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ANOTACE

Prokineticins have a wide range of effects on biological functions. These are known
mainly in vertebrates. Much remains unknown about the homologs of these proteins in ticks.
In order to obtain more information about prokineticins in Ixodes ricinus | have been

concerned in this work with the determination of their expression profiles in ticks.
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1 UVOD

Klistata, jakozto ektoparazité pirenasejici infek¢ni onemocnéni, jsou velice sledovanymi
a zkoumanymi organismy. Avsak nejen pfenos nemoci, ktery se ve spojeni s klistaty tak ¢asto
sklonuje, je zajimavy pro studium téchto bezobratlych organismd.

Mnoho zajimavych funkci klistat 1ze pozorovat na molekularni Grovni pii kontaktu
ektoparazita s hostitelem. Napiiklad slozky ve slinach klistat vykazuji zna¢né zapojeni
V obrané proti biologickym procesum, kterymi hostitel disponuje. Obrana hostitele je
namifena hlavné proti ztraté krve, téz ve vyvolani zanétlivé reakce na cizi strukturu a dalsi
imunitni obranné déje. Na tyto prekdzky musi klist¢ aktivné reagovat, a proto disponuje
velikym arzenalem latek zajistujicich blokadu téchto d&ju (Francischetti et al., 2009). Tyto
latky jsou hojné zkoumany pro svij potencial v medicin€ (Chmelaft et al., 2019).

A¢ se védéni o této problematice prohlubuje, stale ziistdiva mnoho neznamych v téchto
drobnych bezobratlych. Piikladem miize byt v této praci zkoumana rodina proteinti zvanych
prokineticiny. Pivodni objev téchto proteinii byl uskute¢nén u obratlovcti, kde maji vliv na
mnoho biologickych funkci (Zhou, 2006). Homology téchto obratlov¢ich prokineticini byly
zaznamenany i u Ixodes ricinus. Ovsem o jejich fyziologické funkci v téchto organismech
zatim nejsou zadné poznatky, kromé ptehledu o jejich expresi z transkriptomickych studii
(Chmelaf et al., 2008) (Schwarz et al., 2013). Proto je jednim z cil této prace ziskat podobné

expresni profily vybranych prokineticinovych gent v priabéhu sani I. ricinus na hostiteli.



2 CILE PRACE

1) Literarni reSerSe soucasnych poznatkt o prokineticinech.

2) Priprava cDNA z nenasatych, ¢aste¢né nasatych a plné nasatych nymf Ixodes ricinus.

3) Ptiprava cDNA z riznych tkani (slinné Zlazy, stievo, vajeéniky) dospélych samic

I. ricinus.

4) Stanoveni expresniho profilu prokineticinli v pribéhu sani pomoci kvantitativni

real-time PCR.



3 LITERARNI RESERSE

3.1 KLISTATA

Klistata jsou specializovani obligatni hematofagni ektoparazité savcu, ptakl, plazi
a nalezneme je i na obojzivelnicich (Hoogstraal, 1985). Taxonomicky jsou zahrnovana
do zivocisné fiSe (Animalia) a dale jsou c¢lenéna do kmenu Arthropoda, podkmenu
Chelicerata, tfidy Arachnida, fadu Parasitiformes, podiadu Ixodida (Cupp, 1991). U klist’at 1ze
hovofit pouze o tiech celedich, takzvanych ,tvrdych® klistatech Ixodidae, déle celedi
»-m&kkych* klistat Argasidae a posledni je celed’ Nuttalliellidae. Soucasti Nuttalliellidae je
vSak pouze jeden druh, ktery nese nazev Nuttalliella namaqua (Barker & Murrell, 2004).

Rozdil mezi ,,tvrdymi* a ,,mé¢kkymi* kli§taty je v pfitomnosti hibetniho §titu (scutum),
ktery nalezneme u Ixodidae, zatimco Argasidac jsou pokryti pouze mékkou kozovitou
strukturou (integument). Odlisnosti Ize pozorovat i mezi samci a samicemi ¢eledi Ixodidae.
Chitinovy stitek u dosp€lych samci pokryva celé télo, ¢imz je omezeno mnozstvi ptijmu krve
Z hostitele. Samicim vS$ak tento Stitek zasahuje pouze do jedné tietiny téla a zbytek zadeCku
je z varhankovité struktury zvané alloscutulum, ktera mize byt pii nasati zna¢né rozsifena
(Cupp, 1991). Téz doba sani je u celedi klistat rozliSujicim znakem. Ixodidae vykazuji
mnohem del§i dobu krmeni, v fadech nékolika dnti az tydnti. Diky tomu pfijmou veliké
mnozstvi krve, kterd je pak zahust'ovana a ptebyte¢na voda je slinnymi zlazami odvedena zpét
do hostitele. U Celedi Argasidae je sani mnohonasobné rychlej§im procesem. Doba piijmu
krve se pohybuje viadech minut az hodin a mnozstvi nasaté krve koreluje S moznou
roztazitelnosti jejich kozovitého integumentu (Mans et al., 2011).

Ob¢ celedi maji Ctyfi vyvojova stadia. Vyvoj probiha od vajicka pres larvalni stadium,
nymfu az k dospélému jedinci. Larvalni stadia se od sebe 1isi hlavné v poctu koncetin. Prvni
larvalni stddium je Sestinohé na rozdil od druhého, které ma nohou osm. Pfechod mezi t€émito
Ctyfmi stadii probiha za svlékani kutikuly, a to po nasati instaru na hostiteli (Cupp, 1991).

Celed’ Ixodidae zahrnuje dvé bazélni linie Prostriata a Metastriata (Black & Roehrdanz,
1998), pricemz tyto linie i cela ¢eled maji evolucni puvod v Australii (Klompen, 2000).
Jelikoz jsou klistata ektoparazité, poji se snimi i pienos riznych nemoci. Co se tyce
evropskych zemi, nejvice jsou sledovany prave ty druhy, spadajici do Ixodidae, které vykazuji
nebezpeci mozného pienosu onemocnéni. Jedna se o Ixodes ricinus, kterym je pienaSena
lymeska borelioza a klistova encefalitida, a t¢Z o Hyalomma marginatum, vektor vyse
zminénych nemoci, skvrnitého tyfu a krymsko-konzské krvacivé horecky (Tick surveillance
effort over 2015-2019, n.d.).



3.2 KLiSTE OBECNE
Klisté obecné (Ixodes ricinus) je ektoparazitem se ¢tyfmi vyvojovymi stadii, jedna se o
vajicko, Sestinohou larvu, osminohou nymfu a osminohého dospélce (Obr.1). Odlisnost mezi
instary je nejen v poctu koncetin, ale i v hostitelich. Hostitell je cela $kala, avsak plati predikce
toho, ze nedospéla stadia saji spiSe na drobnych savcich, ptacich i na kopytnicich. Dospéla
stadia (pfedev§im samice, dospéli samci nesaji) saji na vétSich hostitelich, které Casto
predstavuje skot, jelenovita zvér, psi a dalsi (Gray et al., 1992).

Vyvojova stadia klistéte obecného (Ixodes ricinus)

larva nymfa samec samice

Prabéh sani samice klistéte obecného [dny]
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prisati obdobi pomalého sani odpadnuti

Obrdzek 1: Vyvojova stadia 1xodes ricinus a pritbéh nasavaini dospélce v priibéhu dni (Erhart, n.d.).

Jelikoz je klisté ektoparazitem riznych savci, jejich hostitelem se muize stat i ¢lovek.
Diky tomu jsou kli§t'ata pro nas uréitou hrozbou v pfenosu riznych onemocnéni (Medlock et
al., 2013). Nejcastéjsim pienaSeCem byvaji pravé nymfy, které se relativné rychle stihnou
uplné nasat a téz jsou diky své drobné velikosti snadno prehlédnutelné.

Pro vyhledavani hostitelti kliSt'ata hojné¢ vyuZivaji okolni vegetaci, na kterou vylezou
a nasledné vyckavaji, az kolem nich projde obratlovec, na kterého se uchyti (Gern et al., 2008).
Detekce probiha za pomoci smyslovych organi a Hallerova organu na tarsalnich ¢lancich
pfednich koncetin, kterymi klist€¢ dokaze identifikovat mnoZstvi svétla, teplotu, pfitomnost
oxidu uhli¢itého, vibrace a téz miru vlhkosti. To vSechno klistéti poméaha najit spravného

hostitele pro budouci sani (Medlock et al., 2013).



3.2.1 INTERAKCE KLISTE - HOSTITEL

Pfi parazitaci dochazi k profiznuti svrchni vrstvy kuze hostitele pomoci parovych chelicer
klistéte se stfidavym pohybem do stran, a téZz k naruSeni kapildrni sit€. To mé za nasledek
tvorbu krevniho poharku. V Gstnim ustroji se kromé& ozubenych chelicer také nachazi
hypostom se zpétnymi hacky a zlabkem. Chelicery, které ohranicuji tento zlabek spolu
S hypostomem tvoii kanal, kterym je nasavana krev. Tento kandl je vSak vyuzivan i pro
proudéni slin vylu¢ovanych klistétem do hostitele. Sani krve je V intervalech stfidano
s vypousténim slin. Hypostom je téz klistaty vyuzivan k ukotveni v hostiteli. DalSim
nastrojem k uchyceni je struktura jakéhosi pouzdra na konci chelicer, ktera zaroven slouzi
i k jejich ochran¢ (Richter et al., 2013).

Dlouha doba pro sani, v fadech dnii az tydnd, vyzaduje u klistéte nutnost tiniku pted
imunitnim systémem hostitele, zabranéni vzniku zanétlivého stavu v oblasti kousnuti
a Vv neposledni fad¢ nastoleni procest zabranujicich krevnimu srazeni. K této obrané klist'ata
pouzivaji slinné sekrety, které jsou tvofeny nizko- a vysokomolekularnimi bioaktivnimi
molekulami. K potlac¢eni hemokoagulace jsou ve slinach obsazeny inhibitory, které zabranuji
agregaci krevnich desticek, vazbé krevnich desti¢ek na fibrinogen a téz inhibici trombinu.
Pro protizanétlivou reakci sliny klistat obsahuji napiiklad proteiny, které slouzi k inhibici
cytokinl neboli latek pfitomnych v zanétlivé reakcei hostitele. Inhibuji regulace prozanétlivych
makrofagli a Thl-lymfocytarnich cytokinl. Dale imunosuprese zprostfedkovana klistécimi
slinami zahrnuje inhibici komplementu, potlac¢eni funk¢énosti NK bunék (natural killer cells),
enzymy proti svédivym reakcim vznikajicim u hostitele, mensi proliferaci T-lymfocytd pro
aktivaci na mitogen a dalsi. Celkov¢ se tedy jedna o proteiny, které jsou soucasti jedine¢nych
klistécich proteinovych rodin, vykazujici jak redundantni, tak pluripotentni vlastnosti, coz ma
za nasledek rozsahly vliv na obranné mechanismy hostitele a téz imunitni Gnik klistéte
(Francischetti et al., 2009) (Chmelaf et al., 2016) (Wikel, 1999).

Proteinové rodiny prosly evoluci diky genovym duplikacim. Jedna se o ptibuzné proteiny,
které maji kofeny v jednom spole¢ném piedku, se kterym bud’to sdili jeho funkénost, nebo se
od jeho pavodnich vlastnosti 1isi. Redundance je spojena s proteiny s velice tzkou $kalou
pusobnosti a velkou specifitou, kdezto pluripotence u proteinti souvisi s Sirokym potenciadlem
zasahovat do rGznych typt imunitni odpovédi i funk¢nosti bunék. Rizné viny vyluCovani
téchto proteinovych rodin predstavuji pro klistata téZ zbran v boji proti hostitelské imunité
(Chmelaf et al., 2016).

Vyse popsané déje napomahaji nejen klistatim a jejich sani, ale také diky nim vznika
vhodné prostiedi pro fadu mikroorganismt. Jedna se napiiklad o Borrelia burgdorferi

a Anaplasma phagocytophilum (Narasimhan et al., 2007).



3.3 PROKINETICINY
Historii této rodiny proteini zapocal objev takzvaného proteinu A, ktery byl popsan
béhem analyzy jedu mamby ¢erné Dendroaspis polylepis. Protein A byl jedine¢ny, jelikoz
nebyl toxicky (Joubert & Strydom, 1980). Podobnost s timto proteinem vykazoval dalsi
protein, ktery byl izolovan z kozniho sekretu kuinky zlutobfiché Bombina variegata a kunky
obecné Bombina bombina. Homolog ziskany z tohoto sekretu byl pojmenovan Bv8 (Negri et
al., 2009). Pozdgji se pfi studiu obou piibuznych proteind, tedy proteinu A a Bv8, prokazal
spole¢ny znak ve schopnosti stimulace kontrakci hladkych svalii ilea morcete. Dalsim
ucinkem obou homologt je napiiklad vyvolani hyperalgezie neboli stavu, kdy je zvySena
citlivost na bolest (Mollay et al., 1999).
Zkoumani dalSich organismu ukdzalo dalsi podobné proteiny u savcil, které byly nazvany
prokineticin 1 (PK1 nebo EG-VEGF) a prokineticin 2 (PK2 nebo mBv8). Tyto sav¢i
prokineticiny mély mimo jiné i funkéni podobnost, diky shodnému vlivu na ileum morcete

(Negri et al., 2009).

3.3.1 AVIT PROKINETICINY

Prokineticiny spadajici do této rodiny obsahuji 80—90 aminokyselin. Za typickou strukturu
jsou zodpovédné cysteiny, kterych je v proteinu obsazeno deset a davaji tak vzniknout péti
disulfidickym mustkiim. Oznaceni AVIT si proteiny vyslouzily na zakladé shody v prvnich
¢tyfech aminokyselinach na N-terminalnim konci. Jedna se o aminokyseliny alanin, valin,
isoleucin a threonin, které tvofi tuto AVIT doménu. Shoda mezi témito proteiny je na N-konci
a v centralni oblasti, avSak li§i se v karboxylovych koncich. N-konce jsou pro prokineticiny
zasadni, musi vykazovat naprostou shodu pro to, aby byla zaruc¢ena jejich spravna bioaktivni
funkénost. U C-konct neni zapotiebi tak striktni podobnosti, avSak velké zmé&ny mohou tuto
funké&nost ovlivnit. Casto se tedy mluvi o tom, Ze tento konec neni tolik diileZity pro biologické
funkce jako ¢asti, které jsou pro proteiny velice podobné (Bullock et al., 2004) (Kaser et al.,
2003).

Proteiny s AVIT doménou jsou obsazeny v mnoha savc¢ich tkanich a maji tendenci vazat
se na receptory, které jsou sprazeny s G-proteiny. Tuto AVIT doménu, kterda je
charakteristicka pro obratlovce ovSem nenachazime u vSech prokineticinti. Izolované proteiny

bezobratlych AVIT doménu postradaji (Lin et al., 2009).



3.3.2 PROKINETICINY U BEZOBRATLYCH

O prokineticinech u bezobratlych toho zatim neni moc znamo, avSak u Pacifastacus
leniusculus (rak signalni) byl nalezen endogenni faktor podobny cytokinu, ktery ma
prokineticinovou doménu. Faktor zvany astakin mé podil na krvetvorbé u bezobratlych. Tento
astakin patfici korySi obsahuje deset cysteinovych zbytkli stejné jako prokineticiny.
Charakteristickd AVIT doména na N-terminalnich koncich v pfipad¢ astakinu neni pfitomna
a diky tomu nedokaze aktivovat sav¢i prokineticinové receptory (Negri & Ferrara, 2018)
(Soderhill et al., 2005). Peptidy podobné prokineticinim byly téz nalezeny v jedu n¢kterych
pavoukt. Opakuje se zde absence AVIT domény a podobnost v ramci deseti cysteinovych
zbytkd, stejné jako u astakinu (Fry et al., 2009).

Vyzkum zabyvajici se slinnymi zlazami klistat ptinesl informace o proteinu z rodiny
ixodegrint. Jednad se o protein bohaty na cystein s funkci destickového inhibitoru a S moznosti
ovlivnéni vrozené¢ imunity. Ixodegrin obsahuje prokineticinovou doménu a je tazen do
superrodiny podobné kolipaze (Trentelman et al., 2020). Kolipaza jakoZto koenzym zajistuje
rozklad tuki pomoci lipazy. Obsah deseti cysteinti naznac¢uje podobnost s MIT-1 (mamba
intestina toxin-1) v jeho trojrozmérné struktuie, ale strukturni homologie je pouze 20 %
(Schweitz et al., 1999).

3.3.3 MAMBA INTESTINA TOXIN-1 (MIT-1)

Jedna se o polypeptid o velikosti 81 aminokyselin, ktery je spojen péti disulfidickymi
mustky tvofenymi z deseti cysteinovych zbytkt. Kdyz byl peptid poprvé objeven, byl nazvan
proteinem A (Joubert & Strydom, 1980). Jednalo se o vyzkum jedu Dendroaspis polylepis,
ze kterého byl izolovan netoxicky protein A. Pozd&jsi vysledky jeho zkoumani prokazaly silny
vliv na kontrakce podélné hladké svaloviny ilea a distalniho tra¢niku u morcete, proto byl
pfejmenovan na MIT-1. Ve stejné sile kontrakci ma MIT-1 vliv 1 na uvoliiovéni, a to
Vv proximalni oblasti tlustého stieva. Prokdzalo se, Ze MIT-1 ma nejen velmi silnou vazebnou
afinitu k membranam ilea u morcat, ale stejné tak se ochotné vaze v mozku mysi (Zhao et al.,

2019) (Schweitz et al., 1999).

3.3.4 PROTEIN BV8 A PROKINETICINY OD NEHO ODVOZENE

Protein Bv8 o velikosti 77 aminokyselin (véetné deseti cysteintl) a molekulové hmotnosti
8kDa byl izolovan z kozniho sekretu zab Bombina variegata a Bombina bombina. Ptibuznost
s MIT-1 nalezneme jak v pocatec¢ni sekvenci, takzvané AVIT doméné, tak v podobnosti
ucinku. Ptfikladem miize byt vyvolani hyperalgezie po aplikovani velice malého mnozstvi

(v fadech mikrogramti) Bv8 do mozku potkana. Precitlivélost se projevuje po vystaveni
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potkanti mechanickému tlaku. V piipadé Bv8 se jedna o stav trvajici pfiblizné hodinu, avSak
MIT-1 se projevuje pii navozovani tohoto stavu jesté aktivnéji a ucinky lze pozorovat déle.
U jedinci s takto aplikovanymi proteiny téz dochazi ke zvySeni krevniho tlaku. Dal§im
znakem piibuznosti je fakt, Ze oba proteiny jsou shodné v 58 % jejich sekvence (Mollay et al.,
1999).

Homology pro Bv8 byly objeveny u fady dalSich organismii, jakymi jsou napiiklad opice,
potkani, ¢loveék a dalsi. Silné ptibuznymi s Bv8 jsou Prokineticin 1 (PK1, téZ endokrinni
zlazovy vaskularni endotelialni faktor neboli EG-VEGF) o velikosti 86 aminokyselin
a Prokineticin 2 (PK2/mBv8) ¢itajici 81 aminokyselin. Oba dva tyto sav¢i proteiny, vykazuji
velikou shodu a sdili takzvanou AVIT doménu. Lidsky PK1 sdili jak s lidskym PK2,
tak s mysim Bv8 (mBv8) 58% shodu v sekvenci. Pii srovnani s pivodné objevenym Bv8
(z Bombina variegata) je shoda 34%. (Bullock et al., 2004) (Li et al., 2001) (Negri et al.,
2007).

Receptory (PKR1, PKR2) pro tyto prokineticiny jsou spfazeny s G-proteiny. Radi se téZ
do skupiny receptorii neuropeptidu Y (NPY), které maji nejvétsi procento odliSnosti
na N- koncich. Rozli¢né N-konce receptori maji za ukol rozeznavani riiznych ligandi, proto
se nachazi na vnéjsi strané burky, na rozdil od intracelularnich C-konct. Po navazani ligandu
putuje signal do intracelularni oblasti, kde je dale pfenasen na G-proteiny. Zapojeni receptort
spo¢ivéa hlavné v prenosu Ca®" iontii (Negri et al., 2007) (Zhang et al., 2015).

Bylo prokézéno, Ze tyto receptory jsou pfitomny v organech traviciho traktu
a endokrinnich zlazach. Ptitomnost PKR1 byla pozorovana ve varleti, prodlouzené mise,
kosternim svalstvu, kizi a viéi PKR2 je vice exprimovan v travicim traktu, proto lze
predpokladat jeho hlavni roli v této organové soustavé. Vysoka exprese PKR2 je pozorovéana
spise v centralni nervové soustavé (Lin et al., 2002) (Soga et al., 2002). Souvislost je ziejma
I u prokineticind samotnych, jelikoz exprese PK1 je znac¢na v travicim traktu, steroidnich
zlazach (varlatech, vaje¢nicich, placenté a nadledvinach) a PK2 je prokazan v tenkém stieve,
nicméné v mensim mnozstvi nezli PK1 (Soga et al., 2002). Vzhledem k expresi prokineticinti
a jejich receptorti v mnoha tkanich se ptfedpoklada jejich zapojeni do Siroké Skaly d&ju

Vv organismu.

3.3.5 VLIV PROKINETICINU

Vyzkum vlivu na biologické aktivity podnitil objev vlivu MIT-1 a Bv8 na kontrakce
hladkého svalstva morceciho ilea jiz pfi minimalni koncentraci. Pokusu byly téz podrobeny
ilea mysi a potkant, které za vétsi koncentrace Bv8 vykazovaly stejny trend, podobné jako pfi
pasobeni na kralici lacnik (Mollay et al., 1999). Pozdéji se vsak ukazalo, ze prokineticiny hraji

roli ve velkém mnozstvi fyziologickych aktivit.
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Jeden z vlivii byl pozorovan u cirkadiannich rytmd. Savei maji centrum pro tento
biorytmus ulozeny v hypotalamu, konkrétné v misté oznacovaném jako suprachiasmaticka
jadra. Praveé v tomto misté byl prokazan velky vyskyt MRNA PK2 béhem dne. Béhem noci
vSak hladiny PK2 byly téméf nedetekovatelné. Za expresi PK2 jsou zodpoveédné takzvané
cirkadianni hodiny udavajici cirkadianni rytmus. Bylo prokazano, ze pii nefunkénosti téchto
hodin nedochazi k zminéné expresi mRNA PK2 v suprachiasmatickych jadrech (Zhou &
Cheng, 2005). Avsak dalsim faktorem ovliviujicim rytmus s PK2 je svétlo, coz bylo
prokdzano béhem pokusu, ktery pozoroval zmény v rytmech pii rozsviceni svétla béhem
zacatku ¢i konce noci. Vysledkem byl piedstih ¢i zpozdéni PK2 rytmu v suprachiasmatickych
jadrech, coz mélo dopad na posun rytmu (Cheng et al., 2002). Pii odlisném pokusu se ukazalo,
ze po dodani PK2 intracerebroventrikularni injekci, tedy pfimo do mozkomiSniho moku
v mozkovych komorach, dojde béhem noci k inhibici no¢ni aktivity mysi. Dale PK2 ziejmé
také plsobi na spanek a bd¢€ly stav, tato myslenka vychazi z faktu, ktery poukazuje na expresi
PKR2 ve zrakovych jadrech a jadrech pro regulaci spanku a bdéni (Zhou & Cheng, 2005).

Zjisténi, ze prokineticiny hraji roli pii vnimani bolesti, odhalilo pozorovani, pii kterém
byly sledovany stavy zvysené citlivosti na mechanické a tepelné podnéty po vpraveni
Bv8/PK2 do mozku potkana (Mollay et al., 1999). PKR1 i PKR2 jsou exprimovany
Vv dorzélnich kotenovych gangliich a miSe. Neptitomnost PKR1 zpisobuje zhorSeni detekce
bolesti na podnéty jako jsou teplo, kapsaicin, mechanické podnéty a dalsi. Pfedpokladem tedy
je, ze PKRI1 je dulezitym k aktivaci TRPV1, ktery zprostiedkovava chemické a tepelné
podnéty, jez ptisobi na vyvolani bolesti primarnimi senzorickymi neurony. Zanétliva bolest
byva Casto zplisobena PK2, ktery plsobi jako ligand pro PRKI1. Diky tomu, Ze je PK2
exprimovan v neutrofilech, s jejichz pomoci se dostane do mista zanétu a nasledné ma vliv na
makrofagy a prozanétlivé cytokiny, hraje zasadni roli v bolesti pii zanétu. Potvrzuje to
I experiment, ktery ukazuje, ze mysi, které postradaji PK2, maji snizenou nocicepci vyvolanou
tepelnymi a chemickymi podnéty. Diky tomu se uvazuje o mozném zablokovani PKR1 pro
terapeutické vyuziti v boji proti bolesti (Negri et al., 2006) (Zhou, 2006).

Prokineticiny jsou spjaty se spoustou dalSich biologickych funkci. Piikladem je PK1, ktery
podporuje proliferaci a piezivani endotelidlnich bunck, je téz hojné exprimovan
v Leydigovych bunkach ve varlatech a mé se za to, Ze podporuje jejich endokrinni aktivitu.
VEtsi exprese byla také naptiklad pozorovana pii rakoving tlustého stieva, kde se ucastni
procesu angiogeneze a proliferace bunék (Negri et al., 2009). Studie u mysi téZ prokazaly, Ze
prokineticiny maji vliv na ochranu kardiomyocytt pted oxidativnim stresem a brani infarktu
myokardu. Aktivaci PKR1 je chranén myokard pfed infarktem a také je jim indukovana

angiogeneze, za kterou je zodpovédny PK2 (Urayama et al., 2007).



Prokineticiny jsou soucasti mnoha dulezitych biologickych procesti a piedstavuji
dilezitou roli v regulacich spravné funkce organismii. Jejich vlastnostmi oteviraji Siroké pole
pusobnosti pro vyzkum, ktery by mohl byt v budoucnu prospésny k riznym typtim lé¢ebnych
procest a hlubsimu pochopeni propojeni mezi biologickymi funkcemi a prokineticiny. Funkce

prokineticint u klist'at neni znama, proto chce tato prace pfispét k jejimu poznani.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 KLISTATA

Pro praci byla vyuzita klistata ziskana diky spolupraci s Parazitologickym tstavem
(Biologické centrum Akademie véd, v. v. i.). Jednalo se 0 neinfekéni jedince z taméjSiho
chovu, coz v tomto piipadé byly dospélé samice a nymfy Ixodes ricinus, které nasledné

slouzily pro izolaci RNA.

4.2 HOSTITELE

Zdrojem krve pro klistéci sani byli hlodavci. V piipadé nasavani dospé€lci bylo vyuzito
5 morc¢at Cavia porcellus. Morcata byla konvenéné chovana Parazitologickym tstavem
AVCR pro laboratorni uéely za podminek danych zakonem na ochranu zvifat proti tyrani.
Krmena byla komeréni krmnou smési pro morcata a do vody byl ptidavan vitamin C. Naopak
nymfy saly na inbrednich SPF mys$ich kmene C3H/HeN. Jednalo se o 3 mySi samice, stafi
osmi tydnt, které byly dodany firmou Velaz, s.r.o. Mysi byly umistény do chovnych naddob ve
sterilnim prostiedi zvéfince v bariérovém chovném systému IVC s fizenou fotoperiodou.
Krmeny byly sterilni smési pro hlodavce a vodou, vse ad libitum. Ve zvéfinci dochazelo

K nepfetrzitému monitoringu teploty dosahujici 20—24 °C a vlhkosti okolo 55 %.

4.3 SANI KLISTAT NA HOSTITELI

431 DOSPELCI

Nasazeni dospélct I. ricinus na morcéata bylo provadéno ve spolupraci s Parazitologickym
tistavem AVCR. Moréatiim byl nejprve intramuskularné injikovan Narkamon (100 mg/kg Zivé
hmotnosti) firmy BIOVETA a. s. pro navozeni kratkodobého stavu narkdzy. Uspanym
morcatim byla vyholena zada, kam byly aplikovany takzvané kloboucky (jakési ohradky,
které se morceti pfilepi na kizi). Do téchto klobouckt bylo kazdému z morcat vsazeno 30-35
samic I. ricinus z chovu. Také byli ptidani samci z diivodu potieby sajicich samic.

Pro ucely prace byla pouzita nenasata klistata (znaCena DO) a téz kliStata postupné
odebirana z kloboucki morcat po 24 hodinach. Jedna se tedy o klist'ata odebirand od prvniho
dne sani (D1) az po plné nasati v osmém dni (D8) s vyjimkou péatého a sedmého dne. Pocty
odebiranych jedinci I. ricinus v pribéhu dni byly nasledujici: D0-D3 = 15 samic, D4, D6,
D8 = 9 samic. Celkové bylo spotfebovano 87 samic (15 nenasatych a 72 polo/nasatych).

Z diivodu nevyhovujici cDNA ze slinnych Zlaz, ktera byla prokazana v naslednych
méienich, byla pfipravena cDNA z tohoto organu znovu. V tomto ptipadé¢ bylo na dvé morcata

dohromady nasazeno 60—70 dospélych samic I. ricinus.
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432 NYMFY

Nymfy byly na inbredni mysi aplikovany velice podobné. Mysim byla vyholena hibetni
¢ast a nasledné nasazeny plastové kloboucky, které byly zajistény néplasti. Do kazdého
kloboucku bylo nasazeno 20 nymf. Sani probihalo po tii dny do plného nasati. Stejné jako
u dospélci byly vyuzity i nenasati jedinci (DO).

Piisaté nymfy na hostiteli byly postupné odebirany po 24-hodinovych intervalech.
Celkové tedy bylo spotfebovano 80 nymf (30 nenasatych a 50 polo/nasatych) v téchto poctech:
DO =30 nymf, D1 = 12 nymf, D2 = 18 nymf, D3 = 20 nymf.

4.4 PITVA

441 MATERIAL A POMUCKY

Pro pitvu byl vyuzit vySe zminény klistéci material, ktery byl ziskén ze sani na hlodavcich
hostitelich. Pitvany byly vsechny dospélé samice z kazdého intervalu sani. U nymf slouzila
jako predmét pitvy klistata, kterd sila po dobu dvou (D2) a tfi dn (D3), a to kvili
nevyhovujicim ptedeslym Ct hodnotam z nepitvanych jedinci v tomto intervalu sani. Pouzité
pomucky k pitvani byly nasledujici: binolupa, podlozni sklicka, oboustranna lepici paska,
bezpolstarkova néplast, mikroniizky, 2 pinzety sjemnou Spi¢kou, buni¢itd vata délena,
stiikacka 10 ml, jehla 18G, PBS z DEPC vody, RNaseZap™ (Sigma-Aldrich),
mikrozkumavky Eppendorf s Tri Reagent (Molecular Research Center, Inc.), box s ledem.

442 POSTUP

Nejprve byla na podlozni skli¢ko nalepena oboustranna lepici paska, na kterou byla
nasledné nalepena naplast tak, aby lepiva strana naplasti smétovala vzhuru. Dale byli na takto
ptipravené podlozni skli¢ko polozeni jedinci I. ricinus, ktefi byli nasledné zakapnuti kapkou
PBS (Obr. 2).

Obrazek 2: Jedinci . ricinus pripraveni k pitve.

Nasledovalo nastfihnuti dolni ¢asti idiosoma a odstranéni celé horni alloscutula.
Odebiranymi organy byly: slinné Zlazy, stfeva a vajeCniky. V pfipadé stiev bylo u vice
nasatych jedincti provedeno promyti tak, aby co nejveétsi mnozstvi hlodavéi krve bylo z tkané

odstranéno. Organy byly nasledné vkladany do mikrozkumavek s 500 ul Tri Reagent.
12



Z dospélych samic I. ricinus byly vytvoieny vzorky nasledujicim zpisobem: z kazdého
dne v dobé sani DO-D3 bylo pitvano 15 samic, vypitvany byly tii vy$e zminéné organy (slinné
zlazy, sttevo a vajeCniky), pro kazdy typ organu byly zalozeny 3 mikrozkumavky
s Tri Reagent, do kazdé bylo vlozeno 5 vzorki.

Pro dobu sani D4, D6 a D8 byl postup stejny, avSak pocet pitvanych samic odpovidal
deviti a do zkumavek se organy vkladaly po 3 vzorcich. Celkové tedy z kazdého dne vzniklo
9 vzorkll pro néslednou izolaci RNA, tudiz celkovy pocet vzork odpovidal 63 vzorkim
(po 21 vzorcich z kazdého organu).

Kvuli nevyhovujici kvalit¢ cDNA ze slinnych zlaz bylo vypitvano 95 (D0=29, D1=35,
D2=31) dospélych samic navic. Vzorky ovSem obsahovaly pouze slinné zlazy pro novou
cDNA.

Vzorky z nymf byly vytvofeny jako celotélové homogenaty v téchto poctech: D0=30
nymf, D1= 12 nymf, D2=18 nymf, D3=20 nymf. Jedinci ze saciho intervalu D2 a D3 byli
navic zbaveni vétSiny krve. VSechny vzorky byly vlozeny do mikrozkumavek s Tri Reagent

a uloZeny pii teploté -70°C.

4.5 1ZOLACE RNA

V tomto kroku probihala extrakce RNA z tkani I. ricinus. Pouzitymi tkanémi pro extrakci
RNA, byly ptedem pfipravené tkan€ dospélych samic a nymf. Extrakce kliStécich tkani
pomoci Tri Reagent probihala podle nasledujiciho postupu.

Nejdiive byly tkan€ zhomogenizovany sterilnim tlou¢kem a poté nechany 5 min odstat pfi
pokojové teploté (RT). Nasledné bylo pfidano 100 ul chloroformu (MP Biomedicals) a vse
bylo vortexovano na maximalni otacky po dobu 15 sekund. Poté byly vzorky znovu ponechany
odstat, tentokrat 2 min pfi RT. Po uplynuti této doby byly pfemistény na 15 min do chlazené
centrifugy na 12 000 g. V dalsim kroku byly odebrany horni faze do ¢istych RNAse-free
zkumavek, do kterych byl piidan isopropanol (Fisher BioReagents™) v poméru 1:1 (tedy cca
270 ul) a GlycoBlue (Thermo Fisher Scientific) o objemu 0,9 pl. Tato smés byla
10x promichana v ruce a ponechana odstat 10 min pfi RT. Po uplynulé dobé po odstani byly
vzorky stoceny po dobu 10 min pii 10 000 g, opét v chlazené centrifuze. Z vyjmutych vzorki
byl slit supernatant a bylo ptidano 800 ul 80 % etanolu (VWR Chemicals). Nasledovalo 7 min
sto¢eni v chlazené centrifuze pti 10 000 g. Ze vzorka byl znovu slit supernatant, zkumavky
osuseny a naposledy vlozeny do centrifugy na 15 sekund pti 10 000 g. Zbyla tekutina byla
odsata pipetou a oteviené vzorky byly ponechdny 5 min vysychat na vzduchu. Po odpateni
zbylé nezadouci tekutiny, bylo ptidano 20 pl Cisté vody (PCR grade), ve které byl vzorek
rozpustén. Koncentrace takto ptipravené RNA byla nasledné zméfena na Nanodropu
(IMPLEN, P330).
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4.6 REVERZNI TRANSKRIPCE
Extrahovand RNA ziskana v piedeslém kroku, byla podrobena ptepisu do cDNA pomoci
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche). Vzorky pro reverzni transkripci byly

ptipraveny podle nasledujiciho schématu zobrazeného v tabulce (1).

Tabulka I Reakcni smés na pripravu reverzni transkripce pro 1 vzorek (30 ul reakce):

Oligo dT primer 1,5 ul
Pufr 6 ul
Inhibitor RNaz 0,75 ul
dNTPs 3ul
Reverzni transkriptaza 0,75 ul
VVoda + RNA 18 pl

Jak ukazuje tabulka (1.), soucet vody a RNA dodaného do reakce byl roven 18 pl, avSak
mnozstvi jednotlivych séitanc bylo vypocitano z celkového mnozstvi smési pro reverzni
transkripci. Pro vaje¢niky a slinné zlazy z dospé€lych samic byla hodnota celkového mnozstvi
pro reverzni transkripci 1000 ng, stejné jako u nymf. Rozdilna hodnota odpovidajici 2500 ng,
byla pouzita u sttev dospélcti.

Proces reverzni transkripce ptipravenych reakénich smési probihal v thermocycleru
(GeneAmp® PCR System 9700) za téchto podminek: 55 °C po dobu 30 min, 85 °C po dobu
5 min (zde probihala inaktivace reverzni transkriptazy) a neomezené chlazeni pii 4 °C.

Nové vznikld cDNA byla 5x zfedéna Cistou PCR vodou a uloZena pfi teploté -20°C.

47 NAVRZENI A ;’J(“:INNOST PRIMERU PRO AMPLIFIKACI
PROKINETICINOVYCH GENU

Sekvence pro prokineticinové primery byly vybirany spomoci RNDr. Jindficha
Chmelate, Ph.D. Vychézeli jsme ze SOC Klary Cinatlové (Charakteristika a funkcni analyza
proteinu rodiny prokineticinu z klistéte Ixodes ricinus [Maturitni prace], 2019), ktera se
prokineticiny zabyvala. Vybrané sekvence primera byly zpracovany v programu Geneious.
Nasledné byly primery syntetizovany firmou Generi Biotech s.r.o.

Kazdy par primert byl podroben urceni jejich G¢innosti (kapitola 5.2). Templatem pro
tento postup pomoci qPCR byla smésna cDNA ze vSech tii tkani (slinné Zlazy, stfevo
a vajecniky) dospélych samic I. ricinus, které pochazely ze zavérecné faze sani (D6-D8).
Tato cDNA byla roziedéna desitkovou fadou a ze ziskanych Ct (cycle of treshold/prahova

hodnota cyklu) hodnot byla vypoétena ti¢innost primert podle vzorce:

-1

Efficiency(%) = (10The Slope Value — 1) x 100 1
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The Slope Value = sklon mezi logaritmickou $kalou fedéni a primérnymi hodnotami Ct

Diky tomu byla ziskdna hodnota G¢innosti primert, ktera by se méla nachazet ve skale

90-110 % (How To Calculate PCR Primer Efficiencies, 2017).

Tabulka Il Prehled prokineticinovych primerii:

Nazev primeru
Irsgmg-152081 21 F
Irsgmg-152081_184 R

SigP-156612_165 F
SigP-156612_259 R

SigP-154969 40 F
SigP-154969 174 R

SigP-156579_86 F
SigP-156579_204 R

Ir2-11069_55 F
Ir2-11069_194 R

Irmgsg-167388_60 F
Irmgsg-167388_174 R

Irmgsg-165735_48 F
Irmgsg-165735_179 R

Irmgsg-191510 72 F
Irmgsg-191510_194 R

Irsgmg-161935 72 F
Irsgmg-161935_192 R

Irsgmg-153552 48 F
Irsgmg-153552_213 R

Sekvence (5 —3)
AGGACAGCAGCCAGTCTTTC
CTTTAGGCTGGCAGGTGGAA

TTCCACCTGCCAGCCTAAAG
CTGTTTGACACGGGCAAAGG

GGCTTTCCTTCCGGTCCTAC
TTTAGGTTGACAGGTGGCCC

CGTGTGGCAACTACAGGAGT
CTCCTCTGAGCACAGCTGTC

TCACAATCAGAGTGTGGCGT
TGACCTTTGTAGCTGTCGGC

ATCAGAGTGTGGCGTTGACC
ACCCTCTTTGCGATCAGAGC

ACGAGACTGTAGCAATGGCC
CCTTGGTAAGGTTGGTCCCC

CAATGGCCAGTGTTGTCTGC
GCATTGTTGTAGGGTGCGTC

TCCACCTCCTGGAGATGTGT
CAGAGGCTTGCAAATGGCTG

TCCCCCTGGCGTTTCTACTA
ACCCTTAATTGGAGCGTCCG

15

Velikost amplikonu (bp)
164

95

135

119

140

115

132

123

121

166



4.8 KVANTITATIVNI REAL-TIME PCR

Reakéni smés pro qPCR byla tvotfena podle nasledujiciho schématu v tabulce (111.)

Tabulka III Reakcni smés pro 1 vzorek (10 ul):

FastStart Universal SYBR Green Master 5ul

Mix (Roche)

Voda 3,4 ul
Prokineticinové primery F+R (10 uM) 0,3+0,3 ul
5x fedéna cDNA I ul

Vzorky byly pipetovany v technickych triplikatech, tudiz vzniklo 63 vzorkt s CDNA
z dospélych samic a 36 vzorkt s CDNA z nymf. V obou piipadech byl vzdy k témto poétim
reakci zafazen jesté triplikat NTC (no template control), do které misto 1 ul cDNA bylo
ptidano stejné mnozstvi PCR vody.

Reak¢ni smési byly poté vliozeny do termocycleru Rotor-gene 6000 (Corbett research) kde
byly podrobeny nasledujicim podminkam. Poc¢ate¢ni denaturace probihala po dobu 10 minut
pii teploté 95 °C. Nasledné byl 45x opakovany cyklus, ktery se skladal z: denaturace pti teploté
95 °C po dobu 15 sekund, nasedani primert pti 60 °C po dobu 10 sekund, syntetizovani DNA
vlaken pii 72 °C po dobu 30 sekund. Analyza kifivky tani probihala pfti teploté 70-95 °C.

Data vzesla touto cestou byla analyzovana pomoci Livakovy metody 244, Jedna se o
porovnani hodnot relativni exprese poZadovaného genu (v tomto piipadé prokineticinové
geny) srelativni expresi genu referen¢niho (Livak & Schmittgen, 2001). Jako srovnavaci
referencni geny pro I. ricinus byly v tomto pfipadé vyuzity ef-1 neboli elongacni faktor 1o 0
délce amplikonu 105 bp (MN728895.1, forward primer 5'-CTGGGTGTGAAGCAGATGAT-
3" a reverse primer 5-GTAGGCAGACACTTCCTTCTG-3") a rps4 neboli ribosomalni
protein  S4 (MN728897.1, 5 -GGTGAAGAAGATTGTCAAGCAGAG-3* a 5'-
TGAAGCCAGCAGGGTAGTG-3") o délce amplikonu 80 bp.
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5 VYSLEDKY

5.1 PRIPRAVA KOMPLEMENTARNI DNA
Z dospélych samic a nymf Ixodes ricinus byla piipravena cDNA ve fazich sani DO-D8
(nulty — osmy den sani) u dospélych samic a DO-D3 u nymf. Kvalita této komplementéarni
DNA byla ovéfena stanovenim expresnich profilti referen¢nich gent ef-1 (Obr.3) a rps4
(Obr.4).

A 20 B 20—
194 19+
18 T 18-
17 174
5 16 "'3 164
15+ 154
14+ 14+
13- 13-.ﬁiﬁ-|l|l
12- T T I 12- T T T
DO D1 D2 D3 D4 D6 D8 DO D1 D2 D3 D4 D6 D8

20 20
194 19
18- 18
17 17 -
5 16- O 164
15 15
144 14
13 . 13
12- T T T 12- T T
DO D1 D2 D3 D4 D6 D8 DO D1 D2 D3

Obrazek 3: Amplifikace referencniho genu ef-1 pro ¢cDNA z nymf (D) a slinnych Zldz (A), vajecnikii (B) a stiev
(C) dospelych samic |. ricinus, které se saly po dobu 1 (D1), 2 (D2), 3(D3), 4 (D4), 6 (D6) a 8 (D8) dni, ¢i byly v nenasatém
stavu (DO0).

Exprese ef-1 ve slinnych zlazach (Obr. 3A) méla ke konci sani klesajici tendenci, zatimco
u stiev (Obr. 3C) a vaje¢niku (Obr. 3B) Ize na grafech pozorovat viceméné konstantni expresi.
Hodnoty pro ef-1 u nymf vykazuji postupné snizeni exprese v pribéhu sani s naslednym

zvySenim na jeho konci (Obr. 3D).
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31 31+
30 30
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27- 27+
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DO D1 D2 D3 D4 D6 D8 DO D1 D2 D3 D4 D6 D8
C 31+ D 31+
30 30 e
29- 29~
O 284 O 28+
27 27
26 26+
25- I T T 25- T T
DO D1 D2 D3 D4 D6 D8 DO D1 D2 D3

Obrazek 4. Amplifikace referencniho genu rps4 pro cDNA z nymf (D) a slinnych zliz (A), vajecnikii (B) a stiev
(C) dospéelych samic 1. ricinus, které se saly po dobu 1 (D1), 2 (D2), 3(D3), 4 (D4), 6 (D6) a 8 (D8) dni, ¢i byly v nenasatém
stavu (DO0).

Gen rps4 vykazoval ve slinnych zlazach a vaje¢nicich mensi variabilitu, rozdily v Ct
hodnotach se zde pohybuji okolo 1 cyklu. Ve slinnych zldzdch se do tfetiho dne mirné
zvysovala exprese rps4 a nasledné dochazelo zase K jejimu snizovani (Obr. 4A). Exprese rps4
ve vajecnicich byla témé&f konstantni po celou dobu sani (Obr. 4B). Hodnoty pro nymfy
ukazuji spiSe konstantni expresi s malym poklesem ve druhém dni sani (Obr. 4D). Tento

referencni gen byl nasledné vybran pro stanoveni exprese prokineticinovych geni.

5.2 UCINNOST PRIMERU
Pro urceni Gc¢innosti nami navrzenych prokineticinovych primerid byly sledovany Ct
hodnoty jednotlivych fedéni a kiivka tdni smésné cDNA (slinné Zlazy, sttevo a vajecniky)
z dospélych samic I. ricinus. Diiraz byl kladen na Ct hodnotu pro prvni fedéni vzorku. Na

zaklad¢ ziskanych hodnot byla vypoctena u€innost téchto primera viz tabulka (1V).
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Tabulka 1V Prehled ucinnosti primeri:

Nazev primeru PCR produkt = Ctv fedéni Komentaf Uginnost
10x

Irsgmg-152081_21 F Ano 21,8 dimery N/A

Irsgmg-152081_184 R

SigP-156612_165 F Ne N/A N/A

SigP-156612_259 R

SigP-154969 40 F Ano 30,47 Pozdni Ct: ndhodné N/A

SigP-154969 174 R jevy + dimery

SigP-156579 86 F Ne N/A N/A

SigP-156579_204 R

Ir2-11069_55 F Ano 39,14 Extrémné pozdni N/A

Ir2-11069_194 R Ct

Irmgsg-167388 60 F Ne N/A N/A

Irmgsg-167388_174 R

Irmgsg-165735_48 F Ne N/A N/A

Irmgsg-165735_179 R

Irmgsg-191510_72 F Ano 20,33 OK 100,6

Irmgsg-191510_194 R

Irsgmg-161935_72 F Ano 25,11 OK 101,3

Irsgmg-161935 192 R

Irsgmg-153552_48 F Ano 24,35 dimery N/A

Irsgmg-153552_213 R

U vétSiny primert se nepodafilo stanovit i¢innost zfejmé kvili malému mnozstvi templatu
v reakci. Nékteré primery téz vykazovaly tvorbu nespecifickych PCR produktt (dimerd).
Utinnost tedy byla stanovena pouze u primert pro geny irmgsg-191510 a irsgmg-161935.

Prabéh qPCR amplifikace za pouziti primera: Irsgmg-152081_21 F, Irsgmg-152081_184
R (Obr. 5a6) a Irsgmg-161935 72 F, Irsgmg-161935 192 R (Obr.7 a 8).

19



1 Threshold
10'“-?\

2N

25 Sy Y

Norm. Fluoro.
A
o

5 10 15

Cycle

Obrazek 5: Ct hodnoty pii PCR amplifikaci genu irsgmg-152081. Redeni vzorkii desitkovou fadm:t je zndzornéno
barevné: neredény vzorek (Cervena), 10x (zelend), 100x (modra), 1000x (oranzovd), 10000x (fialova). Sedou barvou je
reprezentovana NTC.

Podle ocekavani byla nejdiive zaznamenana hodnota Ct nefedéného vzorku (Cervena).
Dale byly zaznamenavany kiivky podle miry fedéni, av§ak pro 10000x fedény vzorek neni
zaznamenany odstup od oranzové kiivky, ktery by mél ¢init 3,3 cyklu. Produkt byl
zaznamenan i ve vzorku NTC (Seda), ktera naznacuje nespecifické produkty ¢i kontaminaci

(Obr. 5),

dF dT

Obrazek 6: Krivka tani PCR produktu irsgmg-152081.
Nejednota kiivky tani a pfitomnost vice vrcholi kiivky naznacuje tvorbu dimerd nebo

jinych nespecifickych produkti PCR reakce (Obr. 6).
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Obrazek 7: Ct hodnoty pii PCR amplifikaci genu irsgmg-161935. Redéni vzorkii desitkovou Fadou je zndzornéno
barevné: neredény vzorek (Cervend), 10x (zelend), 100x (modrd), 1000x (oranzova), 10000x (fialova). Sedou barvou je
reprezentovana NTC.

Prvni zaznamenana kiivka nalezela téz nefedénému vzorku s primérnou hodnotou Ct
21,40. DalSimi hodnotami byla fedéni 10x, 100x a 1000x. Ktivka pro fedéni 10000x nebyla
zaznamenana z divodu vysokého roziedéni, coz zpusobilo nedostatek templatu pro primer.
Diky neptitomnosti kiivky pro NTC lze téz potvrdit, Ze nedoslo ke kontaminaci a zaroven

predpokladat specifitu produktu PCR (Obr. 7).

dF dT

T T T

85 S0 95
°C

Obrazek 8: Krivka tani PCR produktu irsgmg-161935.
Kfivka tdni na obrdzku tvoii pouze jeden vrchol, diky tomu lze pfedpokladat pouze

specificky PCR produkt (Obr. 8).
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5.3 EXPRESNI PROFILY GENU IRMGSG-191510 A IRSGMG-161935
Vzhledem k vysledktim G¢innosti vétsiny primeru byly stanoveny expresni profily pouze
u dvou gentd irsgmg-161935 a irmgsg-191510 (Obr. 9 a 10). Pro analyzu byla vyuzZita jiz

ptipravena cDNA ze tii organt dospélych samic a komplementarni DNA ptvodem z nymf

l. ricinus.
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Obrazek 9: Expresni profil genu irsgmg-161935 ve slinnych zlazach (A), vajecnicich (B) a stievech (C) dospélych samic
anymf (D) 1. ricinus, které se saly po dobu 1 (D1), 2 (D2), 3(D3), 4 (D4), 6 (D6) a 8 (D8) dni, ¢i byly vV nenasatém stavu (D0).

Vysledky pro gen irsgmg-161935 ukazuji, ze vzhledem Kk absolutnim hodnotam priméru
pravdépodobné dochazi ke zvyseni exprese ve slinnych Zlazach (maximalni zvySeni exprese
osmy den sani (Obr. 9A)), a také ve stieve dospélet (Obr. 9C), ale ve vajecnicich je viditelné
spise utlumeni exprese po zahdjeni sani (Obr. 9B). U nymf z hodnot vyplyva postupny vzrist
exprese Vv prubéhu sani a pokles exprese po jeho dokonceni. Nejvétsi vrchol vykazuje zvyseni
az 24x (Obr. 9D). Nutno podotknout, ze kvuli pfitomnosti velkych odchylek v ramci
biologickych triplikati n€kterych vzorkt nelze pokladat vysledky za pfili§ relevantni.
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Obrazek 10: Expresni profil genu irsgmg-191510 ve slinnych zlazach (A), vajecnicich (B) a stievech (C) dospélych
samic a nymf (D) I. ricinus, které se saly po dobu 1 (D1), 2 (D2), 3(D3), 4 (D4), 6 (D6) a 8 (D8) dni, ¢i byly v nenasatém
stavu (DO0).

Hodnoty ziskané pro gen irmgsg-191510 vykazovaly ve slinnych Zlazach az 425x
zvysenou expresi genu tieti den po zahajeni sani a nasledné dochazelo k postupnému tatlumu
pfi plném dosati (Obr. 10A). Opét vsak s relativné velkou variabilitou v ramci jednoho
Casového intervalu. U zbylych orgénti neni patrna Zadna expresni kiivka, pouze v D1 dochazi
ke zvySeni exprese genu (Obr. 10B, C). Také nymfy vykazovaly cca 50x zvySenou expresi
irmgsg-191510 po prvnim dni sani (Obr. 10D). Taktéz jsou zde viditelné velké odchylky,
proto tyto expresni vysledky nelze povaZovat za smérodatné.

Bohuzel u vSech expresnich profili obou geni byly zaznamenany velké rozptyly
Vv biologickych triplikatech, které podminovaly tvorbu velkych odchylek. Diky tomuto faktu

nebylo mozné ucinit pesnéjsi analyzu, a tudiz je tfeba vysledné hodnoty brat s rezervou.
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6 DISKUZE

Prokineticiny maji vyznamnou roli v mnohych biologickych procesech, avsak tyto funkce
jsou spise znamé pro prokineticiny obratlovct. Piitomnost téchto proteinti bohatych na cystein
je vsak potvrzena i v dalSich organismech. Piikladem jsou klist'ata, ktera maji sekvence
prokineticinii velice podobné obratlovéim. Jedna z mala studii poukazuje na ptitomnost
prokineticini ve slinnych Zzlazach klistat spadajicich do rodiny ixodegrint, které jsou
inhibitory krevnich desticek. Na zdklad¢ tohoto zjisténi je mozné, Ze prokineticiny budou
vykazovat podobnou funkénost s ixodegriny (Trentelman et al., 2020). Nadale jsou vSak
prokineticiny u kli§tat neprozkoumanou skupinou proteinii s nejasnou funkci a expresi.

V néavaznosti na proniknuti do této problematiky prokineticini klist'at bylo jednim z cili
stanoveni jejich expresnich profild. Nejdiive tedy bylo nutné ziskat cDNA z Ixodes ricinus
a poté ovetit jeji kvalitu pomoci referencnich genti. Prvnim referen¢nim genem byl elongaéni
faktor la (ef-1), ktery byl v nasi laboratofi pouzivan jiz diive, napt. pfi stanoveni expresnich
profilt pro Irpin-8 (Kotal et al., 2021). Pro tento referen¢ni gen byla pozorovana vice méné
konstantni exprese Ve stfevech a vajecnicich, ov§em u slinnych 714z, ziskanych z dospé€lych
samic I. ricinus, byl zaznamenan pokles exprese pti konci sani. Exprese ef-1 v cDNA z nymf
vykazovala vyrazné snizeni druhy den sani. Ribosomalni protein S4 (rps4) byl diky vysledkim
studie RNDr. Véchtové a kolektivu vybran jako druhy referencéni gen, jelikoz se mezi
testovanymi referen¢nimi geny pohyboval na pfednich mistech (Vechtova et al., 2020). Jeho
exprese byla celkové vice konstantni u vétSiny tkani, 1 kdyZ ve slinnych Zlazach byl pozorovan
vzrist okolo trettho dne sani. Diky jiZ zminéné mensSi variabilité¢ byl rps4 vybran pro
normalizaci expresnich profild prokineticini.

Pro zji$téni G€innosti primert byly nejdiive podrobeny PCR amplifikaci jednotlivé geny
odpovidajici témto primerim. PCR produkt nebyl pfitomen u ¢tyt genli a amplifikacni kiivky
ziskané pomoci dalSich dvou part primerti zaznamenavaly pfili§ vysoké hodnoty Ct. Obecné
extrakci a nasledné inhibuji amplifikaci PCR produktu. Dale se mtze jednat 0 nizkou kvalitu
cDNA, avsak referencni geny na tento problém nepoukazovaly. Dle mého nazoru je vSak
divodem téchto vysledkd malé mnozstvi templatu pro dané geny ve vzorcich, ¢i Spatna funkce
primerd. U nekterych amplikoni se téz objevila vice-vrcholova kiivka tani. Vznik tohoto jevu
by mohl mit vice vysvétleni. Pfikladem by mohla byt kontaminace vzorkti DNA, ktera je podle
mého ndzoru nepravdépodobnd, 1 kdyz NTC vysla pozitivni. Dal§i moznosti by mohla byt
ptitomnost subdomén bohatych na AT, které by mohly zptisobovat nerovnomérnou denaturaci
PCR produktu, a tudiz vice vrcholll na ktivce tani (Espy et al., 2006) (Vulchi et al., 2021).

AvSak domnivam se, ze se vtomto piipadé spiSe jednd o tvorbu primerovych dimera.
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Tuto moznost podporuje i1 pozitivni NTC, kdy bez piitomnosti cDNA byla zaznamenana
tvorba dvouvlaknové DNA. Interkala¢ni barviva, v tomto piipadé SYBR Green, se totiz vazi
na jakoukoliv dvouvldknovou DNA. Domnivam se tedy, Zze doSlo k zaznamenani tvorby
dimernich struktur primert, které byly oznaceny navdzanym barvivem, coz vedlo k pozitivni
NTC (Joseph, 2010). Z celkového poctu deseti pari primert byla ur¢ena Gcinnost pouze
U dvou part primert. Velky pocet nepriikaznych vysledkii poukazuje na Spatnou funkci
primert, proto by mély byt navrzeny nové sekvence.

Vyzkum exprese neprozkoumanych prokineticind klistat v riznych fazich sani dospélct
i nymf byl z divodu ptedchozich vysledki proveden pouze u dvou prokineticinovych gent.
Ziskané expresni profily genu irsgmg-161935 vykazovaly i pies vysoké odchylky zvysenou
expresi tohoto genu ve slinnych zlazach dospélych samic od tfetiho dne sani, az k jeho konci.
Zvyseni exprese tohoto genu bylo zaznamendno i vV druhém dni sani ve stfevech, zatimco
u vaje¢nika byla utlumena. Komplementarni DNA z nymf téz vykazovala postupné rostouci
expresi v prib&hu sani. Je znamo, ze poté co klistéci chelicery s hypostomem proniknou
do hostitele, dojde k hostitelem vyvolané zanétlivé reakci spjaté s neutrofily (Brossard &
Wikel, 2004). Zanétlivé stavy jsou i Gizce spjaty S prokineticiny, které maji své receptory prave
na neutrofilech a makrofazich, proto se predpoklada jejich autokrinni regulace zanétlivych
a imunitnich reakci (Catalano et al., 2010). Tyto jevy byly sice prokazané u savcich
prokineticind, ale podle mého nazoru mohou mit klistéci homology podobné funkce. Nutnost
obrany kliStéte proti hostitelské imunité totiz mimo jiné zahrnuje potiebu potykat se se
zanétem. Kvuli tomu klistéci sliny obsahuji mnohé proteiny, které pisobi na modulaci zanétu
tak, aby klist¢ mohlo dokoncit sani (Aounallah et al., 2020). Jelikoz zvySena exprese
prokineticinu irsgmg-161935 byla zaznamenana pravé ve slinnych zlazach, domnivam se,
ze by tento prokineticin mohl mit vliv na regulaci zanétu podobné jako u savéich prokineticinti
a téz jiné imunoregulacni funkce. Podobnost prokineticinii S astakinem, ktery ma
u bezobratlych vliv na krvetvorbu, nahravd moznosti podobnych funkci. Absence AVIT
domény je vSak jistou bariérou pro vazbu téchto prokineticinli na sav¢i prokineticinové
receptory. Studie zabyvajici se astakinem vSak poukazuji na funkci B podjednotky ATP
syntazy jakozto receptoru prave pro tento prokineticinovy homolog. Vysledky studie pracujici
stouto problematikou u ustfice velké (Crassostrea gigas) vykazuji vyssi expresi
B podjednotky CgATP syntdzy u hemocyti, které hraji roli v imunitni reakci a téZ krvetvorbg,
kdy astakin ptasobi pro hemocyty jako rtstovy faktor. Jelikoz klistata jakozto bezobratli
zivoCichové také postradaji onu AVIT prokineticinovou doménu, mohly by vykazovat
podobné vlastnosti jako bylo popsano pro astakin ustfice. Pii riznych imunitnich dé&jich
Vv prub¢hu sani klistéte, mize byt produkce hemocyti ovlivnéna prokineticiny jejich nedilnou
soucasti (Yang et al., 2022).
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Pro gen irmgsg-191510 se mi nepodatilo ziskat vérohodny profil. Exprimovany je hlavné
ve slinnych zlazach dospé€lych samic, kde vykazuje pozvolny rust do téetiho dne sani. Ostatni
organy stejné tak jako vysledky ziskané z nymf poté ukazuji na urcitou expresi tohoto genu
béhem prvniho dne sani. A¢ se zde vyskytuji vysoké odchylky a vysledky Ize povazovat za
nepritkazné, myslim si, ze jelikoz bylo takového vysledku dosazeno u zbylych dvou organt
dospélych samic a nezavisle na tom u vzorkii z nymf, nebylo by spravné tyto vysledky zcela
ignorovat. Vse naznacuje, ze ma tento prokineticin n¢jaky vliv na zac¢atku sani klistéte. Mohlo
by se jednat napiiklad o jiz zminénou inhibici krevnich desti¢ek diky podobnosti s ixodegriny
(Trentelman et al., 2020). V neposledni fadé by bylo mozné uvazovat o vlivu prokineticinu
na vazodilatac¢ni a vazokonstrik¢ni funkce v odkazu na prvni zdznam vlivu prokineticinti na
stahy hladké svaloviny v ileu morcete (Schweitz et al., 1999). Klisté by tak naptiklad mohlo
regulovat tok krve pfi sani, ¢i ovliviiovat dalsi procesy v souvislosti s hladkou svalovinou
napfi¢ organy.

Celkoveé byly pozorovany u expresnich profilli obou prokineticinovych gent velké rozdily
v biologickych triplikatech. Nékdy se proto zdélo, Ze 1 tyto primery, které prosly testem na
ucinnost, nasedaly z neznamého diivodu nespolehlivé. Na zaklad¢ vysledkt, které vykazuji
exprese genu irsgmg-161935 a irmgsg-191510 a vysledkd, které byly ziskany pii kroku
zjiStovani ucinnosti primeril, Se tyto qPCR primery zdaji byt v nedostatecné kvalité. Pro
ziskani presngjSich vysledkd expresnich profild prokineticini by mély byt v budoucnu
navrzeny lepsi sekvence qPCR primert, které by 1épe sedély odpovidajicim gentim.

Jelikoz maji prokineticiny zvysenou expresi v riznych dobach sani a nevi se ve které fazi
je ktery znich exprimovan, bylo by vhodné pokusit se navrhnout primery, které by
zachycovaly celé skupiny téchto proteint. Pro tento cil by se mohly v budoucnu navrhnout
degenerované primery, které by zachytily vétSinu variant pozadované prokineticinové
skupiny. Nasledné by tyto primery byly podrobeny PCR reakci a pozitivni PCR produkty by
byly vlozeny do klonovaciho vektoru (plazmidu) a ten poté transformovan do bakterii. Dale
by byla provedena amplifikace genti z narostlych bakterialnich kolonii pomoci PCR. Vybrané
sekvence ziskané diky bakterialnim koloniim by poté byly osekvenovany, diky ¢emuz by bylo
zjisténo, jaké prokineticinové geny se v piivodnich vzorcich vyskytovaly. Poté by bylo mozné

navrhnout pfesnéjsi prokineticinové primery.
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7 SHRNUTI

Tato prace obsahuje shrnuti soucasnych poznatku, které pojednavaji o problematice
proteint zvanych prokineticiny. Dale byla ptipravena cDNA z nymf Ixodes ricinus. Jednalo
se 0 nenasaté, casteCn¢ nasaté a pln¢ nasaté nymfy, které saly po dobu 0—3 dnil na inbrednich
SPF mysich kmene C3H/He. Také byla pifipravena cDNA ze slinnych zlaz, stfev a vaje¢nikti
dospélych samic I. ricinus, které zahrnovaly nenasaté jedince i klistata sajici 1-8 dni na
morceti.

Stanoveni expresnich profild pomoci real-time PCR bylo provedeno pouze u dvou
prokineticinovych geni. Jednalo se o geny irsgmg-161935 a irmgsg-191510, které byly
podrobeny zkoumani a byla popsana jejich exprese v prib&hu sani riznych stadii I. ricinus.
Z divodu velkych odchylek vSak nelze stanovit jejich piesnou expresi a pro dalsi kroky je

nutné, aby byly navrzeny lepsi sekvence qPCR primert.
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8 SEZNAM ZKRATEK

AVCR = Akademie véd Ceské republiky

AVIT = doména obsahujici alanin, valin, isoleucin a threonin
ATP = adenosintrifosfat

Bv8 = protein izolovany z Bombina variegata

cDNA = komplementarni DNA

Ct = cycle of treshold/ prahova hodnota cyklu

DO = nenasata klistata

D1, D2, D3, D4, D6, D8 = Kklistata sajici 1-8 dni

DEPC = diethyl pyrokarbonat

DNA = deoxyribonukleova kyselina

ef-1 = elongacni faktor la

EG-VEGF = endokrinni zlazovy vaskularni endotelialni faktor
IVC=individually ventilated cages / odd¢lené klecové systémy
mBv8 = mysi Bv8

MIT-1 = mamba intestina toxin-1

mRNA = mediatorova RNA

NK buriky = natural killer cells

NPY = neuropeptidu Y

NTC = no template control

PBS = phosphate-buffered saline

PCR = polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
PK 1/2 = prokineticin 1/2

PKR 1/2 = prokineticinovy receptor

gPCR = quantitative polymerase chain reaction/ kvantitativni real-time PCR
RNA = ribonukleova kyselina

rps4 = ribosomalni protein S4

RT = pokojova teplota

SPF = specified pathogen free (prosté specifickych patogent)
TH1 lymfocyty = ,,zanétové* TH buniky, schopné i ptimé aktivity

TRPV1 = kationtovy kandl s pfechodnym receptorovym potencidlem, ¢len podrodiny V1
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