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Anotace:

In the tick Ixodes ricinus, which belongs to the Ixodidae family, insulin-like peptides (ILPs)
are crucial regulators involved in blood-feeding and digestion. This bachelor thesis
investigated the expression profiles of four ILPs in different blood-feeding stages and
various tick tissues. RNA interference (RNAIi) was employed to silence the expression of
each ILP, and the subsequent effects on female tick phenotype were analysed. Silencing
ILP4 expression resulted in a significant decrease in female survival rate (by 80%) during
blood-feeding on a host. This suggests that ILP4 plays an essential role in, for example,

blood meal digestion or physiological processes vital for blood-feeding success.
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1. Uvod

Klisté obecné (Ixodes ricinus) je krev sajici ektoparazit jenz vynika svoji schopnosti nasat a
stravit velké mnozstvi krve (Reuben Kaufman, 2007), diky ¢emuz ziskava dostatecné
mnozstvi zivin pro nakladeni tisict vajicek (Sonenshine & Roe, 2013). Zaroven se klistata
dokazi efektivné branit imunitnim reakcim svych hostiteld (Armstrong, 2006), coz ztézuje

vyvoj latek pro kontrolu jejich populace a tim i pfenosu nemoci.

Insulin-like peptidy (ILPs) jsou proteinové molekuly, které maji kli¢ovou roli v regulaci
ristu a rozmnozovani u bezobratlych organismu (Badisco et al., 2013), véetné klistat.
(Sharma et al., 2019), (Kozelkova et al., 2021).Vazou se na transmembranové inzulinové
receptory (InR) a slouZi tak jako hormony, neurotransmitery a ristové faktory. ILPs se svoji
funkei velmi podobaji lidskému inzulinu, jelikoz také reaguji na vyZzivovy stav organismu.
K objevu molekul podobnych inzulinu obratloveii u hmyzu doSlo poprvé asi pred 40 lety,
kdy byly prezentovany imunopozitivni vysledky barveni v tkanovych fezech rtiznych druht
hmyzu pomoci protilatek proti inzulinu obratlovet (Duve & Thorpe, 1981). Od té doby bylo
provedeno mnoho studii na riznych skupinach bezobratlych, jako jsou ¢lenovci (Arthropoda,
(Adachi et al., 1989), (Lagueux et al., 1990), (Nasonkin et al., 2002), (Riehle et al., 2006)),
mékkysi (Mollusca, (Smit et al., 1988), (Floyd et al., 1999)) ¢i hlistice (Nematoda, (Duret et
al., 1998)) a u vsech byly identifikovany ILPs spadajici pod velkou multigenovou rodinu

majici schopnost vazat se na inzulinovy receptor (Wang et al., 2014).

ILPs figuruji v inzulinové signalni draze (ISP), ktera je napti¢ Metazoa velmi evolu¢né
konzervovana. V odpovédi na pozitivni nutricni stav se zvySuje produkce inzulinu u
obratlovct ¢i ILPs u bezobratlych, a tim se spousti riizné anabolické procesy zahrnujici riist
a rozmnozovani. Prvnim ILP identifikovanym u hmyzu byl bombyxin, ktery byl izolovan
Z bource morusového (Bombyx mori) a byla u ného zjiSténa strukturalni podobnost
sinzulinem obratlovcti (Nagasawa et al., 1984). Avsak narozdil od obratlovcid je u
bezobratlych znam pouze jeden gen receptoru pro peptidy podobné inzulinu (Wu & Brown,
2006), ale nov¢jsi vyzkumy odhalily vice riznych InR v nékolika fadech hmyzu, které jsou
disledkem velkych duplikaci v genu (Kremer et al., 2018). Vyzkumy ISP ukazuji, Ze je tato
signalni draha u bezobratlych strukturalné zachovala (Antonova et al., 2012), ale konkrétni
ILPs se u riznych druht li§i v aminokyselinové sekvenci. Byly objeveny 4 ILPs (ILP1,
ILP2, ILP3 a ILP4) u klistéte Ixodes scapularis (Sharma et al., 2019), jejichz homologické



geny byly nalezeny i u klistéte I. ricinus (Kozelkova et al., 2021). Nicmén¢ stale je znamo

jen malo o sekreci ILPs u klist’at a jejich pfim¢ interakci s cilovymi tkanémi.

RNA interference (RNAI) je ucinny nastroj, ktery umoziuje potlait expresi specifickych
geni ve vybraném organismu (Kim & Rossi, 2008). Tato technika se stava kliCovym
nastrojem pro studium funkce gend. Aplikace RNAIi na regulaci ilp s geni mtize poskytnout

nové informace ohledné funkce téchto peptidu u klist’at.

Cilem této prace bylo zkoumat uspésnost RNA interference, pomoci RT-PCR, a jeji vliv pii
regulaci ILPs na biologické procesy klistéte Ixodes ricinus. Byly identifikovany 4 geny pro
ilp’s u klistéte 1. ricinus. Nejprve bylo zkoumano, V jakych tkanich se jednotlivé ilp’s
exprimuji a dale byly na né navrzeny a nasyntetizovany 4 specifické dsRNA. Nenasata
klistata pak byla napichana jednim druhem dsRNA a nechana sat na morcéatech a nasledn¢ se
posuzovaly biologické parametry jako je velikost a tspéSnost sani, velikost vaje¢nych sniisek

a schopnost embryonalniho vyvoje a lihnuti larev.



2. Literarni prehled

2.1. Krevsajici ¢lenovci

Krevsajici (hematofagni) ¢lenovcei jsou vyznamna skupina ¢lenovet (Arthropoda) spadajici
do pododd¢leni prvousti (Protostomia). Nejvétsi skupiny krevsajicich ¢lenovet jsou hmyz a
roztoci. Krevsajici ¢lenovce lze rozdé€lit do dvou hlavnich kategorii: permanentni (trvalé) a

temporarni (do¢asné).

Permanentni hematofagni parazité, jako jsou vsi a klosi, zistavaji na svych hostitelich po
celou dobu svého Zivotniho cyklu. Jsou pfizplsobeni pro dlouhodoby pobyt na hostitelich a
zivi se krvi pravidelné. Temporarni hematofagni parazité, jako jsou rozto€i, plostice,
dvoukfidly hmyz a blechy, na rozdil od permanentnich paraziti nezlstdvaji na hostiteli
trvale. Hostitele vyhledavaji pouze za Gcelem sani krve a poté se vraci do svého prostiedi.
Tito docasné krevsajici paraziti jsou Casto oznacovani jako mikropredatofi, protoze se

chovaji podobné¢ jako predatoti pti hledani a sani krve (Volf & Horék, 2007).

Krevsajici ¢lenovci maji specializované kousaci nebo bodavé saci Ustni Ustroji, které jim
umoznuje pronikat do cév hostitele a sat krev. Tento zplisob vyzivy je pro hostitele rizikovy,
jelikoz mize dochazet k pirenosu nebezpecnych nemoci (malarie, spava nemoc, tyfus,
lymeska borelidza, klist'ova encefalitida aj.). Z toho dlivodu tito parazité ¢ini dilezity faktor

V oblasti vetejného zdravi a zeméd¢lstvi.
2.1.1. Rozto¢i

Rozto¢i (Acari) tvoii velmi rozmanitou a vyznamnou skupinu ¢lenovcu. Vyskytuji se
v riiznych typech prostfedi, od pidy po vodu, vzduch a rtizné hostitele, véetné rostlin, zvirat
i lidi. Morfologicky se rozto¢i skladaji z dvou hlavnich ¢asti — hlavové ¢asti (gnasthonoma) a
vlastniho téla (idiosoma). Na hlavové casti se nachazi preménéné koncetiny na klepitka

(chelicery). Vlastni télo ma ctyfi pary koncetin.

Neékteti roztoCi se zivi saprofagné a maji tak vyznamnou tlohu v rozkladu organické hmoty,
coz je kliCovy proces pro recyklaci zivin v ekosystémech. Jiné druhy roztoc¢a funguji jako
predatofi Skodlivych organismli a mohou byt vyuzivani v zem&délstvi jako forma biologické
ochrany rostlin ¢i vcelstev pied parazity. Takto se ku piikladu da vyuzit dravy roztoc
Stratiolaelaps scimitus pro kontrolu populace parazitického roztoce klestika véeliho (Varroa
destructor) (Rondeau et al., 2018).



Mnoho roztocli se ale zivi paraziticky a mohou byt pfenaseci nemoci ¢i figurovat jako

spoustéci raznych alergii.
2.1.2. KIlisté obecné (Ixodes ricinus)

Klist¢ obecné je drobny paraziticky c¢lenovec patfici do fadu klistat (Ixodida), celedi
klistatoviti (Ixodidae). Tento druh klistéte je bézné rozsiten po celé Evropé a je znamy svym
vyznamem v oblasti lidského zdravi. Je aktivni od bfezna az do konce fijna a vyhovuje mu
vlh¢i klima. Zije parazitickym zptisobem Zivota a zivi se krvi hostitelii, ze které ziskava
ziviny a energii. Samice klistéte dokazi nasat az 1 ml krve, coz je pfiblizné¢ 100xnasobek

jejich ptivodni hmotnosti. Diky takovému piijmu energie mohou naklast okolo tisice vajicek.

Z vajicek se lihnou larvy, které maji jako jediné vyvojové stadium 3 pary koncetin. Mé&fi asi
0,8 mm a saji krev vétsinou na hlodavcich, avsak mohou sat i na ¢lovéku. Po plném nasati
odpadnou a dostanou se do stadia metamorfozy, kdy dochdzi k pteméné organt. VysSim
vyvojovym stadiem je nymfa. Ta méfi pfiblizné 1,2 az 1,5 mm a ma4 jiz 4 pary koncetin.
Kromé cloveka saje na vétsich zviratech jako jsou jezci, kralici ¢i kocky a psi. Po opétovném

nasati se dostava do konecné metamorfozy na dospélce, samce ¢i samici.

Samice je oproti samci vEtsi, za hlavovou ¢asti ma maly ¢ernohnédy Stitek (scutum) a jeji
zadecek je vyrazné oranzovy az Cerveny. Diky menSimu Stitku dokdZe mnohonasobné zvétsit
svllj objem pii sani krve. U samct Stitek pokryva cely zadecek, a tak je samec oproti samici
tmavy. Samec nesaje krev a hostitele vyhledava pro setkani se se sajici samici, kterou
oplodni a nasledné hyne. Samice vyhledava jesté vétsi hostitele neZ nymfa, jako jsou lisky,
jeleni ¢i dobytek. Po nakladeni vajicek hyne. Pravé stfidani hostiteli a pomémé dlouhy
zivotni cyklus ¢ini z klistéte obecného (Ixodes ricinus) perfektniho pienaseCe riznych

patogent jako je lymeska borelidza a klistova encefalitida (Bartinek, 2006).
2.2. Metabolismus klistéte 1xodes ricinus

Klist'ata saji velkd mnoZstvi krve pro ziskani dostatku zivin na produkci vajicek. Konkrétné
je pro klist¢ vyznamny hlavné protein hemoglobin a sérovy albumin. P#i traveni jsou Vv
reakci na vyssi pfitomnost aminokyselin uvolnovany insulin-like peptidy (ILP) (Géminard et
al., 2009) a aktivuji se signalni drahy, které zptisobuji spusténi oogeneze. K traveni dochazi
ve stifeveé, jenz tvofi piiblizné 80 % jejich téla. Travici systém klistat je dokonale

ptizplisobeny pro zpracovavani krve. V lumen stfeva dochéazi k rozkladu cervenych krvinek



a Vnich obsazené proteiny se dale transportuji do stievnich bunék, kde jsou traveny

Vv kyselém prostiedi lysozomu (Sojka, 2016).

Mezi travené proteiny patii 1 hemoglobin, jenz je Stépen na oligopeptidy a volné
aminokyseliny. Ty se dostdvaji do cytoplasmy bun¢k a jsou dale vyuzivany pro rdzné
metabolické procesy, ku piikladu pro syntézu vitellogeninu (Sojka et al., 2013). Vitellogenin
je kédovan dvéma geny, vgl a vg2 a je prekurzorem vitellinu, hlavniho proteinu vazajici
hem ve vajeénicich klistéte, kde zastupuje nezbytnou roli pro embryonalni vyvoj (Perner et

al., 2016).

Volné aminokyseliny jsou rozpozniny tukovym télesem, ktery vysle signdl do mozku a
aktivuje se signalni draha ISP (insulin signaling pathway) (Géminard et al., 2009). Ta se dale
propojuje se signalni drédhou zahrnujici kinazu TOR (target of rapamycin). Tyto dvé drahy
reaguji na tvorbu produkti traveni. SlouZi tak jako senzory stavu vyZzivy a fidi rizné
metabolické procesy, mezi néz patii reprodukce (Badisco et al., 2013). Signalni draha ISP
zahrnuje transmembranovy inzulinovy receptor (InR), na ktery se vazou insulin-like peptidy
(ILPs) a tim ho aktivuje (De Meyts & Whittaker, 2002).

2.2.1. ILPs

Funkci se podobaji lidskému insulinu, jelikoz také reaguji na vyzivovy stav organismu a fidi
metabolismus tim, ze funguji jako hormony, neurotransmitery a rustové faktory (Wu &
Brown, 2006). Jsou soucasti insulinové signalni drahy (ISP) vyskytujici se u bezobratlych

organismu, kde je evolu¢né velmi konzervovana (Claeys et al., 2002).

Tyto peptidy spadaji pod velkou multigenovou rodinu, avSak nemaji Stejnou sekvenci
aminokyselin, ale spojuje je schopnost vazat se na insulinovy receptor. To je umoznéno
konzervovanymi cysteinovymi zbytky, které jsou umistény po celé délce molekuly a tvori
mezi sebou disulfidické mistky, ¢imz se peptid skladd do urcité struktury potiebné pro

aktivaci insulinového receptoru (Sharma et al., 2019).

ILPs byly u bezobratlych objeveny v roce 1981, kdy byly prezentovany imunopozitivni
vysledky barveni v tkanovych fezech riznych druhit hmyzu pomoci protilatek proti insulinu
obratlovcti (Duve & Thorpe, 1981). Ptitomnost ILPS u klistat byla poprvé zaznamenana
pomoci pozitivnich imunoreakci s protilatkami proti lidskému insulinu (Zhu & Oliver, 1991)

a bylo zjisténo, ze hraje dilezitou roli v metabolismu klist'at (Badisco et al., 2013).



Schopnost protilatek, namifenych proti insulinu obratlovci, vazat se na ILPs bezobratlych
dokazuje, ze insulin a ILPs maji podobnou molekularni strukturu (Mizoguchi & Okamoto,
2013). ILPs byly nalezeny u mnoha druhii organismu jako napiiklad u ¢lenovet (Arthropoda)
(Van Noorden & Falkmer, 1980), mé&kkyst (Mollusca) (Fritsch & Sprang, 1977), hlistic
(Nematoda) (Wang et al., 2014), krouzkovcu (Annelida) (LeRoith et al., 1981) ¢i ostnokozcti
(Echinodermata) (Wilson & Falkmer, 1965), a dokonce i u jednobunéénych organismi a
rostlin (Collier et al., 1987). Prvnim ILP identifikovanym u hmyzu byl bombyxin, ktery byl
izolovan z bource morusového (Bombyx mori) a byla u ného zjisténa strukturalni podobnost

s insulinem obratlovcti (Nagasawa et al., 1984).

Bombyxin se stejné jako insulin sklada ze dvou fetézct spojenych disulfidickymi vazbami a
pocet cysteinovych zbytkli a rozestupy mezi nimi jsou stejné jako u insulinu. Dale bylo
prokazano, ze terciarni struktura bombyxinu je podobna insulinu a ma charakteristicky
insulinovy zahyb hlavniho fetézce (Nagata et al., 1995). Avsak ILPs narozdil od insulinu
postradaji schopnost tvofit dimery ¢i hexamery. Navic vyzkumy ukazuji, ze ILPs jsou
syntetizovany v mozku bezobratlych, na rozdil od insulinu obratlovct, ktery je produkovan
ve slinivce (Smit et al., 1998). Také bylo zjisténo, Ze bombyxin je uvolfiovan pfi zvySeném

mnozstvi glukozy, podobné jako insulin u obratloveti (Mizoguchi & Okamoto, 2013).

Zdalo se ale, ze toto neplati u vSech ILPs, jelikoz pfi pokusu na izolovaném mozku
octomilky obecné (Drosophila melanogaster) se po pfidani glukoézy ILP neuvolnoval
(Géminard et al., 2009). AvSak u mozkovych bunék produkujicich ILPs se nékteré elektrické
vlastnosti zdaly byt ovlivnény glukézou (Fridell et al., 2009). Coz naznacovalo spojitost
mezi dostupnosti glukoézy a ILPs. Pii dalSim studiu octomilky bylo pozorovano uvoliiovani
ILP do hemolymfy po pfijmuti Zivin, ale izolovany mozek po dodéni Zivin ILP neuvolnoval.
Nakonec se ukézalo, Ze uvolilovani ILP z mozkovych bunék je indukovano humoralnim
faktorem uvolilovanym z tukového téliska pfi pfitomnosti aminokyselin (Géminard et al.,
2009). Dle dalsich studii by se celkové dalo fici, Zze z tukového téliska se mohou uvoliiovat
ruzné faktory stimulujici uvoliiovani ILP v odpovédi na ptfitomnost riznych zivin a tukové
télisko tak hraje dilezitou roli v rozpoznavani vyZzivového stavu organismu a jeho signalizaci

(Rajan & Perrimon, 2012).



2.2.2. ISP

ILPs figuruji v inzulinové signalni draze (ISP), ktera je napiic Metazoa velmi evolucné
konzervovana. V odpovédi na pozitivni nutricni stav se zvySuje produkce insulinu u
obratlovct ¢i ILPs u bezobratlych, a tim se spousti rizné anabolické procesy zahrnujici rist
a rozmnozovani (Nagasawa et al., 1984). Na ISP nasledn¢ navazuje signalni draha TOR
(target of rapamycin), jenz stimuluje rust tkdni upravou biosyntézy proteinli a bylo
prokazano, ze u D. melanogaster reguluje produkci ILPs (Colombani et al., 2003). ISP se
spousti po navazani ILP na transmembranovy insulinovy receptor (InR) (De Meyts &

Whittaker, 2002).

Insulinovy receptor je tyrosinkiniza, u niz se po navazani ILP spousti fosforylace
tyrosinovych zbytkt substratu insulinového receptoru. Tim se spousti kaskada, ktera konc¢i
aktivaci signalni drahy MEK/ERK (mitogenem aktivovana kinaza/ extracelularnim signalem
regulovana kinaza), kterd fidi rizné bunécné procesy, jako je bunécnd proliferace,

diferenciace a vyvoj organismu (Shaul & Seger, 2007).

U obratlovct byly popsany 3 odlisné receptory vazajici insulin, li§ici se v primarni struktufe
a funkci (Morgan et al., 1987; Ullrich et al., 1985, 1986). Zatimco u bezobratlych byl popsan
pouze 1 insulinovy receptor (Wu & Brown, 2006). Avsak v nové&jSich studiich bylo u
nékolika skupin hmyzu popsano vice insulinovych receptori a fylogenetické rekonstrukce
gent odhalily velké duplikace a ztraty v genové sekvenci insulinového receptoru (Kremer et
al., 2018).

2.2.3. Role ILPs v klistécim metabolismu

Slozky ISP byly podrobné zkoumany u hmyzu (Ahlers et al., 2019), zato u pavoukovct
vyzkum ISP zaostava. Byl proveden vyzkum na klistéti ¢ernonohém (Ixodes scapularis) u
n¢hoz byly identifikovany 4 geny kodujici ILPs (ilpl, ilp3, ilp4 a ilp5) (Sharma et al., 2019),
které se pfirozené vazou na insulinovy receptor. U klistéte I. ricinus byly v transkriptomech
stfev a slinnych zlaz nalezeny homologické geny ilpl, ilp3 a ilp4. Geny ilp5 byly nalezeny
Vv celotélovém transkriptomu. Tento objev vyvratil hypotézu, ze insulinovy receptor smétuje
K lumenu stfeva, aby vazal exogenni insulin hostitelského ptivodu. Namisto toho se zacalo
predpokladat umisténi receptoru na rozhrani epitelu stteva a hemocoelu, kde se na n¢j vaze

endogenni ILP (Kozelkova et al., 2021).



Pti pokusu, kdy do potemnika hnédého (Tribolium castaneum) bylo injikovano dsRNA ilp3
nebo ilpl, bylo zaznamenano snizeni exprese genu Vitellogeninu2 (VQ2). Zaroven se pii
krmeni zvySovala hladina mRNA ilp3 a vg2. Tato zjisténi naznacuji, Zze krmeni indukuje
expresi genu ilp3, jenz nasledné spousti expresi gent vg (Sheng et al., 2011). AvSak u

klistéte 1. ricinus nebyl tento pokus prozatim replikovan.

Vyzkum ILPs u klistéte I. scapularis pomoci qRT-PCR poskytl nové poznatky 0 jejich
expresi a funkci. U samic byl zaznamenan pokles syntézy ILPs po sani na hostiteli. Divod
ale zatim neni zcela jasny. Predpoklada se, ze by tento pokles mohl byt spojen s regulaci
ukladani energie. U samct byla exprese ilp s nizka kromé¢ ilpl. Pravdépodobné jelikoz samci
se v dospélosti nekrmi a jejich hlavnim ukolem je piezit dostate¢né dlouho, aby se setkali se
samici a spafili se s ni a vzhledem k tomu, ze ILPs figuruji hlavné v ukladani pfijatych Zivin,
endokrinni kaskadé vedouci k syntéze bilkovin zloutku a riistu, mize byt neptitomnost ILPs

u samct vysvétlena tim, Ze u samci v dospé€losti tyto procesy neprobihaji (Sharma et al.,
2019).

Dale byly u klistéte 1. scapularis podrobné&ji zkoumany exprese jednotlivych ilp’s. ilpl a ilp5
byly nejvice exprimovany v synganglionu, coz naznacuje neurotransmiterovou nebo
neurohemalni roli. Zatimco ilp3 a ilp4 byly exprimovany hlavné ve slinnych zlazach. Jelikoz
ILPs mohou pusobit jako rustové faktory predpoklada se, ze exprese téchto ilp’s ve slinnych
zlazach zptsobuje stimulaci jejich ristu, diky cemuz se zvysuje produkce slin pfi krmeni na

hostiteli (Sharma et al., 2019).

Vyse zminéné snizeni exprese ilp’s po sani mélo ale vyjimku u ilp4 a ilp5, u nichz se naopak
zvysila exprese ve stieveé 7 dni po sani na hostiteli. To mtize poukazovat na roli ILP4 a ILP5
v traveni krve (Sharma et al., 2019). Podobny jev byl pozorovan u komara tropického (Aedes
aegypti), kde se v syngangliu vyluoval ILP3 stimulujici stfevo k produkci trypsinu,
travictho enzymu, po sani na hostiteli (Gulia-Nuss et al., 2011). V jiné studii na komaru

tropickém byla demonstrovana role ILP3 v dozravani vajicek (Brown et al., 2008).

Dle vyzkumti muzeme fici, ze ILPs hraji dulezitou roli v metabolismu a rozmnozovani
klistat, nicméné stale je znamo jen malo o sekreci ILPs u klistéte Ixodes ricinus a jejich
pifimé interakci s cilovymi tkanémi. BliZ§i porozuméni produkce a funkce ILPs by pii
aplikaci novych molekularnich metod, jako je RNA interference, mohlo poskytnout nové
molekularni cile proti klistatiim, ¢imz by se mohlo snizit riziko pfenosu patogennich

mikroorganismil na ¢loveka.



2.3. RNA interference

Jedna se o posttranskripéni mechanismus uml¢ovani molekul mMRNA (messenger RNA) u
eukaryotickych bun¢k, ¢imz se reguluje translace cilenych genti. Proces RNA interference
(RNAI) je spoustén dvéma typy molekul, miRNA (microRNA) a siRNA (short interfering
RNA). MicroRNA jsou nekddujici molekuly dlouhé ptiblizné 21 az 28 nukleotidi vznikajici
transkripci v bunice, kde slouzi jako rychly zpiisob regulace translace mRNA na proteiny.
Zatimco siRNA je ve vétSin¢ piipadi exogenniho pivodu a vznikd rozStépenim
dvouvlaknové RNA — dsRNA (double strand RNA). To slouzi jako obranny mechanismus
proti dsRNA virim (Waterhouse et al., 2001). Mechanismus RNAI byl poprvé studovan pti
vyzkumu had’atka obecného (Caenorhabditis elegans), u kterého doslo k utlumeni exprese

genu po injikaci komplementarni dsRNA (Fire et al., 1998).

Proces RNAI je iniciovan pfti detekci dSRNA pomoci enzymu Drosha, ktery stimuluje enzym
Dicer. Tento protein §tépi dlouhé dvouvlaknové RNA molekuly na kratsi fragmenty o délce
19 az 23 nukleotidi, jenz se nazyvaji siRNA (Jaskiewicz & Filipowicz, 2008). Ty se vazou
na protein Argonaut, jenZ rozdéli dsRNA na jednotfetézcové RNA (ssRNA) — pasazérské
vlakno (passenger strand) a vodici vlakno (guide strand) (Mauro et al., 2023). Pasazérské
vlakno je degradovéano a zlstava vodici vlakno navdzané na protein Argonaut, jenZ se po
navazani dalsich proteinii nazyva komplex RISC (RNA-induced silencing complex). Vodici
vlakno z siRNA zaclenéné do komplexu RISC se poté vaze na komplementarni mRNA
pomoci parovani bazi. Po navdzani protein Argonaut katalyzuje St€peni cilové mRNA, jenZ
je poté degradovana. To vede k umlceni exprese genli a zastavi se translace cilového

proteinu (Pratt & MacRae, 2009).
2.3.1. Vyuziti RNA interference

Umlcovani geni pomoci injikace dsRNA se stalo dalezitym ndastrojem pii vyzkumu
genovych funkci eukaryotickych bunék. V soucasnosti se vyviji zplsoby, jak vyuzit RNA
interferenci pti 1écbe rGznych onemocnéni, jelikoz je tato metoda vysoce sekvencné
specificka a snizuje se riziko vazby na necilové geny (Xu et al., 2019). RNAI se také stala
ucinnou technikou pro zkoumani funkei genii u klistat, kde je pouZiti jinych metod pro
manipulaci genil omezené. Pti pouziti RNAi pro uml€eni genu intracelularni serinové kinazy
(AKT), jenz je soucasti signalni drahy TOR, u klistéte Ixodes ricinus bylo objeveno, ze u

samic s Gspésnym utlumenim genu se narusilo krmeni na hostitelich. To se nejvice projevilo



neschopnosti dokoncit sdni na hostiteli a déale se samicim nepodafilo snést vajicka

(Kozelkova et al., 2021).

Ptipady prezentujici piesvédCivou zménu fenotypu po aplikaci RNAi1 u klistat jsou stéle
spiSe vzacné. Avsak pouziti RNAi pro umlceni ILPs by mohlo pfinést nové poznatky o jejich
roli v klistécim metabolismu a tvorbé ve specifickych tkanich. Bliz$i porozuméni funkce
ILPs by mohlo poskytnout nové molekularni cile proti klistatim a snizovani rizika pienosu

patogennich mikroorganismu na ¢lovéka (de la Fuente et al., 2016).
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3. Cile prace

1. Odhaleni expresnich tkanovych a ¢asovych profila pro ilpl,3,4 a 5 pomoci RT-PCR
2. syntéza dsRNA proilpl,3,4a5
3. ovefteni efektivity RNA interference pomoci RT-PCR

4. Vyhodnoceni tspéSnosti sani, kladeni a lihnuti larev po RNAI
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4.2.

4.3.

4. Materialy a metody
4.1. Ziskani tkani z kliSt’at

Kligtata |. ricinus byla nasbirdna metodou vlajkovani v lesich u Ceskych Budgjovic. Dospélé
samice byly nechany sat na morcatech. Na zdda morcat byly pfipevnény pryzové krouzky.
Krouzky byly seshora uzavieny sitovinou. Klistata byla postupné odebirdna v piedem
stanovenych Casovych intervalech (nenasata, sani po dobu 1, 3 a 5 dnti, plné nasata a 3, 6 a
11 dnti po odpadnuti) a pod binokularnim stereomikroskopem Stemi DV4 (Zeiss) byla
provedena pitva tkani. Tkan¢ byly promyty v roztoku PBS v diethyl pyrokarbonat vodé
(DEPC voda) a pieneseny do pufru s beta-merkaptoethanolem z kitu NucleoSpin RNA
(Macherey-Nagel). Nasledné¢ prob&hla homogenizace tkani pomoci 29G inzulinové
stiikacky. VesSkeré pracovni nastroje byly pfi pitvé oSetfeny pomoci RNaseZAP (Sigma-
Aldrich). Se vSemi laboratornimi zvifaty bylo nakladdano v souladu se zdkonem na ochranu
zvifat proti tyrani ¢. 246/1992 Sh., ve znéni pozdé&jSich piedpisi a vyhlaS8ky o ochrané
pokusnych zvitat ¢. 419/2012 Sb. a zdkonem o naklddani s geneticky modifikovanymi

organismy a genetickymi produkty ¢. 78/2004 Sb.

Izolace totalni RNA a syntéza cDNA

Pomoci kitu NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel) byla ziskana totdlni RNA z jednotlivych
casovych intervali a tkani. RNA ze synganglii byla izolovdna pomoci ¢inidla TRIzol™.
Syntéza cDNA byla provedena z o0ligo-dT primert pomoci kitu Transcriptor High Synthesis
Kit (Roche) za pouziti 200 ng ziskané RNA na kazdy vzorek.

Analyza genové exprese v tkanich pomoci RT-PCR

Real-time polymerazova fetézova reakce (RT-PCR) byla provedena pro zméfeni relativniho
mnozstvi mRNA a analyzu genové exprese ilpl, ilp3, ilp4 a ilp5S v riznych casovych
intervalech a klistécich tkanich. Reakéni smési byly pfipraveny s pouzitim Master mix
FastStart Universal Sybr Green Master (Roche). Reakce probéhly v piistroji LightCycler 480
(Roche) v 50 cyklech se specifickymi primery (Tab. I). Pomoci programu LightCycler 480
Software release 1.5.0 SP4 (Roche) byly zaznamenany Ct hodnoty.

Ziskana data byla vyhodnocena pomoci delta ct metody (Excel, GraphPad Prism6). Relativni
hladina transkribovanych gend byla normalizovéana relativni hladinou referen¢niho genu,

elongacniho faktoru (ef).
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Tab. I: Sekvence specifickych primeru pouzitych pro RT-PCR.

Gen Forward primer Reverse primer

lIpl 5°CGG CTG TAT CCT CTG GTG TC-3° 5°CTC CAT GAT ACT GCA CGC CT-3°
1Ip3 5°GGC GTG GAG AAG AGG AAC AA-3° 5°GTC TGT AGC CCG TGT GCC-3’

lIp4 5°GAT CTA GCC TGG ACG CCT TC-3° 5°TCG TTG TGT TCC CGG TTG AT-3°
llp5 5°TAT TGA CGA GTG CTG CGA CA-5° 5°GTT AGA AGC TTG ACG GCC GA -3°
ef 5°ACG AGG CTC TGA CGG AAG-3° 5°CAC GAC GCA ACT CCT TCA C-3°

4.4. Syntéza dsRNA

4.4.1. Amplifikace, preciSténi a restrikce PCR produktu

Pro amplifikaci ziskané cDNA byla provedena PCR reakce, pii které byla pouzita FastStart

Taq DNA polymeraza, specifické primery (Tab. II) a ziskany cDNA templat. PCR reakce
probéhla v pfistroji T100 Thermal Cycler (Bio-Rad). Reakce probéhly ve 30 cyklech.

Tab. II: Sekvence primeri pouzitych pro amplifikaci.

Gen Forward primer Reverse primer

57atc ccg ggG GCA CTC AAC ACA|57att cta gaT AGA ACT CTC CCT CGC
llp GTC GT-3° AG-3~

5 atc ccg ggC TAC TGC GGC AAC|5° att cta gaC TTC TGG GTC GGA TCG
”p3 AAC CT-3° TA-3~

5 atc ccg ggG ATT CTG GTC TGG |5 att cta gaC TGT AGA TCA CGA AAG
lIp4 ATG CTC T-3° GCT G-3°

57 atc ccg ggA AGA GAT CTT CAG| 5" att cta gaG CCT GTT CAG CTT GTA
'IpS GAA TCG C-3° GAT-3"
M13 | 5'GTA ARA CGA CGG CCA G-3° 5°CAG GAA ACA GCT ATG AC-3’

Ziskané produkty PCR produkty byly separovany pomoci metody elektroforetické separace

za pouziti 1% agardozového TAE gelu (1% agardézy v 1x Tris-acetat-EDTA pufru) a

nanéseciho pufru (ethidium bromid 0,3 pg/ml). Separace probihala 30 minut pti napéti 100

V. Gel se separovanymi produkty byl ptenesen do UV transiluminatoru. Zde byly produkty

zviditelnény pomoci UV zéfeni.
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44.2.

4.4.3.

Separované PCR produkty byly vytiznuty z gelu a ptecistény pomoci kitu Nucleospin Gel
and PCR Clean-up (Machrey-Nagel). Prob¢hla eluce ve 20 ul PCR H20. Nasledné byla
provedena restrikce precisténého PCR produktu a plazmidového vektoru pll10 pomoci

restrikénich enzymi (Apal, Xbal) (Tab. III).

Tab. 111: Restrikéni reakce o celkovém objemu 30 pl pro plazmid a PCR produkt.

Restrikce PCR produktu Restrikce plazmidu pll10
Buffer TANGO 10x 3ul 3ul
Restrikéni enzymy (Apal, Xbal) | 1 pl, 1 pul Iul,1pul
PCR produkt 20 pl 3ul
Sterilni H-0 6 ul 23 ul

Restrikéni reakce byly inkubovany 2 hodiny ve 37 °C. Smési byly piecistény pomoci kitu
Nucleospin Gel and PCR Clean-up (Machrey-Nagel).

Ligace PCR produktu do plazmidového vektoru

Byla provedena ligace stipnutého PCR produktu do stipnutého plazmidového vektoru pll10
(Tab. IV).

Tab. IV: Ligaéni reakce o celkovém objemu 5 pl

Buffer 2x (0GEM T-easy Kkit) 2,5 ul

Stipnuty plazmid pll10 1 ul

Stipnuty PCR produkt 1 ul

T4 ligaza (pGEM T-easy Kkit) 0,5 ul

Ligacni smés byla inkubovéna 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Néasledné ponechana pies noc

v4-°C.
Transformace plazmidového vektoru do E.coli

K 5 pl plazmidu pll10 spojenym s PCR produktem bylo pfidano 50 pul One Shot TOP10
Chemically Competent bunék Escherichia coli (Lifetechnologies). Smés byla inkubovana na
ledu po dobu 30 minut. Transformace plazmidu do kompetentnich bun€k probéhla pomoci

metody Heat Shock (teplotni Sok), kdy byla smés umisténa do 42 °C na dobu 1 minuty. K
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bunikdm bylo pfidano 300 pl RT S.0.C. média. Buiikky byly ponechény rast v inkubacéni
ttepacce 1 hodinu ve 37 °C. Buiiky byly nasledné rozetfeny na agarové plotné s LB médiem
obsahujicim 1 % agar a ampicilin 50 pg/ml a ponechany rist ve 37 °C ptes noc. Prob&hla

antibioticka selekce ampicilinem pro bunky obsahujici plazmid pll10.

Pomoci PCR vybranych kolonii byla ovéfena spéSnost transformace plazmidu pll10. Od
kazdé skupiny bylo vybrano 10 kolonii. Kolonie byly resuspendovany v 20 ul PCR H-0O. Na
kazdy PCR vzorek byl pouzit 1 ul jako templat a specifické primery (Tab Il). Byla
provedena 10 pl PCR reakce o 30 cyklech. PCR produkty byly nésledné pouzity na

elektroforetickou separaci pro ovéieni GspéSnosti transformace (Obr. 6 a 7).

Byly vybrany pozitivni kolonie a ponechany rist ve 100 ml LB média s ampicilinem 50
nug/ml pres noc v inkubacni tfepacce ve 37 °C. Po kultivaci bun¢k byla provedena izolace
plazmidl pomoci kitu Nucleo Bond Xtra Midi (Macherey-Nagel). Naklonované plazmidy

byly poslany na sekvenaci pro ovéteni plazmidové identity.
4.4.4. Restrikce a preciSténi plazmidu
Pomoci spektrofotometru byla zjiSt€éna koncentrace plazmidu u kazdého vzorku. Vzorky

byly nafedény tak, aby vyslednd koncentrace ¢inila 30 pg/ml. Nasledné byla provedena
restrikéni reakce (Tab. V).

Tab. V: Restrik¢ni reakce pirecisténého plazmidu o celkovém objemu 50 pl.

30 pg plazmidu X ul
Buffer TANGO 5ul
Enzym 6 ul
Sterilni H.0O do 50 pl

Vysledny linearizovany plazmid byl ponechan 2 hodin ve 37 °C.

Pro pteciSténi bylo k linearizovanym plazmidim ptidano 25 pl proteinazy K a 3,75 pul 10 %
SDS. Smési byli inkubovany po dobu 30 minut v 50 °C. Poté bylo ptidano 80 ul fenol-

chloroformu a vzorky byly fadn¢ promichany pomoci vortexu a centrifugace po dobu 5
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minut na maximalni otdcky. Odebrala se vodna faze, k ni bylo ptidano 80 pl chloroformu a
vzorky byly znovu promichany pomoci vortexu a centrifugace po dobu 5 minut na
maximalni otacky. Znovu se odebrala vodna faze, ke které bylo piidano 56 ul isopropanolu.
Vzorky byly inkubovany 15 minut v -20 °C, poté stoceny pomoci centrifugy (13 000 x g pii
4 °C). Pomoci centrifugace byl ziskan pelet, ktery byl promyt pomoci 80 pul 80 % ethanolu a
centrifugovan 8 minut pfi maximalnich otdckach. Pelet byl po vysuseni rozpustén v 20 pl
DEPC H:O.

W

4.4.5. Syntéza a preciSténi ssSRNA

PrecCiStény linearizovany plazmid slouzil jako templat pro syntézu jednovldknové RNA
(ssRNA) (Tab. VI) pomoci sady MEGAscript T7 High Yield Transcription kit (Ambion).

Byla provedena dvojita reakce pro vSechny vzorky.

Tab. VI: Reak¢ni smés pro syntézu ssSRNA o celkovém objemu 40 pl.

dNTPs 16 pl

Buffer (37 °C) 4 pl

Lineéarni plazmid X pl (2 pg, max =16 pl)
Enzymovy mix 4 pl

Sterilni H-0 do 40 pl

Reakéni smés byla inkubovana ptes noc ve 37 °C.
Nasledné probéhlo precisténi ziskané ssSRNA. Postup byl nésledujici:

K ssRNA byl pfidan 2 pl DNé4zy a smés byla inkubovéana 15 minut ve 37 °C. Poté bylo
pfidano 230 pl H20O a 30 pl acetatu amonného a smés byla promichéna. Nésledné se ptidalo
300 pl fenol-chloroformu a smés se fadné promichala ve vortexu. Nasledovala centrifugace
(5 minut na maximalni otacky). Po centrifugaci byla odebrana vodna faze. K ni bylo ptidano
300 pl chloroformu. Opét se vSe fadné promichalo ve vortexu a néasledovala centrifugace (5
minut na maximalni otdcky). Znovu byla odebrana vodnd faze, ke které se ptidalo 220 pl
isopropanolu. Po vortexu a centrifugaci (5 minut na maximalni otacky) byla smés

inkubovéna 15 minut v —20 °C a poté umisténa do centrifugy na 30 minut (13 000 x g pii 4
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°C). Pomoci centrifugace byl ziskan pelet, ktery byl po vysuSeni rozpustén ve 30 ul DEPC
vodé. Byla zméfena koncentrace pomoci spektrofotometru a vzorky byly natedény tak, aby

vysledna koncentrace ¢inila 3 mg/ml.

4.4.6. Syntéza dsRNA

Byla smichana komplementarni vldkna ssRNA v poméru 1:1 a inkubovana pies noc
vV odmémém valci s vrouci vodou, kde doSlo k hybridizaci komplementarnich vlaken
ssRNA. Dalsi den se provedla elektroforéza v 1 % agarovém TAE gelu s nanadSecim pufrem

Ambion RNA loading dye.

4.5. Mikroinjikace klist'at dsSRNA

Byla injikovana dsRNA (0,5 pl; 3 mg/ml) do haemocelu 20 samic klistat I. ricinus. Jako
negativni kontrola byly pouzity samice injikované stejnym mnozstvim gfp dsDNA (green
fluorescent protein). Samice byly nechény sat na morcatech (20 samic na 1 morce) po 24
hodinéach po injikaci spole¢né se samci pro dosazeni plného naséti samic (toho je dosazeno

pouze u oplozenych samic).

Po 6 dnech sani bylo odebrano 5 samic od kazdé skupiny pro ovéfeni utlumeni exprese
RNA. Ovéfeni bylo provedeno nasledujicim zpisobem: Byla provedena extrakce RNA ze
stiev, ovarii a synganglionu. Déle byla samicim odebrana hemolymfa. Zbytek samic byl
ponechan sat do plné¢ho nasati a odpadnuti. PIn€ nasaté samice byly zvazeny a uskladnény do
vialek Kk ptezivacimu experimentu. Sedmy den po odpadnuti byly odebrany 3 samice od

kazdé skupiny pro extrakci RNA ze stiev a tukového télesa.

Byla zaznamenéavana UspéSnost sani, hmotnost nasatych samic, uspésnost kladeni, hmotnost

sniiSek a uspeéSnost lihnuti u kazdé skupiny.
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5. Vysledky

5.1. Analyza genové exprese v tkanich pomoci RT-PCR

Real-time polymerazova fetézova reakce (RT-PCR, Obr. 1-4) byla provedena pro
zmé&feni relativniho mnozstvi transkriptll a analyzu genové exprese ilpl, ilp3, ilp4 a ilp5

v riznych casovych intervalech a klistécich tkanich.

Nejdiive probéhla analyza exprese vSech zkoumanych insulin-like peptidii ve stievé,

ovariich, Malphigiho trubicich, trachejich a synganlionu (Obr. 1).
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Obr. 1: RT-PCR analyza exprese insulin-like peptidi (ilpl, ilp3, ilp4 a ilp5) v kli§técich tkanich 5.
den sani. A: Exprese ilpl v klistécich tkanich 5 dni sajicich samic. B: Exprese ilp3 v klistécich tkanich 5
dni sajicich samic. C: Exprese ilp4 v klistécich tkanich 5 dnl sajicich samic. D: Exprese ilp5 v klistécich
tkanich 5 dnt sajicich samic. (Gut = stfevo, Ov = ovaria, SG = slinné zlazy, MT = Malphigiho trubice, TR
= tracheje, Syn = synganglion, R = zbytek). Relativni hladina transkribovanych genti byla normalizovana
relativni hladinou referen¢niho genu, elonga¢niho faktorula (efla). V grafech je zndzornén primeér a
smérodatné odchylka, n = 3.

Nejvétsi exprese ilpl byla zaznamenana v synganglionu, poté v ovariich (Obr.1A). U
ilp3 a ilp5 byla zméfena vysoka hladina exprese pouze v synganglionu (obr. 1B, D).
Vysoka hladina v synganglionu naznacuje, Ze hlavni misto tvorby ilp je hlavova ¢ast
samice klistéte |. ricinus. Exprese ilp4 byla nejvyssi ve stievech, poté ve slinnych

zlazach (Obr. 1C). To naznacéuje ulohu ILP4 v regulaci traveni potravy.
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Probéhla také analyza exprese vsSech zkoumanych insulin-like peptidi pouze

v synganglionu (Obr. 2).

IrILPs Synganglion 5dBF
100-

& 8 8
29

Relative expression/ef1a
[
o

o
I

Obr. 2: RT-PCR analyza exprese insulin-like peptidi (ilp1, ilp3, ilp4 a ilp5) v synganglionu klistéte 5.
den sani. Relativni hladina transkribovanych genti byla normalizovana relativni hladinou referen¢niho
genu, elongacniho faktorula (efla). V grafech je znazornén prameér.

v

Na obrazku 2 je vyobrazeno, Ze nejvyssi exprese byla zaznamenana u ilp3, nejnizsi u

ilp4.

Déle se analyzovala zména hladin exprese v prib&hu séni a po plném nasati ve stieve a

slinnych zlazach pro ilp4 (Obr. 3).

A IrlLP-4 Midgut B IrIL P-4 Sal. glands
» 1001 » 100
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Obr. 3: RT-PCR analyza exprese insulin-like peptidu 4 (ilp4) v kli§técich tkanich béhem sani a po
odpadnuti. A: Exprese ilp4 ve stievé u nenasatych samic, béhem sani a po odpadnuti samice klistéte. B:
Exprese ilp4 ve slinnych zlazach u nenasatych samic, béhem sani a po odpadnuti klistéte. (UF = nenasata
klistata, 1dBF = 1 den sani, 3dBF = 3 dny sani, SdBF =5 dnti sani, FF = pIn¢ nasata klistata, 3AD = 3 dny
po odpadnuti, 6AD = 6 dnd po odpadnuti, 11AD = 11 dni po odpadnuti. Relativni hladina
transkribovanych gent byla normalizovana relativni hladinou referenéniho genu, elongacniho faktorula
(efla). V grafech je zndzornén primeér a smérodatna odchylka, n = 3.

Obrazek 3 popisuje, ze ve stievech a slinnych Zzlazach byla nejvy$si exprese ilp4
zaznamenana 3. a 5. den sdni. Zatimco ve stievech byla nejvyssi exprese 3. den, ve
slinnych zlazach byla nejvyssi 5. den sani. Pfi plném nasati exprese ilp4 poklesla. Poté se

opét mirn¢ zvysSila 6. den (ve stievech, Obr. 3A) a 11. den (ve slinnych Zlazach,
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Obr. 3B). Zvyseni syntézy peptidu ILP4 ve stfevech a slinnych zlazach znovu poukazuje

na roli v sani a traveni krve.

Probéhla analyza zmén hladin exprese v prub¢hu sani i pro ilpl v ovariich (Obr. 4).

ILP-1 ovaria

100

il

Relative expression/efi

Obr. 4: RT-PCR analyza exprese insulin-like peptidu 1 (ilpl) v ovariich kli§téte béhem sani a po
odpadnuti. (UF = nenasata klistata, 1dBF = 1 den sani, 3dBF = 3 dny sani, 5dBF = 5 dnt séni, FF = plné
nasata klistata, 3AD = 3 dny po odpadnuti, 6AD = 6 dnil po odpadnuti, 11AD = 11 dnl po odpadnuti.
Relativni hladina transkribovanych genti byla normalizovana relativni hladinou referenéniho genu,
elongacéniho faktorula (efla). V grafech je znazornén prameér a smérodatna odchylka, n = 3.

Na obrazku 4 lze vidét, Ze se v ovariich vyska exprese ilpl ptimo umérné zvysovala se

sanim a odpadnutim, aZz 11. dne doslo k poklesu.

Dale byla provedena RT-PCR pro genovou expresi ilpl, ilp3, ilp4 a ilp5 v prubéhu sani
v synganglionu (Obr. 5). Byl zjistén jasny pokles hladiny insulin-like peptida
v synganglionu klistéte I. ricinus po zacatku sani. Lze si v§imnout zvySeni produkce
peptida ilpl a ilp3 5. den sani. Divodem by mohla byt role v signalni draze zajistujici
dozravani vajic¢ek. Peptidim ilp4 a ilp5 postupné klesa produkce v pribéhu celého sani,

ale jejich hladina u nenakrmenych samic je vyssi nez u ilpl a ilp3. U vSech insulin-like

cvwr
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Obr. 5: RT-PCR analyza exprese insulin-like peptidi (ilp1, ilp3, ilp4 a ilp5) v synganglionu klistéte
béhem sani. A: Exprese ilpl v synganglionu u nenasatych samic, béhem sani a po odpadnuti samice
klistéte. B: Exprese ilp3 v synganglionu u nenasatych samic, béhem sani a po odpadnuti samice klistéte.
C: Exprese ilp4 v synganglionu u nenasatych samic, béhem sani a po odpadnuti samice klistéte.
D: Exprese ilp5 v synganglionu u nenasatych samic, béhem sani a po odpadnuti samice klistéte. (UF =
nenasata klistata, 1dBF = 1 den sani, 3dBF = 3 dny sani, 5dBF = 5 dnti sani, FF = pln¢ nasata klist'ata).
Relativni hladina transkribovanych genti byla normalizovana relativni hladinou referen¢niho genu,
elongacéniho faktorula (efla). V grafech je znazornén primeér a smérodatna odchylka, n = 3.

5.2. Transformace plazmidového vektoru do E.coli

Pomoci ligace byly do plazmidového vektoru zaneseny PCR produkty. Zaligovany
plazmid byl vpraven do bun¢k One Shot TOP10 Chemically Competent Escherichia coli
(Lifetechnologies), kde byl namnozen. Pomoci PCR a nasledné elektroforetické separace
vybranych kolonii byla ovéfena spéSnost transformace tsekl insulin-like peptidi do
plazmidu pll10 (Obr. 6 a 7). Oc¢ekavana délka amplikonu byla 300 bp pro ilpl, 400 bp
pro ilp3 a 500 bp pro ilp4 a ilp5.
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(bp)
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Obr. 6: Kontrola pozitivnich kolonii s ilp1, 3 a 5 vektorem pomoci elektroforetické separace. 1-5:
zaklonovany tsek ilpl do plazmidu pll10. 6-10: zaklonovany tsek ilp3 do plazmidu pll10. 11-15:
zaklonovany usek ilp5 do plazmidu pll10. Ladder — 100 bp marker. Elektroforeticka separace probéhla v 1

% agardzovém TAE gelu. Amplikony byly vizualizovany pomoci ethidium bromidu.

Snimek elektroforetické separace na obrdzku 6 ukazuje uspéSné zaklonovéani usekl
insulin-like peptidd do plazmidu pll10 u ¢. 2-4 pro ilpl, kde byla o¢ekavana délka
amplikonu 300 bp. Pro ilp3 probéhlo Gspésné zaklonovani u vsech vzorki (6-10), kde
byla ocekavana délka amplikonu 400 bp. U ilp5 byla o¢ekavana délka amplikonu 500 bp
a zaklonovani bylo Gspésné u vzorkti €. 11 a 15.

Velikost DNA
(bp)

Obr. 7: Kontrola pozitivnich kolonii s ilp4 vektorem pomoci elektroforetické separace. 1-10:
zaklonovany usek ilp4 do plazmidu pll10. Ladder — 100 bp marker. Elektroforeticka separace probéhla v 1

% agar6zovém TAE gelu. Amplikony byly vizualizovany pomoci ethidium bromidu.
g g p y byly

Obrazek 7 ukazuje uspésné zaklonovani useku ilp4 do plazmidu pll10 u vzorku €. 2, kde

byla ocekdvana délka amplikonu 500 bp.
22



5.3. Ovéieni fenotypu RNAI ilpl, ilp3, ilp4 a ilp5

Pro pozorovani vlivu RNAi insulin-like peptida (ilpl, ilp3, ilp4 a ilp5) u klistat bylo
injikovano 20 samic klistat 1. ricinus do haemocelu 0,5 ul (3 mg/ml) dsRNA. Jako
negativni kontrola byly pouzity samice injikované stejnym mnozstvim dsRNA gfp (green
fluorescent protein). Byl zaznamenan pocet samic ponechanych na ptezivaci pokus po
odpadnuti (Tab. VII). Dale byla provedena izolace totalni RNA ze stfeva, ovarii a
synganglionu u 5 nahodn¢ vybranych samic I. ricinus 6. den sani. Izolace totalni RNA ze
stieva a tukového télesa byla provedena 7. den po odpadnuti u 3 ndhodné vybranych
samic l.ricinus.

Tab. VII: Pribéh experimentu po injikaci 0,5 pl (3 mg/ml) dsRNA ilpl, ilp3, ilp4 a ilp5. Byla

provedena izolace RNA vybranych tkani u 5 nahodné vybranych samic 6. den sani a u 3 nahodné
vybranych samic 7. den po ukonceni sani.

) Pocet injikovanych Izolace RNA pro Pocet samic na
Skupina _
samic oveteni RNAI prezivaci pokus
ilp1 20 5/3 8
ilp3 20 5/3 7
ilp4d 20 5/3 3
ilp5 20 5/3 11
afp 20 5/3 8

Ziskand RNA ztkdni byla pouzita pro RT-PCR analyzu exprese vybranych genti ve
vybranych tkénich
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Obr. 8: RT-PCR analyza exprese insulin-like peptida (ilp1, ilp3, ilp4 a ilp5) ve vybranych klistécich
tkanich samic I. ricinus. A: Exprese ilpl v klistécich ovariich 6. den sani. B: Exprese ilp3 v klistécich
ovariich 6. den sani. C: Exprese ilp4 v klistécim stievu 6. den sani. D: Exprese ilp5 v klistécich ovariich 6.
den sani. VSechny skupiny klistat byly injikovany do haemocelu odpovidajici dsSRNA 0,5 pl (3 mg/ul).
Pro negativni kontrolu byla 1 skupina samic klist'at injikovana dsRNA gfp (green fluorescent protein). (kd
ILP = knock down, utlumeni insulin-like peptidu, GFP = green fluorescent protein). Relativni hladina
transkribovanych genl byla normalizovana relativni hladinou referenc¢niho genu, elongac¢niho faktorula
(efla). V grafech je znazornén primeér a smérodatna odchylka, n = 3.

Obrazek 8 vyobrazuje vysledky RT-PCR analyzy hladiny mRNA ilpl, ilp3 a ilp5 v
ovariich a synganglionu a ilp4 ve stievé a synganglionu (Tab. VIII) 6. den sani.
Vysledky ukazuji usp&$né snizeni hladiny exprese ilpl, ilp3, ilp4 a ilp5 ve vSech
sledovanych tkanich oproti kontrolni skupiné injikované dsRNA gfp (Obr. 8, Tab. VIII),

kromé¢ ilp4 v synganglionu, kde utlumeni exprese nebylo Gspésné.
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Tab. VIII: RT-PCR analyza exprese insulin-like peptida (ilpl, ilp3, ilp4 a ilp5) v klistécim
synganglionu. RNA ze syngaglionu byla izolovana 6. den sani samic klist'at |. ricinus. VSechny skupiny
klistat byly injikovany do haemocelu odpovidajici dsSRNA 0,5 pl (3 mg/ul). Pro negativni kontrolu byla 1
skupina samic klistat injikovana dsRNA gfp (green fluorescent protein). (Ct = cycle of threshold, prahovy
cyklus vzorku, Ct Mean = primér hodnot prahového cyklu, Ct EF = prahovy cyklus elongacniho faktoru,
R = reporter, fluorescenéni signal substratu (Sybergreen), kd succes = tispé$nost knock downu, utlument.

Gene Ct Ct Mean CtEF CI\:/;( =F R kd success
ean
ILP1 29,098 28,955 20,260 20,196 0,0023084
28,813 20,132
24,150 20,396 97.1%
GFP 24,108 24,129 20.557 20,476 0,0795154
ILP3 28,863 28,744 19,989 19,984 0,0023061
28,626 19,978
25,193 20,396 93,6%
GFP 25,346 25,269 20.557 20,476 0,0360676
30,975 20,125
ILP4 30918 30,946 20,383 20,254 0,0006043 o
31,803 20,396
GFP 32.133 31,968 20,557 20,476 0,0003473
ILP5 29,713 29,566 19,719 19,631 0,0010218
29,419 19,543
25,858 20,396 95,7%
GFP 25,887 25,873 20,557 20,476 0,0237453

5.4. Analyza exprese vgl a vg2 po RNAI ilp1, ilp3, ilp4 a ilp5

Byla izolovana RNA ze stieva a tukového télesa u samic klistéte . ricinus 7. den po

odpadnuti. Pomoci RT-PCR se analyzovala hladina exprese mRNA vitellogeninu 1 (vgl)

a vitellogeninu 2 (vg2) ve vybranych tkanich (Obr. 9, 10, 11 a 12). Pokus byl proveden

pro ovéfeni mozného ovlivnéni exprese vgl a vg2 po RNAI ilpl, ilp3, ilp4 a ilp5.

25




RNAI

Gut FB
A mean Ct=17,2 B mean Ct=18,7
« 100 % 100
3 T
3 §
80 < w0
: LY 3
Vg1 g 60 § e
- o
3 40 3 40
- o
2 5] meanct=192 £ 2
3 ° -
° & mean Ct=24
= 0 . 0
N R
N & N &
Injected dsRNA Injected dsRNA
C mean Ct=19,2 D mean Ct=22,9
100 100
3 ¥
§ %
E 80 i E 80
@ ]
2 60 3 60
Vg2 g :
3 40 3 40
p4 mean Ct = 20,7 ®
.% 20 £ 20 mean Ct =247
e 2
0 - 0
N R
N
¥ & ¢ )
Injected dsRNA Injected dsRNA

Obr. 9: RT-PCR analyza exprese vitellogeninu 1 (vgl) a vitellogeninu 2 (vg2) ve sti‘evé a tukovém
télesu 7. den po odpadnuti u samice kli§téte L. ricinus po injikaci dsRNA ilpl 0,5 pl (3 mg/ul). A:
Exprese vgl ve stievé. B: Exprese vgl v tukovém télesu. C: Exprese vg2 ve stievé. D: Exprese vg2
Vv tukovém télesu. (Gut = stfevo, FB = tukové téleso, ILP1 = insulin-like peptid 1, GFP = green fluorescent
protein, mean Ct = primér hodnot prahového cyklu). Relativni hladina transkribovanych gend byla
normalizovana relativni hladinou referen¢niho genu, elonga¢niho faktorula (efla). V grafech je znazornén
pramér, praimér Ct hodnot a smérodatna odchylka, n = 3.
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Obr. 10: RT-PCR analyza exprese vitellogeninu 1 (vgl) a vitellogeninu 2 (vg2) ve stfevé a tukovém
télesu 7. den po odpadnuti u samice kli§téte 1. ricinus po injikaci dsSRNA ilp3 0,5 ul (3 mg/pl). A:
Exprese vgl ve stfevé. B: Exprese vgl v tukovém télesu. C: Exprese vg2 ve stfevé. D: Exprese vg2
Vv tukovém télesu. (Gut = stievo, FB = tukové téleso, ILP3 = insulin-like peptid 3, GFP = green fluorescent
protein, mean Ct = primér hodnot prahového cyklu). Relativni hladina transkribovanych gend byla
normalizovana relativni hladinou referenéniho genu, elonga¢niho faktorula (efla). V grafech je znazornén
prumér, pramér Ct hodnot a smérodatna odchylka, n = 3.
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Obr. 11: RT-PCR analyza exprese vitellogeninu 1 (vgl) a vitellogeninu 2 (vg2) ve stfevé a tukovém
télesu 7. den po odpadnuti u samice kli§téte I. ricinus po injikaci dsSRNA ilp4 0,5 ul (3 mg/pl). A:
Exprese vgl ve strevé. B: Exprese vgl v tukovém télesu. C: Exprese vg2 ve stievé. D: Exprese vg2
Vv tukovém télesu. (Gut = stievo, FB = tukové téleso, ILP4 = insulin-like peptid 4, GFP = green fluorescent
protein, mean Ct = primér hodnot prahového cyklu). Relativni hladina transkribovanych gent byla
normalizovana relativni hladinou referen¢niho genu, elonga¢niho faktorula (efla). V grafech je zndzornén

primér, praimér Ct hodnot a smérodatna odchylka, n =3.
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Obr. 12: RT-PCR analyza exprese vitellogeninu 1 (vgl) a vitellogeninu 2 (vg2) ve stfevé a tukovém
télesu 7. den po odpadnuti u samice kli§téte 1. ricinus po injikaci dsSRNA ilp5 0,5 ul (3 mg/pl). A:
Exprese vgl ve stfevé. B: Exprese vgl v tukovém télesu. C: Exprese vg2 ve stfevé. D: Exprese vg2
Vv tukovém télesu. (Gut = stievo, FB = tukové téleso, ILP5 = insulin-like peptid 5, GFP = green fluorescent
protein, mean Ct = primér hodnot prahového cyklu). Relativni hladina transkribovanych gend byla
normalizovana relativni hladinou referenéniho genu, elonga¢niho faktorula (efla). V grafech je znazornén
primér, praimér Ct hodnot a smérodatna odchylka, n = 3.
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Z obrazka 9, 10, 11 a 12 Ize pozorovat rozdily exprese vgl a vg2 ve stievé a tukovém
télesu po injikaci dsRNA ilpl, ilp3, ilp4 a ilp5. Z obrazku 6 je patrné, ze kd (knock

down, ulumeni) ilpl mélo nejvétsi vliv na hladinu exprese vgl a vg2. Kdezto u skupiny

Cvwr

Skupina injikovana dsRNA ilp4 méla vyssi pokles hladiny exprese vgl a vg2 pouze
Vv tukovém télesu. Zaroven po injikaci dsRNA ilp5 byl vyssi pokles hladiny exprese u

vgl.
5.5. Vliv RNAi na fenotyp jedinci

Po injikaci dsRNA do samic klist’at I. ricinus byly samice nechany sat na moréatech. Byl
pozorovan vliv RNAi na dobu sani, uspéS$nost sani, vahu plné nasatych samic, Cas

kladeni, vahu snisek, embryogenezi a ispé$nost lihnuti larev.

Byl pozorovan signifikantni vliv RNAi na fenotyp sani, kdezto vliv na fenotyp

reprodukce samic nebyl pozorovan.
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Obr. 13: Cas do pIného nasati samic klidtat I. ricinus po injikaci dSRNA (méFeno ve dnech). ilp =
insulin-like peptid, gfp = green fluorescent protein, n.s. = non significant, nesignifikantni, * = hodnota p je
nizsi nez 0,05, ** = hodnota p je nizsi nez 0,01. V grafu je znazornén prameér a smérodatna odchylka, n =

3.

Z obrazku 13 je patrné, ze u samic injikovanych dsRNA ilpl (primémeé 11 — 12 dni),
ilp3 (primérné 11 dni) a ilp5 (praiméme 10 — 11 dni) doslo k prodlouzeni doby sani na
rozdil od kontrolni skupiny samic injikovanych gfp (primémé 9 — 10 dni). U skupiny
injikované dsRNA ilp4 nebyl pozorovan signifikantni rozdil v porovnani s dSRNA gfp.
To miize byt vysvétleno nizkym poctem samic na konci sani, jelikoZ tato skupina méla

zaznamenanou nejniz$i uspésnost sani (nejvyssi umrtnost béhem sani) (viz Obr. 14).
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Obr. 14: Uspé&snost sani samic kli§tat 1. ricinus. ilp = insulin-like peptid, gfp = green fluorescent protein.
V grafu je znazornéna procentudlni uspésnost plného nasati samic.

Na obrazku 14 je vyobrazena spé$nost sani samic po injikaci dsRNA ilpl, ilp3, ilp4 a

Ilp5 v porovnani se samicemi po injikaci dsSRNA gfp.

Na zacatku pokusu bylo injikovano 20 samic od kazdé skupiny. Nésledné bylo z kazdé
skupiny odebrano 5 samic na pitvu vybranych tkani. Bylo ponechéno 15 samic na tplné
nasati. Nejnizsi uspéSnost sani byla pozorovana u samic injikovanych dsRNA ilp4, kdy
byla Gspésnost o 41,67 % nizsi nez u kontrolni skupiny injikované dsRNA gfp (aspésné
se plné nasaly pouze 3 samice z 12, u skupiny gfp se plné nasalo 8 samic z 12). Kdezto u
skupiny injikované dsRNA ilp5 byla naopak tspé$nost sani o 25 % vyssi nez u kontrolni

skupiny injikované dsRNA gfp (Gspésné se pIné€ nasalo 11 samic z 12).

Po plném nasati byly samice klistat zvdZeny a umistény do vialek na pteZivaci pokus.

Dale byla zaznamenéana doba kladeni a vaha snisek.

A Weight of full fed females B Time to oviposition after detachment C Weight of clutch
4504 N.S. N.S. Nn.s. ns. n.s. n.s. ns. ns.
244 1205 N.8. N.S. n.s.
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ILP1 ILP3 ILP4 ILP5 GFP ILP1 ILP3 ILP4 ILP5 GFP

Obr. 15: Sledované fenotypy v pieZivacim pokusu po injikaci dSRNA. A: Véha plné nasatych samic,
B: Doba kladeni po plném nasati samic, C: Vaha snusek. Ilp = insulin-like peptid, gfp = green fluorescent
protein, n.s. = non significant, nesignifikantni, n.d. = no data, zddna data. V grafech je zndzornén primér a
smérodatné odchylka, n = 3.
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Z obrazku 15 je patrné, Zze nebyl pozorovan vliv RNAIi na fenotyp vahy plné nasatych
samic a reprodukce samic.

U snliSek byla nasledné pozorovana embryogeneze pomoci mikroskopu u pozorovanych
skupin (ilp1, ilp3, ilp4 a ilp5) a kontrolni skupiny gfp (Obr. 14). Rychlost a spravnost

embryogeneze byla srovnana s kontrolni skupinou.

29.11.2022 - 1. tyden 7.12.2022 - 2. tyden 20.12.2022 — 4. tyden
2 O 0
o ‘
=
= .
o: ‘
=
: ‘
o ‘
=
. ’
o
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o
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Obr. 16: Uspé&nost embryogeneze po injikaci dsRNA. Pozorovano 1 tyden, 2 tydny a 4 tydny po
nakladeni. U kazdého embrya je vyobrazeno métitko 10 um.

Na obrazku 16 si Ize v§imnout rychlého vyvoje skupiny ilp5. Zajimavé je, Ze kontrolni
skupina gfp se vyvijela nejpomaleji. Tato data koresponduji s vysledky pozorovani
uspéSnosti sani samic, kde nejlépe sala skupina ilp5, zatimco skupina gfp méla vyssi

umrtnost. Pomalejsi vyvoj mély také skupiny ilp3 a il4, jenz saly hafe.
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6. Diskuze

Klistata stejné¢ jako ostatni bezobratli maji pomémé slozité signalni drédhy figurujici v
jejich metabolismu a rozmnozovani. Podobn¢ jako insulin u obratlovcii reaguje svou vyssi
sekreci po pfijmuti potravy a nasledném zvySeni glukozy v Kkrvi, tak i insulin-like peptidy
(ILPs) u bezobratlych maji zvySenou hladinu po pfijmuti potravy. To bylo ukazano ve
vyzkumu na octomilce obecné (Drosophila melanogaster), u které byly ILPs nejvice
zkoumany. Bylo zjisténo, Ze ILPs v D. melanogaster (DILPs) se uvoliiuji z medialnich
neurosekrecnich bun¢k (MNCs) po potraveé bohaté na aminokyseliny. Pfitomnost bilkovin je
rozpozndna tukovym télesem, ktery vysle signal do mozku (Géminard et al., 2009). ILPs
jsou soucasti insulinové signalni drahy (ISP), jenz na pozitivni nutri¢ni stav reaguje riznymi
anabolickymi procesy (Nagasawa et al., 1984). Tyto peptidy maji tedy pleiotropni G¢inek a
jsou zahrnuty v procesech jako jsou metabolismus, imunita, rast, rozmnozovani, ale i

chovani, odolnost viéi stresu, diapauza a ovliviiuji délku zivota (Antonova et al., 2012).

U klistat byly identifikovany 4 geny kodujici ILPs (ilpl, ilp3, ilp4 a ilp5) (Sharma et al.,
2019), které se vazou na insulinovy receptor a tim spousti ISP. Preruseni této signalni drahy
pomoci molekularnich metod by mohlo znamenat snizeni schopnosti reprodukce klist’at,
kterd jsou vyznamnym pienaSeCem zavaznych onemocnéni na ¢lovéka a v naSem prostiedi
jsou pfemnozena. Naptiklad v pokusu na D. melanogaster od Rulifson et al. (2002) se po
genetické ablaci MNCs produkujici DILPs ze synganglionu vyrazné zpomalil larvalni rist a

zmensSila se velikost dospélych jedinct (Rulifson et al., 2002).

Studie od Sharma et al. (2019) zkoumala exprese jednotlivych genii pro ILPS v rliznych
tkanich u klistéte Ixodes scapularis. Bylo zjisténo, ze ILP1 a ILPS5 jsou nejvice exprimovany
v synganglionu (Sharma et al., 2019). To by mohlo znamenat neurotransmiterovou roli
téchto peptida. Tuto hypotézu podporuje 1 studie od Kozelkova et al. (2021), kde byly geny
pro ILP5 nalezeny v celotélovém transkriptomu klistéte Ixodes ricinus (Kozelkova et al.,
2021). Také vyzkum od Miguel-Aliaga et al. (2008) na D. melanogaster ptedpokladal
neurotransmiterovou roli jednoho ze zkoumanych insulin-like peptidi (DILP7), jelikoz
béhem embryonalniho vyvoje byl tento peptid distribuovan neurony V bfiSnich gangliich
poté co nastavily sva axonalni spojeni do mozku, stieva a reprodukéniho traktu (Miguel-

Aliaga et al., 2008).
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V mém experimentu provedeném na klistéti Ixodes ricinus se potvrdil nejvyssi vyskyt ILP1
a ILP5 v synganglionu, zaroven ILP3 mél nejvyssi vyskyt v synganglionu ze vsech (Obr. 1).
Zajimavé je, ze ve vyzkumu od Gulia-Nuss et al. (2011) provedeném na komaru tropickém
(Aedes aegypti) byla také zvysena produkce ILP3 v synganglionu, jenz stimuloval stievo
k produkci traviciho enzymu po sani na hostiteli (Gulia-Nuss et al., 2011). Pfi pokusu, kdy
jsem analyzovala expresi genti pro insulin-like peptidy pouze v synganglionu, byla hladina
ILP3 nejvyssi, hladina ILP1 polovi¢ni a hladina ILP5 jen tésné vyssi nez ILP4 (Obr. 2).
Z toho vyplyva, ze celkové mnozstvi ILPS5 v klistéti je nizsi nez u ILP1 a ILP3, soucasné ale
bylo jeho mnozstvi v celotélovém transkriptomu nejvyssi (obr. 1), coz by mohlo potvrzovat
myslenku neurotransmiterové tlohy. Mnozstvi genu ilpl bylo také velmi vysoké v ovariich

(obr. 1). To naznacuje tlohu ILP1 v dozravani vajicek.

Vyzkumny tym Sharma et al. (2019) déle zaznamenal nejvyssi produkci ILP3 a ILP4 ve
slinnych Zzlazach Kklistéte Ixodes scapularis. Predpoklada se uloha téchto peptidi ve
zvyseni produkce slin pfi krmeni na hostiteli, jelikoz ILPs mohou putsobit jako ristové

faktory a tim stimulovat rist slinnych zlaz (Sharma et al., 2019).

Mij vyzkum potvrdil nejvyssi produkci ILP4 ve slinnych Zlazach a stfevech (Obr. 1).

Ptitomnost ILP4 ve stfevech by mohla naznacovat roli v traveni krve.

Dalsim objektem studie od Sharma et al. (2019) na klistéti Ixodes scapularis bylo sledovani
exprese ILPs v pribéhu sani, kdy doslo k poklesu produkce ILPs po zac¢atku sani na hostiteli.
Dtivodem by mohlo byt spojeni s regulaci ukladani energie. AvSak u ILP4 a ILP5 se zvysila

produkce ve stievé 7. den sani. To poukazuje na ulohu pfi traveni krve (Sharma et al., 2019).

V pokusu replikujici tento vyzkum jsem dosla k jinym vysledkiim. Nejdiive se analyzovala
pouze produkce ILP4 ve stfevech a slinnych Zlazach. Zde opravdu doslo ke zvysSeni
produkce 3. a 5. den sani a mirnému zvySeni 11. den po odpadnuti, coZ potvrzuje jeho ulohu
pti traveni krve. Analyza produkce ILPS ve stievech nebyla provedena. OvSem pii analyze
produkce ILPs v synganglionu byla zvyS$ena produkce 5. den sani hlavné u ILP1 a ILP3. To
ale vysvétluje skuteCnost, ze tyto dva geny jsou exprimovany hlavné v synganglionu,
zatimco ILP4 primarn¢ ve stfevech a slinnych zlazach. Hodi se znovu poukéazat na dalsi
podobnost s komarem Aedes aegypti, u kterého po sani také doslo ke zvyseni produkce ILP3

v synganglionu (Gulia-Nuss et al., 2011). Jiz vySe zmin¢éna stimulace stieva k produkci
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travicitho enzymu pomoci ILP3 poukazuje na jeho roli v traveni krve. Ve studii od Brown et
al. (2008) na komaru Aedes aegypti byla demonstrovana i role ILP3 v dozravani vajicek
(Brown et al., 2008).

SniZzenim exprese insulin-like peptidd u bezobratlych se zabyval Sheng et al. (2011).
Vyzkumnici injikovali dsRNA ilpl a ilp3 do potemnika hnédého (Tribolium castaneum).
Vysledkem bylo snizeni exprese genti pro ILP1 a ILP3. Zaroven se snizila i exprese genu pro
Vitellogenin2 (Vg2), jenz zastupuje nezbytnou roli pro embryonalni vyvoj u klistat (Sheng
etal., 2011).

Po injikaci dsRNA ilpl, 3, 4 a 5 do klistéte Ixodes ricinus jsem mohla pozorovat snizeni
exprese genu pro Vitellogenin 1 a 2 u nékterych skupin (obr. 9, 10, 11 a 12). U ILP1 doslo
ke snizeni exprese Vgl i Vg2 ve stievé a tukovém télesu. AvSak po injikaci dsSRNA ILP3
K vyznamnému poklesu nedoslo. Vysvétlenim by mohla byt chyba pii pokusu ¢i odlisnost
v signdlnich drahach klistat a broukti. Zaroven je zajimavé, Ze u skupiny ILP4 doslo
k poklesu Vgl a Vg2 pouze v tukovém télese a u skupiny ILP5 k poklesu jen Vgl ve stieve i
tukovém télese. Bylo by zajimavé provézt novy pokus, ve kterém by se zkoumal pokles
exprese ve vSech tkanich, aby vzniknul komplexni obrazek o slozité signalni siti téchto

peptidu.

V kontextu signalni drahy Vitellogenini je vhodné zminit transkripéni faktory Fox
(Forkhead box), které jsou zahrnuty v ISP a jejich funkce byla bliZze popsana ve vyzkumu
Hansena et al. (2007). Vg obsahuje vazebné misto pro Fox faktory, jenz po navazani spousti
expresi genu Vg. Po injikaci dsRNA Fox faktori do komara Aedes aegypti doslo
k vyznamnému poklesu exprese Vg u Ctyf ze Sesti skupin, coz znamena ze Fox faktory jsou
pravdépodobné nutné pro aktivaci exprese genu Vg (Hansen et al., 2007). Proto bych
navrhovala bliz§i zkoumani exprese Fox faktorti, jejichz utlumeni by také mohlo vézt ke

sniZeni produkéni schopnosti klist’at.

Metoda RNA interference (RNAi) byla pouzita i u klistéte obecného (Ixodes ricinus)
vyzkumnym tymem Kozelkova et al. (2021). Cilem bylo umlceni genu pro intracelularni
serinovou kindzu (AKT), jenz je soucasti signalni drahy TOR. Samicim, u kterych doslo

k Gspésnému snizeni mRNA genu akt, se narusilo krmeni na hostitelich. To se nejvice
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projevilo neschopnosti dokoncit sani na hostiteli a dale se alesponi ¢aste¢né¢ nakrmenym

samicim nepodafilo snést vajicka (Kozelkova et al., 2021).

Pii injikaci dsRNA insulin-like peptidi do klistéte Ixodes ricinus jsem pozorovala vyrazné
snizeni schopnosti sani u skupiny ILP4, kde piezily pouze 3 samice z 20 (Tab. VII a Obr.
14). Zaroven u skupin ILP1 a ILP5 byla GspéSnost sani polovi¢ni oproti kontrolni skuping.
Usp&sné naruseni sani u skupiny ILP4 podporuje tvrzeni, Ze hraje tilohu pii traveni krve a
zvysuje produkei slin pfi krmeni. Dale jsem méfila ¢as do pIného nasati klistat, jenz byl u
skupin ILP1, ILP3 a ILP5 prodlouzen oproti kontrolni skupiné. U skupiny ILP4 nebyl
pozorovan signifikantni rozdil, to ale 1ze vysvétlit nizkym poctem na konci sani, coz mohlo
zkreslit vysledky. Po odpadnuti a nakladeni vajicek se vazily snisky jednotlivych samic. U
skupiny ILP4 nebyla posuzovdna vaha sntsky kvili nedostatecné velkému vzorku. U
ostatnich skupin nebyla zména vahy snGSek po RNAi prikaznd. V pfiStim pokusu bych

zvysila vzorek zkoumanych samic pro presnéjsi vysledky.

Kromé téchto fenotypt jsem sledovala také uspéSnost embryogeneze nakladenych vaji¢ek
(obr. 16). Zde doslo k zajimavym vysledkim. Nejvice zarazejici je velmi rychly vyvoj
skupiny ILPS. Tento vysledek zaroven koresponduje s vysokou uUspé&Snosti sani ILPS,
dokonce vys$i nez kontrolni skupiny. Je mozné, ze ILPS5 nehraje dulezitou roli pfi
rozmnozovani, ale spiSe se ucCastni riznych metabolickych procest a funguje jako
neurotransmiter. To podporuje i skutecnost, Zze béhem sani bez injikace dsRNA se jeho
produkce pouze sniZzovala, takze se Setfila energie snizenim jeho produkce, jelikoZ pfi
rozmnozovani se jeho funkce neuplatituje. Je zajimava myslenka, Ze snizeni jeho produkce
plytvat zdroji na jeho produkci. Ale je dllezité zminit nejniZs§i GspéSnost snizeni exprese po
injikaci dsRNA prave u ILP5, coz mohlo ovlivnit vysledky pokusu. Ve studii od Gronke et
al. (2010) na D. melanogaster po utlumeni jiz zminovaného DILP7 také nedoslo ke zhorseni
reprodukéni schopnosti samic (Gronke et al., 2010). Nicméné v jiné studii od Yang et al.
(2008) po utlumeni DILP7 doSlo k naruseni kladeni vajicek (Yang et al., 2008). Je
pfedpoklad, Ze diivodem rozdilnosti vysledkid je neuplné utlumeni DILP7 u mutantd

(Antonova et al., 2012).
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U nadéjné skupiny ILP4 byla embryogeneze zpomalena stejné jako u skupiny ILP3, u n¢hoz
se predpoklada role v dozravani vaji¢ek (Brown et al., 2008). Zvlastni je pomaly vyvoj
vaji¢ek u kontrolni skupiny, jez méla pfi sani jen polovicni uspésnost pieziti. Tento vysledek
nedokazi potadné vysvétlit. Avsak cely pokus byl provadén v zimé, a to mohlo mit negativni

dopad na vysledky.
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7. Z.avér

Byla zjisténa kompletni sekvence c¢tyf insulin-like peptida (ILP1, ILP3, ILP4 a ILPS)
pomoci znamého genomu klistéte I. ricinus a blizce pfibuzného klistéte 1. scapularis.
Pomoci metody RT-PCR byla provedena analyza exprese téchto ILPs ve vybranych
klistécich tkanich a ¢asovych intervalech béhem i po sani (Obr. 1, 2, 3, 4 a 5). U ILP1 byla
zaznamenana nejvyssi produkce v synganglionu a ovariich (Obr. 1), pficemz v obou tkanich
se jeho produkce 5. den sani zvySovala (Obr. 4 a 5). Zaroven po injikaci dsRNA ILP1 do
klistéte se snizila produkce Vitellogeninul (Vgl) a Vitellogeninu2 (Vg2) (Obr. 9), jenz je
prekurzorem vaje¢ného Zloutku, coz naznacuje jeho Ulohu v dozradvani vajicek. Produkce
ILP3 byla nejvyssi v synganglionu (Obr. 1), kde se jeho hladina 5. den sani také zvySovala
(Obr. 5). Nejvyssi exprese genu ilp4 byla zmétena ve stievech a slinnych zlazach (Obr. 1),
ve kterych se 5. den sani exprese zvySovala. Pfedpokladala se jeho tiloha v produkci slin a
traveni krve. Uloha ILP5 se zd4 byt jakoZto neurotransmiter, jelikoz byla zjisténa vysoka
hladina v synganglionu a celotélovém transkriptomu a po sani na hostiteli se jeho produkce
jen snizovala. S vyuzitim metody RNA interference byla potlacena exprese téchto gent
Vv ovariich a ve stfevé (Obr. 6). V synganglionu nebyla uspésné potlacena exprese genu ilp4
(Tab. VIII). Ptfesto po injikaci dsRNA ILP4 se vyrazné sniZila pteZivaci schopnost samic
béhem sani (Tab. VII a Obr. 14), ¢imz se jevi jako nezbytny pro dokonéeni sani samic na

hostiteli a zaroven se také zpomalila embryogeneze ve sntiskach prezivsich samic (Obr. 16).
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