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Abstrakt

Klistata jsou vyznamnymi parazity a vektory patogenii. Na tzemi Ceské republiky je kli§te
obecné (Ixodes ricinus) nejrozsifenéj$im druhem, ktery pfenasi lymskou borelidzu a
klistovou encefalitidu. Proteasy klistat jsou potencialni molekularni cile pro vyvoj novych
vakcin proti témto parazitim. Tato prace se zaméfuje na biochemickou analyzu
prolylendopeptidasy z  klistéte obecného, ktera dosud nebyla studovana.
Prolylendopeptidasa byla detekovana v extraktu ze stievni tkané klistéte pomoci jednak
méfeni enzymové aktivity a dale vizualizaci na elektroforéze SDS-PAGE metodou
fluorescen¢niho afinitniho znaceni. Prolylendopeptidasa se pravdépodobné tcastni procesu
proteolytického traveni krevnich proteintl, protoze jeji specifickd aktivita byla nejvyssi ve
sttevni tkéni a tato aktivita vzrustala v pribéhu procesu sani a zpracovani potravy.
Biochemicka analyza ukazala, Ze enzymova aktivita prolylendopeptidasy je (1) zavisla na
volném cysteinovém zbytku v blizkosti aktivniho mista, (2) optimalni v oblasti pH 8-9,
(3) selektivné inhibovana peptidovymi inhibitory Z-Ala-Pro-CMK a Z-Pro-Pro-CHO.

Kli¢ovéa slova: prolylendopeptidasa, proteolyza, enzymova aktivita, substratova specifita,

kliste



Abstract

The ticks are important blood-feeding parasites and vectors of pathogens. The hard tick
Ixodes ricinus is the most common species in the Czech Republic that transmits Lyme
disease and tick-borne encephalitis. Proteases of the ticks are potential drug targets for the
development of new vaccines against these parasites. This work is focused on biochemical
analysis of a prolyl endopeptidase from I. ricinus, which has not been studied so far. The
prolyl endopeptidase was identified in the extract from the tick gut tissue by the
measurement of enzyme activity and by visualization on SDS-PAGE after labelling with
activity-based probe. The tick prolyl endopeptidase is probably involved in the proteolytic
digestion of host blood proteins based on the highest specific activity found in the gut
tissue and its upregulation during the blood-feeding period. Biochemical analysis showed
that the enzymatic activity of prolyl endopeptidase is (1) dependent on a free cysteine
residue in a close proximity of the active site, (2) optimal at a pH range between 8 and 9,
and (3) selectively inhibited by peptide inhibitors Z-Ala-Pro-CMK and Z-Pro-Pro-CHO.

Key words: prolyl endopeptidase, proteolysis, enzyme activity, substrate specificity, tick

(In Czech)



Obsah

Seznam pouzZityCh ZKIateK ...........ceviiiiiiiiiii i 4
ADSTIAKL. ... 6
AADSITACT ... 7
OBSAN ... 8
1. LAterQrmi VO ........oooiiiiiiiiic s 10
L1 Parazitl ..o 10
1.1.1. Krev SaJiCT CleNOVCT..eiuiiiiiiiieitiesiie et 10

1.2. KIiStata (IXOUIA)........ccuiiieiiecic ettt 11
1.2.1. KIiste obecné (IXOUES FICINUS)......oiviiiiriiriieieieriesie et 11

1.2.2. Morfologie klistéte ObecnEho..........coeivviiiiiiiii e 11

1.2.3. Saci Gstroji klistéte obecn€ho...........ccccveviiiiiiiiii 12

1.2.4. Zivotni cyklus KIi§téte 0beCnChO.........cvvvvieerreerieeeseieeesseeiese e, 13

1.3, Traveni KHSEELe. .........ccocvoiiiiiiiiie e 14
1.3.1. Travici trakt KIHSELE ....covvvieiieiiiesiee e 14

1.3.2. FyZiologie trAVENI....cceiiiieiii it 14

1.3.3. Traveni krevnich proteinli...........ccoceeiiiiiiiiiiiiiii 16

1.3.4. Zpracovani ReMU.........cccoeviiiiiiiiiii 16

1.4. Interakce kliStéte s NOSHITEIEM .........ccoiiiiiii 17
1.4.1. Vyhledani hOSHItEIE .......ccviiiiiiiiieieeee e 17

1.4.2. Regulace sraZeni krve hostitele ..........cociiiiiiiiiiiiiii 18

1.4.3. Regulace imunitniho systému hostitele ............cccoceiiiiiiiiii, 19

1.5. Klisté jako vektor vyznamnych patogent ................coooevviiiiiinicniciisceens 19
1.5.1. Lymska boreliOza........c.cccoviiiiiiiiiiiiiie e 19

1.5.2. Klistova encefalitida..........c..cooeoiiiiiiiiiic s 21

B o 0] =T 1 R TROURPOPRTPI 21
1.6.1. KIASITIKACE PrOTEAS ... .c.eiuieiieiiieiieste st 22

1.6.2. SEriNOVE PIOLEASY ....civvevirireiiieiisirestieiees ettt et e et sneenne e 23

1.6.3. Prolylendopeptidasa...........ccceeiieiiiiiiiiii e 24

2. CHEPIACE. ...t 25
3. Materidl @ MetOd ............cccoeiiiiiiieiiie e 26



DL IMLALETHAL. ... ettt e et e ——————— 26

3.1.1. Biologicky material ...........ccociriiiiiiiiiiiiic 26

312, ChemiIKALIC .....iviieiiiieiiee e 26

3.2. PFIStroje a VYDAV ..........cccoviiiiiiiiiii s 26
TR T 1Y/ =1 (o o | SRS 27
3.3.1. Piiprava extraktu ze sttevni tkang klistéte obecného...........ccoceeviiriirnnne 27

3.3.2. Stanoveni koncentrace bilKOVIN..........cceiiiiiiiiiiiiieieccee e 27

3.3.3. Kinetické stanoveni enzymove aktivity........coeeviiieiiieniiienniie e 28

3.3.4. Fluorescenéni znaceni afinitni znackou..........cccevvueeiiiiiiciiiiiicnie e 29

A, VYSIEAKY ..o 31
4.1. Detekce aktivity PEP ve stievu kliStéte obecného ..., 31
4.2. Inhibi¢ni specifita PEP z kliStéte obecného ...................ccccviiiiiiiniiiiie e, 31
4.2.1. Vliv skupinové selektivnich inhibitorti proteas na aktivitu PEP.................. 31

4.2.2. Vliv inhibitort serinovych proteas na aktivitu PEP ............ccccccooiiiiinnnn 33

4.2.3. VIiv rtutnatych kationtd na aktivitu PEP ... 35

4.3. Zavislost aktivity PEP na pH ... 37
4.4. Dynamika PEP ve stirevu kliStéte obecného v priubéhu sani .................c.coe... 38
4.5. Specificka aktivita PEP ve tkanich kliStéte obecného ....................ccocoeriinnn 39
4.5.1. Porovnani aktivity PEP ve vybranych tkanich ..o 39

4.5.2. Inhibice aktivity PEP ve vybranych tkanich............ccccooiiiiiinn 40

4.6. Vizualizace PEP pomoci fluorescenéni afinitni znacky...............cccooeviiinnnnn. 42
4.7. ldentifikace sekvence PEP v genomu klistéte Ixodes scapularis....................... 44

. DISKUSE ... 47
B. ZLAVEY ..o 49
SEZNAM POUZITE LITERATURY .......coooooiiiiiinieinissessssssnsssesssssssesssssssens 50



1. Literarni uvod

1.1. Parazité

Parazitismus je typ souziti mezi organismy rtzného druhu, pfi kterém jeden
organismus (parazit) vyuziva druhy organismus (hostitel) jako zdroj potravy i jako stalé
nebo docasné Zzivotni prostiedi. Svému hostiteli tak piimo nebo nepiimo Skodi. Kazdy
parazit vyuzivd ve svém zivotnim cyklu minimalné jednoho hostitele. Jako koncovy
hostitel byva oznacovan ten, u kterého parazit stravi nejvice casu a vétSinou zde probiha i
reprodukce. Jinym hostiteliim, kde se parazit vyviji, fikdme docasni.

Parazitismus miiZze byt obligatni nebo fakultativni. Obligatni parazit neni bez svého
hostitele schopen piezit ¢i rozmnozovat se. Fakultativni parazit je schopen samostatného
zivota bez hostitele, prilezitostné vSak na ném parazituje. Parazity lze déale rozdélit na
endoparazity a ektoparazity. Endoparaziti ziji uvnitf téla hostitele a ektoparaziti na povrchu
téla hostitele [1].

1.1.1. Clenoveci sajici krev

Clenovci sajici krev jsou parazité, pro které je krev obratlovcii hlavnim zdrojem
zivin. Tyto €Clenovce délime na do¢asné (temporarni) a trvalé (permanentni) parazity.
Permanentni paraziti sajici krev, mezi které patfi napi. v§i a klosi, se nevzdaluji
od hostitele a saji na ném opakované v pribéhu celého Zivotniho cyklu. Naproti tomu
temporarni Clenovci sajici krev, naptf. komafi, ovadi ¢i ploStice, saji pomérné kratce
(n€kolik minut) a poté hostitele opousti. Pfijem potravy ma u ¢lenovcu sajicich krev tii
faze:

1) Vyhledani hostitele (tato faze odpada u trvalych paraziti)
2) Nasati krve
3) Zpracovani potravy v travicim traktu

Prvni faze je nesmirné dulezitd pro docasné parazity. K vyhledani hostitele vyuzivaji
pachové a optické stimuly a téZ infracervené zafeni vyzatujici z téla hostitele.

Clenoveci sajici krev jsou nepifjemni paraziti, kteif bodanim vyvolavaji dermatitidy a
svédéni. Jejich nebezpeci spocivd v tom, ze slouzi jako prenaSeci rtiznych patogend,

pficemz nekteré z nich mohou vyvolat velmi zdvazna onemocnéni [2].
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1.2. Klistata (Ixodida)

Klitata patii mezi obligitni ektoparazity. Na tizemi CR se téméf vyhradnd
setkavame s klistétem obecnym (Ixodes ricinus), (obr. 1). Dalsi dva druhy vyskytujici se na
nasem Uzemi jsou pijak luzni (Dermacentor reticulatus), ktery ma zdobeny Stitek a klist’
luzni (Haemophysalis concina), svétle hnédé klisté. Nebezpecnost klist'at spociva zejména
V jejich schopnosti pfenaSet zavaznd onemocnéni. Néktera klistata vSak poskozuji svého
hostitele pouhym sanim, a to prostiednictvim toxind vylucovanych ve slinach. Timto
zpusobem vyvolavaji u hostitele paralyzu. Mezi ,,paralytické* druhy patii napt. australsky

Ixodes holocyclus, nebo nékteré americké druhy jiz zminéného rodu Dermacentor [2].

1.2.1. KIlisté obecné (Ixodes ricinus)

Taxonomické zarazeni

Rige: Zivogichové (Animalia)
Kmen: Clenovci (Arthropoda)
Ttida: Pavoukovci (Arachnida)
Rad: Rozto¢i (Acari)

Celed’: Klistatoviti (Ixodidae)
Rod: Klisté (Ixodes)

Druh: Klisté obecné (Ixodes ricinus)

[3]

1.2.2. Morfologie Klistéte obecného Obr.I: Klisté obecné. Prevzato z [4].

Dospéla klistata (samicky 1 sameckové) maji na hibetni strané téla tvrdy Stitek
¢erné barvy (scutum), ktery u samcut kryje téméf celé t€lo (obr. 2, str. 12). U samicéek
V nenasatém stavu kryje tfetinu az polovinu velmi elastické idiosomy. Idiosoma je jakysi
vak, ktery ma Vv nenasatém stavu cervenou barvu, v nasatém stavu mnohonasobné zvétsi
objem a zSedne. Gnathosoma je ta Cast klistéte, ktera vy¢niva z obrysu téla a je vybavena

sacim Ustrojim [2].
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Obr. 2: Klisté obecné - dospély samec (vlevo), dospéla nenasdta samice (uprostied) a

dospéla samice v plné nasatém stavu (vpravo). GN — gnathosoma, SC — scutum (Stitek),

ID — idiosoma. Velikosti klistat nejsou vzajemné proporcionalni. Upraveno podle [5,6].

1.2.3. Saci ustroji kliStéte obecného

Nejnapadnéjsim utvarem saciho ustroji
klistéte (obr. 3) je hypostom, na kterém
nachdzime koncentrické tady zahnutych
zoubkl. Hypostom je déale obklopen parem
chelicer a pedipalp, které chrani saci tstroji. Pti
napadeni hostitele jsou chelicery posouvany
smérem od hostitele, ¢imz klist¢ zatla¢i do
pokozky hypostom. Z pocatku je hypostom to
jediné, co drzi klisté na hostiteli, a to pravé za
pomoci zoubku. Tyto zoubky netvofi spiraly,
proto pii vyjimani kliStéte nezélezi na sméru
vytaeni. Po pruniku do tkédn¢ zacne kliste
vylu€ovat sliny, které obsahuji latku schopnou
vytvofit tzv. cementovou vrstvu kolem
hypostomu, a tak je klist¢ schopno drzet se na

hostiteli pevnéji [7].
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Obr. 3: Saci ustroji klistéte obecného

(Ixodes ricinus). H — hypostom, Ch —
chelicery, P — pedipalpy. Upraveno
podle [8].



1.2.4. Zivotni cyklus kli§téte obecného

Vyvojovy cyklus klistéte obecného (obr. 4) ma 4 stadia. Z vajicka se vylihne
Sestinoha larva, ktera se po nasati a odpadnuti proméni v dalsi vyvojové stadium — nymfu.
Po druhém nasati se méni v dospélého jedince, pficemz nymfa i dospélec jsou osminozi.
Sameckové jiz nesaji, jen vyhledaji samici a oplodni ji na téle hostitele nebo mimo néj.
PIn¢ nasaté¢ dospélé samicky po odpadnuti kladou nékolik tisic vajec. Ob& pohlavi po
rozmnozeni hynou. Cyklus tedy zahrnuje tfi hostitele a trva v rozmezi jednoho az péti let.
Clovék se muize stat hostitelem jakéhokoliv vyvojového stadia. Aktivita klitat zagina jiz

dva tydny po poslednim sn¢hu. Nejhojnéjsi vyskyt dospélych klist’at je v kvétnu a v zaii

[9].

samice larva

Obr. 4: Zivotni cyklus klistéte obecného. Z vajicek se lihne larva, kterd se po prvnim
nasati promeni v nymfu a ta po druhém nasati v dospélého samce nebo v dospélou

samici, kterd po tretim nasati klade vajicka a poté hyne. Upraveno podle [10].
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1.3. Traveni kliStéte

1.3.1. Travici trakt kliStéte

Klistéci stfevo, tzv. mesenteron, tvofi
podstatnou c¢ast téla klistéte (obr. 5). Jeho epitel je
opatfen travicimi bunikami, kde probihd traveni. Staré
travici bunky, které jsou zahlceny nestravenymi
zbytky, jsou vypuzeny do Ilumen stieva a jsou

nahrazeny buitkami novymi [2].

ME  Obr. 5: Travici trakt klistéte. SL — slinné Zldzy,

ME — mesenteron. Upraveno podle [11].

1.3.2. Fyziologie traveni klistéte

Tréaveni kliStéte je proces intracelularni, nikoliv extracelularni, jak je tomu u vétSiny
Clenovel. Vétsina travicich procestt probiha ve specializovanych travicich vakuolach
travicich bungk.

Dospélé samicky druhu I. ricinus saji krev 7-8 dni. Sani je rozd€leno na faze, které
se vzajemné lisi rychlosti nasavani krve, aktivitou travicich enzymia a morfologii travicich
bungk (obr. 6, str. 15).

V nenasatém  klistéti je mesenteronovy epitel tvofen nediferenciovanymi
kmenovymi buiikami a nékolika diferenciovanymi travicimi butikami, které zistaly v téle
jako pozustatek z nymfalniho stadia. V prib&hu prvniho dne sani lumen stfeva pomalu
expanduje sprvnim piisunem hostitelské krve a kmenové buniky zacinaji rist a
diferenciovat se v poc¢ate¢ni travici buniky. Enzymaticka aktivita je do druhého dne od
pfisati sotva méfitelna.

V pribéhu prvnich ¢ty dni travici buiiky déle rostou a vykazuji znaky endocytozy
hemoglobinu a jeho traveni. V builkkach se zafind objevovat piebytecny hem ve formé
agregatli nebo velké endosomy a lipidické vakuoly. V prabéhu této tzv. faze pomalého sani
je mozné sledovat prvni travici buniky odchlipujici se z mesentoronového epitelu a

pocatecni narist v enzymatické aktivite.
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Velikost Epitel stieva pod Mdrfologie bunék Relativni

klistéte svételnym mikroskopem mesentoronového epitelu  hemoglobinolyticka
A\ HL aktivita

Den

Prichyceni

Obr. 6: Faze krmeni klistéte. HL — hladové klisté, 2d — dva dny od prisati, 4d — ctyri dny
od prisati, 6d — Sest dni od prisati, PN — plné nasaté klisté, RC — reservni bunky, DCN —
travici bunky jako pozustatek z nymfalniho stadia, DCI — pocatecni travici bunky, DC —
travici bunky, E — endosomy, RB — nestrdvené zbytky. Upraveno podle [12].

Nejmarkantnéjsi zmény v morfologii stfevniho epitelu jsou pozorovatelné
v pribéhu faze rychlého sani (kolem Sestého dne od pfisati), kdy jsou travici buiiky plné

rozsifené, preplnéné odpadnimi produkty traveni, velkymi endosomy a lipidickymi
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inkluzemi. Travici buiiky se odchlipuji do lumenu stfeva bez jakychkoliv znakl lyze a
pravdépodobné jsou V této formé vylouceny. Enzymaticka aktivita zde dosahuje kolem
65 % maximalni kapacity.

Nejvice krve je nasato Vv prubéhu poslednich 24 az 48 hodin sani klistéte. KIisté
Vv této fazi nasaje priblizné dvé tretiny celé své krevni potravy. Mesenteronovy epitel se
vyrazné 1i$i od toho v piedeslé fazi. Je tvofen hladkymi travicimi buiikami, které zlstavaji
v kontaktu s epitelem, jiz se neodchlipuji. Kmenové a pocate¢ni travici bunky nejsou

pozorovany a aktivita travicich enzymu dosahuje maxima [12].

1.3.3. Traveni krevnich proteini

Az 80 % krevnich proteint obratlovct tvoii hemoglobin a albumin, proto jsou pro
klist¢ hlavnimi zdroji aminokyselin. Travici buiiky endocytuji vacky obsahujici krev z
lumen stfeva, pricemz bylo zjisténo, ze hemoglobin bunka endocytuje prostfednictvim
receptori na jejim povrchu. Hemoglobin a albumin pak putuji do specidlnich travicich
vakuol, kter¢ jsou rGizné pro oba proteiny. Probih4 zde hydrolysa téchto proteint za tcasti

travicich proteas [13].

Traveni hemoglobinu vyzaduje kyselé prostiedi (pH od 3 do 4,5) a Gcastni se jej 5
typll proteas: 3 cysteinové (katepsin B, L a C), aspartatova (katepsin D) a asparaginova
endopeptidasa (legumain). Katepsin L, katepsin C a legumain jsou pfitomny ve vSech
stadiich Zivotniho cyklu klist'at v€etné vajec. Katepsin B a katepsin D ve vejcich pfitomny
nejsou. Tyto proteasy jsou spolecné exprimovany do konce faze pomalého séani, coz
naznacuje jejich spolupraci v tzv. hemoglobinolytické kaskadé enzymu [14].

Produkty vzniklé hydrolysou poté putuji do hemolymfy prostiednictvim bazélni

membrany travicich bunék [13].

1.3.4. Zpracovani hemu

Pii traveni hemoglobinu vznik4d znacné mnoZstvi hemu (prostetickd skupina
hemoglobinu), ktery klisté dal nestépi. Hem je pro klisté jedna z esencialnich latek, protoze
klist¢ nema schopnost syntetizovat jej de novo, ale v priabéhu traveni vznika mnozstvi
daleko prevysujici potieby klistéte [15]. Prebytek hemu je toxicky, protoze je schopny
katalyzovat tvorbu kyslikovych radikald, které mohou poskodit DNA a dalsi dalezité latky
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vbunce [13]. Také interaguje s membranovymi lipidy, ¢imZz narusuje dvouvrstvou
strukturu membran. Pro klisté je tedy nevyhnutna schopnost detoxikace hemu. Jak jiz bylo
zminéno, agregaty hemu v travicich bunkéch se zaCinaji objevovat az ¢tvrty den od piisati.
V prvnich dnech sani vznika jen malé mnozstvi hemu Vv disledku nizké aktivity travicich
enzymi a veskery hem putuje do hemolymfy, kde se navazany na hemolipoprotein zvany
HeLp distribuuje po téle. V pozdéjsich stadiich se v travicich bunikach zacnou tvofit nové
organely — hemosomy, kde je hem uskladnén ve formé nekrystalickych agregat. Neni zde
volny, ale interaguje s proteinovymi komponenty organel prostfednictvim karboxylovych

skupin propionati [15].

1.4. Interakce Kklistéte s hostitelem

Sani klistéte je pomérn€ dlouhy a znaéné komplexni proces. Samotné piisati je pro
hostitele fyzikalnim i chemickym zasahem, ktery by za normalnich okolnosti vyvolal
silnou imunitni odpovéd'. I pfes imunitni obranu hostitele klisté k hostiteli zlistava piisato a
dosahuje plného nasati. Usp&iné krmeni klistat spo¢iva v mechanismu, kterym kliste
obchazi pfirozenou ochranu hostitele. Timto mechanismem jsou chemické latky obsazené

ve slinnych Zlazach, které klisté sekretuje do slin v piipad¢ ptisati [16].

1.4.1. Vyhledani hostitele

Hladova klistata vylezou na
vegetaci a cihaji na hostitele ve své
typické vyckavaci poloze (obr. 7).
Dtlezitym  orgdnem  pro  zjisténi
blizkosti hostitele je Halleriiv organ. Je
to jamka umisténa na piednim paru

nohou se  smyslovymi  brvami

vnimajicimi teplo, koncentraci oxidu
uhlic¢itého a dalsi chemické slouceniny -. -~=== - -

[2].

Obr. 7: Kliste obecné Ccihajici na hostitele.

Upraveno podle [17].
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1.4.2. Regulace sraZeni krve hostitele
Srazeni krve

Srazeni krve je velmi dilezity proces, ktery chrani zivocichy pted vylitim krve
mimo cévu. Ma tii Gasti: agregaci trombocyta (krevnich desti¢ek), koagulaci (vytvoifeni

Krevni sraZzeniny) a vazokonstrikci (zuzeni cévy). Tyto procesy jsou tizce propojené.

Agregaci vytvoii trombocyty volnou zatku. Aby k tomu doslo, je nutné je nejdiiv
aktivovat, coz je mozné tfemi hlavnimi aktivatory — trombinem, kolagenem a ADP. Krevni
desticky pritomnost téchto latek zaregistruji pomoci povrchovych receptort.

Krevni koagulace je kaskada dé€ji zahrnujicich pfeménu protrombinu na trombin,
ktery $tépi rozpustny fibrinogen na nerozpustny fibrin. Fibrin tak za¢ne polymerizovat a
vytvoti sit’, na kterou se navaze volna zatka agregovanych krevnich desticek, ¢imz se
zaceli misto poranéni.

Vazokonstrikce je zplsobena serotoninem a tromboxanem A2, které jsou
sekretovany do krve trombocyty pfi jejich aktivaci. Jejim cilem je sniZeni pritoku krve

[18].

Mechanismy kliStéte zabranujici sraZeni krve

Klisté vySe zminéné procesy uc¢inné€ inhibuje chemickymi latkami obsaZzenymi ve

slinach, které vylucuje do ranky pii kousnuti a v pribéhu celé doby nasavani [18].

Agregace krevnich desticek je zastavena latkami zabrafiujicimi vzajemnou interakci
trombocytl, a to pomoci proteinli blokujicich jejich povrchové receptory. U druhu
Dermacentor variabilis bylo zjisténo, zZe tuto roli hraje napiiklad protein variabilin. Dal$im
zptisobem inhibice jsou latky, které inhibuji vSechny tfi aktivatory. VétSina clenovci
sajicich krev vyuziva enzymu apyrasy, ktery hydrolyzuje fosfodiesterovou vazbu ATP a
ADP [18].

Koagulaci klisté inhibuje riznymi latkami blokujicimi nékteré faktory v koagulaéni
kaskadé (mezi takové latky patii napf. madanin [19]) nebo pfimym blokovanim samotného
trombinu [18].

Pro zabranéni vazokonstrikce klistéci sliny obsahuji vazodilataéni latky jako napf.

prostacyklin a prostaglandin E2, které aktivuji adenylatcyklazu nebo guanylatcyklazu, coz
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vede ke tvorbé cAMP a cGMP. Tyto latky ptisobi na buniky hladkého svalstva cévy a

zpusobuji relaxaci svaloviny [18].

1.4.3. Regulace imunitniho systému hostitele

Poranéni cévy zplsobuje zanét, ktery ma negativni vliv na bezproblémové krmeni
se klistéte. Zanét je doprovazen otokem a bolestivosti, a tedy hostitel klisté zaregistruje a
bude se snazit parazita odstranit z povrchu svého téla. Proto je pro klist¢ dilezité zanét
potlacit.

Vzniku zéanétu se ucastni buiiky neutrofily, makrofdgy, mastocyty, bazofily,
eozinofily, lymfocyty a latky jimi produkovany, napf. chemokiny, cytokiny a lipidové
mediatory. K protizanétlivym mechanismim klistéte patii inhibice pasobeni neutrofild,
které produkuji latky spoustéjici fagocytdozu antigenu. Dale klisté blokuje tvorbu
chemokint, latek produkovanych makrofagy, které maji signaliza¢ni funkci pro ostatni bil¢
krvinky. Prokazana byla suprese interleukinu-8, ktery atrahuje neutrofily. Dal§im
protizanétlivym mechanismem je pfitomnost proteinii vazajicich histamin, které brani

vazb¢ histaminu na receptory T lymfocyti, které tak zistanou neaktivni [18].

1.5. KIisté jako vektor vyznamnych patogent

Klist¢ pro cloveéka jako takové nebezpeéné neni, ale predstavuje pienaSece
nebezpeénych infekei. Na tizemi CR je kli§té vektorem dvou zdvaznych onemocnéni a to
lymskeé boreliozy a klistové encefalitidy. Patogeny zptsobujici tyto nemoci maji schopnost
vertikdlniho (transovaridlniho) pfenosu, tzn. infikovand matka je schopna nakazit svoje
potomky [2]. Do téla hostitele se pfenasi slinami a bylo zjisténo, Ze latky obsazené ve

slinach klistéte usnadnuji tento pienos — tzv. slinami aktivovany ptenos [20].

1.5.1. Lymska borelioza

Puvodce, zdroj a cesty Sifeni

Lymska borelidza je bakterialni nemoc zpisobena spirochétou Borrelia
burgdorferi, ktera byla objevena v roce 1982 v americkém Old Lyme. Hlavnimi rezervoary

této bakterie v pfirod¢ jsou nekteré druhy drobnych hlodavci a ptakl. Zvitata jsou vici
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samotné nemoci vétSinou malo citliva. Az 75% larev klistat sajicich z nakazené zvéie se

infikuje [21].

Prubéh a priznaky nemoci

Nemoc ma nékolik stadii (jejich pocet zavisi na odolnosti jedince a na tom, zda je
nemoc lécend). Prvni stadium se vyznacuje infekci kiize v misté ptisati kliStéte, kterd se
objevuje v rozmezi 5 dni az 7 tydnti od pfisati. Dalsi loZiska mohou putovat na jina mista
kaze, tzv. erythrema migrans. Kozni infekce je doprovazena zvySenou teplotou a
bolestivosti svalt. Erythrema migrans je rizové zahnédla skvrna s ostrym okrajem (obr.
8), kterd se v prvnich dnech rychle zvétSuje a od stfedu bledne. U vice nez 80%
infikovanych lidi nemoc nepostupuje do dalSich stadii.

Ve druhém stadiu borrelie jiz pronikaji skrz cévy a dostdvaji se tak do dalSich
bunck téla, kde zpisobuji akutni postizeni organli — nejcastéji nervl, oc¢i a kloubd.
V nékterych piipadech mize nemoc zacit bez koznich projevili nebo jsou jen nevyrazné a
pacient je prehlédne. Tato faze obvykle nastupuje ve 3.-4. tydnu od nakazeni a je
doprovazena tvorbou protilatek v organismu.

U zlomku procenta pacientli prechdzi nemoc do tfetitho stadia, které je stadiem
chronickym. Navazuje na postiZzeni orgdnii a projevuje se jako neuroboreliéza (zanét
perifernich nervi, zanét mozkovych blan a kofent, zanét michy a misnich kofenti a zanét
mozku), o¢ni borelibza (obrna svalli oka, zanét optického nervu a zanét rohovky) a

borreliova artritida [21].

Obr. 8: Erythrema migrans. Prevzato z [22].
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1.5.2. Klist’ova encefalitida

Puvodce, zdroj a cesty Sifeni

Nemoc je zptisobena RNA virem klistové encefalitidy. Hlavnim rezervoarem jsou
drobni hlodavci. Vyss§i zveér hraje minoritni roli v Sifeni tohoto viru. Pro Clovéka existuji
dva mozné zplusoby nakazy - kousnutim infikovaného klistéte nebo pozitim

nepasterizovaného mléka nakazeného zvifete [23].

Prubéh a priznaky nemoci

Inkubaéni doba trva 7-14 dnu (pfi poziti mléka se tato doba zkrati na 3-4 dny). Tato
nemoc probihd ve dvou fazich. Pfiznaky prvni faze, kterd trva 2-7 dni, jsou horecky,
bolesti hlavy a kloubt, zvraceni. Druhd faze ptichazi po klidovém obdobi trvajicim 2-10
dni. Ta se projevuje vy$si horeckou (0 1-2 °C) a pfiznaky meningitidy nebo

meningoencefalitidy [23].

1.6. Proteasy

Proteasy (téz proteinasy, peptidasy nebo proteolytické enzymy) jsou enzymy
hydrolyzujici peptidovou vazbu proteinového fetézce (obr. 9). Jsou pocetnou skupinou
proteini (bylo zjisténo, ze az 2 % genomu vétSiny organismu jsou tvoieny geny pro
proteasy nebo jejich homologa) [24]. V biologickych systémech plsobi jako pozitivni nebo
negativni efektory mnoha biologickych procest, kde vystupuji bud’ jako nespecifické
katalyzatory proteinové degradace nebo jako vysoce selektivni regulatory fyziologickych

funkei [25].

//D H\
Ri-C-N-Ra+H20—Ri-C_ + N-R
O H OH H

Obr. 9 : Schéma hydrolyzy peptidové vazby.
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1.6.1. Klasifikace proteas

vvvvvv

mechanismu uc¢inku, dle reakce, kterou katalyzuji a dle homologie v molekularni strukture.
Dle mechanismu ucinku rozdélujeme proteasy na zaklad¢ katalytické skupiny do
sedmi tiid: serinové, cysteinové, treoninové, aspartatové, glutamatové, asparaginové a
metaloproteasy. Nékolik proteas ma neznamy mechanismus uéinku.
Proteasy Vv principu katalyzuji jedinou reakci, a to hydrolyzu peptidové vazby, ale
zadna z nich nekatalyzuje reakce na vsSech typech peptidovych vazeb. Proteasy vykazuji
jistou miru selektivity a jednou z forem selektivity pro proteasy je misto v polypeptidickém

tetézci, kde peptid Sté€pi. Na tomto zaklad¢ proteasy délime na:

« Endopeptidasy — $tépi uvnitt fetézce, ale nikoliv na jeho C- a N-koncich. Jsou to
enzymy iniciujici traveni, kde §tépi celé proteiny na mensi peptidy.

« Oligopeptidasy - endopeptidasy pisobici pouze na peptidy.

« Omega—peptidasy - nevyzaduji ke své funkci volny N- nebo C-konec. Peptidovou

vazbu $tépi blizko téchto konct.

« Exopeptidasy - ke své funkci vyzaduji volny N- nebo C-konec nebo oba.
Peptidovou vazbu $té€pi maximalné za tfeti aminokyselinou od konce. Exopeptidasy
se dale d¢li na:

Aminopeptidasy — hydrolyzuji koncovou vazbu u volného N-konce uvoliujice

pfitom 1 aminokyselinu.

Karboxypeptidasy - hydrolyzuji koncovou vazbu u volného C-konce uvoliujice

pfitom 1 aminokyselinu.

Dipeptidyl-peptidasy — odstépu;ji dipeptid na N-konci polypeptidu substratu.

Tripeptidyl-peptidasy — odstépuji tripeptid na N-konci polypeptidu substratu.

Peptidyl-dipeptidasy - odstépuji dipeptid na C-konci polypeptidu substratu.
Dipeptidasy - $tépi pouze dipeptidy.

Klasifikace na zdkladé¢ molekuldrni struktury a homologie proteas je nejmladsi,
protoze je zavisla na datech ziskanych z aminokyselinové sekvence a trojrozmérné
struktury pro velké mnoZzstvi proteas, které byly ziskdny az v devadesatych letech. Od této

doby zacaly byt proteasy tfidény do klanti a do rodin. Proteasy v ramci jedné rodiny
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vykazuji homologii v aminokyselinové sekvenci. Klan seskupuje evolu¢né piibuzné rodiny
[24].

1.6.2. Serinové proteasy

V soucasnosti je znamo 12 klanti a 51 rodin této téidy proteas [24]. U vétSiny
serinovych proteas je v aktivnim misté lokalizovéana tzv. katalyticka tridda Asp, His, Ser,
ale existuji také dal$i kombinace jako napt. didda Ser, Lys nebo His, Ser. Vzdy jde o serin
v kombinaci s jinymi aminokyselinami, z nichz alespon jedna je bazickd, ¢imz je zajiSténa

silna nukleofilita hydroxylové skupiny serinu [26].

Obecny mechanismus katalyzy

Proton hydroxylové g )
. . iy , R MH—R* -
skupiny serinu vytvati vodikovou 3 0-‘1 HHz-R *<‘ o
. . _} . &
vazbu  sbazickou  skupinou 0 — R "NH—R* —» H H
B . . Bhz H s -2
enzymu, kterda je soucdsti K ') enz enz
aktivniho mista, ¢imz se tato " 2;5 LW’ e
hydroxylova  skupina  stane l
silnym nukleofilem (obr. 10). 0
; sy Fl’lL‘DH o
Ten potom atakuje karbonyl ez H
. R & o—H
peptidové  vazby  substratu, D — o
v o, 1 ~B enz w
ptiCemz  vznika tetrahedralni BNz [L BH +
ENZ

acylovy meziprodukt. Bazicka

skupina s navdzanym protonem Obr. 10: Schéma katalyzy serinovych proteas,

interaguje s aminoskupinou ~ Prevzato z [28].

peptidové vazby substratu, ¢imz se tetrahedralni intermediat rozpada. Retézec substratu se
roz§tépi za tvorby acylenzymového intermedidtu. Voda, kterd se vzdy vyskytuje
v aktivnim misté¢ a jez je nutna ke katalyze, nejprve vytvoii vodikovy mistek s bazickou
skupinou enzymu, ¢imz se opét stane silné¢jSim nukleofilem a atakuje karbonylovy uhlik
substratu kovalentné navdzaného na katalyticky serin enzymu. Vznikd tetrahedralni

intermediat, ktery je destabilizovan pienosem protonu z bazické skupiny enzymu na

serinovy kyslik, ¢imz dojde k regeneraci enzymu a k uvolnéni produktu [27].
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1.6.3. Prolylendopeptidasa

Prolylendopeptidasa (prolyloligopeptidasa) je serinovéa proteasa zafazena do klanu
SC a rodiny S9, pro kterou je typicka katalyticka triada Ser, Asp, His [24]. Je to prvni
proteasa rodiny S9, kterd byla objevena, izolovana a charakterizovana, a to jako enzym
Sté€pici oxytocin v lidské deloze [29]. Savéi PEP je slozena z cca 710 aminokyselin o
relativni molekulové hmotnosti cca 80 kDa [30]. Stépi oligopeptidy uvniti fetézce na C-
koncové stran¢ zbytku prolinu (obr. 11) [31].

00000000
f

Obr. 11: Substratovad specifita prolylendopeptidasy. Sipka ukazuje §tépenou peptidovou

vazbu s prolinovym zbytkem v pozici P1 peptidového substratu. Upraveno podle [32].

Struktura prolylendopeptidasy

Ttirozmérna struktura byla vyfeSena pro prase¢i a lidskou prolylendopeptidasu
[24]. Na obr. 23 (str. 46), je zobrazena struktura prase¢i PEP. Obsahuje dvé kovalentné
navazané domény: o/f hydrolasovou doménu a tzv. ,S-propeller”. o/f hydrolasova
doména obsahuje katalytickou triadu Ser554, His680, Asp641. Na N-konci nalézame dva
antiparalelni B-listy a dva o-helixy, které jsou navazadny k C-koncové oblasti
nekovalentnimi interakcemi. V C-koncové oblasti se naléza 8 p-listl, které jsou centralné
sto¢eny a vétSinou paralelni. , f—propeller“ tvoii charakteristickou strukturu ze 4
antiparalelnich B-listlh 7X se opakujicich. Listy jsou paprs€ité stoeny a vytvareji v jejich

stiedu tunel [33].
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2.  Cil prace

Proteasy predstavuji perspektivni cilové molekuly pii vyvoji novych vakcin proti
klistatim, které zabranuji sani klist'at na hostiteli, a tak snizuji riziko pfenosu patogenti.
Stievni proteasy, které klisté obecné (Ixodes ricinus) vyuziva pii traveni krevnich proteind,
jiz studovany byly. Zadna ztéchto proteas ale neni schopna §t&pit peptidovou vazbu
obsahujici zbytek prolinu. Tuto funkci by mohla mit prolylendopeptidasa, ktera v klistéti
obecném doposud nebyla identifikovana.

Dil¢i cile bakalatské prace jsou nasledujici:

> Detekovat aktivitu prolylendopeptidasy klistéte obecného v extraktu ze stfevni

tkan¢ a porovnat tuto aktivitu s dalSimi tkanémi.

> Charakterizovat tuto enzymovou aktivitu ur¢enim hodnoty pH optima a analyzou

specifity k selektivnim inhibitorim proteas.

> Vizualizovat prolylendopeptidasu z klistéte obecného na elektroforéze SDS-PAGE

metodou fluorescen¢niho afinitniho znaceni.

> Zjistit zavislost enzymové aktivity prolylendopeptidasy ve stfevni tkani na dobé

sani klistéte.
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3. Material a metody

3.1. Material

3.1.1. Biologicky material

Strevni tkané klistat poskytl Dr. Petr Kopacek z Parazitologického tistavu, BC AV
CR, Ceské Budgjovice. Stieva klistat byla vypreparovana z dospélych samic klistéte
obecného, a to z nenasatych samic a ze samic po 2-8 dnech sani na morcatech. Stieva byla
nasledné¢ zbavena obsahu, oplachnuta v roztoku obsahujicim 10 mM Na-fosfat,

0,15 M NaCl pH 7,4 a zamraZena pii -80°C.
3.1.2. Chemikalie

Substraty a inhibitory

Bachem, Svycarsko: Z-Gly-Pro-AMC, Z-Pro-Pro-CHO

Sigma, USA: PMSF, pepstatin A, E-64, leupeptin, Pefabloc, TLCK, TPCK,
3,4-dichloroisokumarin

UOCHB AV CR: Z-Ala-Pro-CMK, BoPC

Ostatni chemikalie

Fermentas, LotySsko: PageRuler™ Prestained Protein Ladder

Penta, CR: ethanol, hydroxid sodny, hydroxid draselny, kyselina chlorovodikova, aceton,
chlorid rtutnaty

Pierce, USA: BCA Protein Assay Kit

Sigma, USA: DTT, EDTA, SDS, TEMED, Tris-HCI, akrylamid, Bis-tris propan, DMSO,
N,N-methylenbisakrylamid, CHAPS, PEG, bromfenolovd modf, APS, Coomassie Brilliant
Blue R250

3.2. Pristroje a vybaveni

Analytické vahy AE 163 Mettler, Svycarsko
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Centrifuga Beckman J2-MI Beckman, USA

Centrifuga Eppendorf 5415D Eppendorf, Némecko

Vakuova odparka Speed Vac Concentrator Thermosavant, USA
Ultrafree-MC Microcentrifuge filter, 0,45 um Millipore, USA
Mikrodestickova ¢tecka Infinite M 1000 Tecan, Rakousko

Fluorescenc¢ni skener Typhoon Immager GE Healthcare life sciences,USA
pH metr Thermo scientific, USA
Sonikator Soniprep 150 MSE Hielscher, Nemecko

Termoblok Vyvojové dilny, UOCHB AV CR
Vertikalni elektroforesa Bio-Rad, USA

3.3.  Metody

3.3.1. Priprava extraktu ze stievni tkané kliStéte obecného

K zamrazené stievni tkani ze 6 klist’at I. ricinus bylo ptidano 500 pl vychlazeného
50 mM Na-fosfatového pufru pH 7,3. Smés byla homogenizovana na ledu ve sklenéném
homogenizatoru s teflonovym pistem a poté sonikovana trikrat po dobu 10 s. Potom byla
smés centrifugovana (13000x g, 10 min, 4°C). Byl odebran supernatant S1 a k peleté bylo
ptidano 300 pl vychlazeného 50 mM Na-fosfatoveho pufru pH 7,3. Tato smés byla opét
homogenizovana na ledu. Pak kni byl pfidan supernatant S1 a 100 pl 10% roztoku
CHAPS. Smés byla extrahovana 10 min pii 4°C a poté centrifugovana (13000x g, 10 min,
4°C). Vysledny supernatant byl filtrovan pomoci Ultrafree-MC Microcentrifuge filter, 0,2
pm (10000x g, 5 min, 4°C) a skladovan v -80°C. Pted skladovanim byl do ¢asti extraktu
ptidan inhibitor E-64 (vysledna koncentrace 10 uM).

3.3.2. Stanoveni koncentrace bilkovin

Ke stanoveni koncentrace bilkovin v extraktu byla pouZita komeréni sada BCA
Protein Assay Kit. K sestaveni kalibra¢ni piimky byly pouzity roztoky BSA o
koncentracich v rozmezi 0-2000 pg/ml. K 10 pl vzorki a standardii bylo ptidano 200 pl
¢inidla. Smési byly inkubovéany 10 min pii 37°C. Poté byla métena jejich absorbance pii
vlnové délce 595 nm. Koncentrace bilkovin v extraktu byla poté odeCtena z kalibracni

piimky.

27



3.3.3. Kinetické stanoveni enzymové aktivity

Méreni aktivity PEP s fluorogennim substratem Z-Gly-Pro-AMC

Princip stanoveni aktivity PEP spociva v méfeni intenzity fluorescence, ktera
vznika jako dusledek enzymatického S$tépeni substratu Z-Gly-Pro-AMC s uvolnénim
AMC. Z ivodni piimkové zavislosti intenzity fluorescence na ¢ase byla uréena smérnice,
kterd udéava aktivitu enzymu v jednotkach RFU/s. Aktivita PEP byla méfena pfi teploté
37°C v mikrodesticce pomoci fluorescencni ¢teCky Tecan Infinite M1000 pii excitacni
vlnové délce 360 nm a emisni vlnové délce 465 nm. Do jamek mikrodesticky bylo
pipetovano 10 pl enzymové smési (E-mix) a 70 pl pufru. Smés byla inkubovéana 5 min pii
37°C. Poté bylo piidano 20 pl vytemperované substratové smeési (S-mix) a pak bylo

zahdjeno méteni fluorescence.

e E-mix: 0,05 - 0,5 pl extraktu (7,3 mg proteinu na ml), doplnéno pufrem na 10 ul
e S-mix: 0,5 pl Z-Gly-Pro-AMC (10 mM zasobni roztok v DMSO) + 19,5 ul pufru
e pufr: 0,1 M Tris-HCI pH 8,0

Méreni inhibice aktivity PEP

Do mikrodesti¢ky bylo pipetovano 10 ul enzymové smési (E-mix), 10 pl inhibi¢ni
smési (I-mix) a 60 pl pufru. Smés byla inkubovana po dobu 15 min pti 37°C. Po uplynuti
doby inkubace bylo ke smési pfidano 20 pl vytemperované substratové smési (S-mix) a
byla méfena zbytkova aktivita enzymu na fluorescencni ¢tecce Tecan Infinite M1000 vzdy
paralelné s kontrolou (aktivita enzymu bez piidavku inhibitoru). Stejné experimentalni

uspotadani bylo pouzito pro méteni aktivace PEP v ptfitomnosti DTT a EDTA.

e E-mix: 0,05-0,5 pl extraktu (7,3 mg proteinu na ml), doplnéno pufrem na 10 pl

e I-mix: inhibitor v pufru (desetinasobna koncentrace oproti koncentracim v testu
uvedenych v Tabulkach 1 (str. 31) a 2 (str. 34)

e S-mix: 0,5 pl Z-Gly-Pro-AMC (10 mM zasobni roztok v DMSO) + 19,5 ul pufru

e pufr: 0,1 M Tris-HCI pH 8,0 nebo Tris-HCI pH 8,0 obsahujici 1 mM EDTA a
2mMDTT
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Méreni zavislosti aktivity PEP na pH

Do mikrodesticky bylo pipetovano 10 pl enzymové smési (E-mix) a 70 pl pufru.
Smés byla inkubovana po dobu 5 min pti 37°C. Po uplynuti doby inkubace bylo ke smési
piidano 20 pl vytemperované substratové smesi (S-mix) a byla méfena aktivita enzymu na
fluorescencni Ctecce Tecan Infinite M1000. Aktivita PEP byla méfena paralelné pro rizné

hodnoty pH pufru se stejnym mnozstvim extraktu v testu.

e E-mix: 0,05 pl extraktu (7,3 mg proteinu na ml), doplnéno pufrem na 10 pl

e S-mix: 0,5 ul Z-Gly-Pro-AMC (10 mM zasobni roztok v DMSO) + 19,5 ul vody

e pufr: 0,1 M Bis-tris propan pH v rozmezi 6,0-10,0 obsahujici 1 mM EDTA a
2mM DTT

3.3.4. Fluorescené¢ni znaceni afinitni znackou

Afinitni znac¢eni rekombinantni SmPEP

Do mikrozkumavky byly pipetovany 2 upl enzymové smési (PEP-mix 1 nebo
PEP-mix 2) a 8 ul pufru. Takto vznikld smés byla inkubovana 30 min pii 37°C. Po
ukonc¢eni doby inkubace bylo do mikrozkumavky ptidano 5 pl smési s afinitni znackou
(BoPC-mix). Reakce, ktera probihala ve tmé 30 min pii 37°C byla ukoncena pfidanim 3 pl
6x koncentrovaného vzorkového pufru pro SDS-PAGE obsahujiciho redukéni ¢inidlo.
Vzorky byly inkubovany 5 min pii 100°C a poté rozdélény pomoci elektroforézy SDS-
PAGE.

e PEP-mix 1: 2,5 ul SmPEP (3,4 mg proteinu na ml) + 22,5 ul pufru
e PEP-mix 2: 2,5 ul SmPEP (3,4 mg proteinu na ml) + 2,5 ul Z-Ala-Pro-CMK
(1 mM zasobni roztok v DMSO) + 20 pl pufru
e BoPC-mix: 2 uM BoPC v DMSO
e Pufr: 0,05 M Tris-HCI pH 8,0 obsahujici 0,05% PEG a 0,5% CHAPS
e 6X koncentrovany vzorkovy pufr: 375 mM Tris-HCI1 pH 6,8 obsahujici 6% SDS,

48% glycerol, 9% 2-merkaptoethanol a 0,03% bromfenolové modii
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Afinitni znadeni extraktu ze stievni tkané klistéte obecného

Do mikrozkumavky bylo pipetovano 10 pl extraktu ze stfevni tkané klistéte
obecného (7,3 mg proteinu na ml), 20 ul pufru a 20 ul inhibi¢ni smési (I-mix 1 nebo
I-mix 2). Reak¢ni smés byla inkubovéana 30 min pii 37°C. Po ukonc¢eni doby inkubace bylo
do mikrozkumavky ptidano 25 pl smési s afinitni znackou (BoPC-mix). Reakce probihala
30 min pii 37°C ve tmé¢. Poté bylo ke smési ptidano 300 pl 100% acetonu o teplote -20°C
a poté¢ byla smés inkubovana 30 min pfi -20°C. Potom byly vzorky centrifugovany
(13000% g, 10 min, 4°C). Supernatant byl odebran a peleta byla vysuSena na vakuové
odparce SpeedVac pii teplot¢ 75°C. K peleté bylo ptfiddno 15 pl pufru a 3 pl 6X
koncentrovaného vzorkového pufru pro SDS-PAGE obsahujiciho redukéni ¢inidlo a smés
byla inkubovéana 5 min pii 100°C. Takto ptipravené vzorky byly naneseny na elektroforézu

SDS-PAGE.

e I-mix 1: pufr

e |-mix 2: 1 ul Z-Ala-Pro-CMK (1 mM zéasobni roztok v DMSO) +19 ul pufru

e BoPC-mix: 2 uM BoPC v DMSO

e Pufr: 0,05 M Tris-HCI pH 8,0 obsahujici 0,05% PEG a 0,5% CHAPS

e 6X koncentrovany vzorkovy pufr: 375 mM Tris-HCI pH 6,8 obsahujici 6% SDS,

48% glycerol, 9% 2-merkaptoethanol a 0,03% bromfenolové modfi

Elektroforéza SDS-PAGE

Elektroforéza SDS-PAGE byla provedena v piitomnosti 0,1% SDS metodou dle
Laemmliho [34]. Na vertikalni elektroforéze Bio-Rad byl pouzit 15 % akrylamidovy
rozdélovaci gel o rozmérech 80 x 60 x 0,7 mm. Na elektroforézu byly aplikovany vzorky

reakénich smési z afinitniho znaceni o objemu 10 pl.

Vizualizace na SDS-PAGE

Polyakrylamidovy gel po ukonceni elektroforézy byl 3x promyt destilovanou
vodou anasledné sniman na fluorescen¢nim skeneru Typhoon s excitaénim laserem o
vlnové délce 532 nm a emisnim filtrem o vinové délce 580 nm. Poté bylo provedeno
obarveni proteintt v gelu pomoci roztoku Coomassie Brilliant Blue R250 (10 min) a

nasledné odbarveni v roztoku obsahujicim 45% ethanol a 10% kyselinu octovou (30 min).
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4.  Vysledky

4.1. Detekce aktivity PEP ve stirevu klistéte obecného

Pomoci kinetického testu se specifickym fluorogennim substratem Z-Gly-Pro-AMC
byla detekovana nativni forma PEP z klistéte obecného méfenim enzymové aktivity v
extraktu ze stievni tkan¢ z dospélych samic klistéte obecného v Sesty den sani. Hydrolyzou

tohoto substratu byla prokazana pfitomnost PEP v extraktu.
4.2.  Inhibi¢ni specifita PEP z kliS§téte obecného

4.2.1. Vliv skupinové selektivnich inhibitora proteas na aktivitu PEP

Inhibi¢ni specifita PEP v extraktu ze stfevni tkan¢ klistéte obecného byla testovana
s vybranymi skupinové selektivnimi proteasovymi inhibitory a aktivatory (Tabulka 1).
Extrakt ze stfevni tkan¢ byl inkubovan s piislusnym inhibitorem nebo aktivatorem a poté
byla stanovena aktivita PEP pomoci kinetického testu s fluorogennim substratem

Z-Gly-Pro-AMC. Zbytkova aktivita byla vztazena k aktivité neinhibovaného extraktu.

Tabulka 1: Skupinoveé selektivni proteasové inhibitory a aktivatory testované v extraktu ze

strevni tkané klistéte obecného.

Inhibitor/aktivator Cilova proteasa Koncentrace v testu

Pepstatin A Inhibitor aspartatovych proteas 10 uM
rodiny pepsinu

E-64 Inhibitor cysteinovych proteas S5uM
rodiny papainu

Pefabloc Inhibitor serinovych proteas 1 mM
rodiny SO1

Z-Ala-Pro-CMK Inhibitor prolylendopeptidas 1uM

EDTA Inhibitor metaloproteas 1mM

DTT Aktivator cysteinovych proteas 5mM
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Vysledky ukazaly, ze aktivita PEP v extraktu ze stfevni tkané klistéte obecného
byla mnohonasobné (az 50%) zvySena v piitomnosti DTT a EDTA (obr. 12). DTT je
redukéni Cinidlo, které je obvykle pouzivané jako aktivator cysteinovych proteas. Jeho
mechanismus ucinku spociva v redukci oxidované (nebo obecné modifikované) thiolové
skupiny katalytického cysteinu. EDTA je inhibitor metaloproteas, ale zaroven chelata¢ni
¢inidlo, které vaze tézké kovy, které mohou interagovat s thiolovymi skupinami
cysteinovych zbytkl. Popsana aktivace je vyraznd, proto vétSina dalSich kinetickych test
byla provadéna v ptitomnosti DTT a EDTA.

Na obr. 13 (str. 33) je vidét efekt jednotlivych inhibitord na aktivitu PEP v extraktu
ze stfevni tkdné kliStéte obecného. Tato aktivita byla kompletné inhibovana specifickym
inhibitorem prolylendopeptidas Z-Ala-Pro-CMK. Pefabloc, inhibitor serinovych proteas
rodiny SO01, vykazoval slaby inhibi¢ni efekt. V piipad¢ inhibitorG pepstatin A (inhibitor
aspartatovych proteas) a E-64 (inhibitor cysteinovych proteas) nebyl pozorovan zadny

vyrazny inhibi¢ni nebo aktiva¢ni efekt na aktivitu nativni PEP.
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Obr. 12: Aktivace PEP v extraktu ze strevni tkdané klistéte obecného. Enzymaticka
aktivita byla stanovena v kinetickém testu s fluorogennim substrdatem Z-Gly-Pro-AMC
Vv prostredi 0,1 M pufru Tris-HCI pH 8,0 v pritomnosti aktivatorii (osa x), jejichz
vysledna koncentrace v testu je uvedena v Tabulce 1 (str. 31). Hodnoty aktivit jsou
vyjadreny v procentech jednotek RFU/s vztazenych ke kontrolni hodnote aktivity

namérené bez aktivatoru (100 %).
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Obr. 13: Inhibicni analyza aktivity PEP v extraktu ze stievni tkané klistéte obecného s
vybranymi skupinové selektivnimi inhibitory proteas. Enzymaticka aktivita byla
stanovena Vv kinetickém testu s fluorogennim substratem Z-Gly-Pro-AMC V prostiredi
0,1 M pufru Tris-HCI pH 8,0 obsahujicim 1 mM EDTA a 2 mM DTT v pritomnosti
inhibitorii (osa x), jejichz vyslednd koncentrace v testu je uvedena v Tabulce 1 (str. 31).
Hodnoty zbytkové aktivity jsou vyjadireny v procentech jednotek RFU/s vztazenych ke

kontrolni hodnoté aktivity namérené bez inhibitoru (100 %).

4.2.  VIliv inhibitori serinovych proteas na aktivitu PEP

Testovan byl vliv vybranych inhibitori serinovych proteas na PEP v extraktu ze
stfevni tkané klistéte obecného (Tabulka 2, str. 34). V testu byly pfitomny aktivatory DTT
a EDTA. Extrakt ze stfevni tkané byl inkubovan s piislusnym inhibitorem a poté byla
stanovena zbytkova aktivita PEP pomoci kinetického testu s fluorogennim substratem

Z-Gly-Pro-AMC. Zbytkova aktivita byla vztazena k aktivité neinhibovaného extraktu.
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Tabulka 2: Inhibitory serinovych proteas testované v extraktu ze stirevni tkané klistéte

obecného.
Inhibitor Cilova proteasa Koncentrace v testu

PMSF Serinové proteasy rodiny S01 1mM

3,4-dichlorokumarin Serinové proteasy rodiny S01 0,1 mM

Leupeptin Serinové proteasy 20 uM
trypsinového typu
a cysteinové proteasy

TPCK Serinové proteasy 0,2 mM
chymotrypsinového typu

TLCK Serinové proteasy 0,1 mM
trypsinového typu

Z-Pro-Pro-CHO Serinové proteasy typu PEP 50 uM

Z-Ala-Pro-CMK Serinové proteasy typu PEP 10 uM

Vysledky ukazaly, ze aktivitu PEP v extraktu ze stievni tkané klistéte obecného

kompletné inhibuji pouze specifické inhibitory prolylendopeptidas Z-Ala-Pro-CMK a

Z-Pro-Pro-CHO (obr. 14, str. 35). U dalsich testovanych inhibitord serinovych proteas

nebyl pozorovan zadny vyrazny inhibi¢ni efekt. Zjisténa inhibi¢ni specifita odpovida

inhibi¢ni specifité sav¢ich PEP [35, 36].
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Obr. 14: Inhibicni analyza aktivity PEP v extraktu ze strevni tkdne klistete obecného
S vwbranymi inhibitory serinovych proteas. Enzymaticka aktivita byla stanovena
V kinetickém testu s flourogennim substratem Z-Gly-Pro-AMC Vv prostiedi 0,1 M pufru
Tris-HCI pH 8,0 obsahujicim 1 mM EDTA a 2 mM DTT v pritomnosti inhibitorii (osa x),
Jjejichz vyslednd koncentrace v testu je uvedena v Tabulce 2 (str. 34). Hodnoty zbytkové
aktivity jsou vyjadreny v procentech jednotek RFU/s vztazenych ke kontrolni hodnoté

aktivity namérené bez inhibitoru (100 %).

4.2.3. VIliv rtut'natych kationti na aktivitu PEP

Byl testovan efekt chloridu rtutnatého na aktivitu PEP v extraktu ze stievni tkané
klistéte obecného. Extrakt byl inkubovan s chloridem rtutnatym (10 mM) a poté byla
stanovena zbytkova aktivita PEP pomoci kinetického testu s fluorogennim substratem
Z-Gly-Pro-AMC. Zbytkova aktivita byla vztazena k aktivité neinhibovaného extraktu.

Rtutnaté kationty, o kterych je zndmo, ze maji schopnost interagovat s volnymi
thiolovymi skupinami cysteinovych zbytkl proteint, kompletn€ inhibovaly aktivitu nativni
PEP (obr. 15, str. 36). To naznacuje, Ze ionty rtuti interaguji s volnymi thiolovymi
skupinami cysteinovych zbytkti PEP a pravdépodobné indukuji zménu struktury PEP v

oblasti aktivniho mista spojenou se ztratou aktivity.
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Obr. 15: Vliv rtutnatych kationtii na aktivitu PEP v extraktu ze stievni tkané klistéte
obecného. Enzymaticka aktivita byla stanovena v kinetickém testu s flourogennim
substratem Z-Gly-Pro-AMC v prostiedi 0,1 M pufiu Tris-HCI pH 8,0 obsahujicim 1 mM
EDTA a2 mM DTT v pritomnosti 10 mM chloridu rtutnatého. Hodnota zbytkové aktivity
je vyjadiena v procentech jednotek RFU/s vztazenych ke kontrolni hodnoté aktivity

naméiené bez chloridu rtutnatého (100 %).

36



4.3. Zavislost aktivity PEP na pH

K ur¢eni pH optima aktivity PEP v extraktu ze stfevni tkan¢ klistéte obecného byl
pouzit fluorogenni substrat Z-Gly-Pro-AMC. Z obr. 16 je vidét, Ze nativni PEP je aktivni
Vv celé testované oblasti pH od 6,0 do 9,5 a pH optimum s maximalni hodnotou aktivity je
okolo pH 8,5.
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Obr. 16: Zavislost enzymové aktivity PEP v extraktu ze strevni tkané klistéte obecného
na pH. Aktivita PEP byla stanovena v kinetickém testu s fluorogennim substrdatem
Z-Gly-Pro-AMC Vv prostiedi 0,1 M pufru Bis-tris propan obsahujicim 1 mM EDTA a
2 mM DTT v daném pH (osa x). Aktivita je vyjadiena v procentech jednotek RFU/s

vztazenych k nejvyssi nameérené hodnote (100 %).
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4.4. Dynamika PEP ve stirevu kliStéte obecného v pribéhu sani

K porovnani enzymové aktivity PEP v extraktu ze stfevni tkan¢ klistéte obecného
vruznych fazich sani byly pouzity extrakty pfipravené ze stfevnich tkani klistat
odebranych Vv rtiznych casovych intervalech od pfisati klistéte na hostiteli. Aktivity PEP
byly méfeny v kinetickém testu s fluorogennim substratem Z-Gly-Pro-AMC v piitomnosti
DTT a EDTA. Aby byly vysledky porovnatelné, vSechny aktivity byly méfeny paralelné a
extrakty pouzité ve vSech méfenych vzorcich byly pfipraveny ze stfevni tkané stejného
poctu klist’at.

Na obr. 17 je ukdzan vysledek méfeni. Aktivita PEP v prvnich dnech od pfisati je
minimalni. Od patého dne zacina rapidné riist a v tfinacty den od pfisati (ve ktery se kliste

nachdzi uz mimo hostitele) dosahuje maxima.
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Obr. 17: Enzymova aktivita PEP Vv extraktech ze strevnich tkani klistéte obecného
béhem sani a po odpadnuti z hostitele. Aktivita PEP v extraktech ze strevnich tkani
odebranych v danou dobu od pocatku sani (osa x) byla stanovena v kinetickém testu s
fluorogennim substratem Z-Gly-Pro-AMC v prostiedi 0,1 M Tris-HCI pH 8,0
obsahujicim 1 mM EDTA a 2 mM DTT . Extrakty pouzité ve vSech mérenych vzorcich
byly pripraveny ze strevni tkané stejného poctu klistat. Aktivita je vyjddrena v

procentech jednotek RFU/s vztazenych k nejvyssi namérené hodnoté (100 %).
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45. Specificka aktivita PEP ve tkanich kliStéte obecného

4.5.1. Porovnani aktivity PEP ve vybranych tkanich

Aktivita PEP byla méfena v extraktech z vybranych télnich tkani klistéte obecného,
a to konkrétné v extraktech z hemolymfy, malpigickych trubic, slinnych zlaz a z vaje¢niku.
Aktivity byly méfeny pomoci kinetického testu s fluorogennim substratem
Z-Gly-Pro-AMC v piitomnosti DTT a EDTA. Hodnoty takto ziskanych aktivit byly
normalizovany na mnozstvi proteint v extraktech. Na obr. 18 je vidét porovnani téchto
specifickych aktivit PEP ptitomnych v jednotlivych tkanich. Vyrazné nejvyssi aktivita PEP
byla detekovéana Vv extraktu ze stievni tkané, znacna aktivita v extraktech z malpigickych
trubic, slinnych Zlaz a z vaje¢nikli, naproti tomu Zadna aktivita nebyla detekovana v
hemolymf¢ klistéte. Uvedend data naznauji, ze 1 kdyZ je PEP znacné rozSifenym
enzymem, lze predpokladat vyznamnou roli pfi proteolytickém traveni proteinti z krve

hostitele.
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Obr. 18: Enzymova aktivita PEP v extraktech z tkani klistéte obecného (HL — hemolymfa,
MT — malpigické trubice, SG — slinné zlazy, OV — vajecniky, GE - strevni tkan). Aktivita
PEP byla stanovena v kinetickém testu s fluorogennim substratem Z-Gly-Pro-AMC
v prostredi 0,1 M pufru Tris-HCI pH 8,0 obsahujicim 1 mM EDTA a 2 mM DTT. Namérené
aktivity jsou normalizovany na mnozZstvi proteinii v extraktech a predstavuji specifické
aktivity. Hodnoty specifickych aktivit uvedené v grafu jsou vyjadreny v procentech

vztazenych k nejvyssi namerené hodnoté (100 %).
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4.5.2. Inhibice aktivity PEP ve vybranych tkanich

Inhibiéni specifita PEP v extraktech z vybranych télnich tkani klistéte obecného
byla testovana s inhibitory E-64, Pefabloc a Z-Ala-Pro-CMK, jejichz selektivita a
koncentrace v testu je uvedena v Tabulce 1 (str. 31). Jednotlivé extrakty byly inkubovany s
prislusnymi inhibitory a poté byla stanovena zbytkova aktivita PEP pomoci kinetického
testu s fluorogennim substratem Z-Gly-Pro-AMC. Do testu byly pfidany aktivatory DTT a
EDTA. Zbytkova aktivita byla vztazena k aktivité¢ neinhibovaného extraktu dané tkané.

Vysledek (obr. 19, str. 41) ukazal, Zze testované inhibitory maji podobny efekt na
aktivitu PEP v extraktech z piipravenych tkani. Z-Ala-Pro-CMK vykazuje vyraznou
inhibici, mirna inhibice je viditelna v pfitomnosti Pefabloc a E-64 nema zadny vyrazny
inhibi¢ni efekt.

Na rozdil od aktivity PEP v extraktu ze stfevni tkan¢ inhibitor Z-Ala-Pro-CMK
neinhibuje aktivitu PEP v dalSich testovanych tkanich kompletné. Mozné vysvétleni pro
tento jev je takové, ze v jinych tkanich se mize vyskytovat jind proteasa Stépici prolylovou
vazbu substratu Z-Gly-Pro-AMC, ktera je jiného typu nez PEP a nema plnou inhibi¢ni
citlivost k tomuto inhibitoru.
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Obr. 19: Inhibicni analyza aktivity PEP v extraktech z vybranych télnich tkani klistéte

obecného (HL — hemolymfa, MT — malpigické trubice, SG — slinné zlazy, OV — vajecniky,
GE - strevo). Enzymatickd aktivita byla stanovena v kinetickém testu s flourogennim

substratem Z-Gly-Pro-AMC v prostiedi 0,1 M pufru Tris-HCI pH 8,0 obsahujicim

ImM EDTA a 2 mM DTT v pritomnosti inhibitorit (osa x), jejichz vysledna koncentrace

v testu je uvedena v Tabulce 1 (str. 31). Hodnoty zbytkové aktivity jsou vyjadreny v

procentech jednotek RFU/s vztazenmych ke kontrolni hodnoté aktivity nameérené bez
inhibitoru v dané tkani (100 %).
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4.6. Vizualizace PEP pomoci fluorescencni afinitni znacky

Jako dal$i metoda pro identifikaci PEP v extraktu ze stfevni tkan¢ klistéte obecného
bylo pouzito afinitniho fluorescen¢niho znaeni. Afinitni znacky jsou specifickymi
ireverzibilnimi inhibitory proteas, na které jsou navazany fluorescen¢ni skupiny. Proteasy,
které¢ reaguji s afinitni znackou, je mozné detekovat po separaci na elektroforéze
SDS-PAGE pomoci fluorescencniho skeneru.

K identifikaci PEP v extraktu ze stfevni tkan¢ klistéte obecného byla pouzita
fluorescenéni afinitni znacka BOPC (obr. 20). Tato znaCka se sklada z reaktivni
chloromethylketonové skupiny (kovalentné vaze znacku na katalyticky zbytek serinu),
z peptidového fetézce Ala-Ala-Pro (vaze se do aktivniho mista proteasy a je zodpovédny
za specifitu znacky) a z pfipojené komercni fluorescen¢ni skupiny oznacované jako

Bodipy-TMR.

‘ 0
(\JJK Ala-Ala-Pro . =

Obr. 20: Schematicka struktura fluorescencni afinitni znacky BoPC pro vizualizaci PEP.
Na chloromethylketonovou skupinu je pripojen peptidovy retézec Ala-Ala-Pro, na ktery je
navazana fluorescencni skupina (Bodipy) s uvedenou strukturou. Tato znacka byla
navrzena a syntetizovana na UOCHB, AV CR.
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Po inkubaci BoPC s extraktem byla smés separovana na elektroforéze SDS-PAGE
a poté vizualizovand na fluorescencnim skeneru. Pro ovéfeni specifity bylo provedeno
kompeti¢ni znaceni: extrakt byl nejprve inkubovan s inhibitorem Z-Ala-Pro-CMK a az
poté byla k této smési pfidana znacka BoPC. Inhibitor se navaze ireverzibilné¢ do aktivniho
mista, ¢imz blokuje misto pro vazbu BoPC, coz se projevuje pfi fluorescenéni detekci na
gelu jako ,,zhaseny* signal.

Jako pozitivni kontrola byla pouzita rekombinantni PEP z krevni¢ky Schistosoma
mansoni (SmPEP). Tento enzym byl na gelu pomoci BoPC identifikovan jako pas o
molekulové hmot¢ ptiblizn¢ 75 kDa (obr. 21). Signal byl blokovan po preinkubaci s
inhibitorem Z-Ala-Pro-CMK. V extraktu ze stievni tkané klistéte obecného byl afinitnim
znaCenim identifikovan pas o molekulové hmotnosti cca 80 kDa, jehoz fluorescen¢ni

signal byl ,,zhaSen” pii kompetiénim znaceni s inhibitorem Z-Ala-Pro-CMK.

SmPEP IrGE

.
kDa 1 2 .3 4
250 — &= —4 B3

% : + - + 2 + Z-Ala-Pro-CMK

Obr. 21: Detekce PEP pomoci fluorescencni afinitni znacky BOPC. Extrakt ze strevni
tkane klistéte obecného (ItGE - drahy 3 a 4) byl inkubovin s BoPC, separovin na
elektroforéeze SDS-PAGE a signal znacené PEP byl detekovan na fluorescencnim skeneru
(vpravo). Signal byl inhibovan pri kompeticnim znaceni v pritomnosti inhibitoru Z-Ala-
Pro-CMK. Jako pozitivni kontrola byla znacena rekombinantni PEP 7 krevnicky S.
mansoni  (SmPEP - drdhy 1 a 2). Oznacena je pozice SmPEP a cervenou Sipkou je
vyznacen predpokladany pds PEP z klistéte obecného. Po detekci byly proteiny v gelu
obarveny pomoci Coomassie Brilliant Blue R250 (vlevo), uvedeny jsou standardy

molekulovych hmotnosti.
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4.7. ldentifikace sekvence PEP v genomu klistéte Ixodes scapularis

V genomu klistéte |. scapularis [37] byla programem BlastP [38] za pouziti
aminokyselinové sekvence lidské PEP (P48147) vyhledana homologicka sekvence PEP
s kodovym oznacenim ISCWO002432-RA. Tato aminokyselinova sekvence PEP z klistéte
I. scapularis (ISPEP) byla porovnana se sekvenci lidské a prasec¢i prolylendopeptidasy
(obr. 22). Sekvence ISPEP obsahuje 707 aminokyselinovych zbytki a je tvofena
specifickou doménou oznacovanou jako tzv. , f—propeller” a peptidasovou doménu s
katalytickou triadou Ser552, Asp638, His677, které jsou charakteristickymi znaky sav¢ich
PEP.

ISsPEP -MKFQYPTPRRDESVVDKYHGVEVRDPYRWMEDPDSEETKEFVDAQNAVTTPFLEKCKDR 59
SsPEP MLSFQYPDVYRDETAIQDYHGHKVCDPYAWLEDPDSEQTKAFVEAQNKITVPFLEQCPIR 60
HsPEP MLSLQYPDVYRDETAVQDYHGHKICDPYAWLEDPDSEQTKAFVEAQNKITVPFLEQCPIR 60

ok kk * kK . ee khkkhk e e khkkhk kekhkhkhkhkhkkoekhkk hAkeoekhkkhkk ok kAhkkk ok *

IsPEP PKIKERLRELYDYPRFGCPNKHGSRYFEFYMNTGLONQSVLYVQDSLDADPRVFFDPNELS 119
SsPEP GLYKERMTELYDYPKYSCHFKKGKRYFYFYNTGLONQRVLYVQODSLEGEARVFLDPNILS 120
HsPEP GLYKERMTELYDYPKYSCHFKKGKRYFYFYNTGLONQRVLYVODSLEGEARVEFLDPNILS 120

*kkhkkeo Khhkkkhkkhkkeoo * kek Khhkkeo Kkhkkhkhkhkkhkk kAhkhkhkhkkhkkk o s Kk kekkk kK

IsPEP EDGTVSMSTTSFSEDGELFAYGLSYSGSDWIKIYVKNVATGEIFPEVLEKIKFTSMSWTH 179
SsPEP DDGTVALRGYAFSEDGEYFAYGLSASGSDWVTIKFMKVDGAKELPDVLERVKEFSCMAWTH 180
HsPEP DDGTVALRGYAFSEDGEYFAYGLSASGSDWVTIKFMKVDGAKELPDVLERVKEFSCMAWTH 180

e kkhkhkk oo o ekhkkhkhkhkkhk hhkikkkhkk khkikkko K .k . ek oekhkk o okk e kokkk

IsPEP DNKGFFYGKYPDSIAKADGTETDSAKDQKLYYHRVGTPQSDDVLCVEFPKEPKWRIGGTV 239
SsPEP DGKGMFYNAYPQQODGKSDGTETSTNLHQKLYYHVLGTDQSEDILCAEFPDEPKWMGGAEL 240
HsPEP DGKGMFYNSYPQODGKSDGTETSTNLHQKLYYHVLGTDQSEDILCAEFPDEPKWMGGAEL 240

*  kk e kK * Kk . * e kkkkk . khkkhkhkkhkk okhkk kkoekeoekhkk khkk Kkhkkk *

ISsPEP SDCGKYLVVTAQEGCKD-NMVYVANLEKLPNGIEVLLHLDCIVGKFEAEYYYVTNEGTVE 298
SsPEP SDDGRYVLLSIREGCDPVNRLWYCDLQQESNGITGILKWVKLIDNFEGEYDYVTNEGTVE 300
HsPEP SDDGRYVLLSIREGCDPVNRLWYCDLQQESSGIAGILKWVKLIDNFEGEYDYVTNEGTVE 300

ok ke ko oo ok kk * e . ok oo * % ok . .. e kk kkhk khkkkkkhkk kK

IsPEP TFRTNKGHPRYALVNIDLANSAEAFWQDLIPEDSKDVLDWATCVDKDKLVVCYLRDVKNV 358
SsPEP TFKTNRHSPNYRLINIDFTDPEESKWKVLVPEHEKDVLEWVACVRSNFLVLCYLHDVKNT 360
HsPEP TFKTNRQSPNYRVINIDFRDPEESKWKVLVPEHEKDVLEWIACVRSNEFLVLCYLHDVKNI 360

* koo ok Kk . * ke e kk k. . ke ke koekk *hkkhkk ok o kK o kk e kk koo kk kK

IsPEP LQLHSLATGAKIADFPLEVGTVSGYSGKKKDSEIFYLFTSFLTPGTIYHCDLKKEPLSPK 418
SsPEP LQLHDLATGALLKIFPLEVGSVVGYSGQKKDTEIFYQFTSFLSPGIIYHCDLTKEELEPR 420
HsPEP LQLHDLTTGALLKTFPLDVGSIVGYSGQKKDTEIFYQFTSFLSPGIIYHCDLTKEELEPR 420

*hkkhkk ke kkk . khkoekhkkoo K hkkhkkohkkhkkheohkhkhh K hkkhkhkeokhkk  *hkkhkhkhk *k *x %o

ISPEP VGPVPFLRESSRTATKFEVKQVFFESKDGCKVPMFIVRKKGLP--DNSPCLLYGYGGENV 476
SsPEP VFREVTV--KGIDASDYQTVQIFYPSKDGTKIPMFIVHKKGIKLDGSHPAFLYGYGGENI 478
HsPEP VFREVTV——KGIDASDYQTVQIFYPSKDGTKIPMFIVHKKGIKLDGSHPAFLYGYGGFNI 478

* * . .. * * * kK x * ***** *** * ********
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IsPEP SLQOPYFSVSHLLLMQHLGEVFALANLRGGGEYGETWHNGGRLLHKQONVFDDFQSAAEYLI 536
SsPEP SITPNYSVSRLIFVRHMGGVLAVANIRGGGEYGETWHKGGILANKQNCFDDFQCAAEYLI 538
HsPEP SITPNYSVSRLIFVRHMGGILAVANIRGGGEYGETWHKGGILANKQNCEFDDFQCAAEYLI 538

ke Kk ekhhkkoekeoooeokoek ookekhkkekhkkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhkokk * *kkk kkhkkkk kAkhkkkkk

IsPEP KNKYTSKDKLVIQGGSNGGLLVAACANQRPDLYKCVISQVGVMDMLRFHKFTIGYAWTSD 596
SsPEP KEGYTSPKRLTINGGSNGGLLVATCANQRPDLFGCVIAQVGVMDMLKFHKYTIGHAWTTD 598
HsPEP KEGYTSPKRLTINGGSNGGLLVAACANQRPDLFGCVIAQVGVMDMLKFHKYTIGHAWTTD 598

* e kKK ek kKekhkkkhkkhkhkhkhkkhhkkoehkhkhkkhkhkhkhkkhe K hkkeoehkhkhkkhkhkhkhkkheoekhkkhkeoehkhhkohhkhok

IsPEP YGSSDDEKMFQYLHKYSPLHNIRVPP-EAVQYPSMLLLTADHDDRVVPCHSLKFIAELQH 655
SsPEP YGCSDSKQHFEWLIKYSPLHNVKLPEADDIQYPSMLLLTADHDDRVVPLHSLKFIATLQY 658
HsPEP YGCSDSKQHFEWLVKYSPLHNVKLPEADDIQYPSMLLLTADHDDRVVPLHSLKFIATLQY 658

kk kk e ke ok khkkhkhkkkhkko oo ook . skAk kA kAk A KAk A A Ak A A Ak Ak Kk Khhkkkhkhkkk Kk

IsPEP AVGKSDKQTNPLMIHVDTKAGHGAGKPISKVIDELTDTYSFVINCLGIEFQE 707
SsPEP IVGRSRKQONNPLLIHVDTKAGHGAGKPTAKVIEEVSDMFAFIARCLNIDWIP 710
HsPEP IVGRSRKQSNPLLIHVDTKAGHGAGKPTAKVIEEVSDMFAFIARCLNVDWIP 710

hhkek Khhk khhkkeoehkkhkhkhkkhkhkhkkhAkhkhbkhkhhkk  okhkhkkeokeok ook * K

Obr. 22: Porovnani sekvence prolylendopeptidasy klistete 1. scapularis (IsPEP,
ISCW002432-RA), lidské (HsPEP, P48147) a praseci (SsPEP, P23687). Sedivé je
vyznacen tzv. ,, f—propeller “, specificka doména pro prolylendopeptidasy, zluté katalyticka
triagda Ser554, Asp64l, His680 (cisla odpovidaji SsPEP a HsPEP) v C-koncové
peptidasové doméné a zelene Cys255 . * poloha s identickymi aminokyselinami,: | . poloha

s aminokyselinami s vyznamnou/méné vyznamnou podobnosti, - delece v sekvenci.

Na obr. 23 (str. 46) je struktura prase¢i PEP v komplexu s kovalentnim inhibitorem
Z-Pro-Pro-CHO. Oznaceny jsou hlavni domény — ,, f/—propeller “ a peptidasova doména,
mezi nimiZz se nachazi aktivni misto s katalytickymi zbytky Ser554, Asp641, His680 a
zbytek cysteinu v pozici 255. Cys255 se nachazi v blizkosti aktivniho mista a jeho
modifikace mize modulovat aktivitu enzymu [39]. Cys255 se nachazi v homologické
pozici i u PEP z klistéte I. scapularis (obr. 22). Je pravdépodobné, ze je pfitomen i u PEP
z klistéte obecného (I. ricinus ) a je zde zodpovédny za modulacni efekty pozorované pii

meéfeni aktivity PEP v pfitomnosti DTT/EDTA a rtutnatych kationtt.
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Obr. 23: Trirozmérnd struktura praseci PEP v komplexu s inhibitorem
Z-Pro-Pro-CHO (PDB kod 1QFS). Svetle modre je vyznacena doména
oznacovana jako , p—propeller”, ktera stericky blokuje pristup do aktivniho
mista peptidasové domény (zelené). Katalytické zbytky Ser554, Asp641, His680
Jjsou oznaceny cervené, N-konec proteinu lososove. Inhibitor Z-Pro-Pro-CHO
vazici se do aktivniho mista je vyznacen tmavé purpurovou barvou, Cys255 je

oznacen tmave modre. Upraveno v programu UCSF Chimera.
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5. Diskuse

Inhibi¢ni specifita PEP v extraktu ze stievni tkané klistéte obecného (I. ricinus)
umoziuje zafadit tento enzym mezi serinové proteasy typu prolylendopeptidas. Dikazem
toho je citlivost k inhibitoraim Z-Pro-Pro-CHO a Z-Ala-Pro-CMK, které byly popsany jako
ucinné inhibitory savéich prolylendopeptidas [30, 36]. Naproti tomu studovana aktivita
nebyla inhibovdna jinymi inhibitory serinovych proteas trypsinového nebo
chymotrypsinového typu ani skupinovymi inhibitory jinych tfid proteas (aspartatovych,
cysteinovych proteas a metaloproteas).

Dale bylo zjisténo, ze aktivita PEP v extraktu ze stfevni tkan¢ klistéte obecného
byla indukovana pomoci DTT a EDTA. Tento vysledek naznacuje, Ze aktivaéni proces by
mohl mit souvislost s volnou thiolovou skupinou, kterd ovliviiuje funkci aktivniho mista
PEP z klistéte obecného. DTT je v nizkych koncentracich ¢asto pouzivan jako thiolové
¢inidlo pro ,,odmaskovani“ thiolovych skupin cysteinovych zbytkd proteind, které byly
modifikovany oxidaci nebo tvorbou komplexti. EDTA je obecné pouzivana v proteinové
biochemii k vyvazani ionti kovt z proteinovych komplext. Typickym piikladem tohoto
pouziti DTT a EDTA je aktivace cysteinovych proteas, které obsahuji v aktivnim misté
volny zbytek cysteinu, ktery je obvykle Céastecné blokovan oxidaci nebo interakci
S riznymi nizkomolekularnimi ligandy, které je potieba odstranit pro plnou aktivaci téchto
enzymu.

Ptitomnost cysteinového zbytku dilezitého pro aktivitu PEP z klistéte obecného je
dale podporovana testem aktivity PEP v extraktu ze stfevni tkané v pfitomnosti chloridu
rtutnatého, ktery kompletné inhiboval jeji aktivitu. Schopnost iontii rtuti interagovat
S cysteinovymi zbytky je opét znama z literatury, napf. u cysteinovych proteas, které jsou
témito ionty inhibovany [40].

Vyse uvedend modulace aktivity PEP z kliStéte obecného by mohla byt porovnana
se savéimi prolylendopeptidasami, které obsahuji volny cysteinovy zbytek. Tento zbytek u
savCich PEP byl popsan jako citlivy na modifikaci pomoci reagencii, které¢ interaguji
s thiolovymi skupinami jako jsou napf. p-chloromerkuribenzoat a jodacetamid [41].
Uvedena ¢inidla byla schopna inhibovat peptidolytickou aktivitu lidské a prasec¢i PEP a
bylo prokazano, Ze za tuto inhibici je zodpovédna modifikace zbytku Cys255, ktery se
nachazi v blizkosti aktivniho mista [39]. Proto byla v bakalarské praci analyzovana

sekvence PEP z klistéte 1. scapularis, ktery je evolu¢né piibuzny s I. ricinus a jsou pro ngj
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dostupna sekvencni data z genomu. Sekvence PEP z klistéte I. scapularis byla porovnana
se sekvencemi lidské a prase¢i PEP a bylo zjisténo, ze PEP z klistéte |. scapularis
obsahuje, stejn¢ jako oba sav¢i enzymy, cysteinovy zbytek v homologické pozici
k Cys255. Z toho vyplyva, Ze pri¢inou aktivace PEP z klistéte obecného je pravdépodobné
pusobeni DTT a EDTA pravé na zbytek Cys homologicky s Cys255. Nicméné u PEP
z klistéte obecného byl poprvé popsan kromé inhibi¢niho efektu plisobenim na Cys255
také aktivacni efekt, ktery literatura o sav¢ich PEP neuvadi. Toto mize byt zptisobeno tim,
7ze Cys255 je u PEP z klistéte obecného silné modifikovan molekulami pfitomnymi v
extraktu ze stievni tkdné klistéte obecného, ktery byl pouzivan pro méfeni enzymové
aktivity. Témito molekulami by mohly byt napt. ionty zeleza, které mohou pochazet
z hemu uvolnéného pii degradaci hemoglobinu piijatého z krve hostitele.

Bakalaiska prace ur¢ila hodnotu pH optima PEP z klistéte obecného Vv oblasti pH
8-9, coz je v souladu s hodnotou uvedenou pro sav¢i homologa [41]. Dale byla uréena
relativni molekulova hmotnost PEP z klistéte obecného pomoci vizualizace fluorescencéni
afinitni znackou, ktera se vaze do aktivniho mista PEP. Toto znaCeni v extraktu ze stfevni
tkan¢ klistéte obecného umoznilo detekovat na elektroforéze SDS-PAGE pas o molekulové
hmotnosti cca 80 kDa, coz odpovida molekulové hmotnosti uvadéné pro savei PEP [30].

Pro lokalizaci PEP z klistéte obecného byla méfena aktivita v extraktech z nékolika
tkani klistéte a nejvyssi specificka aktivita byla nalezena v extraktu ze stievni tkan¢. Tato
aktivita byla kompletné inhibovana Z-Ala-Pro-CMK, znamym jako selektivni inhibitor
prolylendopeptidas [35]. Extrakty ze stfevni tkané byly dale pfipraveny pro sérii klist'at
v prubéhu celého procesu sani na hostiteli a traveni po odpadnuti klistéte z hostitele. Tato
analyza ukézala, ze v prib¢hu 2. faze sani (4.-8. den) dochazi k nartistu aktivity PEP a po
odpadnuti dosahuje maxima (13. den) a poté opét klesa. Tyto vysledky naznacuji, ze PEP z
klistéte obecného by se mohla ucastnit procesu traveni proteint piijatych z krve hostitele.
Ptedchozi prace ukazuji, Ze travici proteolyza kliStat je fizena cysteinovymi a
aspartatovymi proteasami [14, 42]. Zadna z téchto proteas, nicméné, neni schopna $t&pit
peptidovou vazbu s prolinem v pozici P; nebo P1’, proto lze predpokladat, ze PEP stépici
peptidové fragmenty s prolinem v pozici P; by mohla ucinn¢ doplnovat degradaci

proteinovych substratl v zavérecnych fazich travici proteolyzy.
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6. Zavér

Bakalaiska prace se zabyvala prolylendopeptidasou (PEP) z klistéte obecného
(Ixodes ricinus), ktera u tohoto parazita doposud nebyla biochemicky charakterizovana.
Tato serinova proteasa je potencialni cilova molekula pro vyvoj novych vakcin proti

klistatim a pfenaSenym patogeniim.

« Nejvyssi specificka proteolyticka aktivita PEP testovana v riznych tkanich klistéte

obecného byla nalezena ve stfevni tkani.

« Aktivita PEP v extraktu stievni ze tkan¢ kliStéte obecného byla indukovana pomoci
DTT a EDTA a inhibovana pomoci HgCl,.Vysvétleni tohoto efektu bylo navrzeno

na zaklad¢ funk¢ni role cysteinového zbytku v blizkosti aktivniho mista PEP.

« Byla urcena inhibi¢ni specifita PEP z klistéte obecného, jez byla selektivni pro
peptidové inhibitory Z-Ala-Pro-CMK a Z-Pro-Pro-CHO. Bylo uréeno pH optimum
aktivity PEP z klistéte obecného v oblasti pH 8-9.

« Proteolyticka aktivita PEP z klistéte obecného je ve stievni tkani v prvnich dnech
od prisati kliStéte na hostiteli minimalni. Od patého dne sani zaind vyrazné
narUstat a dosahuje maxima v tfinacty den od pfisati. V pozdnich fazich traveni po

uvolnéni kliStéte z hostitele aktivita klesa.
« PEP v extraktu ze stievni tkan€ kliStéte obecného byla vizualizovana na

elektroforéze SDS-PAGE pomoci metody fluorescenéniho afinitniho znaceni a jeji

molekulova hmotnost byla stanovena piiblizné na 80 kDa.
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