proenzymu cathepsinu L (C. sinensis cathepsin L-like) E. nipponicum
a preproenzymu cathepsinu L (S. mansoni L3-like) E. nipponicum nebyla pozorovana
zadna N-glykosylacni mista. Podobné jako je tomu u cathepsini L N. melleni a F.
hepatica (L1, L2) (Dalton et al. 2003). U cathepsint L I. ricinus a S. mansoni (L2, L3)
byla predikovana N-glykosyla¢ni mista (Dvofak et al. 2009; Franta et al. 2011). U
cathepsinu B (S .mansoni B2-like) E. nipponicum bylo predikovano jedno N-

glykosyla¢ni misto v holoenzymu.

Sekvence cathepsinu L (C. sinensis cathepsin L-like) E. nipponicum byla
porovndna S jinymi sekvencemi cathepsini L u vybranych organizma. Nejvyssi
homologie byla zaznamenana s cathepsinem L (S. mansoni L3-like) E. nipponicum
56 %, s CsCL (C. sinensis) 54 %, s SmCL3 (S. mansoni) 51 %, s IrCL (l. ricinus) 49 %,
s NmCL (N. melleni) 45 %, s FnCL1/FhCL2/FhCLS5 (F. hepatica) 43-41 % a s SmCL2

(S. mansoni) 40 %.
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Metodou 454 pyrosekvenovani jsme ziskali pouze 324 941 <¢teni oproti
ofekavanému 1 milionu. Jednou z pfi¢in mohla byt nedostate¢na kvalita CDNA
knihovny, dale se pii emPCR mohlo navazat vice fragmenti na kulicku, nebo do jamky
mikrotitracni desticky mohlo zapadnout vice kulicek. Z riznych moznych divodu
ziskanad informace o transkriptomu neni zatim kompletni a to se odrazilo 1 na poctu
ziskanych sekvenci peptidazovych gend (30). Napt. v transkriptomu dospélce F.
hepatica je predikovano 265 peptidaizovych gent (Young et al. 2010). Nas
transkriptomovy projekt bude nadale pokracovat a ocekavame ziskani vétsiho mnozstvi

peptidazovych gent.

V této chvili existuji pouze dvé studie zabyvajici se peptiddzami u monogenei
(Rao et al. 2007; Hirazawa et al. 2006) a to byl jeden z divodl pro¢ se na toto téma
zaméfila moje diplomova prace. Pomoci molekularnich metod se nam podafilo ziskat
sekvence cathepsinu L, cathepsinu L (S. mansoni L3-like) a cathepsin B (S .mansoni
B2-like) u sladkovodniho monogenea E. nipponicum, které by se mohly tucastnit
procesu traveni hemoglobinu. Z transkriptomové analyzy se nam podafilo ziskat 30
sekvenci predikovanych peptidazovych gend u monogenea E. nipponicum,
nanéz bychom se radi zamcéfili v dalSich experimentech. Na zaklad¢ =ziskanych
informaci se pokusime odhalit proteolytickou kaskadu traveni hemoglobinu u zastupcu

¢. Diplozoidae.
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Z.avéretné shrnuti

Aktivita cysteinovych peptidaz byla zaznamenana ve vzorcich ESP a solPE
u P. bliccae a E. nipponicum za pouziti fluorogenniho substratu FR (pro cysteinové
peptidazy) a RR, kde pravdépodobné hlavni aktivita je pifisuzovana cathepsinu L.
Pti pouziti substrat pro legumain a serinové peptidazy Zadnad aktivita zaznamenana
nebyla. AvSak serinové peptidazy byly predikovany pomoci transkriptomové analyzy,
proto je tieba pokusy opakovat s pouzitim jinych substrati pro serinové peptidazy a

pokusit se optimalizovat podminky.

Pritomnost cysteinovych peptidaz se nam podafilo prokazat ve vzorcich SoIPE
uP. bliccae a E. nipponicum metodu zymografie, 2D elektroforézy a pouzitim
zna¢enych prob DCG-04. Cathepsin L byl identifikovan ze spott z 2D elektroforézy

pomoci metody hmotnostni spektrometrické analyzy u obou zéastupcii €. Diplozoidae.

Ve vzorku ESP P. bliccae a E. nipponicum byly detekovany cysteinové
peptidazy fluorescencné znac¢enou sondou DCG-04. Z divodu malého mnozstvi vzorku
nebylo mozné pokus opakovat. V dalSich experimentech bychom se pokusili

charakterizovat sekretom.

Podatilo se nam ziskat tfi sekvence peptidazovych geni cathepsin L (C. sinensis
cathepsin L-like), cathepsin L (S. mansoni L3-like) a cathepsin B (S. mansoni B2-like)
E. nipponicum, které by se mohly podilet na procesu traveni krve u ¢. Diplozoidae.
Z transkriptomové analyzy je predikovéano dalSich 27 peptiddzovych gent, na nékteré
Z nich bychom se chtéli v pfiStich experimentech zamétit podrobnéji. Pokusime se je

charakterizovat pomoci biochemickych a molekularnich metod.

Majoritni peptidazou u ¢. Diplozoidae je cathepsin L, ktery byl prokazan
ve vzorcich ESP a solPE u P. bliccae a E. nipponicum. Lze se domnivat, ze se mize

jednat o hlavni travici peptidazu.
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Priloha ¢.1

Tab. 34 - Pouzité chemikalie, kity,

software

RNA, DNA elektroforéza, PCR

TRIzol® Invitrogen
50 x TAE buffer Invitrogen
Agaroza Invitrogen
PPP master mix Top-Bio
EmeraldAmp GT PCR Master

Mix Takara — Bio
HyperLadder | Bioline
HyperLadder 1l Bioline
HyperLadder IV Bioline

Chem

ikalie a média pro péstovani bakterii

10 g tryptonu; 5 g kvasni¢ného extraktu; 10 g chloridu sodného; pH 7,0

LB médium do 11 sterilni H,O
SOC médium Invitrogen
LB agar 10 g tryptonu; 5 g kvasni¢ného extraktu; 10 g chloridu sodného; 15 g

agaru; pH 7,0 do 11 sterilni H,0O

Kanamycin (zasob. 50 mg/ml)

Sigma-Aldrich

Inhibitory peptidaz

CA-074

L-3-trans-(Propylcarbamyl)oxirane-2-carbonyl)-L-isoleucyl-L-proline
(Sigma-Aldrich)

Inhibitor Cathepisnu L

Arg-Lys-Leu-Leu-Trp-NH2 (Sigma-Aldrich)

L-trans-epoxysuccinyl-leucyl-amido  (4-guanidino) butan  (Sigma-

E-64 Aldrich)
DFP Diisopropylfluorofosfat (Sigma-Aldrich)
PMSF Phenylmethylsulfonyl fluorid (Sigma-Aldrich)
TPCK Tolylsulfonylphenylalanyl chloromethyl keton (Sigma-Aldrich)
TLCK N-a-p-tosyl-L-lysine chloromethyl keton (Sigma-Aldrich)
Fluorogenni oligopeptidové substraty
Z-Phe-Arg-AMC (FR) Bachem
Z-Arg- Arg- AMC (RR) Bachem
Z-Gly-Phe-Arg-AMC (GPR) Bachem
Z-Ala-Ala-Asn-AMC (AAN) Bachem
SDS Page, Western blot
DL- Dithiothreitol Sigma-Aldrich
Bovine Serum Albumins (BSA) Sigma-Aldrich
Non-Fat Dry Milk Bio-Rad
Streptavidin HRP Sigma
Tween 20 Bio-Rad

5 x vzorkovy pufr neredukujici

2% SDS; 25% glycerol; 0,1 % bromphenol blue; 60 mM Tris/HCI pH
6,8; do 10 ml sterilni H,O

10 x Tris/Glycine/SDS pufr (TGS)

Bio-Rad

Blotovaci pufr

10 ml 10x TGS; 70 ml H,0; 20 ml metanol

TBS-T

20 mM Tris-HCI pH 7,8; 150 mM NacCl; 0,05% Tween 20
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Blokovaci pufr

TBS-T; 5% suSené mléko; 2% BSA

Protilatky TBS-T; 1% BSA, streptavidin-HRP (1:1000)
BenchMark™ Protein Ladder Invitrogen
Precision Plus Protein™ Dual
Color Standards Bio-Rad
Precious Plus Protein™ Dual Xtra | _.
Bio-Rad

Standards

Barvici roztok

1,2 g Coomassie briliant blue; 300 ml metanol; 240 ml H,O; 60 ml kys.
Octova

Odbarvovaci roztok

250 ml metanol; 100 ml kys. octova; 650 ml H,O

Pufry pro méreni aktivity

zymografii, 2D elektroforézu, hmotnostni spektrometrii

Citrat- fosfatovy pufr pH 4, 5; 6; 7
Glycin-NaOH pufr pH9; 10
Tris pufr pH 8
7M urea; 2M thiourea; 4% CHAPS, 100 mM DTT; 0,5% amfolyty;
Rehydrataéni pufr bromfenol blue
Equilibra¢ni pufr 1. 6M urea; 0,05M Tris-HCI pH 8,8; 2% SDS ; 20% glycerol; 2% DTT
6M urea; 0,05M Tris-HCI pH 8,8; 2% SDS ; 20% glycerol; 2,5%
Equilibra¢ni pufr II. iodacetamid
CPB-T IM Citrat- 0,2M fosfatovy pufr; pH 5; 1% Triton
CPB 1M Citrat- 0,2M fosfatovy puftr; pH 5
Triton X-100 Sigma-Aldrich

Redukéni roztok (hmotnostni
spektrometrie)

10 mM DTT v 100 mM ABC

Blokovaci roztok (hmotnostni
spektrometrie)

55 mM iodoacetamid v 100 mM ABC

Kity
Opti 4CN substrate kit Bio-Rad
Quant-iT protein assay kit Invitrogen
SuperScript™ III First-Strand
Synthesis Invitrogen
QIAquick Gel Extraction kit Qiagen
Topo TA clonning kit Invitrogen
Qiaprep Spin Miniprep Kit Qiagen
GeneRacer™ Kit Invitrogen
High Pure Plasmid Isolation Kit [ Roche
SMARTer TM PCR cDNA
Synthesis Kit Clontech
Advantage 2 PCR Kit Clontech
Trimmer 2 cDNA normalization
Kit Evrogen
MinElute PCR Purification Kit Qiagen
Rapid library preparation kit Roche
Rapid library MID adaptors kit Roche

Agencourt AMPure XP - PCR
Purification

Beckman Coulter

Software

Analyza sekvenci

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.expasy.org/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://www.blast2go.com/b2ghome
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Kontrola primeri http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/default.aspx

Uprava sekvenci Bioedit, Segmen (DNASTAR)
GS-800 Calibrated Densitometer (BIO-RAD)
dokumentace geli/membran Molecular Imager® FX (BIO-RAD)

Software PDQuest (BIO-RAD)

Tab. 35 - Primery

Nazev primeru pouZiti Sekvence
M-C.spec.3 Forw 5’- CAA/ GGG NCA RTG YGG ITC NTG C/T TGG -3’
M-C.spec.3 Rev sekvenace 5’- CCANSA/TRT TYT TIACRATCC AA/ GTA -3’
M13 Forw 5’-TGT AAA ACG ACG GCC AGT -3’
M13 Rev 5’- CAG GAA ACA GCT ATG ACC -3’

GeneRacer™ Forw 5- CGA CTG GAG CAC GAG GAC ACT GA -3’

Primer
GeneRacer™ Rev 5°- GCT GTC AAC GAT ACG CTA CGT AAC G -3’
Primer 5°a 3’ RACE
M-CL-RACE Forw 5-CCG ACT TGG ATC ACG CCG TAT TGT TGG T -3’
M-CL-RACE Rev 5"-GAC CTT CCA ATG ACC CTG TCG TGG AGA A -
37
Amplifikace
. cDNA (pfiprava | 5’- AAG CAG TGG TGG TAT CAA CGC AGA GT -
PCR primer M1 na 3

transkriptom)
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Priloha ¢.2

Nazev (peptidaza Cely gen Délka Sekvence
S mejvetsi ano/ne | fragmentu
podobnosti)
DNA/AK
cathepsin B ano 1155/385 TQTMRLHSHCSVICVVLVLLAVGLGVQARVFHSQPGTGITRLRQLLREG
FSNVKRDNYIKPEGKLYKPIFTPLSENIINAVNNANTTWKAGPTTRFNSIS
(S_ mansoni- ALRSQLGVVPDPNGRRLPTKCSTRGYLNEEYQNLPETFDARKAWPNCP
cathepsin B- Iike) TISQIRDQSTCGSCWAFGAVESMSDRICIHSRGNLKPELSAEDLVSCCGE
FCGDGCNGGFPQQAWLYWVRHGIVTGGEYHSTDCCRPYEFPPCDHHV
NGTLIPCQGEVPTPICKHDCQPSYHKSYKADKYYGKESYTVVGELHIMR
ELMENGPLEVDFEVYADFPNYKSGVYQHVAGALLGGHAVRLLGWGTE
NGVKYWLIANSWNTEWGDKGLFKIRRGTNECGIESDVVGGIPKL-
cathepsin C bez 942/314 MMRRFPIVDLNRRYLRNDEFIKRINDMKMSWNAVHYPQFENMTLLDL
signalniho QRISGGRKSVNPNRPKPAPVTPEIERLARQLPTEFDWRKPIGGLPSIVTPV
(C. sinensis- peptidu RHQDSCGSCYAFASTAAVESRIRLQTGGFHKPILSPQDVVDCSPFSQGCD
cathepsin C—Iike) GGFPYLIAGKYAEYKGMVEEDCNPYQGKETGSCQSRIGCKRYYTTKYH
YIGGYYGACNEKLMMLELVHRGPFPVGFEVYSDFRNYKGGVYQHTAH
NDLLNEFNPFEITNHAVLLVGYGYDEELNKPYWIVKNSWGTSWGEDGF
FRILRGSDECGIESLGVSVEVVI-
cathepsin F Ne 255/85 KGKKGKDQNLNRVSLNVQQLERKLGRRNLPQSVDWRNFGVINRIKDQ
GDCGSCYAFATVCTIESHYAIKTSQLLRLSEQQIVDCA
(Perkinsus
marinus- cathepsin
F-like)
cathepsin L ano 1128/375 DLIAVSQMGSFAKMFVAASFVLCFCIIGCFSADQNESPFQKNFIINSNTAS
KGVDYVSQSWSMFKNFFKRNFENAIEEGERFFIFARNFFMISSHNAEYAS
(S. mansoni- GKKIYELTLNKFSDAKESELMKLRGYKAVMKKHKDAPKGSTYISPSVD
cathepsin L3-Iike) FKLPTDVDWRNDGAVTDVKNQGQCGSCWAFSTTGSLEGQHFRKTGNL
VSLSEQQLVDCSSSYGNMGCNGGLMDNAFAYIKATNGIDYEDKYPYVS
GDTGSAEDTCYFKEEDIGAVDTGYVDIPTEDEAALQEAVANVGPVSVAI
NAGRADFMMYKQGIYKPDECPGQMNDLDHGVLVVGYGSENGQDYWI
VKNSWGPDWGESGYIRMARNSGNLCGIATAASYPLV-
cathepsin L Ne 252/84 SYSLELNKFGDESDDEFAMRHKKNKGKKGKDQNLNRVSLNVQQLERK
LGRRNLPQSVDWRNFGVINRIKDQGDCGSCYAFATVC
(F. hepatica-
cathepsin L4- like)
cathepsin L Ano- bez 964/317
signalniho
(C. sinensis- peptidu Sekvence uvedena ve vysledcich

cathepsin L- like)
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cathepsin M Ne 243/80 MCDLSDKAFNEWKIKYNKSYSSTEDEDRRRKIWEENVKIVEDHNAKGL
SYKMEVNHLADRQSHEVCCGGISADRCEHGKS-
(Salmo salar-
cathepsin M-like)
cathepsin D bez 1257/418 MYSRNTRLFLRHVIFFITFFHRILLNGYCFLDISSEKPLQNQHISEDAKQIN
signalniho NILDNSKSTTVDYTKRLNDIANGVSRHSKDSGGITFDLEYSTSLRLYSEIK
(Musca domestica- | peptidu IGTPGQRFNVTFDTSTSELWIPSTKFKLSPIWRNKQFNKYSSSASSTYEDA
cathepsin D- like) HRHVTLAIDDGITFCYIGRDNVDLSGVIVQKQTFGEDVLESGDYFLNLD
YDGILGLGVRQKSLFQAKPILQSLLDQGHIQEPIFAFYVSRFPEFQKSELTI
GHYNPDRLIGDFSYLNLTGDTDWELSISDLEMAGRQFKKIRMFTAIISSA
LPYFYAPTCFVDFVNHIIGSIRANGAVYFVECERIATLPTLRFQLNNVSFS
LEPEDYIYKISTPSMTVCYNAIMQLPSNKLTAFWLGSVFLRKYYTLFDA
KNKRVGIAIAR-
ano 1566/521 MLQNKLLRLIVLACLAFVCSSSAIQLTPDAEKDQVTDLPGLRFLPKFKHF

cathepsin A

(Schistosoma
japonicum- cathepsin
A-like)

AGYLRGYDASQKLFYWFFESQDRPEVDPLVLWLNGGPGCSSLMGATTE
NGPFTLTSSKTLVQNTQSWNKQANMLYIEAPAGVGFSYSVAPGNHNDD
DSTSLNTMAALKDFLVKFPQYKLHDFYITGESYGGVYVPTLATRVIKDG
TFNLKAVAIGNGLSSYEKNDNSLIYFAYYHGLIETRFWKKMFKACCPNV
DDITRCYFTRSKSLMCQSFIKDIFDRISNGLNIYNLYGPCVGGASVNLKES
STNEVQLEFDRMSLELRKIEPTEETAQQTDNSHLSKYSHSDFHNLFRDNI
FMKEERALRNITRQKEPLRMIIPCSDSSDLTNYFNDPLVKAALHVRPNSP
TWDVCSDDVNANYERIYNDTSMFYNFMLNNNIRVLVYNGDTDMACN
YLGDEWFLDDLNLKLKRKYQPWFYTDANGWKQVGGYAKQFTKDNAK
LTFATIRGSGHMVPTDKPIAAKRMFDAFLGNKNL-

Obr. 41 - Predikované fragmenty lyzozomalnich genii z transkriptomové analyzy, které by mohly
byt zahrnuty v procesu traveni E. nipponicum - zluté jsou vyznaceny aminokyseliny aktivniho mista
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