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Seznam zKkratek

ADP adenosindifosfat

APS peroxodisiran amonny

AMC 7-amido-4-methylkumarin

Boc terc-butyloxykarbonyl

Bz benzoyl

CA-074 [L-3-trans(propylkarbamoyl)oxiran-2-karbonyl]-L-isoleucyl-L-Prolin
cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

cDNA komplementarni DNA

cGMP cyklicky guanosinmonofosfat

DMK diazomethylketon

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

DTT dithiotreitol

E-64 N-[N-(L-3-transkarboxyoxirin-2-karbonyl)-L-leucin]agmatin
EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

FPLC "Fast protein liquid chromatography"

Hb hovézi hemoglobin

HPLC "High performance liquid chromatography"
HSA lidsky sérovy albumin

CHAPS 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat
Ig imunoglobuliny

IL interleukin

kDa kilodalton

M6P manosa-6-fosfat

MHC hlavni histokompatibilni komplex
Na-Acetat sodno-acetatovy pufr

PEG polyethylenglykol

PTH fenylthiohydantoin

PVDF polyvinyliden fluorid

pl izoelektricky bod

RNA ribonukleova kyselina



RP-HPLC "Reversed phase HPLC"

SDS dodecylsulfat sodny

SDS PAGE elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v prostfedi dodecylsulfatu
sodného

SGE extrakt ze slinnych 714z

SMMTS S-methylmethanthiosulfonat

TEMED N,N,N’",N tetramethylethylendiamin

Tricin N-[Tris(hydroxymethyl)-methyl]glycin

Tris tris(hydroxylmethyl)aminomethan

Z benzyloxykarbonyl



Zkratky aminokyselin:

A Ala alanin

R Arg arginin

N Asn asparagin

D Asp kyselina asparagova
C Cys cystein

Q Gln glutamin

E Glu kyselina glutamova
G Gly glycin

H His histidin

I Ile isoleucin

L Leu leucin

K Lys lysin

M Met methionin

F Phe fenylalanin

P Pro prolin

S Ser serin

T Thr threonin

W Trp tryptofan

Y Tyr tyrosin

\Y Val valin



Abstrakt

Klistata patii mezi vyznamné parazity clovéka, ktefi prenaseji fadu patogent.

V Evropé€ je hlavnim druhem klisté obecné Ixodes ricinus ptenasejici bakterii Borrelia
burgdorferi (zptisobujici Lymskou boreliosu) a vir kliStové encefalitidy. Pti traveni
proteinti z krve hraji dilezitou roli katepsinové proteasy v zaludku klistéte. Tato prace se
zabyva katepsinem L, ktery je znam jako vyznamna cysteinova travici proteasa klist’at.

Byl ptipraven rekombinantni katepsin L z I. ricinus, ktery byl chromatograficky
izolovan z kultivacniho media expresniho systému Pichia pastoris. 1zolovany katepsin L
byl charakterizovan pomoci N-koncoveého proteinového sekvenovani a pomoci znaceni
fluorescencni aktivitni znackou Green-DCG-04. Analyza substratove a inhibicni specifity
katepsinu L pomoci peptidovych substratii a inhibitort prokazala Z-FR-AMC jako vhodny
substrat s pH optimem 3,5 a Z-FF-DMK jako u¢inny inhibitor. Byla zjisténa schopnost
katepsinu L degradovat proteinové substraty HSA a hemoglobin v siln€ kyselém prostiedi
(pH 3,5-4,5).

Proteolyticka aktivita se stejnymi charakteristikami jako byly uréeny u
rekombinantniho katepsinu L byla identifikovana v extraktu ze slinnych 714z a ve slinach
klistéte 1. ricinus. Jde o prvni nalez katepsinové proteasy ve slinach klistat. Lze
pfedpokladat, ze katepsin L sekretovany do slin se mize uplatnit pfi interakci klistéte a

hostitele.

Kli¢ova slova: cysteinové proteasy, katepsin L, kliste, 1. ricinus, substratova a inhibi¢ni

specifita, proteomické aktivitni znaceni



Abstract

Ticks are globally important parasites involved in transmission of a wide variety of
infectious agents. The most common tick species found in Europe is the hard tick Ixodes
ricinus, which transmits bacterium Borrelia burgdorferi (a causative agent of Lyme
disease) or tick-borne encephalitis virus. Cathepsin proteases are important in the process
of digestion of blood proteins in the tick gut. This work is focused on cathepsin L, an
important digestive cysteine protease of ticks.

Recombinant /1. ricinus cathepsin L was expressed in Pichia pastoris and separated
from the culture medium by chromatographic purification. N-terminal protein sequencing
and labeling by activity-based probe Green-DCG-04 were used for characterization of
purified cathepsin L. Substrate and inhibitor specificity were analyzed using peptide
substrates and inhibitors. This analysis showed that Z-FR-AMC is a suitable substrate with
pH optimum 3.5, and that Z-FF-DMK is an efficient inhibitor. It was demonstrated that
cathepsin L cleaves protein substrates in strongly acidic environment (pH 3.5-4.5).

Cathepsin L-like proteolytic activity was demonstrated in salivary gland extract and
in saliva of the 1. ricinus tick. The presence of a cathepsin protease in tick saliva is reported
here for the first time. This finding suggests that cathepsin L is secreted into the saliva and

can be involved in tick-host interactions.

Key words: cysteine proteases, cathepsin L, tick, /. ricinus, substrate and inhibitor
specifity, proteomic activity-based labeling

(In Czech)



Obsah

SeZNAM ZKIALEK ... e 4
ADSETAKL ...ttt e e et e e e 7
ADSETACT. ...ttt e e et e e et e e e e e e e e e e 8
ODBSAN ... et e e et e e e 9
L. Krev SajiCi PArazZite.......ccooiiuiiiiiiieeeeeieiiiieeee e e e eee ettt e e e e e e et e e e e e e e e snsaraaaaeeeeeeas 12
O DR S H £ - SRS 12
1.1.1.  Taxonomické zatazeni KIStat..........c.eeiiiiiiiiiiiiie e 12
1.1.2. Zivotni CYKIUS KISPAL ...t 13
L1130 ZATOJ ZIVIN ceviiiiiieeeeeecieee ettt e e e e ettt e e e e e e e st aeee e e e e s nsnsaaaaaaeaeens 14
1.1.4.  Interakce mezi kliStétem a hostitelem ...........cccoociiiiiiiii, 14
1.1.4.1.  Protizanétlivé piisobeni a ovlivnéni imunitni odpovédi hostitele................ 15
1.1.4.2.  Ovlivnéni kKrevni STAZIIVOSTL.......eeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiice e 16
1.1.5.  PTenos PatOZENT........ccuvviiiieeeeeeiiiiiiiieeeeeeeeesiiiee e e e e e e e esiebraeeeeeeeeesnnnnssaraaeaeeens 17
1.2.  Proteolytickeé systémy u KIiStat ............ooviiiieiiiiiiiieeeeee e 18
1.2.1.  Proteasy ve SHNACK ...........oeiiiiiiiiiiiiiic e e e e 18
1.2.2. TravICT Prot@OLYSa.....cuvuviiiiiieeeeeiiiiie ettt e e e e e e e e e e e araaeeeeeeeeas 19
1.3, ProteolytiCk€ eNZymY .........coeiiiieiiiiiiiiiieeee e e e 19
1.3.1.  KIaSifIKacCe PrOteaS.......uuuiiiiiieeeiiiiiiiiiiieee e e eeeeitiee e e e e e e e e e e e e e e eeraaeaaeeeeeas 20
L1.3.1.1.  SEIINOVE PrOtEASY ...cceeeeriuirriiiiieeeeeeriiiirireeeeeeeeesseartreeeeeeeesansnnssareeeeeeessnnnns 20
1.3.1.2.  ASPAItAtOVE PrOLCASY ..ccouuvvviirrreeeeeeeiiiiitireeeeeeeeeseetrrereeeeeeeeassnnssraaeeeeeesennnnns 20
L1.3.1.3.  Metaloproteasy....ceeeeeeeeeiiiiiiiiieeeeeeessiiteeeee e e e e e e sartreeeeeeeeesnneabbareeeeeeeennnnnns 21
1.3.1.4.  CyStEINOVE PIOLCASY .eeeuvevriiireeeeeeeriiiitrireeeeeeeessaeartereeeeeeessssnsssnreeeesseennnnns 21
1.3.1.4.1. Mechanismus KatalyzZy.........ccccuviiiiiiiiiiiiiiiiieee e 21
1.3.1.4.2. SubStratova SPeCIfita.........cccuuviiiieieeeeeiiiiiiiieee e eeeeiire e e e e e e eirveeeee e 23
13,1043, SHrUKEUTA...coiiiiiiiiee e e 23
1.3.1.4.4. Rozd€leni cysteinOVYCh Proteas.........ccccvvviiiereeeeriiiiiiiiieee e 24
1.3.1.4.5. Inhibitory CysteinOVYCh Proteas ..........cccuvrrrirreeeeriiiiiiiieeeeeeeeeiiirieeeee e 26
1.3.1.4.6. Katepsin L ....cccciiiiiiiiieeeeeee et e e e e e e earaea e e e e 27

B O3 1 ) - Tl SR UR PSRRI 30
3. Material @ METOAY ..oeeeeeeeiiiiiiiieee e e e e e e aaaeeeeeas 30
3ol MAALETIAL .. e e e 30



3.1.1. Rekombinantni katepsin L a biologické materialy ...........cccccvveeeeeenniiiiniineennnnn. 30

3120 ChemiKALIE ....eeeiiiieiiiee e e e 31
31201, PUR Y e e e e e e e e e aaaaaes 31
301,22, SUDSITALY c.ueieiiieieee et e e e e e e e a e e e e e e e naaaeaes 31
3.1.2.30  INRIDIEOTY ettt e e e e e e e e e e 31
3.1.2.4.  Ostatni chemiKalie...........oooiiiiiiiiiiii e 32

3.2, PRAStroje @ VYDAVENT c.cccueiiiiiiiiieee et e ae e e e 33

R T8 TR\ 11 10 16 | 2SS U U PPPRP 35

3.3.1. Chromatografick€ metody .........ccouviiiiiiiieeeiiiiieee e 35
3.3.1.1.  Gelova chromatografie........cceeeeeeeiiiiiiieeee e e e 35
3.3.1.2.  Iontoméni¢ova chromatografie na kolon€¢ Mono S..............ccccceeeveiiiinnnnnn. 35

3.3.2. Precipitalng MELOAY ... ..uvviiiiieeeiiiiiiiiieee e e e eeeiiitee e e e e e e et e e e e e e e e snaraaaaeeeeeeas 36
3.3.2.1.  Acetonova precipitace ProteiNll ..........eeeeeeeeereeurrrreeeeeeeessiiirrreeeeeeeesnnnnnneeees 36

3.3.3.  Ptiprava extraktu ze slinnych zlaz kliStéte Ixodes ricinus.............ccccceeuvvveenenn... 36

334, Analytick€ MEtOAY .....uvvvviiiieiiiiiiiiiiiieee e e e 36
3.3.4.1.  Stanoveni obsahu proteinll Ve VZOrKU ...........cccuvviiiieieeniiiiiiiieeeeee e, 36
3.3.4.2.  Degradace proteinovych substratli rekombinantnim..............cccccceeereunnnneeee. 37
KatePSINEIN L ...eviiiiiiiiieeeeee e et e e e e e e e e e e e e e e aaaeeeeeeeeennnes 37
3.3.4.3.  Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v prostiedi SDS........................ 37
3.3.4.4.  Tricinova elektroforéza ...........ooiiiiiiiiiiiii e 38
3.3.4.5.  Pienos proteintl Na MEMDIANU ..........eeeiieeeeeriiiiiiiieieeeeeeeiiiieeeeeeeeeeeeaaeeeees 38
3.3.4.6.  UrcCeni N-koncoveé sekvence aminoKyselin ..........cccceeeeeviciiiiieeeeeeeennennnnen. 39
3.3.4.7.  Znaleni pomoci aktivitni fluorescencni znacky .........cccooeevvvvieiieeeennnnnnnen. 39
3.3.4.8.  Stanoveni enzymove aKtIVIEY.......ccuvriiireeeeerriiiiiiiieeeeeeeeriiireeeeeeeeeeeenaaeeens 39

3.3.4.8.1. Zavislost enzymové aktivity na pH .......ccceevviiieiiiiiiiiiiiiceeeeeee 40
3.3.4.8.2. UrCeni inhibiCni SPECTIILY.....uvviriieeeeeiiiiiiiiiieee et 40
3.3.4.8.3. UrCeni SUbStrAtoVE SPECIILY ....uvviieeeeeiiiiiiiiiiiee e 41

A, VPSIEAKY ..ottt et e et e e neeea 42

4.1. Charakterizace proteolytické aktivity v biologickych materidlech ........................ 42

4.1.1.  Extrakt ze slinnych Z1az kliStéte Ixodes riCinus ...........ccccceeevvvveeeeeeenesiciiieeeennn. 42
4.1.1.1.  Zavislost proteolytické aktivity na pH ..........ccooviiiiiiiiiiiieiiiiiieeeeeeees 42
4.1.1.2.  Inhibicni specifita proteolytické aktivity..........ccccovvviiieiieeeriiiiiiiiieee e, 43

4.1.2.  Sliny z KIiSt€te IX0des FICINUS .........eevveeeieee ettt e aae e 44

10



4.1.2.1.  Zavislost proteolytické aktivity na pH ..........ccooviiiiiiiiiiiiieiiieee e, 44

4.1.2.2.  Inhibicni specifita proteolytické aktivity..........cccceuviiiiiieeeriiiiiiiieee e, 44
4.1.2.3.  Znaceni katepsinu L aktivitni fluorescencni zna€kou.............ccceevnieeennnnne. 45
4.2. Rekombinantni katepsin L z kliStéte Ixodes ricinus .........cccccovvvveeeieeeeeicciiiinenennn. 46
4.2.1. lIzolace z produkéniho systému v kvasince Pichia pastoris ............ccccccuvvvvennnnn. 46
4.2.1.1.  Ptiprava proteinové frakce pomoci gelové chromatografie ......................... 46
4.2.1.2.  Purifikace katepsinu L pomoci iontoméni¢ové chromatografie................... 46
4.2.2. Biochemické vlastnosti rekombinantniho katepsinu L ............cccceeeviiiniiinennnnn. 48
4.2.2.1.  Zavislost proteolytické aktivity na pH ..........coooviiiiiiiiiiiiieiiiieeeeeeeees 48
4.2.2.2.  SubStratova SPECIIItA ...ceouuiviiiiiieeeeeeeciiiiieeee e e e e e e e e ebare e e e e e e e 48
4.2.2.3.  InhibiCni SPECITIta.....ccceriiiiiiiiiiieee e e e e e e e 49
4.2.2.4.  Znaceni katepsinu L aktivitni fluorescencni zna€kou............cceeeriuieeeannnne. 50
4.2.2.5. Degradace proteinovych substratil...........ccccceeerriiiiiiiiiieeeeeiiiiiiieeee e e e 51
4.2.2.5.1. Casova zavislost degradace proteinovych substratil...............ccoeveveunnn... 51
4.2.2.5.2. Zavislost degradace proteinovych substratiina pH.............cccceeevinnnnnee. 52
4.2.3.  Urceni N-koncové aminokyselinové sekvence katepsinu L.............cccccuvvvveeennnn. 53
S DISKUSE e 54
T4 < PSPPSR 57
SeznNam POUZILE TEETATUTY ......vvviiiieeeeeiiiiiiieeee e e e ettt e e e e e e e eeeeeeeeeesneabareeeaeeeeennnens 59

11



1. Krev sajici parazité

Parazit je organismus, ktery ziskava ziviny z jiného organismu — hostitele.

Krev sajici parazit je ziskava z krve svého hostitele. Tato prace se zabyva parazity Zijicimi
vn¢ hostitele (ektoparazité), jejichz typickymi zastupci jsou kromé klistat napiiklad ves,
blecha nebo komar. VétSinou svym sanim zpusobuji kozni reakce (dermatitidy), svédéni a
jejich medicinalni vyznam je zejména v pienosu nebezpecnych patogent.

Ptijem potravy zahrnuje vyhledani hostitele, nasati jeho krve a nasledné traveni
zivin, které u klist'at probihd zejména intraceluldrné v buiikach stfevni tkang. Pro vyhledéani
hostitele parazit vyuziva vedle infracerven¢ho zateni pachové a optické stimuly. Také se
orientuje podle gradientu oxidu uhli¢itého v jeho okoli. Sdni mlze probihat minuty az
desitky minut, u klist’at i dny.

Rozeznavame parazity solenofagni a thelmofagni. Solenofagni parazité saji krev
piimo z cévy tak, Ze svym Ustnim ustrojim vytvoii podtlak. Patii sem v$i, plostice, blechy a
komaii. Thelmofagni parazité saji z drobnych hematomu vytvoienych krvi vylitou

z poskozenych cév. Radime sem naptiklad muchniky, klisté nebo ovady. '

1.1. Klist’ata

Patii mezi obligatni parazity, coZ znamena, Ze hostitele potiebuji pro sviij vyvoj. '

1.1.1. Taxonomické zarazeni klistat

Nadtise: Eukarya

Rise: Animalia (zivo&ichové)
Kmen: Athropoda (Clenovci)
Ttida: Chelicerata (klepitkatci)
Rad: Acarina (roztoéi)

Podiad: Ixodida (klistata)
Celed: Ixodidae (klistoviti)

Argasidae (klistdkoviti) Obr. 1.1.1.: Kli§t& obecné (Ixodes ricinus). Pfevzato z >
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Do Celedi Ixodidae je ptitazeno 683 druhti. Pfedstavuje tak 80% z celkového poctu
867 druhti tvoticich podfad Ixodida. Nejvyznamnéjsim rodem Celedi Ixodidae je rod Ixodes
zahrnujici 241 druhi. Klistata rodu Ixodes prochazeji tiihostitelskym zivotnim cyklem a
jen nékolik druhi je ptizplisobeno pro parazitovani na vétsich savcich. Jednim

z nejznamé&jich zastupci tohoto rodu je klisté obecné Ixodes ricinus (obr. 1.1.1. str. 12).°
1.1.2. Zivotni cyklus kli§t'at

Podle poctu hostitelt, které klisté¢ behem svého Zivotniho cyklu vystfida,
rozeznavame kliSt'ata jednohostitelska, dvouhostitelska a tiihostitelska. Jednohostitelska
klist'ata saji ve vSech stadiich na jednom hostiteli aniz by ho opoustéla a metamorfézu
prodélavaji na hostiteli. U dvouhostitelskych klist'at saje larva na jednom hostiteli,
preménuje se na ném v nymfu, ktera se po nasati pousti a vyhledava druhého hostitele,
ktery mize a nemusi byt stejného druhu jako hostitel prvni. Larvy ttihostitelskych klistat
se po nasati na prvnim hostiteli pousti, pfeméiuji se v nymfu, ktera saje na druhém
hostiteli a poté opét odpada a dospiva. Dospélec (imago) pak vyhledava tretiho hostitele
(obr. 1.1.2.).°

Pateni probihéd obvykle na hostiteli. Samicka dospélce se nasledné nasaje, samec jiz
nesaje. Nasatd samiCka pak v zavislosti na druhu produkuje 1000 az 18 000 vajicek a
nasledné hyne. * Podet vajicek je nejvyssi u klistat prodélavajicich ttihostitelsky cyklus.
Nejmensi je naopak u jedincii s jednohostitelskym cyklem. Dospély samec mize na
hostiteli vydrzet i ndkolik mésict. * P¥ed kazdym sanim miize mit k1i§t¢ ptl roku aZ rok

klidové stadium, kdy nesaje. Cely cyklus trva od jednoho roku do tif let. *

.: ‘ -.-1
v -’;._4 Larva Nymfa i
€
vajicko [ } Rospeies

Obr. 1.1.2.: Zivotni cyklus kli§téte. Pievzato z *

13



1.1.3. Zdroj Zivin

Ziviny ziskava klisté z krve hostitele. Sani kli§téte trva i ndkolik dni a objem nasaté
krve mtize presahnout jeden mililitr. Nasata krev je nejprve zahusténa tak, zZe objem nasaté
krve se béhem nékolika desitek minut zmensi asi na tietinu. Nasleduje hemolyza
erythrocytd a traveni proteind hydrolytickymi enzymy, které je $tépi na jednotlivé
aminokyseliny, které jsou dale pouZity v metabolismu. '

Z proteinti je v krvi nejvice zastoupen hemoglobin v ¢ervenych krvinkach, ktery je
hlavnim zdrojem proteinti pro krev sajici parazity. Fragmenty ziskané degradaci
hemoglobinu navic klistéti mohou slouzit jako obranné molekuly vzhledem k jejich

antimikrobilni aktivité. °

1.1.4. Interakce mezi klistétem a hostitelem

Aby klisté zvysilo pravdépodobnost setkani s hostitelem, vyléza na vegetaci, kde
zaujima vyckavaci polohu s roztazenym pfednim parem nohou. Po setkani s hostitelem a
vyhledani vhodného mista pro sani klisté nejprve pomoci chelicer pronika skrz kiizi
hostitele a nasledné vsouva hypostom (ozubeny ,,sosak*) (obr. 1.1.4.). Poté se klisté upevni
v ran& vyloudenim tzv. cementové vrstvy proteinové povahy. '

Kromée sani krve klisté také do rany vstiikuje sliny, které obsahuji koktejl
nizkomolekularnich a proteinovych molekul. Tyto latky svoji biologickou aktivitou
ovliviiuji hemostatické a zanétlivé procesy hostitele a jeho imunitni odpovéd’ ve prospéch

parazita. ’

Obr. 1.1.4.: Ustni ustroji kliétét(; zobrazené pbmoci skenovaciho elektronového mikroskopu.
Po stranach roztazené palpy (a), uprostied chelicery (b) a ozubeny hypostom (c). Upraveno podle °
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1.1.4.1. Protizanétlivé ptsobeni a ovlivnéni imunitni odpovédi hostitele

DileZitym prozanétlivym mediatorem je histamin. M4 vazodilata¢ni G€inky a je
jednou z pfi¢in alergickych reakci. Je vylu€ovan mastocyty, bazofily a krevnimi
desti¢kami, jejichz degranulace je vyvolavana aktivaci receptort pro IgE. ®
Ve slinach klist’at jsou pfitomny proteiny strukturné ptibuzné lipokaliniim (struktura beta
soudku, vazi mal¢, hydrofobni molekuly) — histakaliny. Jsou to proteiny schopné vazat
histamin a znemozZiovat tak jeho piisobeni jako prozan&tlivého mediatoru. * ™

Dals$im dtilezitym obrannym ndstrojem hostitele je komplement. Komplement je
slozkou humoralni imunity a aktivuje se dvéma moznymi zplisoby ozna¢ovanymi jako
klasicka a alternativni cesta. Vysledkem je tvorba proteinového komplexu zplisobujiciho
penetraci cytoplazmatické membrany patogenu nebo napadené buiiky a produkce
prozanétlivych a chemotaktickych faktorti (C3a, C5a). Aktivace komplementu je jedna
z prvnich reakci imunitniho systému hostitele po napadeni klistétem, a ptedstavuje hrozbu
jak pro klists samotné, tak pro patogeny klistétem prenasené. !

Pro klisté je tedy nezbytné zabranit aktivaci komplementu. Pokusy s extrakty
slinnych 714z (SGE) nékterych druhti klist'at skutecné prokazaly schopnost inhibovat
komplement.

Napftiklad u extraktu ze slinnych zlaz klistéte 1. ricinus byla zjiSténa schopnost
modifikovat C3 protein, ktery poté tvoii neaktivni formu C3 konvertasy, ktera je dilezitou
slozkou alternativni cesty aktivace komplementu. '* ?

Do hemolymfy klistéte se pfes stievni sténu vstiebavaji 1 imunoglobuliny tfidy IgG,
které mohou byt pro klisté nebezpecné. Tyto protilatky jsou v hemolymf€ vazany na tzv.
imunoglobuliny vaZzici proteiny (Imunoglobulin Binding Proteins) a pfevedeny do slinnych
714z, odkud jsou exkretovany do hostitele. '* Z toho mohou profitovat riizné patogeny
prenasené klistétem, které tak nejsou ohroZeny specifickymi protilatkami. '

Aktivaci bunécné imunitni odpovédi hostitele se klisté brani produkci molekul
schopnych vazat cytokiny. Cytokiny jsou zdkladni reguldtory imunitniho systému. Mnoho
klistat se tak brani uCinku neutrofilli vazanim interleukinu 8 (IL-8), ktery je jejich hlavnim
chemotaktickym faktorem. Anti IL-8 aktivita byla prokazana jak u extraktu ze slinnych
714z, tak u samotnych slin nékolika druha &eledi Ixodidae. © V piitomnosti SGE nebo slin
byla snizena 1 produkce interleukinu 2 (IL-2) lymfocyty. Tento Uc¢inek byl ptifazen tzv. I1L-

2 vazajicimu proteinu (IL-2BP). IL-2 je jednim z hlavnich autokrinnich faktora dilezitych
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pro rist a proliferact TH; lymfocytli a snizenim jeho vyluovani se tak klisté brani aktivaci

. oy v 1 v r v 1.2 16, 11
imunitni odpovédi zaloZené na téchto buiikach. '*

1.1.4.2. Ovlivnéni krevni srazlivosti

Hemostaticky systém zahrnuje tti zakladni zptsoby, jak zabranit uniku krve:
vazokonstrikce, agregace krevnich desti¢ek a aktivace koagula¢ni kaskady. VSechny tyto

d&je spolu Gizce souviseji. Pro usp&$né sani klistdte je nezbytné tyto d&je omezit. ’

Vazokonstrikce

Vazokonstrikce je ovliviiovana zejména serotoninem a tromboxanem A, (metabolit
kyseliny arachidonové). Jejim vysledkem je snizeni krevniho toku v cévé. Ve slinach
klist’at jsou pfitomny vazodilatatory lipidové povahy, které¢ aktivaci adenylatcyklasy
(respektive guanylatcyklasy) zplisobi zvySeni intracelularni koncentrace cAMP (resp.
cGMP), coz vyusti ve svalovou relaxaci. Patii sem naptiklad prostacyklin nebo

prostaglandin E,, které byly nalezeny u druhu I. dammini resp. I. scapularis. ™"

Agregace krevnich destic¢ek

Aktivace krevnich desti¢ek (trombocytll) miize byt zpiisobena interakci s
kolagenem, thrombinem, tromboxanem A, a ADP. Po aktivaci trombocytll dochazi k jejich
agregaci a produkci vazokonstrik¢nich latek.

Ve slinach klist’at jsou pfitomny latky, které jsou schopny zabranovat agregaci
destiek a jejich interakci s fibrinovou siti. ’ Agregaci krevnich desti¢ek zabraiuje
naptiklad enzym apyrasa, ktery znemoziuje stimulaci agregace pomoci ADP tim, ze $tépi
fosfodiesterovou vazbu adenosin tri a difosfatii. Tento enzym byl nalezen naptiklad ve

., . 7181
slinach Ornithodoros savignyi. " '®

Koagula¢ni kaskada

Koagulac¢ni kaskada je spousténa pii poranéni a vysledkem fady enzymatickych
reakci je aktivace prothrombinu na thrombin, ktery $tépi fibrinogen na aktivni fibrin. Fibrin
polymeruje a tvoii sit’ fibrinovych vlaken, ktera utvoti krevni sraZzeninu a poskytne oporu

, ’ tv 2
,zatce* z krevnich desticek.
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Ve slinach klist’at je pfitomno mnoho molekul, které jsou schopny zabranit aktivaci
koagulacni kaskady. Déje se to zejména znemoznénim aktivace prothrombinu. Existuji ale
1 inhibitory rtiznych dalSich faktor koagulacni kaskady (napt. VIla, Xa). Tyto faktory

patii mezi serinové proteasy a jsou inhibovany inhibitory Kunitzova typu. *'

1.1.5. Pfenos patogent

Klistata ptenaseji fadu patogennich mikroorganismu jako jsou prvoci, riketsie,
spirochéty a viry. Tyto patogeny zplsobuji infekéni onemocnéni, z nichz nejrozsifengjsi je
pravdépodobné lymska boreliosa a klistova encefalitida.

K ptenosu patogenti a propuknuti infekce vyznamné pomaha chemické sloZeni slin
klistat. Bylo prokdzano, ze infekcnost patogent v piitomnosti SGE je mnohem vyssi.

, . . . ;o 11
Jedna se o tzv. slinami aktivovany ptenos. '’

Lymska boreliosa

Lymska boreliosa je zpiisobena spirochétami Borrelia burgdorferi. V Evropé je tato
bakterie pfenasena zejména diky druhtim L. ricinus, I hexagonus a I. uriae. ** Hlavnim
rezervoarem B. burgdorferi (rezervoarem se rozumi organismus, ze které¢ho se pti sani
nakazi neinfikované klisté) v Evropé€ jsou ptaci a mali savci, jako hrabo$ nebo plch obecny.
V Severni Americe je to zejména kiecik dlouhoocasy.

Onemocnéni bylo pojmenovano podle obce Lyme ve stat¢ Connecticut v USA, kde
byla choroba poprvé popsana. V misté sani klistéte se nejprve asi 7-10 dni od sani objevi
rudy pupen, ktery se postupné zvetSuje (Erythema chronicum migrans; obr. 1.1.5.). Po

roz8ifeni bakterie krvi hostitele se zarudla mista objevuji 1 na jinych castech téla, dochazi

ke zvétSovani uzlin a mohou se vyskytnout karditidy, lymfocytickd meningitida a
23,24

poskozeni muskuloskeletarniho systému.

i it

5

Obr. 1.1.5.: Erythema chronicum migrans. Pfevzato z *
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Klistova encefalitida

Klistova encefalitida je onemocnéni virového piivodu zptsobené virem klistové
encefalitidy. Poprvé byl virus popsan australanem Shneiderem v roce 1931.

Tento RNA virus patii mezi flaviviry a napada centralni nervovy systém. Existuji
dva typy tohoto viru — vychodni a zépadni, které se mirn¢ odliSuji priibéhem onemocnéni.
Hlavnim rezervoarem jsou mali hlodavci a vektorem pro pienos je klisté. Za pfenos na
¢lovéka jsou zodpoveédné druhy /. persulcatus a I. ricinus. Inkubacni doba viru v hostiteli
klistéte je obvykle 7-14 dni. Poté se infekce projevi horeckou, bolestmi hlavy,
nevolnostmi, zvracenim. Dochézi k zanétu mozkovych blan, meningoencefalitidé a

. sosax 26,2
meningoencefalomyelitidg. 2%’

1.2. Proteolytické systémy u kliSt’at
1.2.1. Proteasy ve slinach

Ve slinach kliStat byla pomoci knihovny komplementarni DNA (cDNA knihovny)
slinnych zlaz prokdzana piitomnost metaloproteas patficich do rodiny reprolysinu. Tyto
enzymy jsou podobné metaloproteasam stejné rodiny obsazenych v hadim jedu. **
Charakteristickym strukturnim znakem téchto proteas je pfitomnost zinek véazajici
katalytick¢é domény a zbytku methioninu vzdalené¢ho od pocatku této domény asi 25
aminokyselin. U téchto metaloproteas byla pozorovana fybrinolytické a zelatinasova
aktivita. Takova aktivita spirochétam B. burgdorferi usnadituje prinik do hostitele. Dale
fibrinolysou zabrafiuji tvorbé krevni zatky, ktera by klistéti znemoznila sani. **

Dalsim proteolytickym enzymem nalezenym ve slinnych Z1azach klistéte Boophilus
microplus je metaloendopeptidasa schopna Stepit bradykinin diky své kininasové aktivité.
Bradykinin je biologicky aktivni nonapeptid uplatiiujici se v regulaci krevniho tlaku a
rozvoji zanétlivé odpoveédi imunitniho systému. Tento enzym je aktivovan v pfitomnosti

. , . . o o R s v 7 : 2+
thiolovych skupin a iontt kovi, z nichZ nejvyrazngjsim aktivatorem je Mn*". *
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1.2.2. Travici proteolysa

Traveni u klistat probihd pfevazné intracelularng. Diky tomu je v lumenu stfeva
pfitomno minimum proteas, coZ pfedstavuje vhodné prosttedi pro pteziti riiznych
patogend. !

Ve stievni tkani klist'at 1 ostatnich krev sajicich parazitii byla nalezena fada proteas
slouzicich ptrevazné k degradaci hemoglobinu. Hemoglobin je fadou proteas rozstépen na
na malé peptidové fragmenty, které mohou byt dale vyuzity v metabolismu. Naptiklad u
druhu /. ricinus byla zjiSténa pritomnost cysteinovych proteas papainového typu -
katepsinu L, B a C, déle aspartatové proteasy katepsinu D a asparaginyl endopeptidasy
(legumainu). Podobné slozeni travicich proteas je pfitomno 1 ve sttevnich tkénich
krevnicek Schistosoma japonicum a Schistosoma mansoni.. Vétsina téchto enzymi je
schopna degradovat hemoglobin v kyselé oblasti pH. Mira exprese téchto enzymu je
zna&né zvysena v pribhu sani a po nasati klistéte, kdy k1i§te travi nasaté Ziviny.’' >

Nicméné u krev sajicich parazit byla popsédna 1 pfitomnost serinovych proteas,
které byly navic sekretovany do lumen stfeva. Tyto proteasy jsou podobné trypsinu a
chymotrypsinu, ale maji pH optimum v kyselé oblasti kolem hodnoty pH 5. Byla u nich

zjisténa hemolytickd aktivita. Sekrece byla vSak vyrazn€ zvysSena az asi po 96 hodinach po

nasati. >

1.3. Proteolytické enzymy

Proteolytické enzymy (proteasy, proteinasy, peptidasy) jsou enzymy, které
katalyzuji §tépeni peptidové vazby (obr. 1.3. str. 20). Patfi mezi hydrolytické enzymy, coz
jsou enzymy katalyzujici §t€peni vazeb za ucasti molekuly vody.

Ke stépeni mize dochazet od konce polypeptidového fetézce a enzymy provadéjici
toto Stépeni se nazyvaji exopeptidasy. Podle toho, zda §té€pi od N-koncové nebo C-koncové
aminokyseliny, rozliSujeme aminopeptidasy respektive karboxypeptidasy. Enzymy §tépici

v ’ N M Y ’ oy . 4
na ur¢itych mistech uvnitf fetdzce se nazyvaji endopeptidasy.
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R—C—N—R + HO0 ——— R% +  N—R
,L OH H

Obr. 1.3.: Schematicky popis hydrolyzy peptidové vazby katalyzované proteasami. Upraveno
podle **

1.3.1. Klasifikace proteas

Podle toho, jakym mechanismem dochazi ke §té€peni peptidové vazby v aktivnim

misté enzymu, rozdélujeme proteasy do ¢ty hlavnich skupin.

1.3.1.1.  Serinové proteasy

Jsou nejvice prozkoumanou skupinou proteolytickych enzymi. Patii sem naptiklad
travici enzymy jako trypsin, chymotrypsin nebo elastasa. Jejich charakteristickym znakem
je aktivni misto ve tvaru prohlubné na povrchu enzymu. Jak nazev napovida, kli¢ovou roli
pii Stépeni peptidové vazby ma zbytek serinu v aktivnim misté. Dal§im typickym znakem
je ptitomnost katalytické triady Asp-His-Ser, po které je mozné pfenaset naboj
z asparaginu uloZeného uvnitf enzymu az na serin v aktivnim misté. Jedna se o tzv.
nabojovou Stafetu. Jako intermediat pti St€peni vznikd kovalentné vdzany substrat na

enzym. >’

1.3.1.2. Aspartatové proteasy

Do této skupiny enzymii patii naptiklad zaludecni travici enzymy pepsin a
chymosin. Tyto proteasy maji pH optimum pievazné v kyselé oblasti. Katalytické misto je
tvofeno dvéma karboxyly, z nichz jeden je donorem protonu, a druhy, v karboxylatové
formé, pisobi jako nukleofil. Nedochézi zde k tvorbé kovalentniho intermediatu, nebot’ se

jedna o &ist& acidobazicky mechanismus katalyzy. >
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1.3.1.3. Metaloproteasy

Pro tyto proteasy je typicka tvorba komplexu s iontem kovu, ktery je nezbytny pro
spravnou funkci aktivniho mista. Patfi sem naptiklad karboxypeptidasa A Stépici
polypeptidovy fetézec od C-konce nebo leucinaminopeptidasa Stépici naopak od

N-konce. *

1.3.1.4. Cysteinové proteasy

Cysteinové proteasy hraji dilezitou tlohu v intracelularni degradaci proteind v
lysosomech. Lysosom je jednomembranova organela obsahujici velké mnozstvi
proteolytickych enzymt, z nichZ vétSinu tvoii prave cysteinové proteasy. Proteolyza zde
probiha za nizkého pH a vysledkem Stépeni jsou dipeptidy a aminokyseliny, které

difunduji pies lysosomalni membranu a jsou tak k dispozici pro daldi metabolismus. *%>’

1.3.1.4.1. Mechanismus katalyzy

Mechanismus pusobeni cysteinovych proteas je podobny mechanismu proteas
serinovych, jen jako nukleofil v aktivnim misté neplsobi hydroxyl serinu, nybrz thiolova
skupina cysteinu, podle kterého jsou tyto proteasy pojmenovany. Cystein v aktivnim misté
hraje kliCovou roli v reakénim mechanismu, kdy jako nukleofil napada karbonylovy uhlik
peptidové vazby. Poté vznika tetraedricky intermediat, kdy je uhlikovy atom §tépené
peptidové vazby kovalentné navazan thioesterovou vazbou na enzym pies atom siry
cysteinu (obr. 1.3.1.4.1. a str. 22). *®

Nukleofilita thiolové skupiny je dale zvySovéna interakci s prostoroveé blizkym
zbytkem histidinu. Histidin zde ptisobi jako akceptor protonu a vzniké tak imidazolium-
thiolatovy systém, ktery je v rovnovaze s nenabitymi formami téchto zbytkt (obr.

1.3.1.4.1. b str. 22). Jedna se o takzvanou katalytickou diadu. *
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Obr. 1.3.1.4.1.a: Mechanismus S$tépeni peptidové vazby cysteinovymi proteasami. Upraveno
podle *
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Obr. 1.3.1.4.1.b: Katalyticka diada. Zobrazena je rovnovaha nenabitych forem cysteinu a histidinu
s ionizovanymi formami. Sedé je oznaGena oblast oblaku delokalizovanych elektrontl. Pievzato z *°

Vznikajici tetraedricky intermediat obsahujici oxyanion je stabilizovan zbytkem
glutaminu. Vytvaii se takzvana oxyaniontova jadma. Tento zpusob stabilizace vSak neni pro
katalyzu naprosto nezbytny, jak tomu je u serinovych proteas, nicméné zvySuje se tak

efektivita enzymu. *!

22



1.3.1.4.2. Substratova specifita

Pted stépenim peptidové vazby musi nejprve dojit k vazbé substratu do aktivniho
mista. Efektivita navazani substratu je ovlivnéna jak chemickym prosttedim v daném
misté, které je tvofeno zbytky aminokyselin daného enzymu, tak vlastnostmi substratu.
Mezi dalezité vlastnosti ovlivitujici vazbu substratu do aktivniho mista patii velikost
substratu a aktivniho mista a celkové ptistupnost Stépené peptidoveé vazby, déle polarita,
rozlozeni nabojl a hydrofobicita.

Pro rozstépeni peptidoveé vazby je tak tfeba mnoha interakci mezi zbytky
aminokyselin pro spravnou fixaci substratu. Nejdiilezitéj$i jsou obvykle interakce mezi
dvéma zbytky predchéazejicimi Stépené peptidové vazbé a dvéma zbytky za touto vazbou,
ozna¢ované jako Py, P; resp. P;, P, pro aminokyseliny substratu, kterym odpovidaji
vazebna podmista oznatovand S, S resp. S, S, v aktivnim misté enzymu

(obr. 1.3.1.4.2.). %

PROTEASA
Sz S, N S5
) ) 1 )

SH

NH,----- -~ COOH

STEPENA
VAZEA

SUBSTRAT

Obr. 1.3.1.4.2.: Dilezité interakce mezi aminokyselinovymi zbytky kolem S$tépené vazby
substratu a aminokyselinami proteasy. Zobrazeny jsou interagujici vazebna podmista proteasy
S,, Syresp. S, S, a 1nteraguJ101 aminokyseliny substratu P,,P; resp. P;, P,. Sipkou je ozna¢ena
§tépena vazba. Upraveno podle *

1.3.1.4.3. Struktura

Cysteinové proteasy sestavaji ze dvou relativné velkych, globularnich domén. Mezi

nimi se nachazi oblast, ve které je lokalizovano aktivni misto (obr. 1.3.1.4.3. str. 24). Po
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vstupu substratu do této oblasti mize, pii jeho vhodné struktufe a orientaci, dojit ke Stépeni
peptidové vazby. **

Cysteinoveé proteasy jsou syntetizovany jako neaktivni proenzymy o velikosti 37-55
kDa, které jsou dale transportovany do lysozomu a aktivovany. Aktivni formy jsou
monomerni a maji molekulové hmotnosti v rozsahu 23-30 kDa (kromé katepsinu C, ktery
se vyskytuje ve formé homotetrameru). > **

Soucasti proenzymu je propeptid, ktery je pti aktivaci od molekuly enzymu
odstranén proteolytickym Stépenim, a zraly enzym tak nabyva svoji enzymovou aktivitu.
Bylo ukézano, ze prosegmenty téchto enzymi pasobi efektivné jako jejich inhibitory a dale

. 01 vz Ly v “ . , . 434
jsou diilezité pro spravné sloZeni a transport nové syntetizovaného proteinu. ¢

"stérbina" mezi
domeEénami

propeptid

¥

aktivni misto

Obr. 1.3.1.4.3.: Strukturni model katepsinu B. Sipkami je oznadeno aktivni misto, propeptid a
,,Stérbina® mezi levou a pravou doménou. Patrna je i flexibilni smyc¢ka regulujici pristup do
aktivniho mista (nahofe). Upraveno podle *°

1.3.1.4.4. Rozdéleni cysteinovych proteas

Cysteinové proteasy se v zavislosti na jejich struktuie rozd€luji do dvou hlavnich
klanti (obr. 1.3.1.4.4. str. 25). Jedna se o klan CA (cysteinové proteasy papainového typu) a
klan CD (cysteinové proteasy typu legumainu).

Prvni se podafilo isolovat a purifikovat cysteinovou proteasu z rostliny Carica
papaya, podle které byla pojmenovana papain. Papain byl také prvni cysteinovou

proteasou, jejiz prostorova struktura byla vyfesena. Klan proteas papainového typu se
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podle strukturnich charakteristik rozdéluje do rodin C1 (rodina papainu) a C2 (rodina
kalpainu), jejiZ zastupci nejsou lokalizovani v lysosomu, ale v cytoplazmé. Papainova

rodina se dale d¢€li na tfi podrodiny - proteasy typu katepsinu B, proteasy typu katepsinu L

a podrodinu bleomycin hydrolasy. **’
. . cathepsin B-like
cathepsm.L-llke subfamily
subfamily
Giardia B Strongyloides B
Cryptosporidium L bleomycin-hydrolase Toxoplasma B 1. contortus B
Trypanosoma L subfamily Trypanasoma B Osz:errag'uz B
Leishmania L LeishmaniaB ~ Trichuris B
Naegeleria L Schistosoma B C. elegans B
Trichomonas L Fasciola B O. volvulus C
Plasmodium L 'ERFNIN' ‘occluding Ancylostoma B Schistosoma C
Entamoeba L motif loop' Necator B 0. volvulus X
Theileria L / Ascaris B C. elegans X
Dictyostelium L papain-family
Paragonimus L (family CI)
Spirometra L
Schistosoma L @
Fasciola L L
Strongyloides L calpain-like
H. contortus L (family C2)
Brugia L @ S. mansoni calpain
Toxocara L S. japonicum calpain
A”‘J’If’m’m“ L C. elegans calpain
Ascaris L L. major calpain
Heterodera L
Globodera L
C. elegans L
Boophilus L
Dermatophagus L
Euroglyphus L
Heterodera S

N legumain-like
(family C13)

F @ S.mansoni asparaginyl endopeptidase
@ S. japonicum asparaginyl endopeptidase
F. hepatica asparaginyl endopeptidase
M C. elegans asparaginyl endopeptidase
viral proteases » L. mexicana transamidase

F falciparum transamidase
T. brucei transamidase

viral proteases <
7 elooans tranaamidace

Obr. 1.3.1.4.4.: Rozdéleni cysteinovych proteas a jejich vyuziti parazitickymi organismy.
Pievzato z *°

Proteasy typu katepsinu L obsahuji typicky strukturni motiv zvany ERFNIN (viz. nize).
Pro proteasy typu katepsinu B je charakteristickd pfitomnost takzvané flexibilni smycky,
kterou ostatni typy cysteinovych proteas postradaji, a jejiz pritomnost enzymu poskytuje
dipeptidyl karboxypeptidasovou aktivitu. Proteasy obsahujici tuto smycku tak nemaji
pouze endopeptidasovou aktivitu, jako vétSina ostatnich cysteinovych proteas, ale zaroven

i exopeptidasovou aktivitu. *

25



1.3.1.4.5. Inhibitory cysteinovych proteas

V této kapitole budou diskutovany dvé vyznamné skupiny inhibitort cysteinovych proteas:
endogenni proteinové inhibitory, které jsou ptirozené pfitomny v Zivych organismech a

hraji roli pti regulaci proteolytické aktivity, a syntetické inhibitory.

Endogenni inhibitory

Existuje n¢kolik rodin endogennich inhibitori cysteinovych proteas, z nichz
nejrozsitenéjsi v sav€ich tkéanich je cystatinova super rodina. Ta se dale déli na rodinu
stefinu, cystatinu a kininogenu.

Stefinové inhibitory jsou asi 100 aminokyselin dlouhé, neglykosylované
polypeptidy postradajici disulfidové vazby. Inhibitory rodiny cystatinu jsou polypeptidové
tetézce o velikosti 110-120 aminokyselin. Stejné jako stefiny jsou neglykosylované, ale
obsahuji dva disulfidické mustky.

Kininogeny jsou skupina vysokomolekularnich proteinovych inhibitora
cysteinovych proteas. Rozd¢€luji se na vysokomolekularni kininogen (120 kDa) a
nizkomolekularni kininogen (50-80 kDa). Obsahuji tfi domény, z nichZ kazda sekvencné
odpovida polypeptidovému fetézci cystatint. Tyto tii domény tvoii spolu s dekapeptidem
kininem N-terminalni tézky fetézec, z kterého je po translaci odStépen 18 aminokyselinovy
signalni peptid. Tato ¢ast je spole¢nd pro oba typy kininogenti. Ty se od sebe 1i8i lehkym
C-terminalnim fetézcem. Jedna se o glykosylované proteiny, které jsou prekurzory

vasodilataénich peptida bradykininu a kallidinu. ¥’

Nizkomolekularni syntetické inhibitory

Déli se na alosterické inhibitory, které neinteraguji ptimo s aktivnim centrem, a na
inhibitory vaZzici se do aktivniho mista. Ty se zde mohou vazat bud’ kovalentné nebo
nekovalentné a interakce miize byt reversibilni nebo ireversibilni. Reversibilni inhibice se
véts$inou objevuje u nekovalentnich inhibitori, zatimco ireversibilni inhibitory se vzdy vazi
kovalentné a trvale tak zablokuji enzym.

Syntetické inhibitory Casto obsahuji peptidovou ¢ast, ktera slouzi pro rozeznani a
fixaci enzymem, a nukleofilni skupinu schopnou atakovat cysteinovy zbytek v aktivnim
misté. Patii sem naptiklad syntetické derivaty mikrobialnich aldehydickych inhibitort -

leupeptiny, chymostatiny nebo antipain.
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Jinou vyznamnou skupinou jsou epoxysukcinylové derivaty. NejzndméjSim
zastupcem této skupiny je E-64. Ten byl poprvé izolovan v roce 1978 z extraktu kultury
Aspergillus japonicus. Dal§im inhibitorem patficim do této skupiny je synteticky derivat

CA-074, ktery je selektivnim inhibitorem katepsinu B (obr. 1.3.1.4.5.). *"*

CH,-CH,-CH,-HN-OC,, H 2 COOH
= & NH
H 1 N
Q 1
i
0
CA-OT4

Obr. 1.3.1.4.5.: Struktura inhibitoru cysteinovych proteas E-64 a selektivniho inhibitoru
katepsinu B CA-074. Upraveno podle ¥/

1.3.1.4.6. Katepsin L

Katepsin L byl poprvé popsan v roce 1971, jako enzym izolovany z krysich
jaternich lysosomi, ktery je schopen degradovat proteiny. ** V lidském organismu jsou
jeho abnormalni aktivity pozorovany pii fad¢ patologii, jako naptiklad pii vstiebavani
kostni tkan¢, kdy cysteinové proteasy hraji hlavni roli pti degradaci mezibunééného
prostoru, nebo pii rozvoji nadorovych onemocnéni. >

Katepsin L je nezbytny i pro antigenni prezentaci buné¢k thymu, kde je zodpovédny
za Stépeni invariantniho fetézce pii tvorbé komplexii glykoproteint MHC (hlavni
histokompatibilni komplex) druhé ttidy s peptidovymi fragmenty uréenymi k prezentaci na
povrchu buiiky. >

Je ¢lenem klanu CA cysteinovych proteas a je po ném pojmenovana jedna z
podrodin rodiny papainu. Pro proteasy typu katepsinu L (jsou to zejména katepsin S a K) je
charakteristicka substratova specifita upfednostiiujici arginin v misté P,

(obr 1.3.1.4.2 str. 23).
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Vazna mista, oznaCovana celkové S” (obr 1.3.1.4.2 str. 23), predstavuji mélkou
prohluben, jejiz ,,dno* obsahuje zbytek tryptofanu a n€kolik dalSich aminokyselin, které
svymi interakcemi se substratem zajist'uji jeho fixaci v aktivnim misté. Pozice S, je
hluboka, uzka, hydrofobni kapsa (obr. 1.3.1.4.6. a). Proto je preferovana piitomnost
hydrofobnich zbytki na pozici P,. >

L‘-.J ; )%SP ) Q}\

N
Obr.1.3.1.4.6.a: Pohled na aktivni misto katepsinu L. Oznaceni pozic vazebnych podmist S,, S; a
S’ jsou ¢ervend zakrouzkovana. Upraveno podle >

Katepsin L je syntetizovan ve formé preprokatepsinu L. V propeptidu proteas typu
katepsinu L je vysoce konzervovana sekvence Glu-Xs-Arg-X,-(Ile/Val)-Phe-X,-Asn-X3-
Ile-X3-Asn znama jako ERFNIN motiv (X zna¢i libovolnou aminokyselinu). *>*

Propeptid je sloZen z globularni domény o asi 75 zbytcich, na kterou navazuje asi
20 aminokyselin tvoficich C-terminalni ¢ast (obr. 1.3.1.4.6. b str. 29). Tento propeptid
specificky interaguje s katalytickou oblasti, do které¢ se vaZe substrat, a se smyckou na
povrchu enzymu (propeptid vazici smycka). ** Propeptid tedy ptisobi jako inhibitor
katepsinu L a slouzi tak k regulaci jeho aktivity. Navic je nezbytny pro zaujeti spravné
trojrozmé&rné struktury a transport z endoplasmatického retikula do lysozomu. ***+

Pti proteosyntéze je katepsin L na zaklad¢ signalu poskytnutého signdlni sekvenci
kotransla¢né transportovan do endoplasmatického retikula. Po odStépeni signdlni sekvence

v endoplasmatickém retikulu je jako prokatepsin L (o hmotnosti asi 39 kDa) transportovan
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do Golgiho aparatu a odtud do lysozomu. Zde je pod vlivem kyselého pH pfeménén na
aktivni formu. >

Pro transport do lysozomu je dilezit4 posttranslacni modifikace na N-vazanych
oligosacharidech prokatepsinu L. V Golgiho aparatu jsou tyto oligosacharidy
fosforylovany za vzniku manosa-6-fosfatového zbytku (M6P). Ten je rozeznavan M6P
receptorem. Po vazb¢ prokatepsinu L na tento receptor se tvofi clathrinové vezikuly, které
fazuji s endosomy. Disociace glykoproteinu od M6P receptoru je zptisobena kyselym
prosttedim v endosomech. *°

Molekulova hmotnost zralé¢ho krysiho katepsinu L se pohybuje kolem 23 kDa,

isoelektricky bod rtiznych forem se pohybuje od 5,8 do 6,1 a nejvyssi enzymovou aktivitu

vykazuje okolo pH 5,0. >’

Sp
'\g N-term

Obr. 1.3.1.4.6.b: Trojrozmérny model katepsinu L. Oranzov¢ je zobrazen propeptid, zIluté jsou
oznadeny katalytické aminokyseliny. Pievzato z ¥
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2. Cil prace

KIisté obecné . ricinus je v Evropé nejvyznamné;jsi druh kliStéte, ktery se ticastni
pienosu patogent. Pti sani klisté injikuje do hostitele sliny obsahujici fadu biologicky
aktivnich latek, které ve vysledku umozni klistéti ispéSny piijem krve. Pti traveni proteint
z krve hraji dtlezitou roli katepsinové proteasy v zaludku kliStéte. Tato prace se zabyva
katepsinem L, ktery je znam jako vyznamna travici proteasa klistéte, nicméné jeho

ptitomnost a funkce ve slinach klistéte dosud nebyla studovana.

Reseny budou nasledujici ukoly:

- Analyzovat pomoci biochemickych metod proteolytickou aktivitu extraktu ze
slinnych 714z a slin klistéte 1. ricinus a zjistit, zdali tyto biologické materialy
obsahuji katepsin L.

- Vypracovat izola¢ni postup pro katepsin L z /. ricinus, ktery byl produkovan
jako rekombinantni protein v expresnim systému P. pastoris.

- Provést biochemickou charakterizaci tohoto rekombinantniho katepsinu L,
zejména urcit pH optimum proteolytické aktivity a testovat substratovou a

inhibi¢ni specifitu.

3. Material a metody

3.1. Material

3.1.1. Rekombinantni katepsin L a biologické materialy

30



Rekombinantni prokatepsin L byl exprimovan v kvasince Pichia pastoris a byl
dodan ve formé lyofilizovaného kvasinkového media. Dale byly dodany vypreparované
slinné zlazy a sliny klistéte Ixodes ricinus. V§e bylo poskytnuto Dr. Petrem Kopackem,

Parazitologicky ustav AV CR, Ceské Budgjovice.

3.1.2. Chemikalie

3.1.2.1. Pufry

Pufr pro ionexovou chromatogratfii:
nanaseci: 0,2 M sodno-acetatovy (Na-Acetat), pH 4,0 10 x koncentrovany
elucni: 0,2 M Na-Ac, pH 4,0; 1 M NaCl
Pufr pro degradaci proteinti:
0,1/0,2 M citrat-fosfat, pH 2,5 - 7,5
Pufr pro znaceni fluorescencni znackou:
0,1/0,2 M citrat-fosfat, pH 4,0
Pufr pro kinetickd métenti:
SGE: 0,1/0,2 M citrat -fosfat, pH 2,1 - 8,0
sliny: 50 mM Na-Ac puftr, pH 3,5 - 6,0
rekombinantni enzym: 0,1/0,2 M citrat-fosfat, pH 2,5 - 7,8

3.1.2.2.  Substraty

Bachem, Svycarsko:
Boc-GlIn-Ala-Arg-AMC (Boc-QAR-AMC); Bz-Phe-Val-Arg-AMC (Bz-FVR-AMC); Z-
Phe-Arg-DMK (Z-FF-DMK); Z-Arg-Arg-AMC (Z-RR-AMC)

3.1.2.3. Inhibitory

Vyrobce: cilovy enzym:
Sigma, USA

E-64 cysteinové proteasy
pepstatin aspartatoveé proteasy
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EDTA metaloproteasy

Pefabloc serinove proteasy

Bachem, Svycarsko
CA-074 katepsin B
Z-FF-DMK katepsin L

3.1.2.4. Ostatni chemikalie

Aktivitni znacku Green-DCG-04 s navazanou fluorescen¢ni skupinou Bodipy 530/55

poskytl Dr. M. Bogyo, Stanford University, USA.

Sigma, USA:

mocovina, dodecylsulfat sodny (SDS), N,N,N’,N "tetramethyl

ethylendiamin (TEMED), akrylamid, hovézi hemoglobin (Hb), lidsky sérovy albumin
(HSA)

Fluka, Némecko:

dithiotreitol (DTT), dimethylsulfoxid (DMSO), glycerol, N,N 'methylenbisakrylamid,
S-methylmethanthiosulfonat (SMMTS), polyethylenglykol (PEG),
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]- 1 -propansulfonat (CHAPS)

Serva, Némecko:

Coomassie Brilliant Blue, tris(hydroxylmethyl)aminomethan (Tris), peroxodisiran amonny

(APS)

Lachema, CR:

chlorid sodny, ethanol, hydroxid sodny, k. octova, methanol, bromfenolova modft

Penta, CR:
glycerol
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Hmotnostni standardy pro SDS PAGE:
Page Ruler Unstained Protein Molecular Weight Marker - Fermentas, LotySsko

Hmotnostni standardy pro tricinovou elektroforézu:

Ultra Low Range Molecular Weight Marker - Sigma, USA

Vzorkovy pufr pro Tricinovou elektroforézu:

Sample Buffer for SDS Ultra Low Molecular Weight Marker - Sigma, USA

3.2. Pristroje a vybaveni

Analytické vahy AE 163 - Mettler, Svycarsko
Piedvazky Mettler Toledo - Mettler, Svycarsko
Centrifugy:

Micro Centrifuge - Carl-Roth, Némecko

Heraeus - Biofuge Fresco DJB Labcare, Velka Britanie
Vakuova odparka Speed Vac Concentrator - Thermosavant, USA
Filtr Hydrophilic PES 0,22 um - Millipore, USA
UltrafreeMC Microcentrifuge filter 0,22 uM - Milliport, USA
Fluorescen¢ni/absorbanéni ¢teCka GENios - Tecan, Rakousko
Fluorescenéni scanner Typhoon - GE Healthcare Life, Svédsko
pH metr pH Pracitronic MW 870 - Pracitronic, Némecko
Termoblok - Vyvojové dilny, UOCHB AV CR
Vortex LTM2 - Vyvojové dilny CSAV
Vertikalni elektroforéza - BioRad, USA
Blotovaci zafizeni - BioRad, USA
FPLC AKTA Explorer - GE Healthcare Life, Svédsko
proteinovy sekvenator Procise 491 - Applied Biosystems, USA
spektrofotometr Pye Unicam PU 8610 - Philips, UK
sonikator Soniprep 150 - MSE, UK
konduktomér Dual Star - Thermo Scientific, USA
inkubator QBD4 - Grant, UK

automatické pipety — Gilson, Francie
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Kolony a nosice:
MonoS HR 5/5 - GE Healthcare Life, Svédsko
Sephadex G25 - Amersham Biosciences, USA

Komer¢ni soupravy:

BCA Protein Assay Kit - Thermo Scientific, USA
Ostatni vybaveni:

Superloop 50 ml - GE Healthcare Life, Svédsko
polyviniliden fluoridova (PVDF) membrana - Millipore, USA
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3.3. Metody

3.3.1. Chromatografické metody

3.3.1.1. Gelova chromatografie

V 50 ml destilované vody bylo rozpusténo 6 g lyofilizovaného media z kvasinky
Pichia pastoris. Tento roztok byl nanesen na kolonu Sephadex G25 ekvilibrovanou
destilovanou vodou. Priitok kolonou byl 2 ml.min™' a sbirany byly frakce o objemu 10 ml.
Cely proces probihal pfi teploté 4°C. Obsah proteinii v jednotlivych frakcich byl
monitorovan mé&fenim absorbance frakei pfi 280 nm, obsah soli byl monitorovan méfenim

vodivosti.

3.3.1.2. Iontoménicova chromatografie na koloné Mono S

K 50 ml proteinové frakce ziskané z media P. pastoris pomoci gelové
chromatografie bylo pfidano 5 ml 0,2 M Na-Acetatového pufru pH 4 a dithiotreitol (DTT)
na finalni koncentraci 1 mM. Katepsin L se v této reakéni smési autoaktivoval 10 min pfi
laboratorni teplot€, a poté byl ptidan reverzibilni inhibitor cysteinovych proteas
S-methylmethanthiosulfonat (SMMTS; finalni koncentrace 5 mM). ® Pro navéazani
inhibitoru SMMTS byl roztok ponechdn 10 min pfi laboratorni teplot¢.

Tento material byl separovan iontoméni¢ovou chromatografii na kolon¢ Mono S
HR 5/5 pomoci FPLC. Pro chromatografii bylo pouzito pH 4, které¢ bylo zvoleno podle
teoretické hodnoty pl 5,22 vypo&itané pro aktivni katepsin L. °° Kolona byla ekvilibrovana
5 ml nanéaSeciho pufru. Po aplikaci vzorku byla kolona promyta dal§imi 5 ml nanaSeciho
pufru a eluce katepsinu L byla provadéna pomoci elu¢niho pufru s linedrnim gradientem
1 M NaCl (1% za min). Sbirany byly 2 ml frakce, priitok byl 1 ml.min™'. Prib&h separace

byl monitorovan méfenim absorbance pti 280 nm.

Slozeni pufri:
Nanaseci pufr: 0,2 M Na-Acetatovy pufr, pH 4
Eluéni pufr: 0,2 M Na-Acetatovy pufr, pH 4, 1 M NaCl
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3.3.2. Precipita¢ni metody

3.3.2.1. Acetonova precipitace proteini

Pti acetonové precipitaci byly ke vzorku pfidany 4 objemy vychlazeného acetonu,
¢imZ bylo dosazeno findlni koncentrace acetonu 80%. Roztok se nechal stat 20 min pfi
-20°C. Nasledné¢ byl roztok centrifugovan (16 000 x g, 10 min, 4°C) a po odsani
supernatantu odpafen na vakuové odparce SpeedVac. Pii pripravé pro elektroforézu na
polyakrylamidovém gelu v prostiedi SDS (SDS PAGE) bylo k vzorku po vysuSeni ptidano
12 pl vzorkového pufru pro SDS PAGE a smés byla inkubovéana 5 min pti 75°C. Tento
postup byl pouzit pro ptipravu vzorkl pro SDS PAGE u znaceni proteas ve slinach pomoci

aktivitni znacky Green-DCG-04 (kap. 3.3.4.7. str.39).

3.3.3. Priprava extraktu ze slinnych zlaz kliStéte Ixodes ricinus

Ke slinnym 714zdm ziskanym preparaci z 10 samic klist'at nasatych 5 dni na
mordéeti bylo pfiddno 250 pl extrakéniho pufru (50 mM Na-Acetat, pH 4,5). Zlazy byly
homogenizovany teflonovym pistem ve sklenéném homogenizatoru pii 4°C.
Homogenizator byl nasledné proplachnut 2 x 125 pl extrakéniho pufru. Ziskany vzorek byl
sonikovan 3 x 10 s pomoci sonikatoru Soniprep 150. Po sonikaci byl ptidan detergent
CHAPS o vysledné koncentraci 1%. Smés byla protiepana a centrifugovana (15 min,

16 000 x g, 4°C) a poté byla provedena centrifugacni filtrace supernatantu pomoci filtru
Ultrafree Milipore 0,45 pm. Filtrat byl opét centrifugovan (10 min, 10 000 x g, 4°C).
Ziskany supernatant byl skladovan pti - 80°C.

3.3.4. Analytické metody

3.3.4.1. Stanoveni obsahu proteini ve vzorku

Pro stanoveni obsahu proteinti ve vzorku byl pouzit BCA Protein Assay Kit. Tato
metoda vyuziva schopnost proteint redukovat ionty Cu”” na Cu”. Redukované ionty
méd'né pak reaguji s bicinchoninovou kyselinou za vzniku barevného komplexu s
absorpénim maximem pii 562 nm. Absorbance tohoto komplexu je linedrn€ zavisla na

koncentraci proteinu. Kalibracni pfimka byla sestrojena pomoci standardti BSA o
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koncentracich 0-2 mg.ml™' rozpusténého ve vodg. Stanoveni bylo provadéno v jamkach
mikrotitrac¢ni desticky ptidanim 10 pl vzorku ziskaného separaci iontoméni¢ovou
chromatografii na systému FPLC (kap.3.3.1.2. str. 35), pfipadné¢ standardu, k 200 ul BCA
¢inidla. Smés se nechala 15 min inkubovat pii 37°C a byla zmétena absorbance pii 562

nm. Koncentrace proteini ve vzorku byla vypoc¢itana pomoci vytvorené standardni piimky.

3.3.4.2. Degradace proteinovych substratii rekombinantnim

katepsinem L

Reakéni smés o objemu 70 ul obsahovala 5 ul katepsinu L (kap.3.3.1.2.); 2,5 mM
DTT; 0,1/0,2 M citrat-fosfatovy pufr pH 3,5 (v ptipadé¢ méfeni pH zavislosti pufry o pH
2,5-7,5); 0,6 mg.ml"" hovéziho hemoglobinu (Hb) resp. 0,4 mg.ml™" lidského sérového
albuminu (HSA). Tato smés byla inkubovana pii 37°C a v urCitych ¢asovych intervalech
bylo odebirano 10 pl vzorku v ptipadé HSA resp. 6 ul v ptipadé Hb. Reakce byla okamzité¢
po odebrani zastavena ptidanim 2 ul 6x koncentrovaného vzorkového pufru pro SDS
PAGE v ptipadé HSA a 6 ul 2x koncentrovaného vzorkového pufru pro Tricinovou
elektroforézu v ptipadé Hb. Smés byla inkubovéana 5 min pti 75 °C. Pfi pouziti inhibitoru
E-64 byla jeho koncentrace ve smési 10 uM. Vzorky HSA byly posléze analyzovany
pomoci SDS PAGE a vzorky Hb pomoci Tricinové elektroforézy na polyakrylamidovém

gelu v prostiedi SDS.

3.3.4.3. Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v prostiredi SDS

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v prostiedi 0,1% SDS byla vyuzita pro
kontrolu ¢istoty proteinu po purifikaci, analyzu vzorkl ziskanych degradaci HSA a Hb a
zobrazovani katepsinu L pomoci specifickych fluorescencnich znacek. Pro ptipravu gela
byl pouzit postup dle Laemmliho. ® Vzorky o objemu 12 pl byly nanaseny na vertikalni
elektroforézu Bio-Rad o rozmérech gelu 80 x 60 x 0,7 mm. Pouzity byly 15% gely, ve
kterych byly proteiny fixovany inkubaci 15 min v roztoku 50% ethanolu a 12% kyseliny
octové. Vizualizace proteint byla provedena pomoci roztoku Coomasie Brilliant Blue

R250. ¢!

37



SloZeni 6x koncentrovaného zasobniho roztoku vzorkového pufru pro SDS PAGE:
100 mM Tris-Cl, pH 6,8

30% glycerol

10% SDS

0,6 M DTT

0,18 mM bromfenolova modr

3.3.4.4. Tricinova elektroforéza

Tricinova elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v prosttedi SDS byla vyuzita
pro analyzu fragmentii hemoglobinu vzniklych jeho degradaci katepsinem L. Gel byl
pripraven postupem podle Schiggera. ® K reakéni smési o objemu 6 pl byly piidany 6 ul
2x koncentrované¢ho vzorkového pufru pro Tricinovou elektroforézu.Tyto vzorky byly
nandseny na vertikalni elektroforézu Bio-Rad o rozmérech gelu 80 x 60 x 0,7 mm. PouZily
se 16% gely s 6 M mocovinou, ve kterych byly proteiny fixovany inkubaci 15 min v
roztoku 50% ethanolu a 12% kyseliny octové. Vizualizace proteinil byla provedena pomoci

Coomasie Brilliant Blue R250. °!

3.3.4.5. Prenos proteinii na membranu

Proteiny byly pfendseny z gelu SDS PAGE na PVDF membranu. Gel, podlozky,
filtra¢ni papiry a PVDF membrana byly ekvilibrovany 15 min v pfenosovém pufru
(25 mM Tris-Cl pH 8,3; 192 mM glycin; 20% methanol) a poté byly navrstveny na sebe
v potradi: anoda, podlozka, filtracni papir, membrana, gel, filtracni papir, podlozka, katoda.
Proteiny byly pfenaSeny plisobenim konstantniho napéti 100 V po dobu 1 h. Proteiny na
membrané byly obarveny pomoci roztoku Coomasie Brilliant Blue. ' Membréana byla
odbarvena 50% metanolem a promyta 3 x 15 min vodou. Pés s proteinem byl vysttiZzen a

vyuZit pro uréeni N-koncové sekvence aminokyselin.
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3.3.4.6. Urceni N-koncové sekvence aminokyselin

Vzorek katepsinu L (elu¢ni frakce z FPLC) byl nejprve separovan pomoci SDS
PAGE a pienesen na PDVF membranu. Cast membrany obsahujici protein byla vystiizena.
Uréeni N-koncové sekvence aminokyselin provedl Ing. Z. Voburka na UOCHB AV CR
pomoci automatického Edmanova odbouravani na proteinovém sekvenatoru ABI Procise

491. Jednotlivé PTH derivaty aminokyselin byly analyzovany pomoci RP-HPLC.

3.3.4.7. Znaceni pomoci aktivitni fluorescen¢ni znacky

Pro znaceni cysteinovych endoproteas typu katepsinu B a katepsinu L byla pouzita
afinitni znacka Green-DCG-04 s navazanou fluorescenéni skupinou Bodipy 530/550. ¢
Reakéni smés o objemu 10 pl obsahovala 5 pl enzymu ziskaného separaci iontoménicovou
chromatografii na systému FPLC (kap. 3.3.1.2. str. 35) 2,5 mM DTT, 0,1% PEG a aktivitni
znacku Green-DCG-04 (finalni koncentrace 2 uM). Smés byla do 10 pl doplnéna 0,1/0,2
M citrat-fosfatovym pufrem pH 4. Tento roztok byl inkubovan ve tmé 1 h pti 37°C.
Nasledné byly pfidany 2 pl 6x koncentrovaného vzorkového pufru pro SDS PAGE a byla
provedena SDS PAGE. Po ukonceni elektroforézy a promyti gelu 3x 10 min v destilované
vodé¢ byl gel analyzovan na fluorescen¢nim skeneru Typhoon pfi excita¢ni vinové délce
532 nm a emisnim filtrem propoustéjicim zateni o vinové délce 550 nm.

P11 pouziti specifickych inhibitorl proteas byl do smési pred pfidanim fluorescencni
znacky nejprve napipetovan inhibitor o koncentraci 10 uM a smés byla ponechana 20 min
pti 37°C. PouZity byly nasledujici inhibitory: inhibitor cysteinovych proteas E-64, inhibitor
katepsinu B CA-074, inhibitor katepsinu L Z-FF-DMK.

3.3.4.8. Stanoveni enzymové aktivity

Aktivita katepsinu L byla stanovena méfenim fluorescence vzniklé St€penim
fluorogennich peptidovych substratii s fluorescencni znatkou AMC. Méfeni bylo
provadéno pii 37°C v mikrotitracnich desti€¢kach na spektrometru GENios. Fluorescence

produktu byla métena pii excitacni vinové délce 360 nm a emisni vlnové délce 465 nm.
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3.3.4.8.1. Zavislost enzymové aktivity na pH

Pro stanoveni enzymov¢ aktivity pii riznych pH byly pouzity nasledujici enzymové
preparaty: katepsin L produkovany v kvasince Pichia pastoris (po aktivaci zablokovany
reverzibilnim inhibitorem a pfeciSténym na koloné Mono S); extrakt ze slinnych 714z; sliny
klistéte. K enzymové smési o objemu 90 pl bylo tésné pfed méfenim ptidano 10 pl
substratové smési, aby vysledna koncentrace substratu byla 250 uM. Aktivita byla métena

jako rychlost $tépeni fluorogenniho substratu enzymem.

SloZeni enzymovych smési:
Pro katepsin L: 2 ul 500 x fedéné elucni frakce z FPLC vykazujici proteolytickou
aktivitu; 2,5 mM DTT; 0,1/0,2 M citrat-fosfat pH 3,5;
Pro SGE: 10 pl 10x fedéné¢ho SGE; 2,5 mM DTT; 0,1 % PEG; 0,1/0,2 M citrat-
fosfat pH 2,1-8,0
Pro sliny: 10 ul 10x fedénych slin; 2,5 mM DTT; 0,1 % PEG; 50 mM Na-Acetat,
pH 3,5-6,0

3.3.4.8.2. Urceni inhibi¢ni specifity

Pro urceni inhibi¢ni specifity byly pouZzity stejné enzymové preparaty jako pro
urceni zavislosti aktivity na pH (kap. 3.3.4.8.1.).

Inhibi¢ni smés byla vytvorena ptidanim inhibitoru do enzymové smési. Po pridani
inhibitoru byla smés 20 min inkubovana pti 37°C. Do jamek mikrotitracni desticky pak
bylo ptidavano 90 pl inhibi¢ni smési a 10 pl substratové smési, aby vysledna koncentrace
substratu byla 250 uM. Méftena byla zbytkova aktivita katepsinu L jako rychlost Stépeni

fluorogenniho substratu enzymem.

Pouzité inhibitory a jejich findlni koncentrace:

E-64............ inhibitor cysteinovych proteas; 10 uM
CA-074.........inhibitor katepsinu B; 1 uM
Z-FF-DMK....inhibitor katepsinu L; 1 uM
EDTA.......... inhibitor metaloproteas; 1 mM
Pefabloc........ inhibitor serinovych proteas; 0,1 mM
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pepstatin....... inhibitor aspartatovych proteas; 1 uM

SloZeni inhibi¢nich smési:
Pro katepsin L: 2 ul 500 x fedéné elucni frakce z FPLC vykazujici proteolytickou
aktivitu; 2,5 mM DTT; 0,1/0,2 M citrat-fosfat pH 3,5; inhibitor
(CA- 074, E-64, Z-FF-DMK, Pefabloc, pepstatin, EDTA)
Pro SGE: 10 pl 10x fedéné¢ho SGE; 2,5 mM DTT; 0,1 % PEG; 0,1/0,2 M citrat-
fosfat pH 3,5; 5,0; 6,5 inhibitor (CA-074, E-64, Z-FF-DMK)
Pro sliny: 10 pl 10x fedénych slin; 2,5 mM DTT; 0,1 % PEG; 50 mM Na-Acetat
pH 3,5; 5,0; 6,0 ; inhibitor (CA-074, E-64)

3.3.4.8.3. Urceni substratové specifity

Pro urceni substratoveé specifity byl pouzit katepsin L (elu¢ni frakce FPLC)(kap.
3.3.1.2. str. 35).

Do mikrotitra¢ni desticky bylo pfidano 90 ul enzymové smési, ke které bylo tésné
pfed méfenim ptidano 10 pl substratové smési, aby vyslednd koncentrace substratu byla
250 uM. Pouzity byly nasledujici peptidové fluorogenni substraty: Z-FR-AMC, Z-RR-
AMC, Bz-FVR-AMC, Boc-QAR-AMC. Aktivita byla méfena jako rychlost Sté€peni

fluorogenniho substratu enzymem.
SloZeni enzymové smési:

2 ul 500 x fedéné elucni frakce z FPLC vykazujici proteolytickou aktivitu; 2,5 mM DTT;
0,1/0,2 M citrat-fosfat pH 3,5
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4. Vysledky

4.1. Charakterizace proteolytické aktivity v biologickych materialech

4.1.1. Extrakt ze slinnych Zlaz kliStéte Ixodes ricinus

Pro méteni byl pouzit extrakt ze slinnych zlaz (SGE), jehoz ptiprava je popsana v kapitole

3.3.3. (str. 36).

4.1.1.1.  Zavislost proteolytické aktivity na pH

Zavislost proteolytické aktivity SGE kliStéte /. ricinus na pH byla stanovena
pomoci syntetického fluorogenniho substratu Z-FR—-AMC. Je patrné Stépeni tohoto
substratu v Sirokém rozmezi pH 3,0-6,0 s maximem pii pH 5,0 (obr. 4.1.1.1.). Zaroven je
patrné zvySujici se mira inhibice specifickym inhibitorem katepsinu B CA-074 s rostoucim
pH, coZ ukazuje na pusobeni katepsinu B pfti téchto hodnotach pH. Katepsin B klistéte 1.

ricinus mi maximalni aktivitu pravé kolem pH 5. **

100 A

80 4
—— aktivita SGE

—i—zbytkova aktivita SGE po
pouZiti CA-074

D
o
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S
(=]
1

aktivita (%)

20
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Obr. 4.1.1.1.: Zavislost enzymové aktivity SGE na pH. Aktivita byla stanovena se substratem
Z-FR-AMC (modra ktivka) a paraleln¢ se stejnym substratem v ptitomnosti inhibitoru katepsinu B
CA-074 (Cervena kiivka). Stanoveni aktivity v prostfedi o rizném pH je vyjadfeno v procentech
relativnich fluorescen¢nich jednotek normalizovanych na 100% nejvyssi naméfené hodnoty

(osay).
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4.1.1.2. Inhibi¢ni specifita proteolytické aktivity

Inhibi¢ni specifita proteolytické aktivity SGE byla urena méfenim enzymoveé
aktivity se substratem Z-FR-AMC v ptitomnosti selektivnich inhibitora. Aktivita byla
meéfena v prostiedich o tfech riznych hodnotach pH: 3,5; 5,0; 6,5 v 0,1/0,2 M citrat-
fosfatovém pufru. Pti kazdém pH byla méfena aktivita v pfitomnosti inhibitoru
cysteinovych proteas E-64, inhibitoru katepsinu B CA-074 a inhibitoru katepsinu L Z-FF-
DMK. Jako kontrola byly pouzity neinhibované vzorky (obr. 4.1.1.2.).

Vysledek méteni potvrdil maximum enzymové aktivity neinhibované kontroly pti
pH 5,0, jak bylo stanoveno v ptedchéazejicim méteni (kap. 4.1.1.1. str. 42). Z inhibi¢niho
specifity SGE je patrné pfitomnost katepsinu L, ktery ma nejvyssi aktivitu v oblasti
pH 3,5 —4,0 (kap. 4.2.2.1. str. 48), nebot’ pii pH 3,5 byla zjiSténa nejvyssi inhibice
v ptitomnosti Z-FF-DMK.

Enzymova aktivita pti pH 5,0 a 6,5 patii katepsinu B, diky vysoké mife inhibice
v pritomnosti CA-074.

100 -
80 - _
3
= 60 -
£
£ mpH3,5
£ 40 - I ’
mpHS5,0
20 ~ pH 6,5
O 1 T T T 1
kontrola E-64 CA-074 Z-FF-DMK
Inhibitor

Obr. 4.1.1.2.: Inhibi¢ni specifita proteolytické aktivity SGE. Byla méfena se substratem Z-FR-
AMC pti pH 3,5;5;6,5 a v pfitomnosti inhibitoru cysteinovych proteas E-64, inhibitoru katepsinu B
CA-074 a inhibitoru katepsinu L Z-FF-DMK. Jako kontrola bylo pouzito méfeni aktivity bez
pritomnosti inhibitorti. Stanoveni aktivity je vyjadfeno v procentech relativnich fluorescencnich
jednotek normalizovanych na 100% nejvy$s§i naméfené hodnoty (osa y).
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4.1.2. Sliny z kliStéte Ixodes ricinus

4.1.2.1.  Zavislost proteolytické aktivity na pH

Stanoveni proteolytické aktivity ve slinach klistéte bylo provedeno se substratem Z-
FR-AMC. Z divodu nedostatku materialu byla aktivita méfena v 50 mM Na-Acetatovych
pufrech pouze pfi tfech raznych hodnotach pH 3,5; 5,0; 6,0. Byl zaznamenén mirny pokles
aktivity pti pH 6,0 (obr. 4.1.2.1.). Siroky rozsah pH, ve kterém sliny vykazuji
proteolytickou aktivitu s pouzitym substratem, je dan spolupiisobenim katepsinu B a
katepsinu L, jejichZ ptfitomnost byla prokazéana v nésledujicich kapitolach (kap. 4.1.2.2.
str. 44, kap. 4.1.2.3. str.45).
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aktivita (%)
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pH
Obr. 4.1.2.1: Zavislost proteolytické aktivity slin na pH. Aktivita byla méfena se substratem Z-
FR-AMC ptfi vyznatenych hodnotach pH. Aktivita je vyjadiena v procentech relativnich

fluorescen¢nich jednotek normalizovanych na 100% nejvy$s$i naméfené hodnoty (osa y).

4.1.2.2. Inhibi¢ni specifita proteolytické aktivity

Proteolyticka aktivita slin v pfitomnosti inhibitori byla métena se substratem Z-FR-
AMC v prostiedich o pH 3,5; 5,0; 6,0. Jako inhibitory byly pouzity inhibitor cysteinovych
proteas E-64 a inhibitor katepsinu B CA-074. Uplna inhibice proteolytické aktivity pfi
vSech hodnotach pH v ptitomnosti E-64 ukazuje na pfitomnost cysteinovych proteas.
str. 45). Tuto zbytkovou aktivitu lze tedy ptipsat katepsinu L, jehoz proteolyticka aktivita
ma v této oblasti pH svoje maximum (kap. 4.2.2.1. str. 48). Inhibi¢ni specifita proteolytické

aktivity slin klistéte /. ricinus tak ukazuje na ptitomnost katepsinu B a katepsinu L.
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Obr. 4.1.2.2.: Inhibi¢ni specifita proteolytické aktivity slin. Proteolyticka aktivita slin byla
méfena se substratem Z-FR-AMC v prostfedich o vyznaCenych pH v pfitomnosti inhibitoru
cysteinovych proteas E-64 a inhibitoru katepsinu B CA-074. Jako kontrola byl pouZit neinhibovany
vzorek. Aktivita je vyjadiena v procentech relativnich fluorescenénich jednotek normalizovanych
na 100% nejvy$si naméiené hodnoty (osa y).

4.1.2.3. Znaceni katepsinu L aktivitni fluorescen¢ni znackou

Katepsin L pfitomny ve slindch byl znacen aktivitni znaCkou Green-DCG-04 obsahujici
fluorescencni skupinu Bodipy 530/550. Tato znacka se specificky vaze na cysteinové
endoproteasy typu katepsinu L a katepsinu B. V draze 1 je kontrola, kdy bylo aktivni misto
cysteinovych proteas pied znacenim zablokovano inhibitorem cysteinovych proteas E-64.
Nemohlo tak dojit k vazbé aktivitni znacky. V draze 2 je vzorek, ktery byl pfed znacenim
inkubovan s inhibitorem CA-074 pro omezeni interference katepsinu B. Znacen tak byl
pouze katepsin L (obr. 4.1.2.3.).

(kDa) 1 2
45,0 —

Obr. 4.1.2.3.: Znaceni katepsinu L pFritomného ve slinach fluorescen¢ni znackou. Znaceni bylo
provedeno pomoci aktivitni znacky Green-DCG-04 s navazanou fluorescenc¢ni skupinou Bodipy
530/550.

Draha 1: Kontrola preinkubovana s inhibitorem cysteinovych proteas E-64.

Draha 2: Vzorek slin preinkubovany s inhibitorem katepsinu B CA-074 a fluorescen¢ni znackou.
Inhibitor byl pouzit pro omezeni interference katepsinu B.
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4.2. Rekombinantni katepsin L z kliStéte Ixodes ricinus

4.2.1. Izolace z produkéniho systému v kvasince Pichia pastoris

4.2.1.1. Priprava proteinové frakce pomoci gelové chromatografie

Na kolonu Sephadex G25 bylo naneseno ve vod¢ rekonstituované medium z
kvasinky P. pastoris. Kolona byla ekvilibrovdna destilovanou vodou, ktera slouZila 1 jako
eluéni roztok. Po zméteni absorbance pii 280 nm a vodivosti jednotlivych frakci byly
spojeny frakce, které obsahovaly nejvétsi mnozstvi proteinu a zaroven byly uspésné
zbaveny soli (obr. 4.2.1.1.). Frakce 15-20 byly spojeny a nasazeny na kolonu Mono S
(kap. 4.2.1.2.).
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Obr. 4.2.1.1. Priprava proteinové frakce z kultivaéniho media P. pastoris pomoci gelové
chromatografie. Separace probihala na koloné¢ Sephadex G25, ktera byla ekvilibrovana
v destilované vod¢. Obsah proteind v jednotlivych frakcich byl monitorovan méfenim absorbance
pii 280 nm (modra kiivka), obsah soli byl zjistovan méfenim vodivosti jednotlivych frakci
(¢ervena kiivka).

4.2.1.2. Purifikace katepsinu L pomoci iontoméni¢ové chromatografie

Katepsin L byl separovan pomoci iontoméni¢ové chromatografie na koloné¢ Mono S
HR 5/5. Na kolonu byla nanesena proteinova frakce media z P. pastoris obsahujici katepsin
L (kap. 4.2.1.1.). Eluce z kolony probihala rostoucim linedrnim gradientem 1 M NaCl

v Na-Acetatovém pufru pH 4. Pfitomnost proteinti byla detekovdna métenim absorbance
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pi1 280 nm (obr. 4.2.1.2. a). V chromatografickych frakcich byla métena proteolyticka
aktivita pomoci substratu Z-FR-AMC a byla zjisténa v materidlu odpovidajicimu hlavnimu
absorpénimu vrcholu v oblasti frakei o eluénim objemu 35-40 ml. Vzorky vybranych frakei
byly analyzovany pomoci SDS PAGE, kde se potvrdila pfitomnost katepsinu L (s
piibliznou molekulovou hmotnosti 33 kDa) ve frakcich s proteolytickou aktivitou

(obr. 4.2.1.2. b).
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Obr. 4.2.1.2. Separace katepsinu L pomoci iontoménicové chromatografie.

(A) Separace byla provedena na kolon¢ Mono S systému FPLC, na kterou byla aplikovana
proteinova frakce kultivacniho media z P. pastoris. Eluce probihala linearnim gradientem 0-1 M
NaCl v 0,2 M Na-Acetatovém pufru pH 4. Sbirany byly frakce po 2 ml (osa x). Prubéh separace
byl monitorovan méfenim absorbance pii 280 nm (hlavni osa y). Gradient NaCl je vyjadfen v
procentech na vedlej$i ose y, procenta aktivity jsou normalizovana na 100% nejvy$$i naméfené
hodnoty a jsou vynesena na vedlej$i osu .

(B) Analyza vybranych chromatografickych frakci pomoci SDS PAGE: vzorek nanaSeny na kolonu
(medium), frakce nenavazana na kolonu (priraz), chromatografické frakce s vyznacenym elu¢nim
objemem. Proteiny jsou barveny pomoci Coomasie Brilliant Blue R250.
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Frakce s aktivnim materidlem byly spojeny a byl stanoven obsah proteini. Tento udaj
umoznil vypocitat izola¢ni vytézek zhruba 1 mg aktivniho katepsinu L z 1 1 kultiva¢niho

media P. pastoris.

4.2.2. Biochemické vlastnosti rekombinantniho katepsinu L

4.2.2.1. Zavislost proteolytické aktivity na pH

Zavislost proteolytické aktivity rekombinantniho katepsinu L (elu¢ni frakce FPLC,
kap. 4.2.1.2. str. 46) produkovaného v kvasince P. pastoris byla métena v pufrech citrat-
fosfat o pH 2,5-7,8. Stanovovala se mira $tépeni syntetick¢ho fluorogenniho substratu Z-
FR-AMC. V oblasti pH < 3,0 je vidét prudky pokles aktivity. Maximalni aktivita se
nachazela kolem pH 3,5. Nad pH 4 aktivita opét klesa (obr. 4.2.2.1.)
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Obr. 4.2.2.1.: Zavislost proteolytické aktivity katepsinu L na pH. Aktivita byla stanovena se
substratem Z-FR-AMC. Stanoveni aktivity v prostiedi o rizném pH je vyjadfeno v procentech
relativnich fluorescen¢nich jednotek normalizovanych na 100% nejvyssi naméfené hodnoty

(osay).

4.2.2.2. Substratova specifita
Substratova specifita katepsinu L byla testovana pii pH 3,5 s riznymi syntetickymi

fluorogennimi substraty: Z-FR-AMC — substrat specificky pro katepsin L a B, Z-RR-AMC
— specificky substrat pro katepsin B, Bz-FVR-AMC a Boc-QAR-AMC — substraty
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pouzivané pro cysteinové endoproteasy rodiny papainu. Podle o¢ekdvani byl dobie St€pen
substrat Z-FR-AMC, ktery je standardn€ pouZzivan pro stanoveni aktivity katepsinti L.
Zhruba 25 krat niz$i aktivitu vykazoval katepsin L se substratem Bz-FVR-AMC

(obr. 4.2.2.2.). Méfeni potvrzuje preferenci ptitomnosti argininu v pozici P; a hydrofobni

aminokyseliny na pozici P,. **-**

100 -
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Z-FR-AMC Z-RR-AMC Bz-FVR-AMC Boc-QAR-AMC
substrat

Obr. 4.2.2.2.: Substratova specifita katepsinu L. Substratova specifita katepsinu L byla méfena
pti pH 3,5 se ctyfmi substraty: Z-FR-AMC — specificky pro katepsin B a L, Z-RR-AMC -
specificky pro katepsin B, Bz-FVR-AMC a Boc-QAR-AMC - pouzivané pro cysteinové
endopeptidasy rodiny papainu. Stanoveni aktivity je vyjadfeno v procentech relativnich
fluorescen¢nich jednotek normalizovanych na 100% nejvy$§i naméfené hodnoty (osa y).

4.2.2.3. Inhibic¢ni specifita

Inhibi¢ni specifita katepsinu L byla testovana pti pH 3,5 se syntetickym
fluorogennim substratem Z-FR-AMC. Jako kontrola byla pouzita aktivita neinhibovaného
enzymu.

Jako inhibitory byly pouzity Pefabloc (inhibitor serinovych proteas), pepstatin
(inhibitor aspartatovych proteas), EDTA (inhibitor metaloproteas), CA-074 (inhibitor
katepsinu B), E-64 (inhibitor cysteinovych proteas), Z-FF-DMK (inhibitor katepsinu L).
Podle ocekéavani byla enzymova aktivita zcela inhibovana inhibitorem cysteinovych
proteas E-64 a specifickym inhibitorem katepsinu L Z-FF-DMK (obr. 4.2.2.3. str. 50).

Enzym tak ma inhibi¢ni specifitu proteolytické aktivity odpovidajici katepsinu L.
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Obr. 4.2.2.3.: Inhibi¢ni specifita katepsinu L. Pro stanoveni aktivity v pfitomnosti selektivnich
proteasovych inhibitord byl pouzit substrat Z-FR-AMC. M¢feni bylo provadéno pii pH 3,5. Pouzité
inhibitory: Pefabloc — inhibitor serinovych proteas, pepstatin — inhibitor aspartatovych proteas,
EDTA — inhibitor metaloproteas, CA-074 — inhibitor katepsinu B, E-64 — inhibitor cysteinovych
proteas a Z-FF-DMK - inhibitor katepsinu L. Stanoveni aktivity je vyjadieno v procentech
relativnich fluorescenénich jednotek normalizovanych na 100% aktivity neinhibované kontroly

(osay).

4.2.2.4. Znaceni katepsinu L aktivitni fluorescen¢ni znackou

Pro znaceni katepsinu L byla pouzita aktivitni znacka Green-DCG-04 s navdzanou
fluorescencni skupinou Bodipy 530/550. Vzorky byly po oznaeni a provedeni SDS PAGE
vizualizovany na fluorescen¢nim skeneru Typhoon. Draha 1 obsahuje neinhibovany
enzym. V draze 2 byl pouZit inhibitor cysteinovych proteas E-64, v draze 3 inhibitor
katepsinu B CA-074 a v draze 4 inhibitor katepsinu L Z-FF-DMK. Podle pfedpokladu se
znacka navazala pouze na vzorek obsahujici inhibitor katepsinu B a na neinhibovanou
kontrolu, zatimco vzorky s inhibitorem cysteinovych proteas a inhibitorem katepsinu L
byly zablokovany. V drdze 5 je pro srovnani katepsin L exprimovany v Escherichia coli a v
draze 6 byl znacen obsah stievni tkané€ klistéte /. ricinus (obr. 4.2.2.4. str. 51).

Forma produkovana prokaryotnim organismem E. coli ma o 2-3 kDa mensi
molekulovou hmotnost oproti formé produkované v P. pastoris a ptirozenému enzymu.
Tento rozdil 1ze vysvétlit neptitomnosti N-glykosylace na proteinu z E. coli, zplisobené
absenci glykosyla¢niho systému u prokaryot. Zbylé dvé testované formy jsou
pravdépodobné glykosylované, nebot’ sekvence katepsinu L kliStéte /. ricinus obsahuje dva

sekvenéni signaly pro potencialni N-glykosylaci. Timto signalem je sekvence
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Asn-X-Ser/Thr, kde X je libovolna aminokyselina kromé prolinu. 3

25,0 —

Obr. 4.2.2.4. Znaceni katepsinu L fluorescencni znackou. Pro znaceni byla pouzita aktivitni
znacka Green-DCG-04. Znaceni bylo blokovano v pfitomnosti inhibitori CA-074 (inhibitor
katepsinu B), Z-FF-DMK (inhibitor katepsinu L) a E64 (inhibitor cysteinovych proteas).
Draha: Mr - relativni molekulova hmotnost v kDa

V drahach 1-4 byl pouzit katepsin L exprimovany v P. pastoris

1 - kontrola - znac¢eny enzym bez pouziti inhibitoru

2 - inhibice pomoci E64

3 - inhibice pomoci CA-074

4 - inhibice pomoci Z-FF-DMK

5 - katepsin L exprimovany v E. coli (oznacen Sipkou)

6 - znacCeni homogenatu sttevni tkané klistéte /. ricinus (oznaceno Sipkou)

4.2.2.5. Degradace proteinovych substrati

4.2.2.5.1. Casova zavislost degradace proteinovych substrati

Jako proteinové substraty uréené k monitorovani ¢asové zavislosti degradace
katepsinem L byly pouzity HSA a Hb. Reakce probihala pti pH 3,5. Reak¢éni smés byla
inkubovana pii1 37°C a vzorky byly odebirdny v danych ¢asovych intervalech. Jako
kontrola byl pouZit vzorek bez ptfidaného enzymu a vzorek s enzymem inhibovanym
inhibitorem cysteinovych proteas E-64. Ob¢ kontroly byly inkubovany 360 min pi1 37°C.
Vzorky byly analyzovany pomoci SDS-PAGE a obarveny pomoci Coomasie Brilliant Blue
R250. *!

V obou ptipadech dochazi s postupujicim casem k degradaci pocate¢niho substratu
50 kDa HSA (obr. 4.2.2.5.1. a str. 52) a 16 kDa Hb (obr. 4.2.2.5.1. b str. 52). Zaroven s
degradaci proteinovych substratii dochdzi k tvorbé fragmentii o niz§ich molekulovych
hmotnostech. V ¢asovém rozvoji je vidét postupna degradace vétSich fragmentt a

akumulace menSich fragmenti.
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A B

Mr Lkontrola o 60 180  (min) Mr .
(kDay) (kDa) kontrola + E-64 0 20 60 180 360 (vain)
116— 18.4—
66,2 —
———
15— D — 14,4 [ pr—
35—
25—
18,4—

Obr. 4.2.2.5.1.: Casova zavislost degradace HSA a hovéziho hemoglobinu. Katepsin L byl
vpufru o pH 3,5 inkubovan s HSA (A) nebo Hb (B) jako substratem. V danych c¢asovych
intervalech byly odebirany alikvoty, které byly nasledné analyzovany pomoci SDS-PAGE. Jako
kontrola byly pouzity vzorky neobsahujici enzym a obsahujici enzym inhibovany inhibitorem
cysteinovych proteas E-64.

4.2.2.5.2. Zavislost degradace proteinovych substrati na pH

Enzym byl se substratem inkubovan pii daném pH pii 37°C. Ve dvou Casovych

intervalech byl odebran vzorek a reakce byla zastavena ptidanim vzorkového pufru.

A

Mr (kDa) kontrola 2,5 35 45 55 65 7,5(25 35 45 55 65 7.5 pH

- — -
662 —> " ----q R

30 min 1830 min

45,0 —>

35,0 —

B .
30 min 150 min
Mr (kDa) kontrola 2.5 35 4.5 5,5 6.5 7.5 2,5 35 4.5 5,5 6.5 7.5 pH

17.0 —>

P N

6,5 —>

5s—2

inkubovan s enzymem pii 37°C v prostiedich o riznych pH a ve dvou ¢asovych intervalech byl
odebran vzorek.

A: Degradace HSA katepsinem L. Vzorky byly analyzovany pomoci SDS PAGE. Je vidét vyrazné
Stépeni substratu pti pH 3,5 a pii pH 4,5.

B: Degradace Hb katepsinem L. Vzorky byly analyzovany pomoci Tricinové elektroforézy.
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Reakéni smés byla analyzovana pomoci SDS PAGE v ptipadé HSA resp. pomoci
Trycinové elektroforézy na polyakrylamidovém gelu v prosttedi SDS v ptipadé
hemoglobinu. U obou substrati je jiz po 30 min patrna nejvyssi degradace piipH 3,5 au
hemoglobinu je pomérné vyrazna degradace substratu i pii pH 4,5 (obr. 4.2.2.5.2 str. 52).
Po 180 min se projevilo stépeni HSA enzymem pti pH 4,5, u hemoglobinu byla po

180 min patrnad mirna degradace i v pH 5,5.

4.2.3. Urceni N-koncové aminokyselinové sekvence katepsinu L

Sekvenovani aminokyselin N-koncové ¢asti katepsinu L provedl Ing. Z. Voburka
(UOCHB AV CR). Sekvenovan byl aktivni katepsin L izolovany z produkéniho systému P
pastoris. Pi aktivaci doSlo k autokatalytickému odStépeni 102 aminokyselin dlouhého

propeptidu z molekuly zymogenu. Pti odstranéni propeptidu dochazi ke Stépeni peptidové

119

vazby mezi aminokyselinami Ser''® - Leu''? (obr. 4.2.3.). V analogické poloze se nachazi i

vazba §t&pena pii aktivaci sav&ich katepsing.

VSYQEVLGAEWSAFKAKHGKSYVSETEEVFRLKIYMENRHKIAKHNEKYARGEVPYSMAMNEFGDM
LHHEFVSTRNGFKRNYKDQPREGSTYLEPENIEDFSLPKTVDWRTKGAVTPVKNQGQCGSCWAFSA
TGSLEGQHFRKSGSMVSLSEQNLVGCSTDEGNNGCEGGLMDDAFKYIRANKGIDTEKSYPYNGTDG
TCHFKKSTVGATDSGFVDIKEGSETQLKKAVATVGPISVAIDASHESFQFYSDGVYDEPECDSESL
DHGVLVVGYGTLNGTDYWEVKNSWGTTWGDEGY IRMSRNKKNQCGIASSASIPLV

Obr. 4.2.3.: Urceni N-koncové sekvence aminokyselin katepsinu L.

Aktivni enzym produkovany v P. pastoris byl po izolaci sekvenovan a byla urcena N-koncova
sekvence aminokyselin (podtrzena). Sekvence tzv. aktivacniho peptidu (propeptidu) byla
z exprimované molekuly zymogenu autokatalyticky odstranéna (kurziva tucng).
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5. Diskuse

Ukolem bakalatské prace bylo analyzovat proteolytickou aktivitu extraktu ze
slinnych 714z (SGE) a slin klistéte 1. ricinus. Dal§im cilem bylo ziskani rekombinantniho
katepsinu L z kultivaéniho media kvasinky Pichia pastoris v Cisté formée a jeho
biochemicka charakterizace.

Pti testovani proteolytické aktivity SGE byla pi1 pouziti substratu specifického pro
katepsin L a katepsin B zjiSténa nejvyssi aktivita pti pH 5,0. Toto maximum se pfi aplikaci
specifického inhibitoru katepsinu L posouva do oblasti pH 3,5 a aktivita pti pH > 5,0 klesa.
Testovanim inhibi¢ni specifity proteolytické aktivity SGE se prokazalo ptisobeni katepsinu
L v oblasti kolem pH 3,5 a plisobeni katepsinu B v oblasti kolem pH 5,0.

Analyzou proteolytické aktivity slin byla opét prokazana ptitomnost katepsinu L a
katepsinu B. Tyto katepsinové proteasy jsou tedy exprimovany v buiikach slinnych 714z a
poté dochazi k jejich sekreci do slin klistéte, kde se mohou uplatnit pti fadé biochemickych
pochodu diilezitych pii interakci klistéte s hostitelem.

Nalezeni cysteinovych proteas typu katepsinu L a katepsinu B ve slinach klistéte /.
ricinus tak rozsifuje znalosti o proteolytickych systémech ptitomnych ve slinach krev

28-30

sajicich paraziti. Zde byly dosud pozorovany zejména metaloproteasy a dale

inhibitory serinovych a cysteinovych proteas, které ptisobi jako biologicky aktivni latky

s v v s r . oy N1 L 10, 12-15,20,21,64
regulujici napt. koagulaéni kaskadu a imunitni a zanétlivé procesy. '* #2202

V piipade
katepsint L a B se tedy jedné o prvni nalez proteas tohoto typu ve slinach klist’at. Jejich
piesnou funkci nicméné zbyva objasnit.

Dalsim cilem byla izolace a biochemicka charakterizace rekombinantniho katepsinu
L. Aminokyselinové sekvence prokatepsinu L byla ur¢ena z cDNA knihovny stfevni tkané
klistéte 1. ricinus, kde je tento enzym exprimovan. °' Vyznam enzymu spo&ivé v jeho

v R T S v ; ros Mo x 1,32
GiGasti pii travici proteolyse ve stievni tkani klistéte. *'

V rédmci spoluprace s
Parazitologickym tistavem AV CR (Dr. P. Kopacek) byla ziskana kultiva¢ni media
expresniho systému v kvasince P. pastoris obsahujici produkovany rekombinantni katepsin
L z I ricinus.

Enzym byl z kultiva¢niho media ziskdn pomoci kombinace gelové a iontoméni¢ové

chromatografie. Pro uspé$nou izolaci bylo kli¢ovym krokem reverzibilni zablokovani

izolovan¢ proteasy inhibitorem S-methylmethanthiosulfonatem, ktery enzym béhem
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chromatografickych postupti stabilizoval a i¢inné zabranil jeho autodegradaci. Uspé&snost
izolace katepsinu L byla potvrzena ur¢enim jeho N-koncové aminokyselinové sekvence.
K odstépeni propeptidu doslo v analogické poloze jako u sav€ich homologt. Potvrdila se
tak 1 GspéSnost aktivace proenzymu, ktera je podobnd procesu in vivo. Lze prepokladat, ze
tato aktivace probihd autoaktivaénim mechanismem v kyselém pH, ktery je zndm i u
katepsinli L z jinych organismd.

Purifikovany enzym byl biochemicky charakterizovan. Jeho optimalni aktivita je
pii pH 3,5. Toto pH optimum bylo nalezeno 1 pro stejny katepsin L exprimovany v E. coli
a pro katepsin L pirozend se vyskytujici ve stievni tkani I. ricinus. **>® Toto vyrazné
kyselé pH optimum je specifické pro katepsin L klistéte 1. ricinus. Obvyklé hodnoty pH
optima pro proteasy typu katepsinu L (napf. u savci) se vétSinou pohybuji v rozmezi pH
5,0-5,5. %" Fyziologicky vyznam extrémné nizkého pH optima u katepsinu L z kli§téte neni
znam, ale mize souviset s lokalizaci v kyselych travicich organelach bun¢k sttevni tkdné
klistéte, jejichz funkce mize byt regulovana pomoci pH.

Testovana byla inhibi¢ni a substratova specifita katepsinu L. Jako specificky
inhibitor katepsinu L funguje Z-FF-DMK. Aktivita katepsinu L je zcela blokovana
skupinovym inhibitorem cysteinovych proteas E-64. Pti analyze substratové specifity se
jako vhodny substrat ukazal Z-FR-AMC. Opét se jedna o analogii se sav€imi katepsiny L.

Protoze fyziologickou funkci katepsinu L ve stfevni tkani kliStéte je traveni
proteinil, byla zji§tovana schopnost degradace proteinovych substrati HSA a
hemoglobinu. Nejprve byl zjistovan ¢asovy profil degradace, kdy s postupujicim ¢asem
vznikaly zdkladni degradac¢ni produkty o nizSich molekulovych hmotnostech, které byly
dale degradovany. pH optimum tohoto procesu bylo nalezeno pii pH 3,5, tedy stejné, jaké
bylo nalezeno pii méteni aktivity se syntetickym fluorogennim substratem. Hemoglobin
byl navic efektivné degradovan 1 pii pH 4,5. Podatilo se potvrdit pfedchozi predpoklad, ze
katepsin L je schopen jako endoproteasa zahdjit degradaci proteinovych substratii a
efektivng je $t&pit na malé fragmenty. ** Pravd&podobné se tedy podili na Gvodni
fragmentaci proteint pii traveni ve stteve klistéte.

Biochemicka charakterizace katepsinu L dale obsahovala testovani schopnosti
proteomické aktivitni znacky Green-DCG-04 vazat se do aktivniho mista katepsinu L. Byla
zjisténa efektivni interakce této aktivitni znacky, ktera byla specificky blokovana

inhibitorem cysteinovych proteas E-64 a inhibitorem katepsinu L Z-FF-DMK. Tohoto
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proteomického nastroje bylo vyuZzito pro identifikaci katepsinu L ve slinach klistéte jako
dalsi diikaz jeho pfitomnosti.

Molekula katepsinu L z kliStéte /. ricinus obsahuje dva sekvencni signaly pro
N-glykosylaci. Rekombinantni protein exprimovany eukaryotnim organismem P. pastoris
vykazoval analogické biochemické vlastnosti jako forma tohoto enzymu exprimovana v E.
coli, a tedy postradajici glykosylaci. °® P¥itomnost glykosylace tak samotnou
proteolytickou aktivitu katepsinu L vyznamné neovliviiuje a sacharidové ¢asti proteinu
maji pravdépodobné jinou tlohu, jiz miZze byt naptiklad spravné smérovani enzymu pii

vezikularnim transportu. %6

56



6. Zavér

Préace se zabyvala analyzou proteolytické aktivity extraktu ze slinnych zlaz a slin
klistéte Ixodes ricinus se zietelem na katepsin L. Tento enzym byl zaroven studovan jako

rekombinantni protein produkovany v expresnim systému Pichia pastoris.

Pti praci s biologickym materialem z klistéte byly dosazeny nasledujici vysledky:

-V extraktu ze slinnych Zlaz (SGE) byla prokazana proteolyticka aktivita
hydrolyzujici substrat Z-FR-AMC. Testovani specifickych inhibitort prokazalo,
7e na této proteolyticke aktivité se podili katepsin L a katepsin B.

- Hlavni proteolyticka aktivita SGE pro substrat Z-FR-AMC je v oblasti pH 3-6.
Katepsin L vykazuje optimalni aktivitu pti pH 3,5 po eliminaci aktivity
katepsinu B specifickym inhibitorem CA-074.

- Analyza proteolytické aktivity ve slinach kliStéte pro substrat Z-FR-AMC
prokazala, ze obsahuji katepsin L a B, z ¢ehoz byl u¢inén zavér, ze tyto enzymy
jsou produkovany v SGE a nasledn¢ sekretovany do slin. Lze tedy
predpokladat, ze ob¢ proteasy se mohou uplatnit pii interakci klistéte a
hostitele.

- Identifikace katepsinu L a B ve slinach byla provedena pomoci nasledujicich
pristupti: a) Ur€eni inhibi¢ni specifity pomoci specifickych inhibitora. b)
Meéieni pH zévislosti proteolytické aktivity. c) Znaceni katepsinu L pomoci
proteomické fluorescencni znacky Green-DCG-04, ktera se vaze do aktivniho

mista proteasy a umoziuje vizualizaci na SDS PAGE.

Pti praci s rekombinantnim katepsinem L exprimovanym v kvasince P. pastoris byly
dosaZeny nasledujici vysledky:
- Byl vypracovan dvoustupiiovy chromatograficky protokol pro izolaci katepsinu
L z kultiva¢niho media P. pastoris umoziujici ziskat Cisty enzym ve vytézku
zhruba 1 mg na 1 | media.
- Izolovany katepsin L byl charakterizovan pomoci N-koncového proteinového
sekvenovani a pomoci zna€eni aktivniho mista proteomickou fluorescenéni

znackou Green-DCG-04.
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Analyza substratové specifity katepsinu L pomoci sady fluorogennich
peptidovych substratt prokazalo Z-FR-AMC jako vhodny substrat. S timto
substratem bylo zméteno pH optimum = 3,5.

Testovani inhibicni specifity katepsinu L pomoci selektivnich proteasovych
inhibitorii ukdzalo Z-FF-DMK jako G€¢inny inhibitor.

Byla prokédzéana schopnost katepsinu L degradovat proteinové substraty HSA

(pti pH 3,5) a hemoglobin (pfi pH 3,5-4,5).

58



Seznam pouZité literatury

! Volf, P.; Horék, P. Paraziti a jejich biologie; Triton: Praha, 2007.

? http://www.bio.usyd.edu.au/Social InsectsLab/Nate/images/4/tick.jpg (10. 2. 2010).

3 Jongejan, F.; Uilenberg, G. The global importance of ticks. Parasitology 2004, 129, 3-14.
* http:/kliste.cz/clanek/27/zivotni_cyklus_klistat (15. 12. 2009).

5 Sonenshine, D. E.; Hynes, W. L.; Ceraul, S. M.; Mitchell, R. Host blood proteines and
peptides in the midgut of the tick Dermacentor Variabilis contribute to bacterial control.
Exp. Appl. Acarol. 2005, 36, 207-223.

% Stafford, K. B. Tick Management Handbook; The Connecticut Agricultural Experiment
Station: New Haven, 2007.

7 Valenzuela, J. G. Exploring tick saliva: from biochemistry to ‘sialomes’ and functional
genomics. Parasitology 2004, 129, 83-94.

8 Hoftejsi, V.; Bartankova, J. Zdklady imunologie; Triton: Praha, 2005.

? Paesen, G. C.; Adams, P. L.; Nuttal, P. A.; Stuart, D. L. Tick histamine-binding proteins:
lipocalins with a second binding cavity. Acta Biochim. Biophys. 2000, 1482, 92—101.

1% Andersen, J. F. Structure and mechanism in salivary proteins from blood-feeding
arthropods. Toxicon 2009, 1-10.

"'Nuttal, P. A. Tick—host interactions: saliva-activated transmission. Parasitology 2004,
129, 177-189.

12 Lawrie, Ch. H. Ixodes Ticks: Serum Species Sensitivity of Anticomplement Activity.
Exp. Parasitol. 1999, 93, 207-214.

13 Lawrie, Ch. R. Investigation of the mechanisms of anti-complement activity in Ixodes
ricinus ticks. Mol. Immunol. 2005, 42, 31-38.

4 Wang, H. Immunoglobulin-binding proteins in ticks: new target for vaccine
development against a blood-feeding parasite. Cell. Mol. Life Sci. 1999, 56, 286-295.

15 Hajnicka, V.; Kocékova, P.; Slavikova, M.; Slovak, M. Anti-interleukin-8 activity of tick
salivary gland extracts. Parasite Immunol. 2001, 23, 483—489.

16 Gillespie, R. D.; Dolan, M. C.; Piesman, J.; Titus, R. G. Identification of an IL-2
Binding Protein in the Saliva of the Lyme Disease Vector Tick, Ixodes scapularis. J.
Immunol. 2001, 166, 4319-4327.

17 Ribeiro, J. M. C.; Makoul; Robinson, D. R. Ixodes dammini: Evidence for Salivary
Prostacyclin Secretion. J. Parasitol. 1988, 74 (6), 1068—1069.

18 Mans, B. J.; Coetzee, J.; Louw, A. 1.; Gaspar, A. R. M.; Neitz, A. W. H. Disaggregation
of aggregated platelets by apyrase from the tick, Ornithodoros savignyi (Acari: Argasidae).
Exp. Appl. Acarol. 2000, 24, 271-282.

¥ Stutzer, Ch.; Mans, B. J .; Neitz, A. W. H.; Maritz-Olivier, Ch. Ornithodoros savignyi:
Soft tick apyrase belongs to the 5'-nucleotidase family. Exp. Parasitol. 2009, 122, 318—
327.

2" Andrade, B. B.; Teixeira, C. R.; Barral, A.; Barral-Netto, M. Haematophagous arthropod
saliva and host defense system: a tale of tear and blood. An. Acad. Bras. Cienc. 2005, 77
(4), 665-693.

21 Corral-Rodr1’guez, M. A.; Macedo-Ribeiro, S.; Pereira, P. J. B.; Fuentes-Prior, P. Tick-
derived Kunitz-type inhibitors as antthemostatic factors. Insect Biochem. Mol. Biol. 2009,
39, 579-595.

22 Piesman, J.; Gern, L. Lyme borreliosis in Europe and North America. Parasitology
2004, 129, 191-220.

23 Nadelman, R. B.; Wormser, G. P. Lyme borreliosis. Lancet 1998, 352, 557-565.

59



* Bednaf, M.; Fratikové, V.; Schindler, J.; Soucek, A.; Vavra, J. Lékaiskd mikrobiologie;
Marvil: Praha, 1999.

2> http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/ency/imagepages/1027.htm (27. 12. 2009).

26 Labuda, M.; Nuttall, P. A. Tick-borne viruses. Parasitology 2004, 129, 221-245.

27 Dumpis, U.; Crook, D.; Oksi, J. Tick-Borne Encephalitis. Clin. Infect. Dis. 1999, 28,
882-890.

28 Valenzuela, J. G.; Francischetti, I. M. B.; Pham, V. M.; Garfield, M. K.; Mather, T. N.;
Ribeiro, J. M. C. Exploring the sialome of the tick Ixodes scapularis. J. Exp. Biol. 2002,
205, 2843-2864.

29 Francischetti, [. M. B.; Mather, T. N.; Ribeiro, J. M. C. Cloning of a salivary gland
metalloprotease and characterization of gelatinase and fibrin(ogen)lytic activities in the
saliva of the Lyme disease tick vector Ixodes scapularis. Biochem. Biophys. Res. Commun.
2003, 305, 869-875.

3 Bastiani, M.; Hillebrand, S.; Horn, F.; Kist, T. B. L.; Guimaraes, J. A.; Termignoni, C.
Cattle tick Boophilus microplus salivary gland contains a thiolactivated
metalloendopeptidase displaying kininase activity. Insect Biochem. Mol. Biol. 2002, 32,
1439-1446.

31 Sojka, D.; Franta, Z.; Horn, M.; Hajdusek, O.; Caffrey, C. R.; Mares, M.; Kopacek, P.
Profiling of proteolytic enzymes in the gut of the tick Ixodes ricinus reveals an
evolutionarily conserved network of aspartic and cysteine peptidases. Parasit. Vectors
2008, 7, 7.

32 Horn, M.; Nussbaumerova, M.; Sanda, M.; Kovafova, Z.; Srba, J.; Franta, Z.; Sojka, D.;
Bogyo, M.; Caffrey, C. R.; Kopacek, P.; Mare§, M. Hemoglobin digestion in blood-feeding
ticks: Mapping a multipeptidase pathway by functional proteomics. Chem. Biol. 2009, 16
(10), 1053—-1063.

33 Miyoshi, T.; Tsuji, N.; Islam, M. K.; Alim, M. A.; Hatta, T.; Huang, X.; Fujisaki, K. A
set of serine proteinase paralogs are required for blood-digestion in the ixodid tick
Haemaphysalis longicornis. Parasitol. Int. 2008, 57, 499-505.

3% Karlson, P. Zaklady biochemie; Academia: Praha, 1971

33 Vodrazka, Z. Biochemie; Academia: Praha, 2007.

3¢ Turk, V.; Turk, B. Lysosomal cysteine proteases and their protein inhibitors: Recent
developments. Acta Chim. Slov. 2008, 55, 727-738.

37 Kirschke, H.; Barrett, A. J.; Rawlings, N. D. Lysosomal cysteine proteinases, 2nd ed.;
Oxford University Press: New York, 1998.

3% Chapman, H. A.; Riese, R. J.; Shi, G. P. Emerging roles for cysteine proteases in human
biology. Annu. Rev. Physiol. 1997, 59, 63—68.

3% Beveridge, A. J. A theoretical study of the active sites of papain and S195C rat trypsin:
Implications for the low reactivity of mutant serine proteinases. Protein Sci. 1996, 5,
1355-1365.

0 Sajid, M.; McKerrow, J. H. Cysteine proteases of parasitic organisms. Mol. Biochem.
Parasitol. 2002, 120, 1-21.

4 Ménard, R.; Carriere, J.; Laflamme, P.; Plouffe, C.; Khouri, H. E.; Vernet, T.; Tessier,
D. C.; Thomas, D. Y.; Storer, A. C. Contribution of the Glutamine 19 Side chain to
transition-state stabilization in the oxyanion hole of papain. Biochemistry 1991, 30, 8924—
8928.

42 Turk, D.; Janjic, V.; Stern, I.; Podobnik, M.; Lamba, D.; Dahl, S. W.; Lauritzen, C.;
Pedersen, J.; Turk, V.; Turk, B. Structure of human dipeptidil peptidase I (cathepsin C):
exclusion domain addend to an endopeptidase framework creates the machine for
activation od granular serine proteases. EMBO J. 2001, 20 (23), 6570-6582.

60



43 Coulombe, R.; Grochulski, P.; Sivaraman, J.; Ménard, R.; Mort, J. S.; Cygler, M.
Structure of human procathepsin L reveals the molecular basis of inhibition by the
prosegment. EMBO J. 1996, 15 (20), 5492-5503.

A Tao, K.; Stearns, N. A.; Dong, J.; Wu, Q.; Sahagian, G. G. The proregion of cathepsin L
is required for proper folding, stability, and ER exit. Arch. Biochem. Biophys. 1994, 311
(1), 19-27.

45 Carmona, E.; Dufour, E.; Plouffe, C.; Takebe, S.; Mason, P.; Mort, J. S.; Ménard, R.
Potency and selectivity of the cathepsin L propeptide as an inhibitor of cysteine proteases.
Bichemistry 1996, 35, 8149-8157.

46 Cygler, M.; Sivaraman, J.; Grochulski, P.; Coulombe, R.; Storer, A. C.; Mort, J. S.
Structure of rat procathepsin B: model for inhibition of cysteine protease activity by the
proregion. Structure 1996, 4, 405-416.

*7 Otto, H. H.; Schirmeister, T. Cysteine proteases and their inhibitors. Chem. Rev. 1997,
97, 133-171.

48 Yamamoto, A.; Tomoo, K.; Hara, T.; Murata, M.; Kitamura, K.; Ishida, T. Substrate
specificity of bovine cathepsin B and its inhibition by CA074, based on crystal structure
refinement of the complex. J. Biochem. 2000, 127, 635-643.

4 Bohley, P.; Kirschke, H.; Langner, J.; Ansorge, S.; Wiederanders, B.; Hanson, H.
Intracellular protein breakdown. Tissue Proteinases; North-Holland: Amserdam, 1971; pp
187-219. cit. dle citace >’

50 Yagel, S.; Warner, A. H.; Nellans, H. N.; Lala, P. K.; Waghorne, C.; Denhardt, D. T.
Suppression by Cathepsin L Inhibitors of the invasion of amnion membranes by murine
cancer cells. Cancer Res. 1989, 49, 3553-3557.

! Kakegawa, H.; Nikawa, T.; Tagami, K.; Kamioka, H.; Sumitani, K.; Kawata, T.;
Drobni¢-Kosorok, M.; Lenarci¢, B.; Turk, V.; Katunuma, N. Participation of cathepsin L
on bone resorption. FEBS Lett. 1993, 321, 247-250.

52 Nakagawa, T.; Roth, W.; Wong, P.; Nelson, A.; Farr, A.; Deussing, J.; Villadangos, J.
A.; Ploegh, H.; Peters, C.; Rudensky, A. Y. Cathepsin L: Critical role in Ii degradation and
CD4 T Cell selection in the thymus. Science 1998, 280 (5362), 450-453.

53 Fujishima, A.; Imai, Y.; Nomura, T.; Fujisawa, Y.; Yamamoto, Y.; Sugawara, T. The
crystal structure of human cathepsin L complexed with E-64. FEBS Lett. 1997, 407 (1),
47-50.

% Karrer, K. M.; Peiffer, S. L.; DiTomas, M. Two distinct gene subfamilies within the
family of cysteine protease genes. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 1993, 90, 3063—-3067.

> Ishidoh, K.; Kominami, E. Processing and activation of lysosomal proteinases. Biol.
Chem. 2002, 383 (12), 1827-1831.

°6 Braulke, T.; Bonifacino, J. S. Sorting of lysosomal proteins. Biochim. Biophys. Acta
2009, /793, 605-614.

°7 Kirschke, H.; Wiederanders, B.; Ansorge, S.; Bohley, P. Cathepsin L: A new proteinase
from rat-liver lysosomes. Eur. J. Biochem. 1977, 74 (2), 293-301.

>¥ Srba, J. Rekombinantni cysteinové peptidasy klistat. Diplomova prace, Univerzita
Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta, 2009.

> http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html (3.5.2010)

0 T aemmli, U. K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature 1970, 227, 680-685.

%! Blakesley, R. W.; Boezi, J. A. A new staining technique for proteins in polyacrylamide
gels using Coomassie brilliant blue G250. Anal. Biochem. 1977, 82 (8), 580-582.

62 Schigger, H. Tricine-SDS-PAGE. Nature Protocols 2006, 1, 16-22.

61



% Fonovic, M.; Bogyo, M. Activity-based probes as a tool for functional proteomic
analysis of proteases. Expert Rev. Proteomics 2008, 5, 721-730.

64 Leboulle, G.; Rochez, C.; Louahed, J.; Rutti, B.; Brossard, M.; Bollen, A.; Godfroid, E.
Isolation of Ixodes ricinus salivary gland mRNA encoding factors induced during blood
feeding. Am. J. Trop. Med. Hyg. 2002, 66 (3), 225-233.

63 Chowdhury, S. F.; Joseph, L.; Kumar, S.; Tulsidas, T. R.; Bhat, S.; Ziomek, E.; Menard,
R.; Sivaraman, J.; Purisima, E. O. Exploring inhibitor binding at the S” subsites of
cathepsin L. J. Med. Chem. 2008, 51, 1361-1368.

66 Yamaji, K.; Tsuji, N.; Miyoshi, T.; Khyrul Islam, M.; Hatta, T.; Abdul Alim, M.;
Anisuzzaman; Takenaka, A.; Fujisaki, K. Hemoglobinase activity of a cysteine protease
from the ixodid tick Haemaphysalis longicornis. Parasitol. Int. 2009, 58, 232-237.

Svoluji k zaptij€eni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadn¢ vedena evidence
vypujcovatela.

62



Jméno a piijmeni
s adresou:

Cislo OP:

Datum vyptjceni:

Poznamka:

63




