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Abstrakt

Krevnicky rodu Schistosoma jsou parazitické motolice, které zptisobuji schistosomoézu,
zédvazné onemocnéni postihujici vice nez 240 mil. lidi. Proteolyticky systém krevnicek je
nezbytny pro jejich zivotaschopnost; ucastni se dilezitych procest pii interakci s hostitelem,
jako je traveni potravy, invaze a migrace tkanémi. Proto jsou proteazy krevnicek perspektivnimi
cilovymi molekulami pro terapeuticky zasah pii 1écbé schistosomoézy. Tato prace se zabyva
protedzou katepsin B2 (SmCB?2) z krevnicky sttevni (S. mansoni), jejiz biochemické vlastnosti
a biologicka funkce nebyly podrobn¢ studovany. Rekombinantni SmCB2 byl pfipraven pomoci
kvasinkového a bakteridlniho expresniho systému a chromatograficky purifikovan. V
aktivitnim testu in vitro byly identifikovany prvni G¢inné inhibitory SmCB2 blokujici jeho
proteolytickou aktivitu v submikromolarnich koncentracich. Byly pfipraveny specifické
polyklonalni protilatky proti SmCB?2, které byly pouzity pro imunomikroskopickou lokalizaci
této proteazy v povrchové vrstveé parazita. Pomoci ELISA analyzy bylo zjiSténo, Ze SmCB2 je
rozeznavan jako parazitdrni antigen imunitnim systémem hostitele v mySim modelu

vvvvv

pro syntetické inhibitory a jako novém antigenu pro vakcinacni studie.

Klicova slova: parazit, krevnicka, Schistosoma, protedza, katepsin, inhibitor, imunoanalyza



Abstract

Blood flukes of the genus Schistosoma are parasitic trematodes that cause
schistosomiasis, a serious disease afflicting more than 240 million people. The proteolytic
system of schistosomes is essential for their viability: it participates in important processes
during host-parasite interactions such as food digestion, invasion and tissue migration. Thus,
schistosomal proteases are promising molecular targets for therapeutic intervention in
schistosomiasis treatment. The thesis focuses on the protease cathepsin B2 from S. mansoni
(SmCB2) which has not been studied in detail so far in terms of biochemical properties and
biological function. Recombinant SmCB2 was prepared using yeast and bacterial expression
systems and was chromatographically purified. Using an in vitro activity assay, the first
effective inhibitors of SmCB2 were identified which inhibited its proteolytic activity in
submicromolar concentrations. Specific polyclonal antibodies against SmCB2 were prepared
and used for immunomicroscopic localization of this protease on the surface of the parasite.
ELISA analysis demonstrated that SmCB2 is a parasite antigen recognized by the host immune
system in the mouse model of schistosomiasis. The thesis provides valuable information about
SmCB2 as a potential target molecule for synthetic inhibitors and a new antigen for vaccination

studies.
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Seznam zKkratek:

APC antigen prezentujici buiiky (z ang. antigen-presenting cell)

AMC 7-amino-4-methylkumarin

APS peroxodisiran amonny

BMG minimalni glycerolové médium (z ang. buffered minimal glycerol)

BMM minimalni metanolové médium (z ang. buffered minimal methanol)

BSA hovézi sérovy albumin (z ang. bovine serum albumin)

DC dendriticka buika

DTT dithiotreitol

EDTA ethylendiamintetraacetat

ELISA analyza s enzymem navazanym na immunosorbent (z ang. enzyme-linked

immunosorbent assay)

E/S exkre¢né/sekrecni

FPLC ,.fast protein liquid chromatography*

HIV virus lidské imunodeficience (z ang. Human immunodeficiency virus)
ICso inhibi¢ni koncentrace v poloviné maximalniho u¢inku

IFN interferon

Ig imunoglobulin

IL interleukin

kDa kilo Dalton

LB Luria Bertani medium

MHC hlavni histokompatibilni komplex (z ang. major histocompatibility complex)
OD optické denzita

OVA ovalbumin

PBS pufrovaci fyziologicky roztok (z ang. phosphate buffered saline)

PCR polymerasova fetézova reakce (z ang. polymerase chain reaction)
PEG polyethylenglykol

PMSF fenylmethylsulfonyl fluorid

pl izoelektricky bod

PVDF polyvinyldifluorid

RFU relativni fluorescencni jednotky

SAP ,»Shrimp Alkaline Phosphatase*

SDS dodecylsulfat sodny



SmCB?2
SmCBI
SDS-PAGE
SOC

TCR
TEMED
Th bunky
TLR
TNF
Treg
Tris
Tween
Uuv
YNB
YPD

katepsin B2 z krevnicky stievni

katepsin B1 z krevicky stfevni

elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS
optimalizované Luria Bertani medium (z ang. super optimal broth with
catabolite repression)

T-bunécny receptor (z ang. T cell receptor)

N, N, N*, N*- tetracthylenmethylendiamin

pomocné T bunky (z ang. T helper cell)

Toll-like receptor

tumor nekrotizujici faktor (z ang. tumor necrosis factor)
regulacni T bunky

tris(hydroxymethyl)aminomehtan
polyoxyethylensorbitanmonolaurat

ultra fialové svétlo

kvasinkova dusikata baze (z ang. yeast nitrogen base)

kultiva¢ni medium pro kvasinky (z ang. yeast extract pepton dextrose)
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1. Uvod

Schistosoméza je jednim 2z nejvyznamnéjSich parazitarnich onemocnéni, které
v soucasnosti postihuje vice nez 240 milionti lidi v tropech a subtropech. Jedna se o chronické
onemocnéni, které piedstavuje zavazny zdravotni problém predevsim v chudych oblastech se
zhorSenymi hygienickymi podminkami (Utzinger et al., 2011). Schistosomdza je zplisobena
hostitele patfi krevnicka stfevni (Schistosoma mansoni), krevnicka jaterni (S. japonicum) a
krevnicka mocova (S. haematobium). K ndkaze dochazi pii kontaktu s kontaminovanou sladkou
vodu, ve které se nachazi infek¢ni larvalni stddia cerkarie. Dospé€lé krevnicky pak Ziji v cévach
hostitele, kde dochézi k produkci velkého poctu vajicek, ktera jsou hlavnim patogennim agens
onemocnéni. Vajicka se hromadi ve tkanich organti, coz ma za nasledek imunitni odpovéd
hostitele vedouci ke vzniku zanétu, granulomt a poSkozeni organt (Gryseels et al., 2006).

Pro 1é¢bu schistosomézy se v soucasné dobé pouziva jediné nizkomolekuladrni 1é¢ivo
praziquantel a prozatim neni komer¢né dostupnd zadnd vakcinacni latka. Z davodu rizika
vzniku rezistence a Castych reinfekci u obyvatel v endemickych oblastech nartistd potieba
vyvoje novych chemoterapeutik a vakcin. Zna¢na pozornost je tedy soustiedéna na studium
molekularnich procest krevnicek nezbytnych pro jejich Zivotaschopnost, jejichz naruseni by
umoznilo supresi krevnicek (Melman et al., 2009).

Zasadni pro ptezivani krevnicek jsou protedzy, které hraji dilezitou roli pii invazi, migraci,
reprodukci, vyzivé krevniCek a pfi interakci s hostitelem (McKerrow et al., 2006). Dospélé
krevnicky se Zivi krevnimi proteiny, pfedev§im hemoglobinem a k jeho traveni vyuZivaji sadu
proteaz nachazejicich se v jejich travicim traktu. Takto ziskavaji Ziviny nezbytné pro rist, vyvoj
a rozmnozovani (Caffrey et al., 2004; Delcroix et al., 2006). Protedzy krevnicek, které se
nachdzi mimo travici trakt se GcCastni naptiklad procesu pruniku ktize hostitele ¢i migrace
tkdnémi a jedna se 0 méné prozkoumanou skupinu proteaz (Salter et al., 2000).

Katepsin B2 ze S. mansoni (SmCB2), kterym se tato prace zabyva, patii mezi proteazy
lokalizované mimo travici trakt a jeho biologickd funkce neni prozatim znama (Caffrey et al.,
2002). Cilem této prace je produkce rekombinantniho SmCB2, analyza jeho inhibi¢niho a

vakcinac¢niho potencidlu a imunolokalizace SmCB2 v krevnicce.



2. Literarni prehled

2.1. Paraziticka krevnicka Schistosoma mansoni

Krevnicku stfevni (Schistosoma mansoni) 1ze taxonomicky zatadit do rodu Schistosoma
(krevnicka), tfidy Trematoda, kmene Platihelminthes. Spole¢né s krevnickou jaterni (S.
Jjaponicum) a krevni¢kou mocovou (S. haematobium) piedstavuje nejcastéji parazitujici
druh krevnicek napadajici fadu obratlovci vcetné clovéka, ¢imz zpisobuje rozsahlé

medicinské 1 ekonomické problémy (Utzinger et al., 2011).

2.1.1. Vyskyt S. mansoni

S. mansoni se typicky vyskytuje v tropickych a subtropickych oblastech, které se
vyznacuji zhorSenymi zivotnimi podminkami a nedostatkem nezévadné pitné vody.
Krevni¢ka S. mansoni se nachazi zejména v Africe, na Sttednim vychodg, v JiZzni Americe
a na Karibskych ostrovech (Obr. 1).

S distribuci  jednotlivych druhGt  krevni¢ek souvisi vyskyt specifickych
mezihostitelskych vodnich plzd, ktefi jsou nezbytni pro zivotni cyklus parazita.
Mezihostitelem krevnic¢ky S. mansoni je plz rodu Biomphalaria, ktery ptirozené obyva
stojaté vody, jako jsou rybniky a jezera (Gryseels et al., 2006). Dal§imi rezervoary
mezihostiteld jsou ale i uméle vytvofené¢ zavlazovaci systémy a vodni nadrze, které

ptispivaji k rozSifeni krevni¢ek do novych neendemickych lokalit (Fenwick, 2006).

Prevalence (%) 9
bez vyskytu Q 5

) 4 p . -
-y 1 N\ 4 - .'!‘
I vyskyt eliminovan o, ol \ %
<10 K Jhs . “K"H
. o AT
10-99 o { ” e :

10.0-24.9 ;
B 25.0- 409 I o - 3

B =500 K-

Obr. 1. Geografické rozsifeni schistosomozy. Upraveno podle Utzinger et al., 201 1.



2.1.2. Nakaza a Zivotni cyklus S. mansoni

Ohrozeni ndkazou S§. mansoni jsou piredevS§im obyvatel¢ chudych vesnickych
a méstskych oblasti, kdy k infekci dochazi béhem béznych Cinnosti spojenych se
zemédé€lstvim, rybolovem ¢i domdacimi pracemi. V endemickych oblastech je infekce
nejintenzivngjsi u déti pred pubertou, kdy tito jedinci v sobé také prenaseji nejvetsi mnozstvi
et al., 1994; Gryseels and de Vlas, 1996). U dospélych se na rozdil od déti projevuje
rezistence k reinfekci. Tento jev ziejmé souvisi s mnoholetym pifezivanim krevnicek v téle
hostitele. Primérné se dospélé krevnicky dozivaji 3-5 let, ale jejich vék muze dosahnout az
30 let (Gryseels et al., 2006). Imunitni odpovéd clovéka zodpovédnad za rezistenci
k reinfekci se vyviji velice pomalu a je patrné zavisla na antigenech parazita, které jsou
imunitnimu systému vystavovany az po jeho uhynuti (Woolhouse a Hagan, 1999).

K nékaze ¢lovéka dochazi prostiednictvim kontaminované vody, ve které se nachazi
infek¢ni larvalni stddium krevnicky S. mansoni zvana cerkarie. Tyto larvy rozpoznavaji
ptitomnost hostitele pomoci latek, jakymi jsou volné mastné kyseliny a L-arginin, kter¢ jsou
obsazeny v jeho kuizi (Austin et al., 1972; Haas et al., 2002). Cerkarie pronikaji kizi cloveéka
diky uvoliovani exkre¢né/sekrecnich (E/S) produktl ze svych z1az. Mezi tyto E/S produkty
cerkarii patfi proteolytické enzymy a muciny, které jsou dulezité pro degradaci slozek kiize
(Knudsen et al., 2005). Déle k nim patfi imunogenni glykosylované molekuly, které jsou
rozpoznavané¢ manozovymi receptory imunitnich bunék ptirozené slozky imunity (Paveley
etal., 2011).

Bé&hem penetrace kiize se cerkarie krevnicky S. mansoni méni na dalsi vyvojové stadium
zvané schistosomula. V prib¢hu této zmeény cerkarie ztraci jak svilij rozdvojeny ocasek, tak
1 imunogenni glykokalyx, ktery se nachazi na povrchu larvy (Samuelson a Caulfield, 1985).
Migrace larev vrstvami klize trva nékolik dni. U modelu mysi i primatt opoustéji larvy
krevnicky S. mansoni kizi béhem 2-7 dni (Mangold and Dean, 1983; Wilson et al., 1990).
Po piekonani bazalni membrany epidermis, kde mize byt larva zachycena az 2 dny, se
schistosomuly dostavaji do dermis a odtud zejména do cév krevniho ¢i v malé mife do
lymfatického ob&hu. Nasledné jsou obéhovym systémem pieneseny do plic a do jaterni
portalni zily, kde dospivaji (Wheater and Wilson, 1979) (Obr. 3, str. 6).

Prvnich 6 tydnii po infekci dochazi k rGstu a dospivani krevni¢ky a nevyznacuje se

produkeci vajic¢ek. Tato faze infekce je charakteristicka imunitni odpovédi na schistosomuly



a nedospélé Cervy u imunologicky naivnich jedinct, tedy piredev§im u turistii a jedinct, u
kterych nedochdzi k opakované infekci (Rabello, 1995).

Krevnicky jsou oddéleného pohlavi. V obdobi dospivani se paruji a nasledné migruji do
cév v oblasti stfev, kde samice kladou vajicka. Ta jsou vyloucena do vnéj$iho prostiedi
stolici, ovSem znacna Cast vajicek zistdva zachycena v tkani. Schistosomuly a dospé&lé
krevnicky se zivi krvi, predev§sim hemoglobinem, kdy k traveni vyuzivaji proteolytické
enzymy traviciho traktu. Timto zplisobem ziskéavaji Ziviny pro rist, vyvoj a rozmnozovani
(Delcroix et al., 2006).

Vajicka, kterd se dostala do sladké vody, se za ptiznivych podminek méni v larvy zvané
miracidia, které pronikaji do mezihostitelského plze. V ném probihd nepohlavni mnozeni
parazita. Do vody je za urcitou dobu uvolnéno dalsi larvalni staddium cerkarie, které je

infekéni pro lidského hostitele (Gryseels et al., 2006).
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Obr. 2. Zivotni cyklus krevnicky S. mansoni. Upraveno dle Pearce a MacDonald,2002.



2.2. Onemocnéni schistosomdza

Schistosomoza je parazitdrni onemocnéni zpusobené krevnickami rodu Schistosoma,
nejcasteji S. mansoni, S. japonicum a S. haematobium. Poprvé byla schistosomo6za popsana
Theodorem Bilharzem, a proto se nékdy téz nazyva bilharzidza. Po malarii je schistosomoza
druhym nejvyznamnéj$im parazitarnim onemocnénim, kdy 120 miliont lidi trpi klinickymi
ptiznaky a ptes 240 miliont lidi je nakaZeno. Ptiblizn¢ 97% vSech nakazenych S. mansoni
se nachazi v Africe (Obr. 1, str. 2) (Utzinger et al., 2011).

Jsou zndmy dvé formy tohoto onemocnéni — akutni a chronickd schistosomoéza.
Zavaznost obou forem je dana genetickou dispozici a stavem imunitniho systému hostitele.
Je také ovlivnéna pfitomnosti jinych soucasné se vyskytujicich infekci (tzv. koinfekci)
v hostiteli €1 jeho in utero sensitizaci (King et al., 1998).

Béhem infekce S. mansoni je hostitel vystaven mnoha typlim schistosomalnich
antigentdl, a to z divodu pfitomnosti riznych vyvojovych stadii (cerkarie, schistosomula,
dospéli Cervi, vajicka) parazita béhem onemocnéni. Nejvyraznéjsi zména nastava priblizné
v 6. tydnu infekce, kdy dochazi k dospivani S. mansoni a kladeni vajicek. V této fazi zacne
dochéazet k zanétlivym procesim v jatrech a stievech a k vyrazné zméné v polarizaci
imunitniho systému a vyvoji Th2 odpovédi v diisledku reakce na antigeny vaji¢ek (Pearce

et al., 2004).

2.2.1. Akutni schistosomodza

Schistosomoéza je zpusobena prinikem infekénich larvalnich stadii S. mansoni kuzi.
Kize je tedy prvnim mistem, kde dochazi k obran€ proti parazitovi. Prvnim projevem akutni
schistosomo6zy je kozni infekce, kterd se projevuje lokalni vazodilataci, ztluSténim
epidermalni vrstvy a infiltraci imunitnich bunék. Bunéény infiltrat imunologicky naivnich
mysi se vyzna€uje zvySenou pritomnosti neutrofill, zatimco u imunnich mysi, u kterych
doslo k opakovanému infikovani S. mansoni, je charakteristickd infiltrace eosinofily (Incani
a McLaren, 1984).

Dtlezitou roli v koZni fazi schistosomézy hraji dendritické buniky a makrofagy, kdy
fagocytovani exkrecné/sekre¢nich (E/S) produkt cerkarii vede k jejich aktivaci. Takto
aktivované bunky pak vedou k vyvoji Th2 polarizované imunitni odpovedi. Dendritické
bunky aktivované E/S produkty cerkarii maji totiz za nasledek produkci IL-4 Th buiikami
jak in vitro tak in vivo (Jenkins et al., 2005; Jenkins and Mountford, 2005). Makrofagy dale

internalizuji E/S produkty vyloucené S. mansoni b&hem transformace z cerkarie na



schistosomulu. Jejich funkce spociva v rozpoznavani glykosylovanych E/S produktt
pomoci svych manosovych receptori (MR). Interakce téchto receptori s antigeny
uvolnénymi schistosomalnimi larvami ovliviiuje jak produkci cytokind, tak i aktivaci
adaptivni slozky imunity. Makrofagy stimulované cerkariovymi antigeny (E/S glykany)
maji snizenou schopnost produkce IL-6, IL-12 a INF-y. Zaroven je MR potiebny pro
indukci produkce IL-4 jako odpovéd’ na cerkarialni E/S produkty. To naznacuje roli MR ve
vyvoji imunitni odpovédi smérem k Th2 pii infekci S. mansoni (Paveley et al., 2011).
Dalsimi bunkami, které se mohou uplatiiovat v kozni fazi schistosomdzy jsou keratinocyty.
Pti infekcei S. mansoni u téchto bun€k dochazi k diferenciaci, zvySené proliferaci a zahajeni
mechanismu spojenych s reparaci. In vitro stimulované prekursory keratinocytti larvalnimi
E/S produkty produkuji prozanétlivé cytokiny, coz ukazuje na jejich moznou schopnost
rozeznavat schistosomdlni antigeny a iniciovat prozanétlivou odpovéd (Bourke et al.,

2015).
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Obr. 3. Migrace larvalnich stadii S. mansoni kiZi hostitele. (a) Cerkdrie se dostavaji pres
stratum corneum (bézova) do epidermis (modra). (b) Larvy migruji k bazalni membrané
(Seda), kde ziistavaji zachyceny az 2 dny. (c) Langerhansnovy buiiky po aktivaci v epidermis
putuji do dermis (ruzova), kde se nachazeji dalsi dendritické bunky a makrofagy. (d)
Dendritické bunky se dostavaji do lymfatickych uzlin (LU), kde dochazi k prezentovani
parazitarnich antigenit T lymfocytim. (e) Larvy se krevnim obéhem dostavaji do cilovych



organut. (f) V dermalni vrstvé se nachdzi zvyseny pocet neutrofilii, makrofagii, dendritickych
bunek, zirnych bunék a lymfocytii. Upraveno podle (Mountford and Trottein, 2004).

V ptipad¢ silné infekce miize dojit k dalSimu projevu akutni schistosomodzy, a to
k horecnatému onemocnéni oznacovanému jako Katayamsky syndrom. Béhem této faze je
dominantni Th1l odpovéd’ a dochazi k ni v prvnich tydnech po infekci S. mansoni jako
nasledek reakce na nedospélé a migrujici parazity. Mlize se projevovat horeCkou, tinavou,
dychacimi obtizemi, bolesti bficha a eosinofilii. V sérech pacientti trpicich akutni
schistosomozou byly naméteny zvysené hladiny prozanétlivych cytokintt TNF-a, IL-1, IL-
6 a INF-y (Jesus et al., 2002). Akutni forma schistosomozy nebyla popsand u jedinct
zijicich v oblastech, kde je toto onemocnéni endemické. Naopak Katayamskym syndromem
typicky trpi lidé, kteti nebyli infekénim stadiim S. mansoni diive vystaveni (Ross et al.,
2007). Tento jev je nejspiSe dan in utero sensitizaci, kdy déti matek, které jiz byly S.
mansoni nakazeny vykazuji jinou imunologickou odpovéd’ nez déti matek nenakaZenych.
Lymfocyty z pupecnikové krve déti infikovanych matek vykazuji podobné vlastnosti jako
lymfocyty matek a produkuji jak polyklonalni IgE, tak IgG specifické pro schistosomialni
antigeny. Takto polarizovana imunitni odpovéd’ ma za nésledek jinou reakci na krevnicky
a snizuje pravdépodobnost rozvoje akutni schistosomézy v endemickych oblastech (King
et al., 1998).

Ptiblizné po 6. tydnu infekce S. mansoni dochazi k dospivani parazita a k produkci
vaji¢ek. Dochazi tim ke zméné v polarizaci imunitniho systému a nastupuje Th2 odpovéd'.
Ta je navozena antigeny vajicek, kterd jsou zodpovédna za indukci Th2 odpovédi, jsou
velmi imunogenni a vykazuji adjuvantni vlastnosti. Jak vaji¢ka samotna, tak extrakt z jejich
homogenatu nazyvany SEA (soluble egg antigen), maji schopnost navodit tento typ
imunitni odpovédi. Deglykosylované antigeny vajicek ztraceji tuto schopnost, coz ukazuje
na jejich zasadni vyznam v indukci Th2 odpovédi (Okano et al., 1999).

Tato faze infekce se vyznacuje vysokou produkci cytokinii IL-4 a IL-5, které jsou
typické pro Th2 bunky a cytokinu IL-13, ktery je spojovan s pozdé€jSim vznikem fibrozy.
Déle je charakteristicka zvySend produkce protilatek typu IgE a eozinofilie (Fallon et al.,
2000). S. mansoni a jini helminti pravdépodobné ovliviiuji imunitni odpoveéd’ hostitele
smérem Th2 také tim, Ze jejich antigeny neaktivuji dendritické buiiky klasickou cestou. To
ma za nasledek neschopnost produkce IL-12 dendritickymi buiikami a snizeni exprese jejich
povrchovych markert. Predpoklada se, ze takto ovlivnéné dendritické bunky jsou

stimulovany k produkci IL-4, coZ podporuje vyvoj Th2 odpovédi (MacDonald et al., 2001).



Imunitni odpovéd’ polarizovana smérem Th2 hraje kritickou roli béhem schistosomalni
infekce a je nezbytnd pro piezivani hostitele. Experimenty na mysSich ukézaly, Ze
neschopnost produkce cytokini nezbytnych pro vyvoj Th2 odpovédi ma za nasledek
imunitni odpovéd’ zodpovédna za poskozeni organu v dasledku schistosomalni infekce, a

proto musi byt regulovana jinymi imunitnimi mechanismy (Hoffmann et al., 2000).

2.2.2. Chronicka schistosomadza

Chronicka faze infekce nastava piiblizn€ po 12. tydnu infekce a na pocatku je Casto
bezptiznakova. Postupem Casu se vSak vyznacuje vyraznym posSkozenim organi v diisledku
imunitni odpovédi hostitele na zachycena vajicka, kterd jsou hlavnim patogennim agens
schistosomozy. Pfi ndkaze S. mansoni jsou vajicka vyluCovana stolici, ovS§em vyznamna
cast se do lumen stfev nedostava. Zistavaji ve sliznici stiev nebo jsou krevnim feciStém
roznasena piedevsim do jaterni tkdné, kde zlstavaji uvéznéna (Gryseels et al., 2006).

Mezi patologie spojené s chronickou schistosomozou se tfadi tvorba granulomu
v jatrech, fibroza, portalni hypertenze a ascites (Obr. 4, str. 9). Granulomy jsou nasledkem
ptretrvavajici imunitni odpovédi na vajicka a mohou mit 1 protektivni funkci. Jsou tvofeny
pfedev§im kolagennimi vldkny, CD4+ Th2 lymfocyty, eozinofily a alternativné
aktivovanymi makrofagy. K tomu dochazi v disledku produkovanych okolnich cytokind.
Dlouhodobé polarizovany imunitni systém smérem k Th2 ma vliv na rozvoj fibrozy a je
spojovan s chronickou morbiditou (Cheever et al., 2000). Experimenty provadéné na
mySich modelech ukazaly, Ze IL-13 je hlavnim cytokinem zodpov&dnym za vyvoj fibrozy

(Fallon et al., 2000).



Obr. 4. Tvorba granulomu po infikovani S. mansoni. A: Histologicky rez tkani jater.
Sipka ukazuje pritomnost uvéznéného vajicka. B: Patologické zmény spojené
s chronickou schistosomozou. Prevzato z (Hams et al, 2013) a www.
edurston.wordpress.com.

Polarizovand imunitni odpovéd smérem Th2 je tedy dulezita pro eliminaci zanétu,
zaroven ovSem muze vést k patologiim a poskozovani organti hostitele. Je také zasadni pro
pfezivani hostitele a zvySuje tim pravdépodobnost pieZivani parazita a jeho pfenos na dalsi
hostitele. Z toho vyplyva, ze imunitni odpovéd musi byt pfesné¢ regulovana, aby bylo
dosazeno rovnovahy mezi Th1 a Th2 odpovédi a tim 1 co nejmensich patologii. Na mySich
modelech byla totiZ prokazéna cCasnd umrtnost po infekci S. mansoni jak v piipadé
nebalancované Thl, tak Th2 odpovédi (Hoffmann et al., 2000).

Mezi mechanizmy spojované s regulaci imunitni odpovédi patii produkce cytokini IL-
10 a TFGP T regulac¢nimi (Treg) buiikami, coz ma za nasledek utlumeni odpovédi a prispiva
k chronické fazi infekce. Pocet téchto bunck stoupa piiblizné po 4. tydnu po infikovani

S. mansoni (Doetze et al., 2000).

2.2.3. Schistosomdza a vztah k jinym onemocnénim

Schistosom6za je onemocnéni, které se prevazné vyskytuje v rozvojovych zemich
v tropickych a subtropickych castech svéta. Stejné jako dal$i chronickd parazitarni
onemocnéni vyskytujici se typicky v téchto oblastech jako jsou askaridza, filariéza nebo
leishmani6za, se schistosomdza fadi mezi tzv. opomijené tropické nemoci ("neglected
tropical diseases", NTD). Pocet ro¢nich umrti v dasledku chronické schistosomozy je

v porovnani s ostatnimi NTD nemocemi nejvyssi (Hotez et al., 2006).



Infekce S. mansoni v endemickych oblastech vede k dlouhodobému chronickému
onemocnéni a tudiz i k dlouhodobé polarizaci imunitniho systému smérem Th2. Za tohoto
stavu se predpoklada, ze infikovani jedinci reaguji odlisné€ a jsou nachylni k onemocnénim
vyvolanymi jinymi patogeny. Vzhledem k tomu, ze morbidita schistosomozy je zavisla
pravé na kontrolované balancované Th odpovédi, stoupa zajem o vysvétleni vlivu jinych
onemocnéni na vyslednou patologii schistosomdzy (Pearce and MacDonald, 2002).

Onemocnéni schistosomézou méa obecné za nasledek snizenou schopnost imunitni
odpovédi na takové patogeny, na jejichz ispésné piekonani je zapotiebi polarizace smérem
Th1. Jedna se tedy o infekce intracelularnimi patogeny. Je oslabena imunitni odpovéd’ proti
virim a zhorSena odpovéd po podani vakcin vyvolavajici Thl polarizaci (Pearce and
MacDonald, 2002). Tato pozorovani vedla k tvorbé hypotézy, ktera spojuje vysokou
prevalenci AIDS a HIV infekce s infekcemi helminty v Africe. Jedinci trpici
schistosomo6zou jsou vice nachylni k HIV infekci. Soucasné postiZzeni schistosomdzou a
viru a niz$iho poc¢tu CD4+ T lymfocytd. Pfi stavajici Th2 polarizaci imunitniho systému
v disledku helmintdrni infekce dochdzi k rychlejsi aktivaci vird, stejné tak k snadnéjSimu
napadeni Th2 polarizovanych T lymfocytd nez v ptipadé jejich Thl polarizace (Secor,
2012).

2.2.4. LéCba schistosomdzy a vyvoj vakcin

Lécba schistosomozy je odkdzéana na jediné chemoterapeutikum praziquantel. Jedna se
o antihelmintikum, které vykazuje vysokou tc¢innost proti vSem druhlim krevni¢ek a ma
malé vedlejsi uCinky. Zabiji pouze dospélé Cervy, ale jeho efektivita viici nedospélym
formam krevni¢ek a vajickim je omezena. Praziquantel uUc¢inkuje tak, Ze narusuje
povrchovou bunécnou vrstvu parazita, zvySuje jeji permeabilitu a dochdzi k vystaveni
antigent na jeho povrch (Shuhua et al., 2000). Vzhledem k tomu, Ze praziquantel je jediny
1€k proti schistosomoze, ktery se jiz pouziva mnoho let, stoupa riziko vzniku rezistence. Jiz
byly zaznamenany piipady pacientt, ktefi vykazovali snizenou citlivost vii€i praziquantelu.
Je proto nutné zaméfit pozornost na vyvoj novych 1é¢iv a vakcin proti schistosomdze
(Melman et al., 2009). Lécba praziquantem totiZ neposkytuje prevenci proti reinfekci
krevnickami. V endemickych oblastech dochazi k opétovné infekci po 6 az 8 tydnech po
probéhlé 1é¢be. Vyvoj vhodné vakciny je také zésadni kvili obtizné diagn6ze onemocnéni
v jeho pocatecnich fazich a riziku nasazeni lécby az po rozvoji patologickych zmén
v hostiteli. Vakciny proti schistosom6ze mohou byt cileny jak na prevenci infekce
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krevnickami, tak i na redukci produkce vajicek. Vajicka piedstavuji hlavni patogenni agens
onemocnéni a jsou také zodpoveédna za jeho prenos (McManus and Loukas, 2008).

V poslednich letech byla vénovana znacnad pozornost vyvoji vakcin. Bylo objeveno
nekolik slibnych antigenti, které byly testovany jako potencialni cile pro vyvoj vakcin proti
schistosomoze, ovsem pouze jeden z nich vstoupil do klinickych testt. Jedna se o vakcinu
proti nakaze S. haematobium s nazvem Bilhvax. Antigenem je rekombinantni glutathion-S-
transferdza oznaCovana jako 28 kDa GST ze S. haematobium. Pouziti tohoto
rekombinantniho proteinu ma za nasledek snizenou produkci vaji¢ek a vyrobu protilatek
neutralizujicich jeho enzymatickou aktivitu (Riveau et al., 2012). Glutathion-S-transferaza
je exprimovana v subtegumentalni vrstvé parazita v t€émét vSech vyvojovych stadiich (Xu
et al., 1997). Dalsi potencialni vakcina, diky které bylo dosazeno protektivni imunitni
odpovédi zalozené na CD4+ T lymfocytech, je oznaovana jako Smp80 calpain. Jedna se o
cysteinovou proteazu, kterd byla lokalizovana v tegumentu S. mansoni. Je to prvni vakcina
proti schistosomoze, kterd je zalozena na Thl bunééné reaktivité (Jankovic et al., 1996).
Mezi dalsi potencidlni tegumentalni antigeny parazita, diky kterym byla navozena protekce,
patii napfiklad tetraspaniny nebo paramyosin (McManus and Loukas, 2008).

Velky diraz je dnes kladen i na vyvoj novych chemoterapeutik, kterd by se odliSovala
od doposud pouzivanych 1€kt a byla cilena na konkrétni molekularni drahy nezbytné pro
Zivotaschopnost parazita. Uspd$nym pfistupem pro hodnoceni G&innosti novych
potencialnich 1é€iv proti schistosomoéze je fenotypovy screening larvalnich stadii krevni¢ek
in vitro. Tato metoda umoZziuje automatizované testovani fady latek (Abdulla et al., 2009).
Do této kategorie novych chemoterapeutik se mohou zaradit inhibitory proteaz krevnicek,
které jsou zasadni pro traveni ¢i jiné biologické funkce parazita. Jako cilova molekula pro
1é¢bu schistosomdzy byla identifikovana proteaza SmCB1 ze S. mansoni, kterd se nachézi
ve stieve parazita a je kliova pro trdveni hemoglobinu (Delcroix et al., 2006). Za pouziti
vinylsulfonového inhibitoru oznacovaného K11777, ktery blokuje proteolytickou aktivitu
cysteinovych protedz, bylo dosazeno redukce patologickych projevii na mySich
infikovanych S. mansoni (Abdulla et al., 2007). Cilovou molekulou pro inhibitor K11777
byl identifikovan SmCBI1. Usp&iné testovani dalsich vinylsulfonovych inhibitort jako
potencidlnich chemoterapeutik bylo provedeno v in vitro testech s rekombinantnim SmCBI1

1 na kultivovanych dospélych krevnickéach (Jilkova et al., 2011).
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2.3. Proteazy

Protedzy jsou enzymy, které katalyzuji hydrolyzu peptidové vazby proteinti a peptidi.
Hraji dtlezitou roli v mnoha fyziologickych procesech ve vsech Zivych organismech a
virech. Proteazy se ucastni fady biologickych procesti od degradace proteinii v lysosomech
a traveni potravy az po presné regulované déje jako je kontrola bunécného cyklu, bunécna

proliferace a apoptoza, prestavba tkani ¢i srazeni krve (Barrett and McDonald, 1986).

2.3.1. Inhibi¢ni regulace proteaz

Protoze se proteazy uplatiiuji ve fyziologicky kli¢ovych dé&jich, jejich aktivita musi byt
presné regulovana. Tim je zabranéno vzniku fady patologii, které jsou spojovany s chybami
v kontrolnich mechanismech.

Regulace aktivity protedz je fizena na vice urovnich, kdy se jako prvni uplatituje
regulace genové exprese a kontrolovany transport do cilovych kompartmenti v buiice.
Dal$im mechanismem regulace je syntéza proteaz v jejich neaktivni formé v podobé
prekurzori - zymogent. Katalytickou aktivitu nabyvaji az po odstépeni N-koncového
propeptidu, ktery ve struktufe zymogenu blokuje aktivni misto a ma funkci pfirozeného
inhibitoru. Propeptid je odstépen bud’ autokalyticky nebo za pomoci jiného enzymu poté,
co je proteaza dopravena na misto svého piisobeni. Proteolyticka aktivita proteaz je dale
regulovana hodnotou pH ¢i riznymi typy endogennich ¢i exogennich inhibitorG (Shinde
and Inouye, 2000).

Protedzové inhibitory mohou byt klasifikovany dle molekulové hmotnosti na
nizkomolekularni ~ inhibitory a  vysokomolekularni  (proteinové)  inhibitory.
Mezi nizkomolekularni inhibitory odvozené =z piirodnich zdroji patii napiiklad
leupeptin (peptidyl aldehyd Ac-Leu-Leu-Arg-H) z bakterii rodu Streptomyces (Hozumi et
al., 1972) nebo peptidyl epoxysukcinat nazyvany E-64 (trans-epoxysukcinyl-L-
leucylamido-4-guanidinobutan) z plisni rodu Aspergillus. E-64 se kovalentné vaze do
aktivniho mista cysteinovych proteaz a ireverzibilng blokuje jejich proteolytickou aktivitu;
je Siroce pouzivan pro identifikaci a regulaci tohoto typu protedz (Hashida et al., 1980).

Jednim z ptistupt pii vyvoji novych syntetickych inhibitorti proteaz mize byt odvozeni
ze sekvence piirozenych inhibitord, kdy se systematicky modifikuji jednotlivé
aminokyseliny z peptidové struktury inhibitoru nebo reaktivni chemické skupiny. Takto
pfipravené vysoce reaktivni a specifické inhibitory jsou vyuZivané pii analyze aktivniho

centra proteaz nebo jako terapeutické latky. Timto zptisobem byla vyvinuta fada inhibitorti
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cysteinovych proteaz na bazi peptidyl aldehydi, nitrilti, epoxysukcinyli nebo vinylsulfonti
(Powers et al., 2002).

Skupina proteinovych inhibitori proteaz je velmi rozsifend a uplatiiuje se v fadé
fyziologickych a patologickych déji ve vSech zivych organismech. Proteinové inhibitory
cysteinovych protedz hraji u Zzivoc¢ichti dulezitou roli napiiklad v regulaci funkce
endogennich lysosomalnich katepsind a u rostlin jsou vyuzivany v obrané proti hmyzim
herbivorim a patogentim. Patii sem proteinové rodiny inhibitorii jako jsou cystatiny,

serpiny, tyropiny nebo inhibitory Kunitzova typu (Dubin, 2005).

2.3.2. Klasifikace protedaz

Protedzy mohou byt klasifikovany podle vzéjemné piibuznosti do rodin a kland. Na
zékladé homologie aminokyselinové sekvence jsou proteazy rozdéleny do pfislusnych
rodin. Rodiny, které patii do jednoho klanu, se vyznacuji podobnosti 3D struktur. Déle lze
protedzy délit podle Stépeni substratu. Exopeptidazy odstépuji jednotlivé aminokyseliny
bud’ z N-konce (aminopeptidazy) nebo z C-konce (karboxypeptidazy) peptidového fetézce
substratu. Endopeptidazy Stépi substrat uvnitt peptidového fetézce (Obr. 5, str. 14).
V zavislosti na katalytickém mechanismu a aktivnim misté€ jsou proteazy klasifikovany do
tfid na aspartatové, serinové, threoninové, cysteinové, glutamatové a metaloprotedzy
(Rawlings et al., 2012).

Katepsiny jsou proteazy, které byly ptivodné popsany v lysosomech sav¢ich bun¢k jako
enzymy, které zajiStuji nespecifickou degradaci vnitrobunécnych proteind, a to jak
intracelularnich tak i endocytovanych extracelularnich proteinii (Zhou et al., 2015).
V soucasnosti bylo prokazéano, Ze protedzy katepsinového typu jsou Siroce rozSifené a
nachazeji 1 u jinych organismi neZ u savcl a byly taktéZ nalezeny v dalSich bunéénych
kompartmentech 1 uvolnované do extracelularniho prostiedi. Mezi katepsiny jsou historicky
zafazeny vybrané protedzy ze tfidy cysteinovych, aspartitovych a serinovych protedz.
Katepsiny se ucastni mnoha fyziologickych a patologickych procesti (Brix et al., 2008).
Dtlezitou skupinou katepsint, kterym je vénovana znacnd pozornost, jsou katepsiny
paraziti, které hraji dileZitou roli pfi interakci s hostitelem a pfedstavuji cilové molekuly

pro antiparazitarni terapii.
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Obr. 5. Mody Stépeni substratu riznymi typy protedz. A: Endopeptidiza katepsin L,
B: aminopeptiddza katepsin H, C: karboxypeptiddiza katepsin X. Stépeny peptidovy substrdt
je vyznacen svétle modre, zluté je oznacena Stépena peptidova vazba. Vyznacené strukturni
domény (Seda, oranzova, zelena) reguluji funkci aktivniho mista a zodpovidaji za
exopeptiddzovou aktivitu proteaz. Fialové je znazornéna odstépovana N-koncova
aminokyselina, cervené C-koncova aminokyselina.

2.3.3. Cysteinové proteazy

Cysteinové protedzy jsou charakteristické pritomnosti katalytického cysteinu
s nukleofilni thiolovou skupinou v aktivnhim misté, ktery je nezbytny pro proteolytickou
aktivitu. V zavislosti na jejich sekven¢ni homologii 1ze cysteinové proteazy rozdélit do
rodin, kdy nejpocetnéjsi a nejlépe popsanou je rodina C1 také nazyvana rodina papainu
(Obr. 6, str. 15). Tato rodina je Siroce rozsifena v zivych organismech i virech (Chapman et
al., 1997).

Vyznamnou skupinou protedz C1 rodiny jsou cysteinové katepsiny. Pocetnou c¢ést
z nich tvofi sav¢i katepsiny, ale patii sem 1 protedzy katepsinového typu z fady dalSich
obratlovct, bezobratlych i rostlin. V rostlinach se ucastni programované bunécné smrti a
v procesech spojenych s obranyschopnosti proti patogenim. U parazitl jsou vyuzivany
béhem invaze do hostitele a pfi pfijimani potravy a piedstavuji potencialni cilové molekuly
pro vyvoj novych chemoterapeutik (Vasiljeva et al., 2007).

V sav¢éim genomu bylo identifikovano 11 cysteinovych katepsinti s mnoha rozlicnymi
funkcemi v fadé biologickych procesi. Ugastni se proteolytické degradace lysosomalnich
proteinti, pfestavby extracelularni matrix, zpracovani hormonti a prezentace antigent.
V piipadé jejich nespravné regulace se pak mohou uplatiiovat v patologickych procesech
jako je ateroskleroza, revmatickd artritida, osteopordza a déjich spojenych s rakovinnym
bujenim (Novinec and Lenarci¢, 2013).

Cysteinové katepsiny jsou biosyntetizovany ve formé neaktivnich prekurzort, které

jsou tvofeny ze zralého enzymu, propeptidu a N-koncové signalni sekvence. Tyto proteiny
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mohou byt transportovany pies endoplasmatickou membranu diky signalnimu peptidu,
ktery je poté odstépovan. Propeptid zajist'uje inhibici proteolytické aktivity enzymu do
doby, nez je enzym spravné lokalizovan v bufice. Predev§im se jednd o lokalizaci
v lysosomech a endosomech, kde dochdzi k odStépeni propeptidu ze zymogenu
autokatalyticky nebo pomoci jinych enzymi. Optimalni aktivita zralych proteaz je v mirné

kyselém pH (Turk et al., 2012).

Obr. 6. Krystalova struktura papainu (7 Carica papaya) s navazanym inhibitorem E-64.
Katalyticke zbytky jsou zobrazeny cervené (Cys25, His159, Asnl75). E-64 (zelené s barevné
kodovanymi heteroatomy) se kovalentné vaze na Cys25. PDB kod: 1PPP. Obrazek byl
pripraven pomoci programu Pymol.

2.3.3.1. Katepsin B

Katepsin B je dobte prostudovana a Siroce roz§ifend cysteinova protedza z rodiny Cl1.
Je produkovan v tkanich a organech savct, ale i u fady dalsich organismi. Ucastni se
degradace proteind v lysosomu, kde byl nalezen ve vysokych koncentracich. Jeho unik
z lysosomtl do cytosolu hraje roli pfi spousténi apoptozy T lymfocytt (Michallet et al.,
2003). Katepsin B se také naptiklad podili na zpracovavani antigenli vystavovanych na
MHC II glykoproteinech (Matsunaga et al., 1993).

Katepsiny B jsou intenzivné studovany, protoze se ucastni fady patologickych procesi.
Ptikladem je revmatoidni artritida (Baici et al., 1995) nebo metastaze u rakoviny prsu ¢i
tlustého stfeva, kdy se uplatiiuje jeho schopnost proteolytického Stépeni extracelularni
matrix (Jedeszko and Sloane, 2004). Homology katepsini B byly objeveny i u rostlin a fady

parazitd, ve kterych jsou vyuzivany v rdmci fyziologickych procest a jsou zdsadni pro
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interakci s hostitelem. Jedna se tedy o medicindlné vyznamné molekularni cile (McKerrow
et al., 2006).

Katepsiny B se vyznacuji jak endopeptiddzovou aktivitou, kdy Stépi uprostied
peptidového fetézce, tak 1 exopeptidazovou aktivitou, diky které odstépuji dipeptidy z C-
konce substratu. Exopeptidazova aktivita je dana pfitomnosti unikatni smycky ve struktuie
katepsinli B, ktera je oznacovana jako ,,occluding loop*. Tato smycka je tvofena 20-30
aminokyselinami a obsahuje dva histidinové zbytky, které¢ jsou diilezité pro interakci s C-
koncem substratu. Pozice smycky a tim 1 mod Stépeni je ovlivnén hodnotou pH (Quraishi
et al., 1999). Pti nizkém pH jsou histidinové zbytky protonované a smycka se vaze do
aktivniho mista; pfi vy$S$im pH je uvolnéna a katepsin B posiluje endopeptidazovou aktivitu
(Musil et al., 1991).

Molekulova hmotnost katepsini B v maturovaném stavu je 24-27 kDa a jsou stejné jako
ostatni katepsiny syntetizovany ve formé neaktivniho prekurzoru (Nishimura and Kato,
1987). Katepsiny B jsou aktivni v mirné kyselém pH 5-6 a jako syntetické substraty v in
vitro podminkach jsou pouzivany Z-Phe-Arg-AMC a Z-Arg-Arg-AMC. Selektivni
ireverzibilni inhibice katepsinu B je dosazeno inhibitorem s ozna¢enim CA074 (N-(L-3-
transkarboxyoxiran-2-karbonyl)-L-isoleucyl-L-prolin). Jedna se o derivat ptirozeného
inhibitoru E-64. Katepsiny B jsou taktéz inhibovany proteinovymi inhibitory, napf.

cystatiny (Yamamoto et al., 1997).

2.4. Proteazy z krevnicky S. mansoni

Jaderny genom Schistosoma mansoni byl pln€ osekvenovan v roce 2009 a je tvofen 363
Mb. V genomu byly nalezeny sekvence enzymu ze tfidy asparatovych, cysteinovych,
serinovych, threoninovych proteaz a metaloproteaz, které celkové tvoii asi 2,5 % genomu
S. mansoni. V porovnani s procentudlnim zastoupenim protedz v lidském genomu je
v genomu S. mansoni vétsi podil cysteinovych protedz rodiny C1. Jedna se o vyznamnou
skupinu protedz, ktera se z velké Casti Ui€astni traveni tohoto parazita a je tedy vyznamna

pro jeho Zivotaschopnost (Berriman et al., 2009).

2.4.1. Proteazy traviciho traktu S. mansoni

Dospélé krevnicky S. mansoni a jejich larvalni stadia schistosomuly se Zivi krvi clovéka
a ziviny pro svij rast, vyvoj a rozmnozovani ziskavaji degradaci krevnich proteind.

K rozkladu hemoglobinu na dipeptidy a aminokyseliny vyuzivaji travici proteazy, které jsou
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lokalizované v jejich stfevé. Jedna se o sadu aspartatovych, cysteinovych proteaz a
metaloprotedz, jejichz proteolytické aktivity se vzajemné dopliuji (Lawrence, 1973).
Traveni krevnic¢ek za¢ina hemolyzou Cervenych krvinek, kdy se uvolnény hemoglobin
a dalsi krevni proteiny dostavaji do traviciho traktu. Hemoglobin je zde rozStépen na
fragmenty pomoci cysteinovych katepsini B1 (SmCB1), L1 a L3 (SmCL1, SmCL3) a
pomoci aspartatového katepsinu D (SmCD), které maji endopeptidazovou aktivitu. Vzniklé
produkty jsou dale degradovany pomoci exopeptidaz: cysteinového katepsinu C (SmCC) a
metaloproteazy leucylaminopeptidazy (SmLAP). Findlni degradace se ucastni i SmCB1
svou exopeptidazovou aktivitou. Vysledkem tohoto kooperativniho Stépeni hemoglobinu
jsou absorbovatelné kratké peptidy a aminokyseliny (Obr. 7). Uvedené katepsinové
protedzy se stavaji aktivnimi zralymi enzymy autoaktivaci v kyselém pH nebo plsobenim

jinych protedz. Piikladem je aktivace SmCBl1 pomoci protedzy legumainu

(asparaginylendopeptiddza, SmAE) (Delcroix et al., 2006).

SRS

- <

Hemoglobin

l SmCD +SmCB + SmCL

Velké fragmenty ) SmAE
. SmCB + SmCL

Malé fragmenty

. SmCC + SmCB + SmLAP
A T ad V

vV e v
Dipeptidy {a aminokyseliny)

Obr. 7. Schéma traveni hemoglobinu protedzami S. mansoni. Hemoglobin je postupné
degradovin pomoci sady travicich protedz na dipeptidy a aminokyseliny. Cervené jsou
zvyrazneny endopeptidazy, zelené exopeptidazy. Nazvy konkrétnich izoenzymii jsou uvedeny
v textu. SmAE se podili na degradaci hemoglobinu a aktivuje SmCB. Upraveno podle
(Delcroix et al., 2006).

Proteolytickym S$t€penim hemoglobinu dochazi k uvolnéni jeho prostetické skupiny
hemu. Jedna se o toxickou molekulu, kterd je krevni¢kou detoxifikovana pfeménou na

hemozoin. Tento nerozpustny tmaveé hnédy pigment je hromadén ve stievé krevnicky a
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prubézné vyvrhovéan (Skelly et al., 2014). Detoxifikace hemu na krystalickou formu je
charakteristickd i pro jiné hematofagni parazity. Hemozoin z parazita Plasmodium
falciparum, pavodce malarie, byl popsan jako ligand Toll like receptoru 9 (TLR9), coz
naznacuje jeho roli v aktivaci vrozenych mechanismli imunitniho systému (Coban et al.,

2005).

2.4.2. Proteazy lokalizované mimo travici trakt S. mansoni

Proteazy hraji zasadni roli ve vSech vyvojovych stadiich krevnicek a kromé traveni se
podileji na fad¢ dalSich biologickych procest, které jsou dulezité pro jejich zivotaschopnost
a uspeSnou invazi hostitele. Protedzy lokalizované mimo travici trakt S. mansoni jsou
obecné méné prozkoumané a jedna se zejména o proteazy serinové a cysteinove.

Vyznamnou serinovou proteazou chymotrypsinové rodiny je cerkdriova elastdza ze
S. mansoni (SmCE). Jedna se o dobie prostudovanou protedzu, kterd se ti€astni penetrace
kize hostitele. Je produkovana v acetabularnich Zlazach cerkarii, jejiZ sekrety jsou nezbytné
pro degradaci slozek kize. Substritem SmCE je predevsim elastin, ale Stépi 1 dalsi
komponenty kiize jako je kolagen, keratin, fibronektin nebo laminin (Salter et al., 2000).
Mezi dal$i serinové protedzy chymotrypsinové rodiny ze S. mansoni patii protedzy
oznacované jako SmSP. Jednd se o 5 enzymil (SmSP1-SmSPS5) produkovanych v riiznych
stadiich vyvoje parazita, jejichz pfesné role v biologickych procesech nejsou zatim znamé
(Horn et al., 2014).

Z cysteinovych proteaz S. mansoni, které byly nalezeny jak v travicim traktu krevniek
tak 1 mimo n¢j, lze uvést katepsiny SmCL1 a SmCL2. SmCLI1 byl lokalizovéan v tegumentu
krevnicek (Bogitsh et al., 2001) a SmCL2 v reprodukénich orgénech samicek a
v acetabularnich Zlazach cerkarii (Michel et al., 1995). Kromé jejich funkce v traveni lze
predpokladat, Ze tyto protedzy se ucastni i dalSich d&ji spojenych s interakei s hostitelem.
Dle Caffrey et al., cysteinova protedza katepsin B2 ze S. mansoni (SmCB2) se neti¢astni
traveni, byla imunolokalizovana pouze v tegumentu a parenchymu dospé€lych ¢ervii a blize

o ni pojednava kapitola 2.4.3.2..

18



2.4.3. |zoenzymy katepsinu B ze S. mansoni

2.4.3.1. Katepsin Bl ze S. mansoni

Katepsin B1 ze S. mansoni (SmCB1) (Obr. 8, str. 20) je nevice zastoupenou proteazou
ve stieve krevnicky. Nachazi se jak v lumen stieva, tak v buitkach gastrodermis a je zadsadni
pro traveni hemoglobinu. SmCB1 je charakteristicky svoji vysokou imunogenni schopnosti
v mySich 1 lidskych hostitelich a pfedstavuje potencidlni diagnosticky marker
schistosomozy. Tato protedza je koédovéana dvéma geny, SmCBI.I a SmCBIl.2.
Aminokyselinové sekvence obou proteintl jsou z 95% identické (Caffrey et al., 2004).

SmCBI je produkovan ve formé neaktivniho zymogenu a v in vitro podminkach bylo
dosazeno aktivace SmCB1 za pomoci asparaginylendopeptiddzy SmAE. Tato protedza se
za normalnich podminek vyskytuje v travicim traktu parazita a predpoklada se, Ze se ti¢astni
aktivace SmCBI1 in vivo (Sajid et al., 2003). Dal$im zpisobem aktivace zymogenu SmCB1
je autoaktivace v pritomnosti glykosaminoglykanti (Jilkova et al., 2014). V aktivnim stavu
je teoretickd molekulovd hmotnost SmCB1 28 kDa, resp. 31 kDa v glykosylovaném stavu.
Proto je SmCB1 znam také pod piivodnim ozna¢enim Sm31. Hodnota pH optima enzymové
aktivity je cca 5 (Felleisen and Klinkert, 1990).

SmCBI1 byl prokazan jako vhodny molekularni cil pro vyvoj novych chemoterapeutik
k 1écb€ schistosomoézy. Dlkazem je UspéSné testovani vinylsulfonového derivatu
s oznaCenim K11777, ktery inhibuje proteolytickou aktivitu SmCBI1. Tento inhibitor byl
testovan na mysSich infikovanych S. mansoni a po jeho opakované aplikaci doslo ke snizeni
organovych patologii spojovanych se schistosomé6zou. Byl redukovan pocet ¢ervi, vajicek
1 postiZeni jater a sleziny (Abdulla et al., 2007). Vinylsulfonové inhibitory byly dale tisp&$né
pouzity pii in vitro analyze inhibi¢ni specificity rekombinantniho SmCB1 a jako
antischistosomalni molekuly v ex vivo testech na krevni¢kach v kultufe. Byla vyfeSena
krystalova struktura raznych aktiva¢nich forem SmCBI1 (Jilkova et al., 2014) i komplext
SmCBI1 s vinylsulfonovymi inhibitory (Jilkova et al., 2011).
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Obr. 8. Krystalova struktura katepsinu B1 ze S. mansoni (SmCB1). Katalytické zbytky
Cys, His, Asn jsou zvyraznény Cervené. Zelené zobrazena smycka zvana ,,occluding loop “,
ktera je charakteristicka pro katepsiny B je zodpovédna za exopeptidazovou aktivitu a obsahuje
dva zbytky His duilezité pro interakci se substratem. PDB kod: 4107. Obrazek byl pripraven
pomoci programu Pymol.

2.4.3.2. Katepsin B2 ze S. mansoni

Katepsin B2 ze S. mansoni (SmCB2) vykazuje piiblizné 50% sekvencni homologii s
izoenzymem SmCBI. Na rozdil od SmCBI se nenachézi v trdvicim traktu krevnicek, ale
byl lokalizovan v tegumentu a parenchymu dospélcti (Caffrey et al., 2002). Sekvence
propeptidu  SmCB2 postradd sekvencni motiv, tzv. HB (,heparin-binding®) motiv
XBBXBBX (kde B je bazickd aminokyselina a X je hydropatickd aminokyselina) pro
interakci s glykosaminoglykany. Tento motiv byl identifikovan v.SmCBI a jeho pfitomnost
je spojovana s katepsiny B parazitickych motolic, které se ti€astni traveni krve (Horn et al.,
2011). Vzhledem k lokalizaci neni SmCB2 travici protedza, ale pfesna biologicka funkce
neni zatim znama. Pfedpokladd se, ze SmCB2 se muze podilet na zpracovani
tegumentalnich proteinti, odbouravani endocytovanych proteinti a procesech spojenych
s obranou krevnicky (Caffrey et al., 2002).

Katalytickd doména SmCB2 vykazuje pfiblizné 50% sekven¢ni homologii se sav¢imi
katepsiny B a katepsiny B1 z krevnic¢ek. V sekvenci SmCB2 jsou konzervativni katalytické
zbytky Cys, His a Asn rodiny papainu a rovnéZ segment tvofici smycku ,,occluding loop*
(Obr. 8) charakteristickou pro katepsiny B, kterd umoziuje jejich exopeptidazovou aktivitu.
Nativni SmCB2 byl izolovan z extraktu dospélych Cervll za pouziti afinitni chromatografie

a rekombinantni SmCB2 byl pfipraven v expresnim systému Pichia pastoris. Ob¢ formy
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proteinu maji molekulovou hmotnost 33 kDa (v glykosylovaném stavu) a hydrolyzuji
syntetické substraty specifické pro katepsin B (Z-Phe-Arg-AMC a Z-Arg-Arg-AMC) s pH
optimem aktivity cca 5 (Caffrey et al., 2002).
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3. Cile prace

Diplomova prace se zabyva katepsinem B2 (SmCB2) z krevnicky stievni (S. mansoni).
Jedna se o cysteinovou protedzu, jejiz biochemické vlastnosti a biologicka funkce nebyly
podrobné studovany. Krevni¢ky jsou ptivodcem schistosomoézy, vyznamného parazitarniho
onemocnéni, jez postihuje vice nez 240 mil. lidi. Protedzy krevnicek jsou perspektivnimi

molekularnimi cili pro vyvoj novych chemoterapeutik a vakcin proti schistosomoze.
Dil¢i cile prace jsou nasledujici:

a) Pripravit SmCB2 rekombinantni expresi v kvasinkach P. pastoris a v bakteriich E. coli.

b) Purifikovat rekombinantni SmCB2 pomoci chromatografickych metod.

c) Identifikovat pomoci in vitro testt nové uc¢inné inhibitory SmCB2 na bazi syntetickych
peptidomimetik.

d) Pfipravit polyklonalni protilatku proti SmCB2 v mysSich, testovat jeji specifitu a pouZzit
ji pro imunolokalizaci SmCB2 v tké&nich parazita pomoci konfokalni mikroskopie.

e) Zjistit, zda-li je SmCB2 rozpoznavan jako parazitarni antigen imunitnim systémem

hostitele pomoci ELISA analyzy séra mysi, které byly infikovany S. mansoni.
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4. Material a metody
4.1. Materidl

4.1.1. Bunécny a biologicky material
Parafinové fezy dospé€lé S. mansoni

(poskytla Mgr. Lenka Ulrychovd, UOCHB AV CR)

Séra mysi imunizovanych SmCB1 (kmen ICR)
(poskytla Mgr. Lenka Ulrychova, UOCHB AV CR)

Séra mysi infikovanych S. mansoni (kmen ICR)
(poskytla Dr. Marta Chanova, 1. LF UK)

Bakteridlni bunky TOP10 Escherichia coli
(Invitrogen, USA)

Bakterialni buiky SHuffle® T7 Express lysY Competent Escherichia coli
(New England Biolabs, USA)

Kvasinkové bunky Pichia pastoris (kmen X-33)
(Invitrogen, USA)

Vektor pPICZo. obsahujici usek DNA koédujici SmCB2
(poskytl Dr. Conor Caffrey, University of California of San Francisco, USA)

Plazmid pHTT?2
(poskytl Dr. Evzen Boura, UOCHB AV CR)

4.1.2. Chemikdlie

Inhibitory a substraty:

Peptidomimetické vinylsulfonové inhibitory
(poskytl Dr. Conor Caffrey, University of California of San Francisco, USA)
Sigma-Aldrich, USA: E64, CA-074, PMSF

Bachem, Svycarsko: Z-Phe-Arg-AMC
Millipore, USA: Luminata Crescendo Western HRP Substrate, Luminata Crescendo ELISA
HRP Substrate

Protilatky:

Sigma-Aldrich, USA: kozi protilatka proti mySim IgG s konjugovanou HRP
Thermo Fisher, USA: fluorescencné zna€ena kozi protilatka proti mysim IgG

Ostatni chemikalie:

Bio-Rad, USA: agardza
Biotinum, USA: GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain
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New England Biolabs: T4 DNA ligaza

Fermentas, Lotyssko: O’GeneRuler 1kb DNA ladder, PageRuler™ Prestained Protein
Ladder, 6x Orange Loading Dye Solution, Zip Ruler Express, DNA Ladder 1 a 2

Fluka, SRN: DMSO, N,N-methylenbisakrylamid

Invitrogen, USA: zeocin, kanamycin, SOC médium, T7 reverse primer

Lachema, CR: amoniak, chlorid sodny, ethanol, hydroxid sodny, hydroxid draselny,

isopropanol, kyselina octova, kyselina chlorovodikova, methanol, hydrogenfosfore¢nan

draselny, dihydrogenfosfore¢nan draselny

Finnzyme, Finsko: DNA polymerasa Phusion

Qiagen, SRN: Qiagen Plasmid mini Kit, QIAquick Gel Extraction Kit

Serva, SRN: APS

Sigma-Aldrich, USA: azid sodny, biotin, BSA, DTT, EDTA, glycin, IPTG, LB agar, LB
médium, SDS, sorbitol, TEMED, Tween 20, Tris baze, Triton X-100, akrylamid

4.2. Pristroje a vybaveni

Analytické vahy 82/220/2X

Autoklav Labo Auoclave

Blotovaci zatizeni Power Pac HC™
Centrifuga Allegra® X-15R

Centrifuga Eppendorf 5424R

Centrifuga Sorvall Evolution RC
Fluorescen¢ni/absorban¢ni Infinite® M1000
FPLC AKTA Explorer

Lyofilizator Freezone 6 liter

NanoDrop 2000 spektrofotormetr
Orbitalni tiepacka Innova® 44

Orbitalni tfepacka PSU-201

pH metr Orion 3 Star

Sonikator Soniprep 150 MSE

Termoblok QBH2 Grant

Vertikalni elektroforéza Power Pac Basic
Vakuové odparka Speed Vac Concentrator

Chromatografické kolony a nosice:

Radwag, Polsko

Sanyo, Japonsko

BioRad, USA

Beckman Coulter, USA
Eppendorf, Némecko

Thermo Fisher Scientific, USA
Tecan, Rakousko

GE Healthcare Life Sciences, Svédsko
Labconco, USA

Thermo Fisher Scientific, USA
New Brunswick Scientific, USA
Biosan, Lotyssko

Thermo Fisher Scientific, USA
Hielscher, Némecko

P-lab, Ceskd republika
BioRad, USA

Thermosavant, USA

GE Healthcare Life Sciences, Svédsko: Hi-Trap IMAC FF, MonoS HR 5/5, Sephadex G 25,

Protein A Sepharose

Ostatni vybaveni

PVDF membrana
Mikrotitracni desticky
Rotilabo®-syringe filtr

Millipore, USA
Thermo Fisher Scientrific, USA
Carl Roth, Nemecko
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4.3. Metody

4.3.1. Rekombinantni exprese SmCB2 v P. pastoris

4.3.1.1. Prfiprava bunék P. pastoris

Kvasinky P. pastoris (kmen X-33) byly zaockovany z ploten s YPD agarem do 25 ml YPD
média a inkubovany pii 30°C pfes noc za tfepani (230 ot./min). Z narostlé kultury bylo
pievedeno 100-200 ul do 500 ml nového YPD média a buiiky se nechaly riist pfes noc do
dosazeni hodnoty ODsoo 1,3-1,5. Po odstfedéni (5 min, 1500 g, 4°C) byla peleta resuspendovana
v 500 ml vychlazené sterilni vody, odstiedéna za stejnych podminek a opét resuspendovana
v 250 ml vychlazené sterilni vody. Po odstiedéni (5 min, 1500 g, 4°C) byla ziskana peleta
resuspendovana v 20 ml vychlazeného 1 M sorbitolu, smés byla odstfedéna (5 min, 1500 g,

4°C) a k vysledné peleté pfidan 1 ml vychlazeného 1 M sorbitolu.

YPD médium: 1% kvasinkovy extrakt, 2% pepton, 2% dextrdza

4.3.1.2. Transformace bunék P. pastoris elektroporaci

Vektor pPICZa obsahujici gen pro SmCB2, ktery byl ziskan od Dr. C. Caffrey, byl
linearizovan restrikéni endonukledzou Sacl. SloZeni reakéni smési bylo 10 pg vektorové DNA,
5 ul Sacl, 10 ul NEB pufru €. 1, 1 ul BSA (10 mg/ml). Reakéni smés byla doplnéna vodou do
celkového objemu 100 pl. Reakce probihala pfes noc pii 37°C. Linerarizana DNA byla
precisténa za pouziti komeréni soupravy QIAquick Gel Extraction.

5-10 pg linearizované plazmidové DNA bylo smichano s 80 pl bun&k P. pastoris (kap.
4.3.1.1.). Smés byla v elektropora¢ni kyveté inkubovédna na ledu 5 min. Nasledovala
elektroporace pii 200 V po dobu 5 ms a okamzité pfidani 1 ml vychlazeného 1 M sorbitolu.
Smés byla inkubovéana po dobu 1-2 h pii 30°C bez tfepani. Transformované buniky byly poté
pfeneseny a rozetfeny na Petriho misky s YPDS/Z agarem a inkubovany pii 30°C do naristu

kolonii (2-3 dny). Vybrané kolonie byly pfe¢arkovany na nové misky s YPD/Z agarem.

NEB pufr¢c. I: 10 mM Bis Tris Propan-HCI, pH 7,0, 10 mM MgClz, 1 mM DTT
YPD/Z agar: YPD médium, zeocin (100 pg/ml), 2% agar
YPDS/Z agar: YPD médium, zeocin (100 pg/ml), 2% agar,1 M sorbitol
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4.3.1.3. Exprese SmCB2 v burikach P. pastoris

Z misek s YPD/Z agarem se vybraly 3 kolonie kvasinek P. pastoris obsahujici vektor
pPICZo se zaklonovanym genem pro SmCB2 (kap. 4.3.1.1.) a zaoCkovaly se do 25 ml BMG
média. Buniky byly kultivovany 16-18 h pii 30°C za tfepani (250 ot./min) do dosazeni ODsoo =
2-6. Tato kultura byla pouzita k zaockovani 500 ml BMG média a poté probihala inkubace pii
30°C za trepani (250 ot./min) do ODsoo = 2-6. Narostla kultura byla odstfedéna (5 min, 2500 g,
4°C), supernatant byl odebran a peleta byla resuspendovana v BMM médiu na kone¢né ODeoo
= 1. Buiikky se v BMM médiu kultivovaly pii 30°C za tfepani (250 ot./min) a kazdych 12 h byl
do suspenze ptidan methanol (celkové koncentrace methanolu v médiu byla 0,5%). V pribchu
byly pravideln¢ odebirdny vzorky kultivaéniho media (1 ml), které byly odstfedény (5 min,
2500 g, 4°C) a supernatant byl pouZit na analyzu ¢asového pribéhu produkce rekombinantniho
SmCB2. Po 5 dnech indukce byla kultura centrifugovana (10 min, 2500 g, 4°C), médium po

expresi bylo zamrazeno a poté lyofilizovano.
BMG: 0,1 M K-fosfat, pH 6,0, 10% YNB, 0,2% biotin, 1% glycerol

BMM: 0,1 M K-fostat, pH 6,0, 1,34% YNB, 0,2% biotin, 1% methanol

4.3.1.4. Purifikace SmCB2 gelovou chromatografii

Médium po expresi v P. pastoris (kap.4.3.1.3.) bylo zahusténo lyofilizaci (z 500 ml na 100
ml) a naneseno na kolonu s nosi¢em Sephadex G-25 (3,2 cm x 60 cm) ekvilibrovanou
destilovanou vodou. Pritok kolonou byl 2 ml/min a sbiraly se frakce o objemu 10 ml.
U jednotlivych frakci byla prométena absorbance pii vinové délce 280 nm (detekce proteintl) a
konduktivita (detekce soli). Frakce obsahujici proteiny byly spojeny a pouzity v dalSim

purifika¢nim kroku.

4.3.1.5. Purifikace SmCB2 ionexovou chromatografii

Proteinova frakce ziskand pomoci gelové chromatografie (kap. 4.3.1.4.) byla dale
purifikovana pomoci iontoméni¢ové chromatografie na koloné Mono S HR 5/5 na FPLC
systému AKTA purifier. Vzorek byl po upravé pH piidanim 10x koncentrovaného nanaseciho
pufru nanesen na kolonu. Kolona byla nasledn¢€ promyta dal§imi 5 ml nanaSeciho pufru. Pritok
kolonou byl pfi vSech krocich 1 ml/min. Eluce probihala linedrnim gradientem 0-1 M NaCl
(100 min). Sbiraly se frakce o objemu 2 ml. Priibéh purifikace byl monitorovan kontinudlnim

méfenim absorbance pii vlnové délce 280 nm. Ve vybranych frakcich byla zméfena
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proteolyticka aktivita SmCB1 pomoci aktivitniho testu s fluorogennim substratem Z-Phe-Arg-
AMC (kap. 4.3.4.1.). Frakce byly také analyzovany pomoci SDS-PAGE. Podminky pro
chromatografii byly ureny na zaklad¢ teoretické hodnoty izoelektrického bodu SmCB2 (pl =

5,7), ktera byla vypoctena z aminokyselinové sekvence.

Nandaseci pufr: 0,05 M Na-acetat, pH 4,5
Elucni pufr: 0,05 M Na-acetat, pH 4,5, 1 M NaCl

4.3.2. Rekombinantni exprese SmCB2 v E. coli

4.3.2.1. Amplifikace DNA inzertu a klonovani do plasmidu

Pozadovany tusek ¢cDNA kodujici SmCB2 byl amplifikovan pomoci metody PCR. Jako
templat byl pouzit vektor pPICZa obsahujici sekvenci SmCB2 (kap. 4.3.1.2). Reakéni PCR

smés o celkovém objemu 50 pl obsahovala:

0,5 ul cDNA

2,5 ul ptimého primeru (10 mM)

2,5 pl reverzniho primeru (10 mM)

1 pl smési ANTP (10 mM kazdy dNTP)

0,5 pl Phusion DNA polymerazy

10 ul komer¢niho pufru pro Phusion polymerazu (5x koncentrovany)

33 ul sterilni vody
Primery:

SmCB2 ptimy primer: 5’-GATGCTAGACGACATAAACGTATG-3’
SmCB?2 reverzni primer: 5’-ATGCTGGAATACCAAAAATAAAAAAC-3’

DNA byla v PCR termocykléru amplifikovana néasledujicim postupem:

1. Pocatecni denaturace DNA templatu 98°C, 30s

2. Denaturace DNA templatu 98°C,10s <+

3. Nasednuti primert 60°C, 30 s 35x
4. Polymerace 72°C, 20s

5. Zavére¢na polymerace 72°C, 5 min

Velikost DNA produkti PCR reakce byla analyzovana horizontalni agar6zovou

elektroforézou (kap. 4.3.3.1.). Oblasti gelu obsahujici amplifikované DNA tuseky o
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odpovidajici velikosti byly vyfiznuty a byla provedena extrakce a purifikace DNA z gelu za

pouziti komeréni soupravy QIAquick Gel Extraction.

4.3.2.2. Restrik¢ni stépeni enzymy BamH I a Not | a ligace do pHTT2 plazmidu

Inzert byl klonovan do plazmidu pHTT?2, ktery poskytl Dr. E. Bouta z UOCHB. Plazmid a
inzert (kap. 4.3.2.1.) byly sté€peny restrikcnimi endonukledzami BamH I a Not I v reak¢énim
NEB pufru ¢. 3.1. Poméry reak¢nich komponent byly urceny dle aktivity restrikénich
endonukledz, kdy 1 U enzymu S§tépi 1 pg DNA za 1 h za optimélnich reakénich podminek.
Reakce probihala pii 37°C pres noc. K naStépenému vektoru byl poté ptidan 1 pl enzymu SAP a
vektor byl precistén pomoci horizontalni agardzové elektroforézy a nasledné extrahovan pomoci
komer¢ni soupravy Gen Elute Gel Extraction Kit. Produkty PCR byly pfecistény pomoci komercni
extrakéni sady Gen Elute PCR Clean-Up Kit.

Ligace DNA inzertu do plazmidu pHTT2 byla provedena pomoci T4 DNA ligdzy. Byla
pripravena reak¢ni smés, ktera obsahovala 10 pul DNA inzertu, 15 pl plazmidu, 1 pl T4 DNA
ligazy, 4 pl ligacniho pufru a 10 pl sterilni vody. Reakce probihala pti 15°C ptes noc.

Ligacni pufr: 250 mM Tris-HCI, pH 7.6, 50 mM MgCl,, 5 mM ATP, 5 mM DTT,
25% polyethylenglykol 8000

NEB pufr¢c. 3.1.: 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCls, 100 pg/ml BSA,
pH 7.9

4.3.2.3. Transformace bunék E. coli metodou teplotniho Soku

Kompetentni buiiky E. coli One Shot TOP10 byly transformovany metodou teplotniho Soku.
50 pul bunék bylo rozmrazeno na ledu a byl k nim pfidan 1 pl liga¢ni smési (pfipravena v kap.
4.3.2.2.). Smés se inkubovala 30 min na ledu a nasledné byl proveden 30 s teplotni Sok pii 42°C.
Poté byly buiiky umistény na led, bylo k nim pfidano 250 pl SOC média a smés byla inkubovana
po dobu 60 min pii 37°C v tfepacce (225 ot./min). Suspenze bunék byla nanesena na misku
s LB agarem obsahujicim antibiotikum kanamycin v koncentraci 50 pg/ml a inkubovéna pies

noc pii 37°C.

SOC médium: 2% trypton, 0,5% kvasinkovy extrakt, 8,6 mM NaCl, 2,5 mM KCI,
20 mM MgSO4, 20 mM glukoéza

LB agar: 10 g/l trypton, 5 g/l kvasinkovy extrakt, 5 g/l NaCl, 15 g/l agar

28



4.3.2.4. |zolace vektorové DNA

Bunky E. coli One Shot TOP10 transformované vektorem pH7T2 s SmCB2 inzertem, které
vytvofily na plotné s LB agarem samostatnou kolonii (kap. 4.3.2.3.), byly pouzity k zaockovani
5 ml LB média obsahujiciho kanamycin. Kultivace probihala ptes noc pii 37°C za tiepani (225
ot./min). Narostla bakterialni kultura byla odstfedéna (15 min, 4 000 g, 4°C) a supernatant byl
odebran. Z bakterialni pelety byla izolovana DNA za pouziti komeréni soupravy QIAgen Plasmid
Mini.

LB médium: 1% trypton, 0,5% kvasinkovy extrakt, 0,5% NaCl, pH 7,0

4.3.2.5. Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Koncentrace a ¢istota DNA byly stanoveny méfenim absorbance pii vinové délce 260 a
280 nm na piistroji NanoDrop. Kontaminace proteiny byla ur¢ena z podilu A2so/A2s0. Rozmezi

1,8 — 2,0 udava ptijatelnou Cistotu DNA.

4.3.2.6. Stanoveni sekvence DNA

Sekvence DNA byly urc¢eny firmou GATC Biotech AG. Sekvence byly vyhodnoceny
porovnanim sekvenované DNA s originalni sekvenci v programu DNAStar Laser Gene. Pro

sekvenovani byly pouzity nasledujici primery:

SmCB2 ptimy primer:  5'-GGATCCGATGCTAGACGACATAAACGTATGT-3’
SmCB?2 reverzni primer: 5'-GCGGCCGC CTAGTTTTTTATTTTTGGTATTCCAGC-3’

4.3.2.7. Transformace expresnich bunék E. coli metodou teplotniho Soku

50 pl bunék E. coli SHuffle® T7 Express lysY Competent bylo smichano s 70 ng piecisténé
vektorové DNA (plazmid pHTT2 s inzertem SmCB2, kap. 4.3.2.4.). Smé&s byla inkubovéana 30
min na ledu a poté byl proveden teplotni Sok pii 42°C po dobu 30 s. Poté se pfidalo 250 ul SOC
média a smés se inkubovala 1 h pi1 30°C za tfepani (250 ot./min). Narostla bakterialni kultura
byla nanesena na misky s LB agarem obsahujici antibiotikum kanamycin ve vysledné koncentraci

50 pg/ml. Buiiky byly inkubovany ptes noc pii 30°C.

LB/K agar-: 1% trypton, 0,5% kvasinkovy extrakt, 0,5% NaCl, pH 7,0, 15 g/ agar,
50 pg/ml kanamycin, 1% glukéza
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4.3.2.8. Exprese SmCB2 v bunkach E. coli

Narostlé kolonie bun¢k E. coli SHuffle® T7 Express lysY Competent transformované
vektorem pHTT2 s SmCB2 inzertem (kap.4.3.2.7.) byly z misky s LB agarem zaockovany do
50 ml LB/K média. Bunky byly kultivovany pifes noc pii 30°C za tfepani (220 ot./min).
Nasledujici den bylo 10 ml narostlych bunék pieneseno do 500 ml LB/K média a bunky byly
dale kultivovany pti 30°C do hodnoty ODsoo 0,6. Exprese byla indukovana ptidanim IPTG ve
vysledné koncentraci 1 mM. Exprese probihala 16 h pti 16°C. Poté byla kultura odstfedéna

(3000 g, 10 min, 4°C), supernatant odstranén a peleta byla zmrazena.

LB/K médium: 1% trypton, 0,5% kvasinkovy extrakt, 0,5% NaCl, pH 7,0,
50 pg/ml kanamycin, 1% glukoza

4.3.2.9. Dezintegrace bunek E. coli a separace inkluzi

K 1 g bakterialni pelety (v kap.4.3.2.8.) bylo ptfidano 10 ml pufru A. Po resuspendaci
byl pfidan 1 mg lyzozymu, PMSF (vysledné¢ 1 mM) a merkaptoethanol (vysledné 0,1%). Smés
se inkubovala pii laboratorni teplot¢ 30 min. Vznikly lyzat byl homogenizovan ty¢ovym
sonikatorem a poté inkubovan v ptitomnosti DOC (vysledné 0,1%) po dobu 30 min na ledu. Po
centrifugaci (10 000 g, 10 min, 4°C) byl ziskdn supernatant (S1), ktery byl zmrazen. Peleta
obsahujici inkluzni téliska byla resuspendovéna v 10 ml pufru B a centrifugovéana (10 000 g,
10 min, 4°C). Vznikly supernatant (S2) byl zamraZen a peleta resuspendovana v 10 ml pufru C.
Po centrifugaci (10 000 g, 10 min, 4°C) byl supernatant (S3) zmraZen a inkluzni téliska
obsazen¢ v peleté byla rozpusténa v 10 ml rozpoustéciho pufru a inkubovéna pii laboratorni

teploté pfes noc za michani. Nerozpusténé bunécéné ¢asti byly odsttedény (10 000 g, 15 min).

Pufr A: 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA

Pufr B: 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 M NaCl, 1 mM EDTA, 0,5% Triton
X-100

Pufr C: 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 1,5 M NaCl, 1 mM EDTA, 0,5% Triton

X-100, 0,1% merkaptoethanol
Rozpoustéci pufr: 10 mM Tris-HCI pH 8, 0,1 mM NaH2PO4, 8 M mocovina

4.3.2.10. Purifikace SmCB2 pomoci afinitni chelatacni chromatografie

Na kolonu s afinitnim nosi¢em Hi-Trap IMAC FF (GE Healthcare) s immobilizovanymi
ionty Ni** bylo naneseno 4 ml smési rozpusténych inkluzi (kap. 4.3.2.9.). Kolona byla nasledné
promyta 15 ml ekvilibra¢niho pufru a 15 ml promyvaciho pufru. Poté byla provedena eluce
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eluénim pufrem a byly sbirany frakce po 5 ml. Rychlost pritoku byla 2 ml/min. Prib¢h
purifikace byl vyhodnocen kontinudlnim méfenim absorbance pii vinové délce 280 nm a

pomoci SDS-PAGE.

Ekvilibracni pufr: 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,1 M NaH>POs,
8 M mocovina

Promyvaci pufr: 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,1 M NaH;POs,
8 M mocovina, 20 mM imidazol

Elucni pufr: 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,1 M NaH2POs,

8 M mocovina, 250 mM imidazol

4.3.2.11. Refolding pomoci dialyzy

SmCB2 byl exprimovan v denaturované formé& a byl nasledné pteveden do nativni
konformace (procesem zvanym ,,refolding®) pomoci dialyzy. Roztok SmCB2 po purifikaci
afinitni chromatografii (kap.4.3.2.10.) byl postupné dialyzovan proti pufru A, B, C a nakonec
proti PBS. Kazda dialyza probihala 24 h pfti teploté 4°C. Priichodnost dialyzaéni membrany
byla 10 kDa. Po dialyze byl protein koncentrovan pomoci centrifuga¢niho koncentratoru
Amicon Ultra a vysledny protein byl pouzit pro vyrobu polyklonélni anti-SmCB2 protilatky
(kap.4.3.5.).

Pufr A: 25 mM Tris-HCIL, pH 8, 150 mM NaCl, 4 M mocovina, 10%
glycerol, I mM merkaptoethanol

Pufr B: 25 mM Tris-HCI, pH 8, 150 mM NaCl, 2 M mocovina, 10%
glycerol, 1 mM merkaptoethanol

Pufr C: 25 mM Tris-HCI, pH 8, 150 mM NaCl, 10% glycerol, 1 mM

merkaptoethanol

4.3.2.12. Odstépeni fuzniho proteinu TEV proteazou

Rekombinantni SmCB2 (kap. 4.3.2.) byl z fuzniho proteinu vysStépen Tobacco Etch Virus
(TEV) protedzou. Reakéni smés obsahovala 5 ug SmCB2*, 0,15 pg TEV protedzy a 15 ul 10x
koncentrovaného reakéniho pufru. Objem byl doplnén do 150 pl vodou. Smés byla inkubovana
pies noc v laboratorni teploté. Odstépeni bylo analyzovano pomoci SDS-PAGE (kap. 4.3.3.2.)

a pfenosem proteinil z gelu na membranu (kap.4.3.3.3.).

Reakcni pufr: 50 mM Tris-HCI, pH 8, 0,5 mM EDTA, 1 mM DTT
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4.3.3. Analytické metody

4.3.3.1. Horizontalni agardzova elektroforéza

V TAE pufru byla rozpusténa zahtatim agardza ve vysledné koncentraci 1% a po ochlazeni
pfiblizné na 50°C bylo pfidano interkalacni ¢inidlo GeIRED ve vysledné koncentraci 0,5 pg/ml.
Smés byla nalita do elektroforetické vanicky s vlozenym hiebenem. Po ztuhnuti agar6zy (30
min) byly do jamek po hiebenu naneseny vzorky smichané s vzorkovym pufrem a standard
molekulovych vah. Elektroforetické déleni probihalo pti 120 V po dobu 15-20 min. Fragmenty
DNA byly vizualizovany pomoci UV lampy pfi vinové délce 302 nm.

Vzorkovy pufr: 6x Orange Loading Dye Solution
TAE pufr: 40 mM Tris-acetat, pH 8,0, 2 mM EDTA
Standardy molekulovych vah: 100 bp DNA Ladder

O’Gene Ruler 1 kb DNA Ladder
Interkalacni cinidlo: GelRed Nucleic Acid Gel Stain

4.3.3.2. Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v pritomnosti SDS (SDS-
PAGE)

Polyakrylamidova elektroforéza byla provadéna v piitomnosti 0,1% SDS a vychazela
z postup podle Laemmliho (Laemmli, 1970). Vertikdlni elektroforéza byla provddéna na
pfistroji Bio-Rad Mini Protean II, pouZivany byly 15% polyakrylamidové gely o rozmérech 80
x 60 x 0,7 mm.

Proteinové frakce vzorkli ur¢ené k analyze pomoci SDS-PAGE byly vysrazeny pomoci
acetonu. Ke vzorku byl pfidan ledové vychlazeny aceton na vyslednou koncentraci 80%.
Vzorky byly inkubovany pfes noc v -20°C a nésledné odsttedény (15 min, 4°C, 10000 g).
Supernatant byl odebran a peleta vysusena na vakuové odparce Thermosavant pii teploté 60°C.
Peleta byla rozpusténa v 15 pl vzorkového pufru. Vzorky byly denaturovany 10 min zahiivanim
pii 100°C a poté naneseny na gel. Eletroforéza probihala 20 min pfi napéti 80 V a poté 40 min
pii 120 V. Pokud nebyly gely pouZity pro pfenos na membranu, byly po skonceni elektroforézy
fixovany po dobu 15 min v roztoku s 50% ethanolem a 12% kyselinou octovou. Proteiny byly

detekovany pomoci Coomassie Brilliant Blue R-250.
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Vzorkovy pufr: 100 mM Tris-HCIL, pH 6,8, 1% SDS, 4% B-
merkaptoethanol, 0,1% bromfenolova modf, 24%

glycerol

Coomassie Brilliant Blue R-250:  0,25% Coomassie Brilliant Blue R-250, 45%

methanol, 10% kyselina octova

4.3.3.3. Prenos proteint z gelu na membranu

Nezafixovany gel po SDS-PAGE (kap. 4.3.3.2.) byl pouzit na pfenos proteinti na PVDF
membranu elektroblotovanim pomoci pfistroje Mini Trans-Blot. PVDF membréna byla
inkubovéna 10 min v methanolu a poté byla spole¢né s gelem a filtracnimi papiry inkubovany
po dobu 15 min v transferovém pufru. Po inkubaci byly navrstveny do blotovaciho zafizeni
v potadi: katoda, filtracni papir, gel, membrana, filtrani papir, anoda. Pfenos probihal 60 min
pfi konstantnim napéti 100 V a za chlazeni. Detekce proteini byla provedena pomoci

Coomassie Brilliant Blue R-250 nebo pomoci immunodetekce (kap. 4.3.3.4.).

Transferovy pufr: 25 mM Tris-HCI, pH 8,3, 192 mM glycin, 20% methanol

4.3.3.4. Imunodetekce proteinl specifickymi protilatkami

Membrana s navazanymi proteiny byla nejprve pro zablokovani nespecifickych interakci
inkubovana v TTBS roztoku obsahujicim 10% odtu¢néné mléko a 1% PVP pies noc pii 4°C.
Poté byla oplachnuta TTBS (3x 20 min) a inkubovédna se smési mySich sér (4.3.5.) proti
rekombinantnimu SmCB2 (kap. 4.3.2.) v roztoku TTBS (fedéni protilatky 1:1000, 1:2500,
1:5000) 1 h pfi laboratorni teploté. Poté byla oplachnuta TTBS (3x 20 min) a inkubovéna 30
min pii laboratorni teploté se sekundarni protilatkou (komeréni kozi protilatka proti mysim IgG
s navazanou kienovou peroxidasou (HRP)) v roztoku TTBS (fedéni 1:10000). Po promyti
membrany TTBS (3x 20 min) byla membrana inkubovéana s komerénim chemiluminiscen¢nim

substratem Luminata Crescendo Western HRP substrate a vizualizovana pomoci CCD kamery.

TTBS roztok: 10 mM Tris-HCL, pH 7,4, 150 mM NaCl, 1% Tween
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4.3.4. Méreni enzymatickeé aktivity SmCB2

4.3.4.1. Meéreni se substratem Z-Phe-Arg-AMC

Enzymova aktivita SmCB2 byla stanovena méfenim fluorescence vznikajici pii Stépeni
fluorogenniho substratu Z-Phe-Arg-AMC. Uvolilovani AMC (7-amido-4-methylkumarin) bylo
monitorovano pii excitacni vlnové délce 360 nm a emisni vinové délce 465 nm pomoci
fluorescencni ¢tecky Tecan Infinite M1000 pti 37°C. Do jamek mikrodesti¢ky byl napipetovan
testovany vzorek (10 ul frakce po chromatografii nebo 2,5 ul vzorku odebraného pii expresi) a
70 ul aktivacni smési. Smés byla protfepana a inkubovéana po dobu 5 min pti 37°C. Nésledné

se pridalo 20 pl substratové smesi a bylo spusténo meéteni fluorescence.
Aktivacni smes: 0,1 M Na-acetat, pH 5,5, 2,5 mM DTT, 0,1% PEG 1500

Substratova smes: 0,1 M Na-acetat, pH 5,5, 25 uM Z-Phe-Arg-AMC

4.3.4.2. Urceni koncentrace enzymu pomoci titrace

Pro zjisténi koncentrace aktivniho SmCB2 v zasobnim roztoku byl pouzit inhibitor CA-074
a postupovalo se obdobné jako v kap. 4.3.4.4.. Inhibitor o koncentraci 0-100 nM byl inkubovan
30 min pii 37 °C s enzymovou smési, ktera obsahovala 50 x vice enzymu nez bylo pouZito pro
analyzu enzymologickych parametri v kap. 4.3.4.4.. Nésledn¢ se ptidalo 20 pl substratové
smési a bylo provedeno méteni zbytkové aktivity (kap. 4.3.4.3.). Byla stanovena hodnota ICso,

ktera odpovida poloviné€ koncentrace aktivniho enzymu v testu.

4.3.4.3. Stanoveni zbytkové aktivity

Pfi stanoveni zbytkové aktivity byl nejprve SmCB2 inkubovan 30 min s pfislusSnym
inhibitorem pfidanym do aktivaéni smési, poté byla zméfena aktivita podle kap. 4.3.4.1..
Zbytkova aktivita inhibovaného enzymu byla vypocitana ze vzorce v = vi/vo, kde v; je poCatecni

rychlost reakce s inhibitorem a vo je po¢atecni rychlost reakce bez inhibitoru.

4.3.4.4. Stanoveni konstanty ICso

Pro stanoveni ICso (koncentrace inhibitoru zplsobujici 50% inhibici enzymu) byla zmétena
zbytkova aktivita enzymu s inhibitorem o riznych koncentracich. 70 pl enzymové smési bylo
inkubovano s 10 pl ptislusného inhibitoru o riznych koncentracich (0-100 pM) po dobu 5 min

pii 37°C. Zbytkova aktivita inhibiovaného enzymu byla zmétena podle kap. 4.3.4.1.. Hodnota
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ICso byla stanovena pomoci nelinearni regrese z grafu zavislosti zbytkové aktivity enzymu na
pouzité koncentraci inhibitoru za pouziti programu Grafit. VSechna kineticka métfeni byla

provadéna v duplikatech.

Enyzmova smeés: 0,5 ul SmCB2 (kap. 4.3.1.5.), 0,1 M Na-acetat, pH 5,5, 2,5 mM
DTT, 0,1% PEG 1500

4.3.5. Vyroba polyklondlni anti-SmCB2 protilatky

Purifikovany rekombinantni SmCB2 piipraveny expresi v E. coli (kap. 4.3.2.8.) byl pouzit
k imunizaci 10 mySi kmene ICR. Zvifata byla imunizovana subkutanné 4 ddvkami v intervalech
10 dni, kdy prvni davka byla v kombinaci s kompletnim Freundovo adjuvans (CFA).
V ostatnich davkach bylo pouzito nekompletni Freundovo adjuvans (FA) (Tab. 1). Pfed kazdou
imunizaci byla myS$im z ocasni cévy odebirana krev, kterd byla odstfedéna (10 min, 2500 g,
laboratorni teplota). Ziskané krevni sérum bylo analyzovano pomoci ELISA (kap. 4.3.7.).
Celkové sérum bylo ziskano 14 dni po posledni imuniza¢ni davce a byla z n¢j izolovana frakce
IgG za pouziti afinitni chromatografie na koloné Protein A Sepharose CL-4B (GE Healthcare).
IgG frakce byla pouzita na imunolokalizaci SmCB2 na fezech parazita (kap. 4.3.8.).

Tab.1. Schéma imunizace pomoci SmCB2.

inmnizatni mys$ antigen adjuvans
davka
1-4 10 pg SmCB2  |CFA
1. 5-8 25pg SmCB2  |CFA
9-10 0 pg SmCB2 CFA
1-4 10 ug SmCB2  |FA
2.-4. 5-8 25ug SmCB2  |FA
9-10 0 pg SmCB2 FA

4.3.6. Purifikace krevnich sér afinitni chromatografii

Na kolonu s afinitnim nosi¢em Protein A Sepaharose CL-45 s imobilizovanym proteinem
A byly naneseny 2 ml anti-SmCB2 séra (kap. 4.3.5.). Kolona byla nasledné¢ promyta 15 ml
navazovaciho pufru. Poté byla provedena eluce elu¢nim pufrem a byly sbirany frakce po 1 ml.

pH sbiranych elucnich frakci obsahujicich IgG bylo ihned upraveno neutraliza¢nim pufrem.

Navazovaci pufr: 20 mM Na-fostat, pH 7,0
Elucni pufr: 100 mM Na-citrat, pH 3,0

35



Neutralizacni pufr: 1 M Tris-HCI pH 8,0

4.3.7. Testovani krevnich sér pomoci ELISA

Do jamek mikrotitra¢ni desticky byl nanesen antigen, 2 ug proteinu (SmCB2, kap. 4.3.2.
nebo SmCBI1 piipraveny Mrg. Adélou Jilkovou, Ph.D. na UOCHB AV CR) v 20 ul
navazovaciho pufru. Takto pfipravend desticka byla inkubovana pies noc pii 4°C a nasledn¢
byly jamky vymyty TPBS roztokem. Nespecifickd vazebna mista byla blokovana pomoci 1%
BSA v TPBS roztoku za laboratorni teploty 1 h. Do vymytych jamek TPBS roztokem byla
nanesena (1) smés sér z osmi mysi imunizovanych pomoci SmCB2 (kap. 4.3.5.), (2) smés sér
ze dvou mysi imunizovanych pomoci SmCB1 (ptipraveno Mgr. Lenkou Ulrychovou), (3) smés
sér z peti mysi infikovanych S. mansoni (ptipraveno Mgr. Martou Chanovou, Ph.D.), (4) smé&s
sér dvou kontrolnich mysi, u kterych bylo aplikovano pouze adjuvans (kap. 4.3.5.), v riznych
koncentracich (Tab. 2) a desticka byla inkubovana pies noc pii 4°C. Po vymyti jamek TPBS
roztokem byla ptidana komer¢ni sekundarni protilatka (kozi proti mysim IgG s konjugovanou
HRP) v roztoku TPBS (fedéni 1:10000) a desticka se inkubovala 1 h pfi laboratorni teploté.
Jamky byly vymyty TPBS roztokem a byl pfidan chemiluminiscenéni substrdt Luminata
Crescendo ELISA, Millipore. Smés byla inkubovana 5 min za laboratorni teploty a byla

proméiena chemiluminiscence na pfistroji Tecan Infinite M1000.

Tab. 2. Pouzita redeéni ser v ELISA reakci.

sérum fedéni
anti-SmCB2 sérum (1:500, 1:1000, 1:5000
anti-SmCB1 sérum (1:100, 1:250, 1:500

mfekeni sérum 1:50, 1:100, 1:1000, 1:5000, 1:10000
Navazovaci pufr: Uhli¢itanovy pufr 100 mM, pH 9,6
TPBS: PBS, 0,01% Tween20

4.3.8. Imunolokalizace SmCB2 v S. mansoni

Parafinové fezy parazitii byly permeabilizovany v roztoku TPBS 20 min. Nespecificka
vazebna mista byla blokovana pomoci 2% BSA v TPBS roztoku ptes noc pii 4°C. Po promyti
roztokem TPBS (3x 20 min) byly fezy inkubovany se séry mysi imunizovanych proti SmCB2
(kap. 4.3.6.) v roztoku TPBS (fedéni 1:100) pies noc pii 4°C. Rezy byly oplachnuty roztokem

TPBS (3x 20 min) a inkubovany 30 min pii laboratorni teploté se sekundarni protilatkou

36



(komer¢ni kozi protilatka proti mySim IgG s navazanou HRP) v roztoku TPBS (fedéni 1:500).
Po oplachnuti roztokem TPBS (3x 20 min) byly fezy inkubovany s DAPI (4',6-diamidin-2-
fenylindol) fluorescenénim barvivem. Rezy byly vizualizovany fluorescenénim mikroskopem

Olympus IX83 na kamete PCO edge 5.5.

TPBS: PBS, 0,25% TritonX-100
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5. Vysledky

5.1. Rekombinantni exprese SmCB2 v kvasinkach P. pastoris

Pro produkci SmCB2 byl zvolen kvasinkovy expresni systém P. pastoris. Jedna se o
eukaryotni systém, ktery zajiStuje ucinnou biosyntézu rekombinantniho proteinu vcetné
sbalovani a posttranslacnich modifikaci. S vyuzitim tohoto systému se podafilo ziskat
dostatecné mnozstvi aktivniho enzymu pro studium inhibic¢ni specifity SmCB2.

Pro expresi byl pouzit plazmid pPICZo, ktery obsahoval usek cDNA odpovidajici
zymogenu SmCB2 (pPICZa/SmCB2). Tento tsek byl do plazmidu pPICZa vlozen za signalni
sekvenci kvasinkového a-faktoru, jenz zajistuje sekreci syntetizovaného proteinu pfimo do

média a ktery je pfi expresi odstépovan kvasinkovou protedzou KexlII.

5.1.1. Transformace bunék P. pastoris

Vektor pPICZa zajistuje stabilni integraci vkladané DNA do kvasinkového chromosomu
homologni rekombinaci. K integraci vektorové DNA do chromozomalni DNA kvasinky
dochazi mezi 5 AOX1 oblasti promotoru nebo termindtorovou oblasti AOX1 genu, ktery
kéduje alkoholoxiddzu vektoru, a homolognimi sekvencemi v chromozomu kvasinek.
Kompetentni builky P. pastoris byly transformovany linearizovanym vektorem
pPICZo/SmCB2 metodou elektroporace. Elektroporované bunky byly naneseny na misky
s YPD agarem obsahujici antibiotikum zeocin, proti kterému jsou kvasinky transformované
vektorem pPICZo rezistentni a byly inkubovany pii 30°C . Diky pfitomnosti zeocinu doslo k
selekci bun€k pro expresi SmCB2.

5.1.2. Casovy priibéh exprese SmCB2 v P. pastoris

Transformované bunky byly zaoCkovany do BMG média a nechaly se kultivovat pii 30°C
do dosazeni hodnoty ODesoo = 2-6. Buiiky byly prevedeny do BMM média a indukce exprese
byla zahdjena pfidanim methanolu do vysledné koncentrace 0,5 %. Methanol se dale ptidaval
kazdych 12 h. P. pastoris je methylotrofni kvasinka vyuZivajici methanol jako jediny zdroj
uhliku.

Béhem exprese byly pravidelné odebirany vzorky média a analyzovany pomoci SDS-PAGE
(Obr. 9, str. 39). Pro analyzu bylo pouzito médium, protoZe exprimovany SmCB2 by m¢l byt
vzhledem k pouziti vektoru pPICZo/SmCB2 sekretovan do média. Teoreticka molekulova

hmotnost SmCB2 vypoctena z aminokyselinové sekvence je cca 36 kDa pro proenzym a cca

38



28 kDa pro zraly enzym. Produkty o téchto molekulovych hmotnostech jsou viditelné na SDS-

PAGE, coz znadi, e jiz béhem exprese dochazi k autokatalytické aktivaci enzymu. Casovy

priubéh exprese SmCB2 byl také studovan méfenim enzymatické aktivity biosyntetizovaného

enzymu pomoci kinetického testu s fluorogennim substratem Z-Phe-Arg-AMC (Obr. 10, str.

40). Jak z SDS-PAGE, tak z méfeni aktivity je patrné, Ze k nejvyssi produkci dochézi béhem

patého dne od pocatecni indukce exprese methanolem (Obr. 9 a Obr. 10, str. 40). Exprese byla

proto ukoncena po péti dnech indukce, kultivacni médium bylo zahusténo lyofilizaci a odsoleno

pomoci gelové chromatografie (kap. 5.1.3.).
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Obr. 9. Casovy pribéh exprese SmCB2 analyzovany na SDS-PAGE. Vzorky média byly
odebirané v pritbéhu exprese v P. pastoris v uvedenych casech od pocatecni indukce exprese
methanolem. Gel byl obarven stiibrem. Sipkami jsou oznaceny pozice proenzymu SmCB2

(proSmCB2) a zralého enzymu (SmCB2).
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Obr. 10. Casovy pritbéh exprese SmCB2 analyzovany stanovenim aktivity rekombinantniho
SmCB2. Vzorky média byly odebirany v priibehu exprese v P. pastoris v uvedenych casech od
pocatecni indukce methanolem (¢as 0), buriky byly odstredeny a aktivita SmCB2 v supernatantu
byla zméerena v kinetickém testu s fluorogennim substratem Z-Phe-Arg-AMC (RFU — relativni
fluorescencni jednotky).

5.1.3. Priprava proteinové frakce gelovou chromatografii

Kultivaéni médium bylo separovano gelovou chromatografii na koloné s nosi¢em Sephadex
G-25 ekvilibrované destilovanou vodou. Pribéh chromatografie byl analyzovan métfenim
absorbance pii 280 nm a konduktivity. Vysledkem chromatografie bylo oddé€leni proteinovych
slozek od nizkomolekularnich slozek a soli kultivaéniho média (Obr. 11, str. 41). Frakce

obsahujici proteiny byly spojeny a déle purifikovany ionexovou chromatografii.
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Obr. 11. Purifikace rekombinantniho SmCB2 gelovou chromatografii na koloné Sephadex-G25
(objem 470 ml). Rychlost pritoku kolonou byla 2 ml/min. Byly jimadny frakce o objemu 10 ml a
mérena jejich absorbance pri vinové délce 280 nm (A2s0, modra kiivka) a konduktivita (Cervend
krivka). Frakce 7-15 obsahujici proteiny byly spojeny.

5.1.4. Purifikace rekombinantniho SmCB2 ionexovou chromatografii

Proteinové frakce z gelové chromatografie (kap. 5.1.3) byly purifikovany ionexovou
chromatografii na koloné¢ Mono S s vyuZitim FPLC systému. Tato kolona a podminky
chromatografie byly ur€eny podle teoreticky vypocitané hodnoty izoelektrického bodu SmCB2
(pI = 5,7). pH nanaSeného vzorku bylo upraveno na pH 4,5, které umozni vazbu SmCB2 na
nosi¢. Eluce probihala linearnim gradientem NaCl. Zaznam chromatografie je na Obr. 12, str.
42. Meéfeni aktivity SmCB2 v elu¢nich frakcich pomoci kinetického testu s fluorogennim
substratem Z-Phe-Arg-AMC prokézalo pfitomnost SmCB2 v oblasti kolem elu¢niho objemu
130 ml vyznaceném na Obr 12. Frakce obsahujici SmCB2 byly spojeny a analyzovany na SDS-
PAGE. Z ni je patrnd pfitomnost SmCB2, a to ve formé zralého enzymu (28 kDa).
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Obr. 12. Purifikace rekombinantniho SmCB2 pomoci ionexové chromatografie s vyuZitim
FPLC. Na kolonu Mono S HR 5/5 ekvilibrovanou 0,05 M Na-acetatovym pufrem, pH 4,5 byl
nanesen SmCB2 po gelové chromatografii. Eluce probihala linearnim gradientem NaCl (0-
1 M/100 min). Rychlost pritoku kolonou byla 1 ml/min a objem sbiranych frakci byl 2 ml.
Prubéeh chromatografie byl monitorovan kontinudlnim mérenim absorbance pri vinové délce
280 nm (modra kirivka). Aktivita SmCB2 byla zmérena v sebranych frakcich pomoci kinetického
testu s fluorogennim substratem Z-Phe-Arg-AMC (vioZeny graf). Frakce obsahujici SmCB2
(Cerna cara) byly spojeny a analyzovany na SDS-PAGE (vloZeny obradzek gelu, ktery byl
obarven Coomasie Briliant Blue R-250).

LPK VEWPHCPSISEIRDQSSCGSCWAFGAVEAMSDR HEPFLSAENLVSCCS SCGMGCNGGE'P
HSAWLYWKNQGIVTGDLYN TNCQPGYNIPYEK

IHSNPEAIMLELMRNGPVEVDFEVYADFPNYKSGVYQHVS GALLGGHAVRLLGWGEENNVPYWLI AN SWNSDWG
DK GENECGIESDVNAGIPK

Obr. 13. Analyza rekombinantniho SmCB2 po purifikaci ionexovou chromatografii a SDS-
PAGE hmotnostni spektroskopii. Zobrazena je LC-MS/MS analyza peptidovych fragmenti
odvozenych z aminokyselinové sekvence SmCB2. Zelené jsou zobrazenmy oblasti sekvence
pokryté identifikovanymi peptidovymi fragmenty (73% pokryti teoretické sekvence SmCB2).
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Identita purifikovaného SmCB2 byla potvrzena hmotnostni spektrometrii (MS), pfi které
bylo dosazeno 73% pokryti teoretické sekvence SmCB2 (Obr. 13, str. 42). MS dale potvrdila,
ze byla ziskana molekularni forma aktivniho enzymu. Pfi expresi a nasledné purifikaci tedy
dochazi k autokatalytické aktivaci proenzymu SmCB2. Pouzitym postupem pro piipravu
rekombinantniho proteinu bylo pfipraveno cca 50 pg cist¢tho SmCB2 z 1 litru expresniho

media. Tento materidl byl pouZit pro analyzu inhibi¢ni specifity SmCB2.

5.1.5. Primarni analyza citlivosti SmCB2 k modelovym inhibitorlim

Byl proveden uvodni test inhibic¢ni specifity SmCB2 se skupinové selektivnim inhibitorem
proteaz papainové rodiny (E-64) a specifickym inhibitorem proteaz typu katepsinu B (CA-074).
SmCB2 byl inkubovan s jednotlivymi inhibitory v koncentraci 1 pM po dobu 30 min a poté
byla méfena zbytkova aktivita SmCB2 s fluorogennim substratem Z-Phe-Arg-AMC. Tato
inhibi¢ni analyza ukézala, Ze aktivita SmCB2 byla pfi 1 uM koncentraci inhibitoru kompletné
inhibovéna obéma inhibitory (Obr. 14). To dokazuje, ze ziskany enzym patii svym funkénim

chovanim mezi protedzy papainové rodiny typu katepsin B.

120
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Obr. 14. Inhibicni specificita SmCB2 se skupinové selektivnim inhibitorem protedz papainové
rodiny (E-64) a inhibitorem proteaz typu katepsinu B (CA-074). Aktivita SmCB2 byla mérena v
kinetickém tesu s fluorogennim substratem Z-Phe-Arg-AMC v pritomnosti inhibitoru (osa x)
aplikovanych v 1 uM koncentraci. Hodnoty zbytkové aktivity jsou vyjadreny v procentech jednotek
RFU/s normalizovanych na kontrolni hodnotu aktivity namerenou bez inhibitoru (100 %).
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5.1.6. Stanoveni koncentrace SmCB2 pomoci enzymové titrace

Koncentrace aktivni formy SmCB2 v zasobnim roztoku byla stanovena titraci pomoci
inhibitoru CA-074, ktery se kovalentné vaze do aktivniho mista enzymu v poméru 1:1. Enzym
byl inkubovén s inhibitorem v koncentraci 0-100 nM po dobu 30 min a poté byla méfena
zbytkova aktivita SmCB2 se substratem Z-Phe-Arg-AMC. Hodnota ICsy byla stanovena
nelinearni regresi z grafu zavislosti zbytkové aktivity na koncentraci inhibitoru v programu
Grafit. Ziskana hodnota ICso = 16 nM odpovida polovi¢ni koncentraci aktivniho SmCB2 v testu
(Obr. 15). Koncentrace SmCB2 v titracnim testu byla tedy 32 nM a koncentrace zasobniho
roztoku enzymu byla 320 nM.
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Obr. 15. Titrace SmCB2 pomoci inhibitoru CA-074 pouzitého v koncentraci 0-100 nM. Hodnota
ICsg byla stanovena nelinearni regresi z grafu zavislosti zbytkove aktivity SmCB2 na
koncentraci inhibitoru v programu Grafit. Zbytkova aktivita SmCB2 byla zmérena v kinetickém
testu s fluorogennim substratem Z-Phe-Arg-AMC.

5.2. Analyza inhibi¢ni specificity SmCB2 pomaoci vinylsufonovych inhibitor(

Inhibi¢ni specifita rekombinantniho SmCB2 byla zkoumana pomoci sady 20 syntetickych
peptidomimetickych inhibitort s reaktivni vinylsulfonovou skupinou, které se kovalentn¢ vazi
do katalytického centra cysteinovych proteaz a blokuji jejich proteolytickou aktivitu. Inhibitory
se liSily riznymi substituenty R3-R1" v jednotlivych pozicich P3, P2, P1 a P1’, kterymi se
inhibitor vaZze do odpovidajich vazebnych podmist S3, S2, S1 a S1” aktivniho centra SmCB2.

Pro sadu inhibitort byla ur€ena v kinetickém aktivitnim testu s fluorogennim substratem Z-

Phe-Arg-AMC hodnota ICso, tj. koncentrace inhibitoru, pii které dochdzi k 50% inhibici
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enzymu. Koncentrace aktivniho enzymu v testu (0,08 nM) byla stanovena enzymovou titraci
(kap. 5.1.6.).

Jako ptiklad je uvedeno stanoveni hodnoty ICso pro inhibitor AR-198048 (Obr. 16). SmCB2
byl preinkubovan s inhibitorem v rozsahu koncentraci 0-10 uM (10 koncentraci). Poté byla
zméiena pomoci fluorescencniho substratu Z-Phe-Arg-AMC zbytkova aktivita SmCB?2.
Hodnoty ICsp byly ur€eny pomoci nelinearni regrese ze zéavislosti zbytkové aktivity (poméru
aktivity SmCB2 v pfitomnosti inhibitoru o dané koncentraci a aktivity neinhibovaného SmCB2)
na koncentraci inhibitoru v programu Grafit. V misté¢ inflexniho bodu ktivky byla odectena

hodnota ICso = 117 nM (Obr. 16).
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Obr. 16. Urceni hodnoty ICso pro inhibici SmCB2 inhibitorem AR-198048. Hodnota ICs byla
stanovena nelinedrni regresi z grafu zavislosti zbytkové aktivity SmCB2 (tj. poméru aktivity
SmCB2 zmérené v pritomnosti a absenci inhibitoru o dané koncentraci) (osa y) na pouzité

koncentraci inhibitoru (osa x) v programu Grafit. Vypoctena byla hodnota ICso = 117 £ 0,01
nM.

45



A
Inhibitor IC5o (NM)
K11006 34,7
K11747 50,6
WRR-286 65,2
K11002 91,3
AR-198048 117
WRR-282 117
WRR-285 162
AR-198049 543
K11777 582
WRR-284 864
K11017 1260
WRR-359 4348
WRR-145 6134
WRR-483 NI
WRR-200 NI
WRR-499 NI
WRR-185 NI
WRR-283 NI
WRR-347 NI
WRR-453 NI

Obr. 17. Inhibice SmCB2 pomoci vinylsulfonovych inhibitorii. A: Nameérené hodnoty ICsg
pro sadu 20 vinylsulfonovych inhibitoru byly stanoveny postupem uvedenym v textu. NI -
inhibitor neinhibuje SmCB2 pri koncentraci 10 uM. Smérodatné odchylky neprekrocily 5%.
B: Struktura kostry vinylsulfonovych inhibitoru, jednotlivé inhibitory se navzdajem lisi
rozdilnymi substituenty v pozicich R3, R2, R1, a R1". Substituenty nejsou uvedeny z diivodu
ochrany dusevniho vlastnictvi.

Uvedenym postupem byly zméfeny hodnoty ICso pro vinylsulfonové inhibitory sefazené v

inhibitory z testované sady vykazovaly hodnoty ICso do 100 nM. Hodnoty Sesti ICso méné

ucinnych inhibitori se pohybovaly v rozmezi 100-1000 nM. Zbyla ¢ast sady inhibitor

inhibovala SmCB2 v mikromoléarnich koncentracich, ptipadné neinhibovala viibec.
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5.3. Rekombinantni exprese SmMCB2 v bakteriich E. coli

Hlavnim cilem ptipravy SmCB2 v bakteridlnim expresnim systému E. coli bylo ziskani
dostatecného mnozstvi proteinu pro vyrobu anti-SmCB?2 protilatky imunizovanim mysi. Jedna
se o prokaryotni expresni systém, ve kterém na rozdil od eukaryotniho systému P. pastoris
neprobiha glykosylace proteinti. To muze ptispivat k potlaceni tvorby nespecifickych protilatek
v imunizovaném zvifeti. Protein produkovany v E. coli je Casto ziskan v denaturované formé
inkluznich télisek. Takovy protein neni spravné sbaleny a nevykazuje biologickou aktivitu, coz

pro imunizaci mize byt vyhodné.

5.3.1. Klonovani SmCB2 do pHTT2 plazmidu

Pro expresi SmCB2 v E. coli byl pouzit plazmid pHTT2. Plazmid pHTT2 umoziiuje pfipojit
histidinovy hexapeptid (histidinova kotva) na konec fetézce rekombinantniho proteinu. Pomoci
této znacky lze protein purifikovat za pouziti chelatacni afinitni chromatografie. Tento plazmid
také umoziuje produkei proteinu ve formé fizniho konstruktu s thioredoxinem (fuzni protein
SmCB?2 a thioredoxinu je oznacovan jako SmCB2*), ¢imZ je dosazeno lepsi rozpustnosti. Mezi
vklddanym inzertem a nukleotidovou sekvenci pro thioredoxin se nachdzi tzv. TEV misto.
Jedna se o sekvenci rozpoznavanou a $tépenou TEV protedzou. Pouzitim TEV proteazy dochazi

k vystépeni SmCB2 z fuzniho konstruktu (Obr. 18) (kap. 4.3.2.12.).

SmCB2*

Thioredoxin SmCB2

His kotva e TEV ml’StO ———

Obr. 18. Schématické zndzorneni fuzniho konstruktu SmCB2* obsahujictho SmCB2

a thioredoxin.

Podle ¢cDNA sekvence SmCB2 byly navrzeny primery pro amplifikaci PCR, které
obsahovaly restrikéni mista pro endonukledzy. Pomoci primerd byla metodou PCR
amplifikovana DNA SmCB2. PCR produkt byl analyzovdn na horizontdlni agardzové
elektroforéze, kterd potvrdila spravnou velikost PCR produkti. Ziskany usek DNA byl vyfiznut
z gelu a extrahovan. Poté byl Stépen odpovidajicimi restrikénimi endokledzami a klonovan do
analogicky Stépené¢ho plazmidu pHTT2 pomoci T4 DNA ligazy (kap. 4.3.2.2.). Vzniklym
konstruktem byly transformovany bunky E. coli metodou teplotniho Soku. Buniky se nechaly

rst na miskach s LB agarem obsahujicim antibiotikum kanamycin, proti kterému nese plazmid
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pHTT? rezistenci. Vybrané narostlé kolonie byly pouzity pro ptipravu plasmidové DNA (kap.
4.3.2.) a néasledn¢ bylo spravné zaclenéni DNA tuseku kédujiciho SmCB2 do plazmidu

zkontrolovano pomoci sekvenovani.

5.3.2. Pribéh exprese SmCB2 v E. coli

Exprese SmCB2* probé&hla v buiikkdch E. coli SHuffle® T7 Express lysY, které byly
transformovany vektorem pHTT2 obsahujicim sekvenci kodujici SmCB2* metodou teplotniho
Soku. Rekombinantni protein byl exprimovan pii 16°C za aerace v LB/K médiu. Indukce
exprese byla provedena piidanim IPTG. Po ukonceni kultivace byly builky odstfedény,
lyzovany a byla provedena izolace inkluznich télisek (Obr. 19). Z vysledkl vyplyva, zZe

SmCB2* byl akumulovan v inkluznich téliskach.

e ™

Obr. 19. Priprava cytosolarnich frakci a inkluznich telisek z exprese SmCB2* v E. coli.
Jednotlivé frakce byly po dezintegraci bunek analyzovany pomoci SDS-PAGE. Gel byl obarven
roztokem Coommasie Briliant Blue R-250. Sipka oznacuje pozici SmCB2*.

1-3  Frakce cytosoldarnich supernatantit S1-S3 (kap. 4.3.2.9.)
4 Inkluzni téliska

5.3.3. Purifikace SmCB2 afinitni chelataéni chromatografii

SmCB2* byl z rozpusténych inkluznich télisek izolovan afinitni chelata¢ni chromatografii
na nosi¢i Hi-Trap IMAC FF (GE Healthcare) s imobilizovanymi ionty Ni?*. P#i této afinitni
chromatografii dochazi ke specifické vazb& mezi Ni*" imobilizovanym na koloné a histidinovou
kotvou pfipojenou na N-konci exprimovaného proteinu. Uvolnéni SmCB2* z nosice bylo

provedeno eluci pomoci 250 mM imidazolu, ktery kompetuje o vazbu na Ni** ionty

48



s histidinovou kotvou rekombinantniho proteinu. Zaznam chromatografie je uveden na Obr. 20.
Jednotlivé frakce ziskané béhem purifikace byly analyzovany pomoci SDS-PAGE (Obr. 21 A,
str. 50). Z SDS-PAGE je patrné, Ze pti promyvani kolony (vrchol 2 na Obr. 20) doslo k uvolnéni
proteinti navazanych na koloné nespecifickymi interakcemi a ¢aste¢né eluci SmCB2. Cést
vzorku, ktera se na kolonu nenavazala (vrchol 1 na Obr. 20) byla znovu pouzita k opakované
chromatografii. Elu¢ni frakce (vrchol 3 na Obr. 20) pak obsahovala pievdzné Cisty protein
SmCB2*, jehoz molarni hmotnost odpovida 50 kDa (Obr. 21A, str. 50). Ta odpovida teoretické
molarni hmotnosti vypocitané ze sekvence fizniho SmCB2*.

Identita purifikovaného SmCB2* (vrchol 3) byla provedena LC-MS/MS analyzou, pii které
bylo dosazeno 96% pokryti teoretické sekvence SmCB2* (Obr. 21 B, str. 50). Z 1 g
rozpusténych inkluzi se podafilo ziskat chelatacni chromatografii 0,5 mg purifikovaného

SmCB2*.

044"

AZB:I

02|

Elucni objem (mil})

Obr. 20. Purifikace rekombinantniho SmCB2* z inkluznich télisek pomoci afinitni
chromatografie na koloné s afinitnim nosicem Hi-Trap IMAC FF. Na kolonu (5 ml)
ekvilibrovanou pufrem o slozeni 10 mM Tris-HCIl, 0,1 M NaH>POs, 8 M mocovina byly
naneseny 4 ml smési rozpustéenych inkluzi E. coli obsahujici SmCB2*. Vrchol 1 je materidl,
ktery nebyl navazan na nosic. Pro vymyti nespecificky navazanych proteinit byla kolona
promyta ekvilibracnim pufrem s 20 mM imidazolem (vrchol 2). Eluce probihala elucnim pufrem
obsahujicim 250 mM imidazol (vrchol 3). Pribéh chromatografie byl monitorovan
kontinudlnim meérenim pri vinové délce 280 nm.
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EYQGKLTVAKLNIDONPGTAPKYGIRGI PTLLL.FKNGEVAATRVGALSKGQLREFLDANLA
NNNNNHNNRNENLYFQGAMGSDARRHRRMYQPLSMELINFINYEANTTWRAAPTTRERTVS
DIRRMLGALPDPNGEQLETLCTGYI SDELPKSFDARVEWPHCPSI SEIRDQSSCGSCHAFG
AVEAMSDR I C T KSKGKHRPFLSAENLVSCCS SCGMGCNGGFPHSANLYWRKNQGIVTGDLYN
TTRCGCQPYEFPPCEHHVIGPLPSCDGDVETPSCKTNCQPGYNI PYERDRWYGERVYRIHSN
PEATMLELMRNGPVEVDEFEVYADFPNYKSGVYQHVSGALLGGHAVRLLGWGEENNVEYWLI
ANSHNSDWGDRGYFRKIVRGENECGIESDVNAGI PKIRN

Obr. 21. A: SDS-PAGE analyza purifikace SmCB2* z inkluznich télisek na koloné Hi-Trap
IMAC FF. Jednotlivé drahy obsahuji material odpovidajici absorbcnim vrcholum 1-3 (Obr. 20,
str. 49) a materidl nanaseny na kolonu (Nanos). Gel byl obarven roztokem Coomassie Brilliant
Blue G-250. B: Identita purifikovaného SmCB2* byla potvrzena pomoci hmotnostni
spektrometrie LC-MS/MS analyzou. Zelené jsou zobrazeny oblasti sekvence pokryté
identifikovanymi peptidovymi fragmenty. Sekvence thioredoxinu je podtrZena.
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5.4. Testovani polyklonalni protilatky proti SmCB2

K pripravé anti-SmCB2 polyklonalni protilatky byl jako antigen pouzit rekombinantni
protein ve form¢ fuzniho konstruktu s thioredoxinem (SmCB2%*). Protein byl pfipraven
v expresnim systému E. coli a purifikovan afinitni chromatografii (kap. 5.3.3.). Polyklondlni
protilatka byla ziskand imunizaci mysi (kap. 4.3.5.) a testovana metodou ELISA a pomoci

imunoblotu.

5.4.1. Kinetika tvorby protilatky proti SmCB2

Bylo imunizovano 10 mysi (samci) kmene ICR. Kazdé¢ zvite bylo vakcinovano 4 davkami
v intervalech 10 dni. Prvni imunizaéni dévka byla tvofena antigenem s kompletnim
Freundovym adjuvans, zbylé tfi davky s nekompletnim Freundovym adjuvans, kdy 4 mysi
dostavali vyssi davku antigenu (25 pg SmCB2*), 4 mysi niz8i davku antigenu (10 pg SmCB2*).

Zbylé 2 mysi byly kontrolni a bylo u nich aplikovano pouze adjuvans bez antigenu.

5.4.1.1. Titracdni analyza imunnich sér

Krevni séra z osmi mysi imunizovanych SmCB2* antigenem byla po skonceni imunizace
spojena a byly urceny titracni kiivky za Gcelem stanoveni vhodné koncentrace téchto sér pro
dalsi méteni. Testovani bylo provedeno metodou ELISA v mikrotitra¢ni desti¢ce a adsorbovany
antigen SmCB2* byl v téchto experimentech pouzit v mnozstvi 2 pg. Desticka byla nasledné
inkubovana s anti-SmCB2* krevnim sérem pouzitym v sériovém fedéni. Po promyti a inkubaci
se sekundarni protilatkou proti mys$im IgG s konjugovanou HRP byl pro detekci odezvy pouzit
chemiluminiscen¢ni substrat. Jako negativni kontrola byla pouZzita smés sér ze 2 kontrolnich
mysi. Vysledky jsou uvedeny na Obr. 22A, str. 52. Koncentrace anti-SmCB2* séra (ur¢ena jako
stupenl zfedéni) pouzivand v dal§ich ELISA méfenich byla odectena z linearni oblasti titracni
ktivky a pohybovala se v rozmezi 1:1000 az 1:5000 (Obr. 22A, str. 52). Titra¢ni kiivka
umoznila odecist titr anti-SmCB2* protilatky 1:100000 (tj. nejvétsi ziedéni protilatky
umoznujici detekci antigenu).

Stejnym postupem byla stanovena titracni kiivka pro krevni sérum z mysi imunizovanych
SmCBI1 (protein poskytla Mgr. Adéla Jilkova, Ph.D, séra poskytla Mgr. Lenka Ulrychova),
(Obr. 22B, str. 52). Byla ur¢ena hodnota titru anti-SmCB1 séra 1:1000 a koncentrace séra
pouzivana v dalSich méfenich byla 1:100 az 1:500 (Obr. 22B, str. 52).
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Obr. 22. Titracni kiivky sér mysi imunizovanych rekombinantnim SmCB2* (4) a SmCB1 (B)
zmérené metodou ELISA s chemiluminiscencnim substratem. V experimentu byl antigen
adsorbovan v mnozstvi 2 ug a séra (anti-SmCB2* nebo anti-SmCB1) byla pouzita v uvedenych

Fedenich (osa x). Séra mysi, u kterych byl aplikovan vakcinacni protokol bez antigenu, jsou
analyzovana jako kontrolni (Cervené).
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Krev byla odebirana z ocasni cévy mysi pied kazdou imunizacni davkou a krevni sérum
bylo ziskano centrifugaci. Kinetika tvorby anti-SmCB2* protilatky byla monitorovana pomoci
ELISA za pouziti chemiluminiscen¢niho substratu. V mikrotitra¢ni desti¢ce byl jako antigen
adsorbovan SmCB2* a byl nésledné inkubovan s odebranymi krevnimi séry, které byly spojeny
do tfi vzorka: (1) ¢ty mysi imunizovanych 10 pg SmCB2* (Obr. 23 A, str. 54), (2) Ctyf mysi
imunizovanych 25 pg SmCB2* (Obr. 23B, str. 54), (3) dvou kontrolnich mysi, u kterych bylo
aplikovano pouze adjuvans. Redéni sér bylo zvoleno podle stanoveni v kap. 5.4.1.1.. Desti¢ka
byla promyta a po inkubaci se sekundarni protildtkou proti mysim IgG s konjugovanou s HRP
byl pfidan substrat a nasledn¢ prométfena chemiluminiscence na ¢te¢ce Tecan Infinite M1000.
Vysledky ukazuji, Ze tvorba protilatek probihala analogicky u mysi, které byly imunizovany za

A4

2. imuniza¢ni davce. U kontrolnich mysi nebyl detekovan nartst protilatek.
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Obr. 23. Kinetika tvorby protilatky proti SmCB2*. Mysi byly imunizovany 4 davkami
v intervalech 10 dniui. Krev byla odebirdana z ocasni cévy mysi pred kazdou imunizacni davkou.
Krevni sérum bylo ziskiano pomoci centrifugace a pouZzito pro testovani pritomnosti anti-
SmCB2* protilatky metodou ELISA pomoci chemiluminiscence. V experimentu byl antigen
adsorbovan v mnozstvi 2 ug. Imunni séra byla testovana ve trech redenich. Kontrolni mysi (ctrl)
byly vakcinovany pomoci adjuvans bez antigenu. A: Vakcinace mysi pomoci 10 ug SmCB2*.
B: Vakcinace mysi 25 ug SmCB2*.
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5.4.2. KfiZova reaktivita anti-SmCB2 a anti-SmCB1 protilatek

Proteazy SmCB2 a SmCB1 jsou homologické proteazy, jejichz aminokyselinova sekvence
je priblizné z 50 % identicka. Proto byla provedena analyza kiizové reaktivity (a) anti-SmCB2*
protilatky (pfipravena dle kap. 4.3.5.) k rekombinantnimu SmCB1 a (b) anti-SmCBI1 protilatky
(poskytnuto Mgr. Lenkou Ulrychovou) k rekombinantnimu SmCB2*. Reaktivita byla
analyzovana metodou ELISA postupem popsanym v kap. 4.3.7., pouzita koncentrace sér byla
uréena z titracnich kiivek (Obr. 22, str. 52). Z vysledkt vyplyva, Ze jak anti-SmCB2*, tak anti-
SmCBI protilatka nevykazuje kiizovou reaktivitu k proteinu SmCBI1, resp. SmCB2* a byla tak
potvrzena jejich specifita (Obr. 24 a Obr. 25, str. 56). V dalsim kroku byla anti-SmCB2*
protilatka purifikovdna pomoci afinitni chromatografie na kolon¢ Protein A Sepharose (5.4.5.)

a pouzita k imunolokalizaci SmCB2 v parazitovi (kap. 5.5.).
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Obr. 24. Test kiizového rozpoznani antigenu SmCB1 protilatkou proti SmCB2*. K méreni byla
pouzita metoda ELISA s chemiluminiscencni detekci. Jako antigen byl v experimentech
adsorbovan SmCB2* nebo SmCBI1 v mnozstvi 2 ug. PouZito bylo sérum mysi imunizovanych
proti SmCB2* ve trech koncentracich a sérum kontrolnich mysi, které byly vakcinovany pomoci
adjuvans bez antigenu (Cervené).
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Obr. 25. Test kiizového rozpoznani antigenu SmCB2* protilatkou proti SmCB1. K méreni byla
pouzita metoda ELISA s chemiluminiscencni detekci. Jako antigen byl v experimentech
adsorbovan SmCB2* nebo SmCBI1 v mnozstvi 2 ug. PouZito bylo sérum mysi imunizovanych
proti SmCBI ve tiech koncentracich a sérum kontrolnich mysi, které byly vakcinovdany pomoci
adjuvans bez antigenu (Cervené).

5.4.3. Rozpoznani SmCB2 a SmCB1 hostitelem jako antigenld pfi infekci
S. mansoni

Pomoci ELISA analyzy bylo testovano, jestli je rekombinantni SmCB2* a SmCBI1
rozeznavan protilatkami v sérech mysi, které byly infikovany S. mansoni. K tomuto ucelu byla
pouzita smés sér z mysi, ktera byla ziskana po 6. tydnu ndkazy (poskytnuto Mgr. Martou
Chanovou, Ph.D.). V mikrotitra¢ni desticce byl adsorbovan antigen SmCB2* nebo SmCBI1 v
mnozstvi 2 pug. Pouzivana byla séra v péti fedénich z péti infikovanych mysi a v kontrolnim
pokusu séra dvou my$i nenakazenych. Z vysledkl vyplyva, Ze pii fedéni séra 1:100 je SmCB2
vyznamné rozeznavan protilatkami z infikovanych mysi, signal je pfiblizné 3x vySsi oproti
kontrole (Obr. 26, str. 57). Pro SmCBI plati, Ze je pfi stejném fedéni je signal asi 6x vyssi u sér

infikovanych mysi oproti kontrole.
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Obr. 26. Rozpoznani antigenit SmCB2* a SmCB1 protilatkami v sérech mysi infikovanych S.
mansoni bylo méreno metodou ELISA s chemiluminiscencni detekci. V experimentu byl antigen
adsorbovan v mnozstvi 2 ug. K analyze bylo pouzito sérum infikovanych mysi v péti
koncentracich a sérum nenakazenych mysi jako kontrola (Cervené).

5.4.4. Analyza interakce anti-SmCB2 protilatky pomoci imunoblotu

Metodou imoblotu byla testovdna interakce polyklondlni protilatky pfipravené proti
rekombinantnimu SmCB2* s timto imunizaénim antigenem (Obr. 27, str. 58). Vysledky
ukazuji, ze anti-SmCB2* protilatka rozpoznavala jak cely antigen SmCB2* (draha 3 na Obr.
27, str. 58), tak SmCB2 a thioredoxin vySt€pené z fuzniho proteinu SmCB2* pomoci TEV
proteazy (drdha 4, Obr. 27, str. 58). Naproti tomu, negativni kontroly hovéziho sérového
albuminu (BSA), slepi¢iho ovalbuminu (OVA) a rekombinantniho proteinu SmSP2 ze S.
mansoni (produkované¢ho v bakterii E. coli stejné jako SmCB2) nebyly protilatkou
rozpoznavany (drahy NK1 a NK2 na Obr. 27, str. 58). To prokazuje, Ze pfipravend protilatka
rozeznava specificky SmCB2 v jeho fuzni (SmCB2%*) 1 vystépené (SmCB2) podobé. Touto

protilatkou je rozeznavan i thioredoxin, ktery je soucasti fuzniho konstruktu.
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Obr. 27. Interakce polyklonalni protilatky anti-SmCB2* s imunizacnim antigenem. Testované
proteiny byly rozdéleny na SDS-PAGE a preneseny na PVDF membranu. Byly detekovany (1)
barvenim membrdany pomoci Coomassie Blue R-250 (vlevo) a (2) imunoblotem pomoci séra
mysi imunizovanych SmCB2* (Fedeni 1:5000), sekundarni protilatky (proti mysim IgG
s navazanou HRP) a chemiluminiscencni vizualizace (vpravo). Jednotlivé drahy jsou:

NK1 Negativni kontrola: BSA, OVA

NK2 Negativni kontrola 2: SmSP2 — rekombinantni protein produkovany v bakterii
E. coli jako SmCB2*

3 Fuzni SmCB2*

4 Fuzni SmCB2* Stépeny TEV protedzou na SmCB2 a thioredoxin (TXN)

5.4.5. Purifikace anti-SmCB2 séra afinitni chromatografii

IgG frakce ze sér mysi imunizovanych SmCB2* (kap. 4.3.5.) byla purifikovana afinitni
chromatografii na kolon¢ Protein A Sepharose (kap. 4.3.6.). Pribéh chromatografie byl
analyzovan pomoci SDS-PAGE (Obr. 28, str. 59). Na kolonu byly naneseny 2 ml séra. Kolona
byla promyta 20 mM Na-fosfatovym pufrem, pH 7 (drédha 3) a eluce probihala za pouziti 100
mM Na-citratového pufru, pH 3. pH sbiranych elucnich frakci obsahujicich IgG bylo ihned
upraveno 1 M Tris-HCI pufrem na pH 8. Elu¢ni frakce (drahy 4 a 5 na Obr. 28, str. 59)
obsahovaly pfedevsim IgG; byly spojeny a pouzity pro imunolokalizaci SmCB2 v parazitovi

(kap. 5.5.).
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Obr. 28. SDS-PAGE analyza purifikace anti-SmCB2* protilatky z mysiho séra pomoci afinitni
chromatografie na koloné Protein A Sepharose. Jednotlivé drahy jsou:

1 Krevni sérum nandsené na kolonu

2 Material nenavdzany na kolonu

3 Promyti 20 mM Na-fosfatovym pufrem, pH 7
4-7  Eluce 100 mM Na-citratovym pufrem, pH 3

5.4.6. Imunodetekce nativniho SmCB2 v homogenatu z ¢ervl S. mansoni

Purifikovana anti-SmCB2* IgG frakce byla pouZita pro identifikaci nativniho SmCB2
v homogenatu dospélcii S. mansoni metodou imunoblotu. Detekovany pas o molekulové
hmotnosti 28 kDa odpovida teoretické molekulové hmotnosti (vypoctené ze sekvence zralého
SmCB2) a prokazuje ptitomnost SmCB2 v analyzovaném homogenatu 1 specifitu pfipravené

protilatky (Obr. 29, str. 60).
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Obr. 29. Detekce nativni formy SmCB2 v proteinovém homogendtu z dospelé S. mansoni pomoci
imunoblotu. Homogendat byl rozdélen na SDS-PAGE a prenesen na PVDF membranu. Proteiny
byly detekovany barvenim membrany pomoci Coomassie Blue R-250 (vievo). Nativni SmCB2
(oznaceno Sipkou) byl detekovan imunoblotem s vyuZitim purifikované anti-SmCB2* IgG
frakce, sekundarni protilatky proti mysim IgG s navdazanou HRP a chemiluminiscencni
vizualizace (vpravo).
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5.5. Imunolokalizace SmCB2 v ¢ervech S. mansoni

Purifikovana anti-SmCB2* IgG frakce (kap. 5.4.5) (fedéni 1:500) byla pouzita pro

imunolokalizaci SmCB2 na tkanovych ftezech (8 pum) dospélct S. mansoni pomoci

fluorescencni mikroskopie. K vizualizaci byla pouzita sekundarni fluorescencné znacena

protilatka (Cervena). Slaby signal byl detekovan v nékterych parenchymatickych bunkach (Pa,

Obr. 30 a Obr. 31, str. 62) a v oblasti tstniho ustroji (Os, Obr. 31, str. 62) parazita, naopak velmi

silna intenzita SmCB2 byla zaznamendna v tuberkulich povrchového tegumentu (Tu, Obr. 30).
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Obr. 30. Imunolokalizace SmCB2 v télni casti dospélce S. mansoni. K imunolokalizaci proteinu
v parazitovi byl pouzita anti-SmCB2* IgG frakce (fedeni 1:500) (kap. 5.4.5.) a sekunddrni
fluorescencné znacend protilatka proti mysim IgG (Alexa 647, cervena). Jadra bunék byla
vizualizovana pomoci DAPI (modra). A: SmCB2 (cervena), B: SmCB2+DAPI, C: SmCB2
a diferencialni interferencni kontrast (DIC), D: DIC. SmCB2 byl nalezen v parenchymu (Pa)

a v tuberkulich (Tu) povrchového tegumentu (zobrazeno Sipkou).
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Obr. 31. Imunolokalizace SmCB2 v hlavové casti dospélce S. mansoni. K imunolokalizaci
proteinu v parazitovi byl pouzita anti-SmCB2* IgG frakce (fedeni 1:500) (kap. 5.4.5.) a
sekundarni fluorescencné znacend protilatka proti mysim IgG (Alexa 647, cervena). Jadra
bunek byla vizualizovana pomoci DAPI (modrad). A: SmCB2 (¢ervend), B: SmCB2+DAPI, C:
SmCB2 a diferencialni interferencni kontrast (DIC), D: DIC. SmCB2 byl nalezen v okoli
ustniho ustroji (Os) a v parenchymu (Pa).
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6. Diskuze

Krevnicky jsou plivodcem zavazného onemocnéni zvané schistosomdéza postihujici vice nez
240 mil. lidi. Protedzy krevnicek jsou perspektivnimi molekuldrnimi cili pro vyvoj novych
chemoterapeutik a vakcin proti schistosomoéze, protoze jsou nezbytné pro jejich
zivotaschopnost a molekularni interakce s hostitelem. Diplomova prace se zabyvala protedzou
katepsinem B2 (SmCB2) z krevnicky stfevni (S. mansoni), jejiz biochemické vlastnosti a
biologickd funkce nebyly podrobné studovany. Zaméiila se na piipravu rekombinantniho
SmCB2, ktery umoznil pro nasledujici studie: (1) identifikaci novych inhibitort, (2) ptipravu
protilatek pro imunomikroskopickou lokalizaci a (3) detekci tvorby anti-SmCB2 protilatek
v téle hostitele infikovaného krevnickou.

Rekombinantni SmCB2 byl pfipraven pomoci exprese v kvasinkdch P. pastoris. V tomto
expresnim systému byl SmCB2 klonovan a produkovan ve formé neaktivniho zymogenu. Bylo
zjisténo, Ze v prubehu exprese a nasledné chromatografické pufirikace v kyselém pH dochazi
k autokatalytické aktivaci tohoto enzymu a ziskani zralého proteinu v proteolyticky aktivnim
stavu. Toto chovani je odlisné od homologické proteazy katepsin B1 (SmCB1) ze S. mansoni,
u které dochazi k autokatalytické aktivaci pouze v pritomnosti sulfatovanych polysacharidi
(SP), jako jsou glykosaminoglykany (Jilkova et al., 2014). Autoaktivace SmCB1 bez
pfitomnosti SP vede k tvorb¢é inaktivniho intermedidtu. Vysvétleni této skutec¢nosti dava
srovnani sekvenci propeptidi SmCB2 a SmCBI1. V propeptidu SmCB1 se nachazi tzv. HB
(,,heparin-binding*) motiv XBBXBBX (kde B je bazickd aminokyselina a X je hydropaticka
aminokyselina) pro interakci s glykosaminoglykany, ktery chybi v propeptidu SmCB2. Tento
motiv byl identifikovan pouze v travicich katepsinech B u rtiznych druhti parazitickych motolic
(Horn et al., 2011).

Prace pfinasi prvni popis inhibiéni specifity SmCB2, pro ktery byla pouZita sada
syntetickych peptidomimetickych inhibitort, jez byly analyzovany pomoci aktivitniho testu in
vitro s fluorogennim substratem. Bylo testovano 20 inhibitord s reaktivni vinylsulfonovou
skupinou na peptidomimetické kostfe s odliSnymi substituenty. Pro tyto inhibitory byly
stanoveny hodnoty ICso a byly identifikovany prvni u¢inné inhibitory SmCB2 blokujici jeho
proteolytickou aktivitu v submikromoldrnich koncentracich. Stejna sada vinylsulfonovych
inhibitorti byla testovana i s rekombinantnim SmCB1 (Jilkova et al., 2011), kdy byly nalezeny
inhibitory ucinné blokujici aktivitu SmCBI1 jiz v subnanomoléarnich koncentracich. Srovnani
citlivosti obou izoenzym k témto inhibitortim ukazuje, Ze inhibi¢ni specifita SmCB2 a SmCB1

je odliSna. To lze vysvétlit rozdilnosti ve struktufe jejich aktivnich mist (oba izoenzymy
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vykazuji pfiblizné 50 % identitu v aminokyselinové sekvenci (Caffrey et al, 2002)). Ziskané
vysledky umoziuji v dalsim obdobi vyvinout selektivni inhibitory pro SmCB2, které¢ bude
mozné pouzit pro validaci tohoto enzymu jako cilové molekuly pro antischistosomalni
inhibitory a studium jeho biologické funkce. Dalsi strategii je vyvoj inhibitorti vysoce u¢innych
soucasn¢ pro SmCB2 1 SmCBI1, které by umoznily vyuzit potencialni kumulativni supresivni
efekt v testech na zivych krevnickéach. Pro vyvoj takovych inibitort se zda byt vinylsulfonova
peptidomimetickd kostra vhodnd, protoze inhibitory tohoto typu byly v nékolika studiich
uspésné pouzity pro supresi S. mansoni v testech ex vivo na parazitech v kulture (Jilkova et al.,
2011). Vinylsulfonovy inhibitor K11777 byl také testovan in vivo na mysich infikovanych S.
mansoni, kdy po jeho aplikaci doslo ke snizeni organovych patologii spojenych se
schistosomo6zou (Abdulla et al., 2007).

Proti rekombinantnimu SmCB2 byla pfipravena polyklondlni protildtka imunizovanim
skupiny mysi. Kinetika tvorby této protilatky byla analyzovana metodou ELISA a byl ziskan
titr anti-SmCB2 séra, ktery ukazuje, Ze SmCB2 je dobry imunogen. Testovanim anti-SmCB2
protilatky metodou imunoblotu a ELISA byla povrzena jeji specifita, zejména negativni kiizova
reaktivita k homologickému izoenzymu SmCBI1.

Pomoci ziskané anti-SmCB2 protilatky byla provedena imunolokalizace SmCB2
v dospélych cervech S. mansoni pomoci konfokalni fluorescen¢ni mikroskopie. SmCB2 byl
lokalizovan v parenchymu a povrchové tegumentalni vrstvé parazita. Tato lokalizace byla jiz
diive zjiSténa pomoci svétlené mikroskopie (Caffrey et al., 2002) a koreluje s vysledkem
diplomové prace. Pouziti konfokalni fluorescenéni mikroskopie pfineslo detailnéjsi a pfesnéjsi
data o lokalizaci SmCB?2 v tkani parazita. Tato analyza povrzuje, Ze SmCB2 ma zcela odliSnou
lokalizaci nez SmCBI, ktery se nachazi ve stfevé (v lumen i v tkdni) krevnicky, kde hraje
zasadni roli pfi traveni hemoglobinu (Sajid et al., 2003). Povrchova lokalizace SmCB2
naznacuje, Ze tento izoenzym neni soucasti hemoglobinolytické kaskady a spiSe se uplatiiuje
pii interakcich s molekularnimi systémy hostitele.

Diplomova préce piinesla prvni dikaz, ze SmCB2 je rozpoznavan imunitnim systémem
hostitele pti infekcei S. mansoni. Studie byla provedena pomoci ELISA testl séra infikovanych
mysi. Timto pfistupem bylo prokazano, Ze SmCB2 je rozpoznavanym parazitarnim antigenem
pfi schistosomoéze, a piedstavuje tak potencialni sérodiagnosticky marker. Zna¢na antigenni
schopnost v infikovanych hostitelich (¢lovék a mys) byla prokdzana i pro SmCB1, ktery byl
puvodné objeven jako parazitarni antigen Sm31 (Ruppel et al., 1987). K imunogenité SmCB1
a SmCB32 pfispiva jejich lokalizace: SmCBI1 je ¢astecné sekretovan z traviciho traktu a SmCB2

je povrchovy protein. Oba izoenzymy byly identifikovany v exkre¢né/sekrec¢nich produktech
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dospélctt S. mansoni (Hansell et al., 2008). ZjiSténa imunogenita a povrchova lokalizace
SmCB2 je zajimavd z pohledu vyvoje novych antischistosomalnich vakcin, kterym je

v soucasné dob¢ vénovana zna¢na pozornost (El Ridi et al., 2015).
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7. Zaveér

Diplomova prace se zabyvala katepsinem B2 (SmCB2) z krevnicky sttevni (S. mansoni),
ktery predstavuje malo prozkoumany proteolyticky enzym tohoto medicinalné¢ vyznamného
parazita. Zejména se soustfedila na biochemické aspekty regulace enzymové aktivity SmCB2,

na lokalizaci SmCB?2 v téle parazita a jeho rozpoznavani imunitnim systémem hostitele.
Hlavni vysledky diplomové prace jsou nasledujici:

o Rekombinantni SmCB2 byl pfipraven v enzymaticky aktivni formé pomoci exprese
v kvasinkach P. pastoris. Pro jeho purifikaci byl vyvinut nékolikastupiiovy
chromatograficky protokol. Identita SmCB2 byla povrzena hmotnostni spektrometrii a
proteinovym sekvenovanim.

o Byla analyzovédna citlivost rekombinantntho SmCB2 k sadé peptidomimetickych
vinylsulfonovych inhibitori v aktivitnim testu in vitro s fluorogennim substratem. Byly
identifikovany prvni €¢inné inhibitory SmCB2 s hodnotami ICso niz8imi nez 0,1 uM.

o Neaktivni forma SmCB2 byla pfipravena pomoci exprese v bakteriich E. coli a
chromatograficky purifikovana. Tento protein byl pouzit pro produkci polyklonalnich
protilatek v mysich. Z analyzy kinetiky tvorby protilatkové odpoveédi metodou ELISA
vyplyva, Ze SmCB2 je dobry imunogen. Specifita anti-SmCB2 protilatky byla ovéfena
negativni kiiZovou reaktivitou k homologickému enzymu SmCBI1 z S. mansoni.

o Pomoci ziskanych protilatek byl SmCB2 lokalizovan konfokalni imunomikroskopii na
dospélych Cervech S. mansoni. SmCB2 se vyskytuje v povrchové vrstvé (tegumentu),
kde mlZe potencidlng interagovat s molekuldrnimi systémy hostitele.

o Bylo zjisténo, Ze v sérech mysi infikovanych S. mansoni se vytvareji protilatky proti

SmCB2, ktery tak predstavuje antigen pro potencialni diagnostické aplikace.

Krevni¢ky jsou piivodcem schistosomozy, vyznamného parazitarniho onemocnéni, jez
postihuje vice nez 240 mil. lidi. Proteazy krevnicek jsou perspektivnimi molekularnimi cili pro
vyvoj novych chemoterapeutik a vakcin proti schistosoméze. Tato prace piinasi nové
vyznamné informace o SmCB2 jako potencialni cilové molekule pro nové syntetické inhibitory

a jako novém antigenu pro vakcina¢ni studie.
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