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1 Uvod a literarni pi‘ehled

1.1 Klist’ata

Klistata jsou krev sajici ektoparazité taxonomicky patfici do kmene Arthropoda,
tiidy Arachnida, podtfidy Acari, fadu Parasitiformes a podiadu Ixodida. Daéle se
klistata rozdéluji do dvou vyznamnych skupin: Argasidae — mekka kliStata neboli
klistaci — a Ixodidae — tvrda klistata (Sonenshine, 1991). Tyto dvé skupiny se lisi
mimo jiné pfedevs§im rozdilem v morfologii, kdy tvrda klistata (Ixodidae), maji
vyvinuté tzv. scutum — tvrdy sklerotizovany hibetni Stitek na dorzalni strané
popsan pouze jeden druh klistéte N. namaqua (Sonenshine, 1991).

Klistata figuruji jako vyznamni pfenaseci ptivodcti mnohych nemoci, mezi néz
patfi napiiklad klistovd encefalitida, lymskd borelibza nebo babezidza

(de la Fuente et al., 2008).

1.1.1 Argasidae

Me¢kka klistata se od tvrdych klistat odliSuji n¢kolika morfologickymi znaky.
Jak jiz bylo zminéno, jednim z nich je absence skuta (namisto tvrdého ochranného
platu disponuji flexibilni koZovitou kutikulou) a dale minimalni odli§nost mezi
pohlavimi (krom pohlavnich organil) (Sonenshine, 1991). Klist'aci neboli mekka
klistata se od skupiny Ixodidae li§i také svym typickym Zivotnim cyklem a
zptisobem krmeni. Na rozdil od tvrdych klistat, pro které je typicky tfihostitelsky
cyklus, parazituji Argasidae na vice hostitelich. Nymfy mekkych klistat prochazi
nékolika vyvojovymi stadii a v kazdém saji krev hostitele. Déle také dospélé samice
saji krev opakované. Oplodnénd samice opakované saje malé mnozstvi krve, aby
podpoiila nékolikandsobnou produkci malych sntsek vajicek
(Jongejan and Uilenberg, 1994).

Klistata skupiny Argasidae jsou téz vektory nékterych onemocnéni, predevsim
se jedna o rody Ornithodoros, Otobius a Argas. Naptiklad mékka klist'ata rodu Argas
parazituji na dribezi, ¢imz ptendSeji bakterii Borrelia anserina, kterd zplsobuje
onemocnéni spirochetosis u dribeze. Tyto skupiny klistat se vyskytuji v oblastech

tropt a subtropii (Jongejan and Uilenberg, 1994).
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1.1.2 Ixodidae

Tvrdd kliStata se vyznacuji jiz vySe zminovanym sklerotizovanym
platem —scutum. U obou pohlavi je také zaznamenan vyrazny pohlavni
dimorfismus, napiiklad samice je vyrazné vétsi nez samec, €i rozdilnd velikost
scutum (Sonenshine, 1991).

Pro vétSinu tvrdych klist’at je typicky jejich tiihostitelsky cyklus (ackoliv nékteré
druhy podstupuji pouze dvouhostitelsky anebo jednohostitelsky cyklus)
(Sonenshine, 1991). V kazdé aktivni fazi vyvoje (jedna se o larvu, nymfu a dospélou
samici) saji klistata skupiny Ixodidae krev hostitele pouze jednou, na rozdil od
mékkych klistat, kde dospéld samice saje krev typicky opakované. PIn¢ nasata
oplozené samice se odpoji od hostitele a uchyli se na bezpe¢né misto, kde klade tisice
vaji¢ek a poté umird. Samec naopak zlstava na hostiteli mnohem déle, jelikoz se
mize parit opakované (Estrada-Pefa, 2015).

Ixodidae tvofti ptiblizné 80 % druhti klist'at a zahrnuji mimo jiné také druhy, které
jsou signifikantni pfenaSec¢i onemocnéni jako je kliStova encefalitida ¢i lymska

borelidza (Jongejan and Uilenberg, 2004).

1.2 KIisté obecné (Ixodes ricinus)

Klisté obecné je jednim z nejrozsifendjsich klistat v Ceské republice. Patii do
skupiny tvrdych klistat (Ixodidae). Zivi se sanim krve na plazich, ptacich a savcich,

pfi¢emz v kazdé¢ fazi cyklu se mtze stat hostitelem i ¢lov€k (Sonenshine, 1991).

1.2.1 Morfologie

T¢lo klistéte obecného se sklad4d z hlavové ¢asti (gnathosoma) a télové cCasti
(idiosoma). Hlavova cast je slozena pfedevSim z hypostomu, chelicer a makadel.
Hypostom neboli chobiitek je utvar pokryty etnymi zpétnymi hacky, které slouzi
k pruniku ktizi hostitele a nasledné fixaci (Volf, Horak a kol., 2007). V télové ¢asti
se nachazi Ctyfi pary koncetin (u larev pouze tfi pary), pficemz na prvnim paru
koncetin je ulozen Helleriiv organ pro detekci CO,. Tento organ slouzi k nalezeni
hostitele (Volf, Hordk et al., 2007). Dale je na dorsalni strang klistéte pfitomno jiz
vySe zminované scutum. Samec klistéte . ricinus je timto Stitkem pokryty cely,

samice je kryta pouze z jedné tfetiny. Nekrytou ¢ast tvoii alloscutulum — kozovita,
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varhankovité slozena struktura, diky niz je samice schopna po plném nasati krve

zvEtsit svlj objem az 300x (Sonenshine, 1991).

1.2.2  Zivotni cyklus

Zivotni cyklus kli§téte I. ricinus je charakterizovan typickym tfihostitelskym
cyklem dle schématu larva — nymfa — dospélec (Obr. 1). V kazdé vyvojové fazi
(s vyjimkou vajicek a dosp€lého samce) je pro klistata nezbytné nutné konzumovat
krev hostitele proto, aby se mohla vyvinout do dalsiho vyvojového stadia (to plati
pro larvu a nymfu), anebo klast vaji¢ka a zajistit reprodukci (to plati pro dospélou
samici) (Jongejan and Uilenberg, 1994).

Pateni je pro kliStata nezbytnym krokem pro zajisténi reprodukce. Nejcastéji
dochazi k oplozeni samice pfimo na hostiteli, a to z praktického hlediska, jelikoz
pravé na hostiteli se samec se samici setkaji s nejvetsi pravdépodobnosti. Zaroveil
vSak neni vylouceno pareni klistat mimo hostitele. Samice je nejcastéji oplozena
pfimo pfi sani (dospély samec krev nesaje) a samec ji zaroven se spermatoforem
predava i faktory, které spousti produkci vaji¢ek a jsou esencialni pro stimulaci faze
tzv. rychlého sani samice. Po oplozeni nastava faze rychlého sani, kdy samice
doséhne plného nasati a nasledné opousti hostitele (Sonenshine, 1991). Kompletni

zivotni cyklus kliStéte trva zpravidla 1-3 roky (Volf, Horak et al., 2007).
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Obrazek 1: Ttihostitelsky cyklus tvrdych kliSt’at (Pfevzato ze Sonenshine, 1991).

Z oplozeného vajicka se lihne larva, ktera saje na malych obratlovcich. Z larvy se vyviji nymfa, ktera
op¢t saje krev na malych ¢i vétsich obratlovcich. Nasata nymfa metamorfuje v dospélého samce nebo
v dospélou samici, ktera jako hostitele voli velké obratlovce. PIn€ nasata samice odpada z hostitele a
klade vajicka.

1.2.3 Faze sani dospélé samice

Jak jiz bylo vySe zminéno, dospéld samice prochdzi uréitymi fazemi sani
(Balashov, 1972). Tyto faze jsou celkem tii a ptichdzeji nasledovné: 1. je pFipravna
faze, kdy samice ustanovuje své misto na hostiteli, odkud nasledné saje. Tato faze
trva asi 1 den. 2. nasleduje faze pomalého sani, kdy samice 6-9 dni saje krev a
zvySuje svou vahu az 10x oproti nenasatému stavu. 3. probiha faze rychlého sani,
trvajici opét asi 1 den (pfiblizné¢ 12-24 hodin). V této fazi samice zvySuje svou vahu
sanim krve opét 10x oproti stavu na konci pomalé faze. Tim dosdhne az
stonasobného zvétSeni oproti pitvodni hmotnosti (Horn et al., 2009). Diky tomuto
stavu dojde samice do kritického bodu pro zapoceti vitellogeneze a produkei zralych
vaji¢ek. V tomto momenté¢ odpada samice z hostitele (tim se vySe zminéné procesy
spusti), klade tisice vajiceck a nasledné béhem nékolika dni umird

(Sonenshine, 1991).



1.3 Iontové kanaly

Iontové kanaly jsou membranové proteiny zasazené v cytoplazmatické
membrané ¢i jinych membrdnach nékterych organel bun¢k. Umoziuji pasivni
prachod anorganickych ionti skrz membranu (Cooper and Hausman, 2006). Jedna
se o proteinové hetero- ¢i homo-tetramery, pentamery nebo hexamery, kdy kazda
jednotka  kandlu obsahuje dva az Sest transmembranovych helixt
(Koolman and R6hm, 2012).

Ionty difunduji kanalem pasivné pomoci koncentracniho spadu iontu a
elektrickym nabojem membrany. Rovnovéha elektrickych gradientl vné a uvnitf
buiiky urcuje rychlost a smér toku iontli (Koolman and R6hm, 2012).

Otevirani a zavirdni kanalu (neboli zména konformace proteinti, kterd umozni ¢i
znemozni pruchod iontl) je fizeno nékolika faktory. Dle téchto faktorti 1ze iontové
kanaly rozdélit do nékolika skupin:
1. Iontové kanaly stile oteviené — jelikoz proteiny téchto kanald maji nestalou
konformaci, neustale tak méni svij tvar a kmitaji tak mezi otevienym a zavienym
stavem.
2. Iontové kanaly Fizené napétim — zména napécti vné €i uvnitt buiiky reguluje
otevirani kanalu.
3. Iontové kanaly Fizené mechanicky — zde je inicidtorem zmény konformace
proteinu cytoskelet.
4. Iontové kanaly fizené teplem — tyto kandly se oteviraji na zakladé podnétu
zmeény teploty.
5. Iontové kanaly Fizené svétlem — tyto kandly reaguji na proud fotonu, kdy se po
expozici oteviraji. Tento typ byl identifikovan pouze u bakterii.
6. Iontové kanaly senzitivni ke Kkyselosti — inicidtorem otevieni kandlu je zde
zména pH.
7. lontové kanaly Fizené chemicky — tyto kanaly reaguji na chemicky podnét
(Myslivecek et al., 2022).

Pro ucely této bakalarské prace jsou stéZejni pravé chemicky fizené iontové

kanaly, které jsou podrobnéji popsany nize.



1.3.1 Chemicky Fizené iontové kanaly

Tyto iontové kandly jsou v drtivé vétSin€ ptipadii proteinové pentamery. Existuje
vice chemickych podnéti, na které kanaly reaguji, naptiklad pfimym ¢i nepfimym
plsobeni G proteinu (Cooper, 2000). Pro tuto bakalaiskou praci jsou vyznamné
iontové kandly fizené ligandem.

Ligand, nej¢astéji neurotransmiter, je soucasti iontového kanalu. Ligandem muze
byt naptiklad glycinovy receptor, nikotinovy acetylcholinovy receptor, GABAa
receptor a glutamatovy receptor (Myslivecek et al., 2022).

Glutamat je vyznamny neurotransmiter v savci, a tedy i lidské nervové soustavé.
Viaze se jako ligand na ionotropni glutamatové receptory, jiz vySe zmifované iontové
kanaly. Spole¢né jsou zodpovédni za synaptickou neurotransmisi a zasahuji do
procesit jako je ueni a vznik paméti (Watkins and Jane, 2006). Glutamatové
receptory propousti Na“ a nékdy i Ca’ ionty a existuji ve vice podtypech jako
napiiklad NMDA typ, kainatovy typ ¢t AMPA typ (Traynelis et al., 2010).

Glutamat-tizené iontové kanaly jsou tedy velmi dilezitou slozkou v komunikaci
nervoveé soustavy, a to jak v sav€ich soustavach, tak u bezobratlych. Na rozdil od
savci, u bezobratlych organismi propousti glutamat-izené iontové kanaly CI ionty,
nazyvaji se proto glutamat-fizené chloridové kanaly. DalSim rozdilem je také odlisna
skladba aminokyselin v transmembranovych helixech (Wolstenholme, 2012).

Spole¢nym znakem vSak zGstava dalezitost v nervové soustaveé organismul.

1.3.2 Glutamat-rizené chloridové kanaly (GluCl)

Glutamat-tizené chloridové kanaly jsou proteinové homopentamery zasazené ve
fosfolipidové membrané bun&k. Jako medidtory transportu Cl iontli byly
zaznamenany pouze u bezobratlych Zivocichli jako napiiklad ¢erv z kmene hlistic
Caenorhabditis elegans, klisté obecné I. ricinus a dalsi zastupci z fiSe bezobratlych
(Wolstenholme, 2012). Vyskytuji se v bunikdch nervového systému, které kontroluji
pfijem potravy, senzorické funkce, rozmnozovani a pohyb. Pravé proto slouzi tyto
kanaly jako mediatory pfenosu rychlé chemické reakce, ktera diky neurotransmiteru
umoziuje komunikaci mezi bunikami. V tomto ptipad¢ se jednd o neurotransmiter
glutamat, ktery tidi otevirani a zavirani kanalu dle potfeby. Pokud je kanal otevieny,

proudi skrze n¢j chloridové anionty, které zasobuji nervovy systém bezobratlych
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(Jests-Pérez et al., 2016).  Jelikoz  chloridové  anionty proudi kandlem
z extracelularniho prostoru skrz fosfolipidovou membranu do intracelularniho
prostoru, dochazi tak k hyperpolarizaci elektrického potencialu pfes membranu, a
tim  se snizuje  elektricky  potencidl v intracelularnim  prostoru

(Lynch and Barry, 2007).

1.3.2.1 Molekularni struktura glutamat-fizenych chloridovych kanali

Glutamat-tizeny chloridovy kanal (Obr. 2) patii do rodiny Cys-loop ligand-gated
ion channels (CysLGCs), kam lze zatadit kandly fizené napiiklad histaminem,
dopaminem a dal§imi strukturami (Wolstenholme, 2012). Jak jiz bylo zminéno,
sklada se z péti stejnych proteinovych podjednotek. Kazdd podjednotka je dale
sloZena z extracelularni a intraceluldrni ¢asti, jelikoz je cela struktura zasazena ve
fosfolipidové membrané. V extracelularni ¢asti kandlu se nachézi cys-loop struktura
(klicka), typickd spojenim skrz disulfidicky mustek. Pravé tato cys-klicka je
spoleénym jmenovatelem celé rodiny téchto kanalti (Wolstenholme, 2012).

V intracelularni ¢asti podjednotky se nachdzi intracelularni klicka (nebo také
M3-M4 loop), ktera ve spojeni s ostatnimi podjednotkami vytvaii zachytny kos pro
prochdzejici ionty. lonty tak zistavaji v intracelularni ¢asti v blizkosti fosfolipidové
membrany a jejich zédporny naboj umozni snizit efektivné elektricky potencial
intracelularni domény. Déle se v podjednotce vyskytuji Ctyfi alfa helixy, které
zasahuji pifimo do fosfolipidové membrany — pojmenované M1, M2, M3 a M4
(Obr. 3). Alfa helix M2 je usazen nejblize ke stfedu homopentamery a za nim
smérem od stfedu jsou usazené alfa helixy M1 a M3, pficemz M1 je spojen s M2
v intracelularni ¢asti, zatimco M2 s M3 jsou propojeny v extracelularni ¢asti buiiky.
Jako posledni je ptipojen alfa helix M4 nejdale od stfedu homopentamery a s alfa
helixem M3 je spojen jiz zmifiovanou intracelularni klickou. Z alfa helixu M4 poté
vychdzi zakonCeni proteinu COOH skupinou v extracelularni casti buiky
(Keramidas et al., 2004; Lynch, 2004).

Alfa helixy M2 spole¢né v celé struktufe kandlu naruSuji fosfolipidovou
membranu a formuji por ve stfedu kandlu, kterym prochazi chloridové anionty.
Kazdy alfa helix M2 je polypeptid o 7 otackach, pficemz na vnitini strané smérem

do péru na pozici 9° je aminokyselina Leucin (L254), na pozici 2° je uloZena



aminokyselina Threonin (T247) a na pozici -2° je aminokyselina Prolin (P243). Tyto
aminokyseliny se vyznaCuji svymi hydrofobnimi vlastnostmi. Diky témto
aminokyselindim se v celé homopentamerni struktuie vytvari hydrofobni brany
smérem do podru, které nepropousti vodu a ionty (Nemecz etal., 2016;

Cully et al., 1996).

Obrazek 2: Glutamat-fizeny chloridovy kanal (Pfevzato z https://pdb101.rcsb.org/motm/191).
1. Glutamat — ligand vazajici se do extracelularni casti kanalu. 2. Iontovy kanal. 3. Ivermectin —
antiparazitikum vazajici se do transmembranového prostoru kandlu. 4. Membrana, ve které je kanal
zasazen.
1.3.2.2 Schéma funkce glutamat-fizenych chloridovych kanali

Glutamat je ligand, vazajici se na extraceluldrni ¢ast kanalu vzdy mezi dvé
podjednotky v misté¢ mezi dvéma alfa helixy M2 (Obr. 3) (Keramidas et al., 2004).
Pokud ligand neni navdzan, brany tvofené aminokyselinami Leucin, Threonin a

Prolin jsou uzaviené a ionty neproudi kanalem. Pokud se glutamat navaze, zptisobi

otoceni alfa helixi M2, tim vychyli zminované aminokyseliny a znemozni jim tak



tvotit zatku pro prichod iontl. To znamend, Ze pér je volné prichozi (otevieny) a
ionty proudi do intraceluldrni casti. Pokud nastane situace, kdy je v organismu
konstantni pfisun glutamatu a je tedy vzdy navazan na kanalu, ptizptsobi se kanal
zavienym tzv. closed/desensitized stavem a je schopen stiidavé meénit otevieny a
closed/desensitized stav i pies stalou pritomnost glutamatu dle aktualni potteby
chloridovych aniontii. Pokud se glutamat vyvaze, kandl se uzavie nevratné az do
chvile, nez se opét  glutamat navaze  zpét  (Madden, 2002;

Connolly and Wafford, 2004).

Obrazek 3: Schéma transmembranovych proteini viontovém Kkanalu (Pfevzato
z Keramidas et al., 2004).

Pohled shora — jednotlivé proteinové helixy (M1-M4) a jejich usporadani kolem poéru (bily kruh),
kterym prochazi ionty.

1.4 Ivermektin

Ivermektin je Sirokospektré antiparazitikum ze skupiny akaricidd, které je Siroce
vyuzivané pro boj s parazity. Patii do skupiny makrocyklickych laktont, stejné jako
doramectin ¢i abamectin (Martin et al., 2021). Ivermektin cili na specificka mista na
glutamat-tizenych chloridovych kanalech a zptsobuje tak zmény v jejich struktute a
tim 1 jejich funkci. Navaze se mezi dvé podjednotky kanalu v misté prichodu kanalu
fosfolipidovou membranou (Obr. 2) a zplisobi trvalé pootoceni alfa helixiit M2, které
diky hydrofobnim aminokyselinam mifenym do péru kanélu tvoii zatku pro prichod
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chloridovych aniontti. Jelikoz je tato zatka trvale odstranéna, proudi z extracelularni
domény do intracelularni ¢asti neregulované mnozstvi chloridovych aniont. To
vede k hyperpolarizaci neuroni a jejich nésledné overinhibici. Timto dojde
k dysfunkci nervového systému, cozZ mé za nasledek poruchu svalového systému
a senzorickych schopnosti. To v§e vede ke smrti parazita (Lynagh and Lynch, 2012;
Chen and Kubo, 2018). Diky témto vlastnostem je ivermektin povaZzovan za velmi
ucinné antiparazitikum a je hojné€ vyuzivan v boji proti citlivym parazitim jako jsou
rizné druhy hlistic, roztoct, klist’at ¢i v§i, zpiisobujici riznd onemocnéni jak u zvitat,

tak u ¢loveka (Ashour, 2019).

1.5 GluCl u bezobratlych

Aktudlné vyuzivané chemické pesticidy, jako je napiiklad skupina
makrocyklickych laktonil, kam spadé antiparazitikum ivermektin, jsou velice G¢inné
v boji s parazity (Wolstenholme and Rogers, 2005). Aby byl Gi¢inek antiparazitik co
nejvetsi, vyuziva se Sirokospektrych insekticidll, coz vedlo k rozvinuti resistence
u paraziti (Wolstenholme and Kaplan, 2012). Proto byly provedeny experimenty
k nalezeni alternativ likvidovani parazitl jinak nez chemickymi pesticidy, které
mimo jiné nejsou piili§ ekologické. Mezi takové patii experiment
(Meyers et al., 2015), ktery popisuje efekt imunoglobulinu G (IgG) cilici na
extracelularni doménu glutamat-fizenych chloridovych kanalt z komara Anopheles
gambiae (AgGluCl). Studie sleduje miru preziti tii dilezitych komart (4. gambiae,
Aedes aegypti, Culex tarsalis), kteti ptenaseji ptivodce zdvaznych onemocnéni.

V tomto experimentu (Meyers et al., 2015) byly vytvofeny polyklonalni anti-
AgGluCl IgG protilatky v kralicich z extracelularni domény AgGluCl. Déle byli
komati rodu A. gambiae krmeni krvi obsahujici AgGluCl IgG protilatky a jako
kontrola byly pouzity nespecifické polyklonalni kralici protilatky. Pokus ukazal, ze
v zavislosti na velikosti davky anti-AgGluCl IgG protilatky je ovlivnéna iimrtnost
komart, naopak kontrolni davka neprokazala vyssi mortalitu komara.

Dale byly ty samé protilatky injikovany pfimo do hemocoelu komart. To bylo
provedeno pro ovéteni hypotézy, Zze anti-AgGluCl IgG protilatky jsou po poziti
v krvi translokovany pies stfeva komara do hemocoelu, kde cili na glutamat-fizené

chloridové kanaly. Opét bylo potvrzeno, ze po vpraveni davky anti-AgGluCl IgG
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protilatek se vyrazn¢ zvysi mortalita komart oproti kontrolni davce. Jelikoz bylo
prokédzano, ze tyto protilatky maji vysoky potencial, byl ten samy experiment
proveden i pro jiné rody koméart (4. aegypti a C. tarsalis). Zde bylo prokazano, ze
anti-AgGluCl IgG protilatky zabiji komary, pokud jsou podany pifimo do hemocoelu

pomoci intrathorakalni injekce, ne vSak skrz krmeni na krvi (Meyers et al., 2015).

1.6 GIluCl u klistéte obecného 1. ricinus

Relativné nedavno byl rozklicovan a popsan cely genom klistéte 1. ricinus, coz
pfineslo veliky posun v porozuméni evoluci klistat
(Cerqueira de Araujo et al., 2024).

Studie (Cerqueira de Araujo et al., 2024) provedend v oblasti genomiky klistéte
L. ricinus odhalila pfitomnost gent kodujicich glutamat-fizené chloridové kanaly.
Dle ¢lanku byl vibec poprvé analyzovan kompletni genom kliStéte 1. ricinus a
dalsich klistat (I. pacificus, I. persulcatus, I. hexagonus) a byly mimo jiné
identifikovany sekvence gent kodujici glutamat-tizené chloridové kanaly.

Jiz diive byly popsany sekvence genll pro glutamat-fizené chloridové kanaly
v jinych bezobratlych zivocisich, naptiklad v hlistici C. elegans (O’Halloran, 2022)
¢i v moucném Cervu Tribolium castaneum (Qian et al., 2023). Nikdy pfedtim vSak
nebyly odhaleny v genomu klistéte 1. ricinus. Tato studie tak piinaSi dulezité
poznatky o genomu klistéte /. ricinus a umoznuje dalsi a podrobné;jsi studium téchto

paraziti.

V transkriptomu synganglionu (nervovd masa formujici centrdlni nervovy
systém klist’at, zajist'ujici mnohé zivotné diilezité pochody) (Roma et al, 2012) bylo
pfi podrobném studiu cys-loop ligand vazajicich iontovych kandlti v bezobratlych
nalezeno Sest transkriptd kodujicich pravé glutamat-fizené chloridové kanaly

(Obr. 4) (Rispe, 2022).
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Obrazek 4: Fylogeneticky strom Cys-loop ligand vazajicich iontovych kanali (pfevzato
z Rispe, 2022).

Fylogenetickd analyza cys-loop ligand iontovych kandli u bezobratlych. Modfe zvyraznéné
sekvence: . ricinus. Glutamat-tfizené chloridové kanaly jsou zvyraznéné ervené.

Obrazek 5: Molekularni schéma glutamat-fizeného chloridového kanalu.

Cerveny kruh — extracelularni &ast, cys-kli¢ka. Zeleny kruh — intracelularni ¢ast, intracelularni klicka.
Predikce provedena ze sekvence I. ricinus.
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Jak jiz bylo vySe popséano, glutamat-fizeny chloridovy kanal se sestava
z extracelularni ¢asti (zde je formovana cys-klicka spojena disulfidickym mustkem),
transmembranové Casti (zde jsou uloZeny transmembranové helixy M1-M4
formuyjici por pro priichod iontll) a intracelularni ¢asti (zde je ulozena M3-M4 klicka,
umoznujici zachyt proslych iontll) (Keramidas et al., 2004). Molekuldrni struktura
(Obr. 5), popsana obecné¢ pro glutamat-fizené kandly v bezobratlych, je identicka i
pro klisté 7. ricinus a shoduje se tak svym slozenim jednotlivych aminokyselin.

V klistéti 1. ricinus bylo nedavno identifikovano celkem Sest gent kodujicich
glutamat-tfizené kanaly (Obr. 4) (Rispe, 2022; Cerqueira de Araujo et al., 2024). Pro
tuto bakalatskou praci byly vybrany dva, oznacené jako IrGuCL1 a IrGuCL2, které
byly jiz dfive nalezeny ve stfevnich transkriptomech kliStéte I ricinus
(Perner et al., 2016). Cilem této bakalaiské prace bylo prozkoumat potencidlni
vyuziti specifickych protilatek reagujicich s extracelularnimi doménami téchto dvou

glutamat-fizenych kanala jako moznych akaricidu.
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2 Cile prace

* NavrZeni pfipravy rekombinantnich extraceluldrnich domén IrGluCl1 a IrGluCI2

* Exprese rekombinantnich proteint v bakteridlnim systému, purifikace a refolding

* Experimentdlni imunizace morcat rekombinantnimi IrGluCll, 2 a pfiprava
protilatek

* Infestacni experimenty na imunizovanych morcatech a jejich statistické
vyhodnoceni

* Expresni profil glutamat-fizenych chloridovych kanala v klistéti 1. ricinus
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3 Material a metody

3.1 Kilist’ata a pokusna zvirata

Dospélé¢ samice a samci kliStéte /. ricinus byli sbirani pomoci metody vlajkovani
v lesich Jihoceského kraje. KliStata byla pouZzita pro infestacni experimenty a
uchovavéna v oddélenych nadobach. Pro zachovani dostacujicich Zzivotnich
podminek byla zachovana vlhkost 95 %, teplota 24 °C a perioda den/noc v poméru
15/9 hod. Dale byla pouzita pro infestacni experimenty laboratorni morcata, pficemz
morcata byla vakcinovana a poté na nich saly samice klistat do odpadnuti.

Se viemi laboratornimi zvifaty bylo zachézeno dle Zakonu Ceské narodni rady

na ochranu zvifat proti tyrani ¢. 246/1992 Sb., etické schvaleni ¢. 25/2018.

3.2 Transformace expresniho plazmidu s DNA fragmentem
IrGluClI1 a IrGluCl2 do expresnich BL21 bunék, exprese a

kultivace kultury

Nejdtive byla provedena ligace DNA fragmentu proteinu IrGluCl1(v genomu
anotovano jako glucl4) a dale také vzdy stejnym postupem IrGluCl2 (v genomu
anotovano jako glucl6) do expresniho vektoru pET100 plazmidu. Pro cely pokus byl
pouzit jiz ptedem piipraveny zaklonovany plazmid, nebyla tedy nutna izolace z tkani
a nasledna klonovaci reakce. Buiiky byly po vyjmuti z mraznic¢ky o teploté -80 °C
kréatce inkubovany na ledu. K buikam byl pfidan plazmid (1 pl) a jemné promichan.
Buniky byly ponechdny na ledu a dale bylo pfistoupeno k transformaci pomoci
pfidani pET100 plazmidu s pfisluSnym fragmentem DNA do expresnich bun¢k
BL21 Star™ (DE3) chemicky kompetentnich E.coli (Invitrogen). Buiky byly
nejdiive inkubovany 20 minut na ledu a nésledné podstoupily 40 s heat shock pii
teploté 42 °C. Dale byly po dobu 2 min ponechany na ledu a poté ptepipetovany do
10 ml sterilniho LB média s ampicilinem, o cilové koncentraci 50 pg/ml a gluk6zou,
pro zvyseni proliferace bunék, o cilové koncentraci 20 mM. Takto byla kultura
inkubovéana pfes noc na tfepacce pii 37 °C. Nasledné byla kultura pfevedena do
200 ml sterilniho LB média s ampicilinem o cilové koncentraci 50 pg/ml a gluk6zou

o cilové koncentraci 20 mM a opét inkubovana 8 hodin na tiepacce pii 37 °C. Bunky
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byly nasledn¢ centrifugovany 2 500 x g/4 °C/10 min, vysledny pelet byl
resuspendovan v malém mnozstvi LB média a pteveden do 400 ml cistého
LB média. Dale bylo pfidano IPTG pro zvySeni exprese bun€k o vysledné
koncentraci 10 mM a celé kultura byla inkubovéana pfes noc na tiepacce pii 37 °C.
Nésledné byly buniky centrifugovany pii 2 500 x g/4 °C/10 min a pelet ulozen do
mraznicky pfi teploté -20 °C.
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3.3 Izolace inkluznich télisek z bakterialni kultury

Ziskany bakteridlni pelet byl resuspendovan v resuspenda¢nim pufru (Tab. 1) a
nasledné sonikovan pii amplitudé 40 % v pravidelnych intervalech 3x po 60 s. Po
centrifugaci pii 16 000 x g/4 °C/10 min byl ziskany supernatant uschovan jako
cytosolicka frakce a ziskany pelet opét resuspendovan v izolaénim pufru (Tab. 1),
sonikovan a centrifugovan za stejnych podminek. Se ziskanym peletem se proces
opakoval opét s izolacnim pufrem celkem 3x, dokud nebyl ziskany supernatant
témét prihledny. Findlni supernatant byl uschovan jako membranova frakce.
Nasledné byl k peletu pfidan solubiliza¢ni pufr (Tab. 1) a smés byla nechéna ptes
noc na michacce ptfi pokojové teplot¢ do uplného rozpusténi frakce inkluznich
télisek. Bunky se postupné vlivem sonikace rozdé€li na tfi frakce: cytosolickou,
membranovou a inkluznich télisek. Z ptedchozich experimentt jiz bylo zndmo, ze
dany protein je uloZen v inkluznich téliskach, a proto bylo rovnou pfistoupeno

k afinitni chromatografii bez dal§iho ovéfovani.

Tabulka 1: Pufry pouZité pri izolaci jednotlivych frakci.

20 mM TRIS/HCI

Resuspendacni pufr
pH=28

20 mM TRIS/HCI
2 M urea

Izola¢ni pufr 0,5 M NaCl

10 mM imidazol
pH=28

20 mM TRIS/HCI
1 mM B-mercapthoethanol
0,5 M NaCl
Solubiliza¢ni pufr
10 mM imidazol
6 M guanidine hydrochlorid

pH=28
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3.4 Purifikace proteinu

Nejdiive byla promyta Co?" kolona (HiTrap IMAC FF, GE Healthcare) od
ptedchozich purifikaci 1x destilovanou vodou, dale 1x EDTA 0,5M a poté 2x
destilovanou vodou. Takto pfipravena kolona byla umisténa v piistroji AKTA FPLC
chromatograf (GE Healthcare Life Sciences) a promyta pufrem B (Tab. 2). Dale byla
na kolonu nanesena frakce inkluznich télisek proteinu GIluCl. Purifikace probihala
za pouziti pufri A a B (Tab. 2) za pouziti gradientu imidazolu a pii absorbanci
280 nm. Frakce byly postupné sbirdny a nasledné analyzovany SDS-
PAGE elektroforézou.

Tabulka 2: Pufry pouZzité pri purifikaci proteini.

50 mM TRIS/HCI
8 M urea
0,5 M NaCl
pH=28

Pufr A

50 mM TRIS/HCI
8 M urea

Pufr B 0,5 M NaCl

0,5 M imidazol
pH=28
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3.5 Renaturace rekombinantniho proteinu

Jednotlivé frakce obsahujici purifikovany protein byly slity a pfevedeny do
dialyza¢niho stfeva VISKING® (Serva) o priméru 16mm (v rozsahu
12 000 — 14 000 kDa). Protein byl postupné dialyzovan v refoldovacich roztocich za
ucelem snizeni koncentrace mocoviny z8 M na 0M (Tab. 3). Roztoky byly
postupné obmeénovany v pravidelnych intervalech po 6 hodinach, pticemz nejdiive
byly pouzity roztoky A a B v poméru 1:1 (snizeni mocoviny na 4 M), déle roztok B
(snizeni mocoviny na 2 M), dale roztok C (snizeni mocoviny na 1 M) a nakonec byl
roztok C opét obménén za cCerstvy roztok C (snizeni mocoviny na 0 M). Po
probéhnuti dialyzy za ucelem renaturace proteinu, byl protein stoen pfi

2 500 x g/4 °C/10 min a uschovan v mraznicce vSude pii -20 °C.

Tabulka 3: Roztoky pouzité pri renaturaci proteini.

150 mM NacCl
Roztok A 50 mM TRIS/HCI
(pH=9) 8 M Urea
16 pul beta-Mercaptoethanolu na 100 ml
20 % Glycerol
Roztok B 150 mM NacCl
(pH=9) 50 mM TRIS/HCI
16 pul beta-Mercaptoethanolu na 100 ml
10 % Glycerol
Roztok C 150 mM NacCl
(pH=9) 50 mM TRIS/HCI

8 ul beta-Mercaptoethanolu na 100 ml
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3.6 Elektroforéza, Western blot

Vzdy 10 pl vzorku proteinu bylo smichano se vzorkovym pufrem obsahujicim
5 ul NuPage (LDS Sample Buffer, Invitrogen) a 5 ul 1 M DTT a nasledné povaieno
pfi 90 °C/10 min. Dale byly vzorky ochlazeny na ledu, vortexovany a
centrifugovany. Vzorky byly poté naneseny do jamek gelu, vzdy po 20 pl na jamku.
Do prvni jamky byla nanesena 3 pl smés proteinovych standardt (PageRuler
Prestained Protein Ladder, Thermo cientific), ktera slouzila pro odhad molekulové
hmotnosti pfi nasledné vizualizaci proteind. Proteiny byly separovany
v gradientovém polyakrylamidovém gelu (Ctrierion TGX Stain-Free Precast Gel,
Biorad) za ptitomnosti elektroforetickém pufru (25 mM TRIS, 192 mM glycin,
0,1 % SDS), pod napétim 120 V. Po rozd€leni proteini byl gel v ptipadé
elektroforézy barven 1 hod. v Coomassie (CBB, Coomassie Brilliant Blue) a
nasledné dostateéné odbarven v odbarvovacim roztoku (methanol: kyselina octova:
voda, 50:10:40). V piipad¢ Western blotu byl gel vizualizovan pomoci TGX Stain
Free technologie a proteiny byly nasledné¢ pievedeny na PVDF membranu
(polyvinyliden diflorid) pomoci blotovaciho zatizeni (Trans-Blot Turbo Systém,
Biorad) sblotovacim pufrem (0.125 M Tris, 0.96 M glycin, 0.1 % SDS,
20 % metanol). Byl vytvoren tzv. sendvi¢, ktery byl slozen z papirovych ruéniki
namocenych v blotovacim pufru, ddle membrané¢ namocené v methanolu a poté
v blotovacim pufru, ndsledné byl polozen gel se separovanymi proteiny a dale byly
pfiloZeny dva ru¢niky opét namocené v blotovacim pufru. Takto pfipraveny sendvic¢
byl vloZen do blotovaciho zatizeni pfi 25 V/7 min.

Jelikoz je pro membranu, pouzitou pro Western blot, typickd vysoka afinita
k proteiniim, a tedy i k protilatkam, je tfeba blokovat membranu tak, aby se protilatky
vazaly specificky ke svym antigenlim na vzorcich proteini, a ne k celému povrchu
membrany. Proto je membrana blokovana v tzv. blokovacim roztoku za ucelem
vyplnéni volnych mist na membrané. Membrana byla tedy po vyjmuti kratce
promyta v methanolu a ponechdna po 1 hod v PBS-Tween obsahujici 3 % suSené
mléko. Déle byla membrana ptenesena do roztoku PBS-Tween s 1 % suSenym
mlékem a primarni protilatkou fedénou v riznych pomérech dle potieby aktudlniho
pokusu (Tab. 4) a ponechana na vykyvné tfepacce v chladové mistnosti pfes noc.

Poté byla membrana promyta v PBS-Tween od primarni protilatky a pienesena do
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roztoku PBS-Tween s 1 % suSenym mlékem a sekundarni protilatkou fedénou taktéz
v ruznych pomérech dle pokusu (Tab. 4). Takto byla membrana ponechdna 1 hod.,
poté byla opakované promyta v PBS-Tween. K vyvolani membrany byl pouzit
Immobilion Classico Western HRP Substrate (Millipore) a signal byl zachycen

vyvolavacim pfistrojem ChemiDoc MP (Biorad).

Tabulka 4: Redéni protilatek dle pokusu.

Pokus Primarni protilatka Sekundarni protilatka

Ovétovaci WB .
_ _ His tag (1:10 000) -
po purifikaci

Infesta¢ni pokus s . .
) Post-imunni sérum (1:2 000) | Anti-morceci (1:5 000)
post-imunnim sérem

Infestacni pokus s ) )
‘ o Pre-imunni sérum (1:2 000) | Anti-morceci (1:5 000)
pre-imunnim sérem

3.7 Infestacni pokus

Pro provedeni infestacniho pokusu bylo pouzito Sest morcat, tfi pokusna a tii
kontrolni. Kontrolni morcata byla injikovdna poslednim pufrem z refoldingu
(pufr C, Tab. 3). Pokusna morcata byla injikovdna rekombinantnim proteinem. Pro
imunizaci morc¢at byly vytvofeny jednotlivé davky sloZzené ze 100 pl vzorku a 100 pl
nekompletniho Freundovo adjuvants (Sigma — Aldrich).

Pokus probihal dle schématu 4 davky po 14 dnech. Nésledovala infestace po 14
dnech od posledni imunizace. Pfed 1. imunizaci byla v§em mor¢atim odebrana krev
a zpracovana jako pre imunni sérum. Krev byla ponechéna 1 hod. pfi pokojové
teplot¢ a poté 24 hod. v chladové mistnosti. Nasledn¢ byla krev stofena pii
2 500 x g/4 °C/10 min. Vlivem centrifugace se oddélila slozka krevniho séra a
krvinek. Sérum z horni Césti staCené¢ zkumavky bylo odebrdno a ulozeno do
mrazni¢ky. Dva tydny po 3. imunizaci ndsledoval opét odbér krve, ktera byla
zpracovana stejnym zptisobem a ulozena jako post imunni sérum.

U ziskanych sér byly ovéfeny protilatky pomoci metody Western blot, jako
primarni protilatka bylo pouZito post imunni sérum, jako sekundérni protilatka bylo

pouzito anti-morceci sérum, fedéni probihalo dle Tabulky 4.
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Pro infestaci bylo pouZzito celkem 150 samic nasbiranych ve volné ptirodé
JihocCeského kraje a na kazdé morce bylo piiddno stejny pocet samcii pro zajisténi
oplodnéni v§ech samic. Samice byly rozdéleny rovnomérné po 25 samicich na kazdé
morce a byly ponechdny do plného nasati a odpadnuti z morcete.

Samice klistat byly poté jednotlivé zvazeny a ponechany oddélen¢ do nakladeni
vajicek. Poté byla samice odstranéna a sntiSka zvazena. SniSky byly poté opét
ponechany az do vylihnuti larev a byla sledovana lihnivost. VSechny hodnoty byly

nalezit¢ zaznamenany a nasledné vyhodnocovany.

3.8 Kvantitativni Real-time PCR (RT-qPCR)

Vzorky cDNA, ziskané z jednotlivych tkani klistéte 1. ricinus byly v nezavislych
biologickych triplikatech analyzovany pomoci metody RT-qPCR za pouziti
analyzatoru LightCycler 480 (Roche). Analyza byla provedena pomoci dostupného
laboratorniho archivu pfipraveného ztkani kliStéte 1. ricinus. Vzorky cDNA
v technickych triplikatech byly pipetovany do 96 jamkové desticky a do kazdé
jamky byl déle pfidan Fast Star Universal SYBR Green Master Mix (Roche),
pfislusné primery (forward, reverse) a MiliQ PCR H20O (mnozstvi dle Tab. 5). Pro
reakci byl pouzit amplifikaéni program (Tab. 6). Primery glucll, glucl2, glucl3,
glucl4 (GluCll), glucl5 a glucl6 (GluCl2) byly designovany pomoci programu

Primer 3 Input (https://primer3.ut.ee). Relativni exprese byla vypocitana za pomoci

matematického modelu AACt method (Pfaffl, 2001) a normalizovana pomoci
elongacniho faktoru al (efal) (Nijhof et al., 2009) za pouziti EF primert. Pouzité

primery jsou uvedeny v Tabulce 7.

Tabulka 5: Pouzité reagencie pii qRT-PCR a jejich mnoZstvi.

Reagencie MnozZstvi (na jamku)
Templat (cDNA) 2 ul
MiliQ PCR H20 8,5 ul
Primery (forward, reverse) L ul+1pl
Master mix 12,5 ul
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Tabulka 6: qRT-PCR amplifika¢ni program.

- - Teplota Cas Pocet cyklu
Pocatecni

Hold stage denaturace 95 °C 5 min 1
Denaturace 95 °C 20s

PCR stage Annealing 60 °C 30s 50
Elongace 72 °C 30s
95°C I5s

Melting curve stage 60 °C 1 min 1
95°C I5s

Tabulka 7: PouZité primery.

Nazev primeru qRT-PCR primery (5’-3°)
GluCll F CCACACGATCCAAACGCATC
lucll
& GluCll R CATCTTCCTTGTCTTCCCGGA
GluCl2 F ACTCACCGGTCGACATTCTC
glucl?
GluCl2 R GAACGAATGCAGCTGGGAAA
GluCl3 F ACGTCTGGACCGGAATATGC
lucl3
& GluCl3 R CACTCTGACCGTCACTACCC
GluCl4 F CCATCAGCCAGTTCAACCAC
glucl4 (GluCll)
GluCl4 R AGTAGTCCACGATCGTCACG
GluCl5 F CGGTAGTGACGGTCTGAGTG
glucl5
GluCl5 R CAAACCCGGTGACTTCGAAG
GluCl6e F TTGAGGTAGCTGTCGTCGAC
glucl6 (GluCl2)
GluCl6e R CATTTGGCCCAGGTGTGTTT
EF F ACGAGGCTCTGACGGAAG
EF
EF R CACGACGCAACTCCTTCAC
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4 Vysledky

4.1 Priprava rekombinantniho proteinu IrGluCl1 a IrGluCI2

Diive pfipravené plazmidy kodujici fragment proteinu IrGluCll a IrGluCI2
(Dr. Lenka Grunclova) byly zaligovany do expresniho vektoru PET100 a nasledné
transformovany do BL21 bunék E. coli.

Po expresi byly postupné izolovany pomoci metody sonikace jednotlivé frakce
z bakteridlniho peletu — cytosolickd, membranova a frakce inkluznich télisek. Jelikoz
jiz bylo pfedem zndmo, Ze vétSinové mnozstvi rekombinantniho proteinu IrGluCI1
a IrGluCl2 je agregovano v inkluznich téliskach, bylo pfistoupeno k afinitni
purifikaci na kobaltové koloné bez dal$iho ovéfovani. Zadny kontrolni Western blot

Jiz nebyl pted samotnou afinitni chromatografii proveden.

4.2 Afinitni chromatografie rekombinantniho proteinu IrGluClI1 a

IrGluCl2 pres His-tag

Rekombinantni protein ulozeny v inkluznich téliskach byl purifikovan metodou
chelata¢ni chromatografie s vysokou afinitou ke kobaltu. Purifikace byla provedena
za pfitomnosti 8 M mocoviny. Po naneseni proteinu na ekvilibrovanou kolonu a
nasledném promyti bylo provedeno specifické eluovani pomoci lineérniho gradientu
imidazolu. Pfi purifikaci byly monitorovany a sbirdny postupné uvoliiované
jednotlivé frakce pii stalé absorbanci 280 nm (Obr. 6, Obr. 7). Jednotlivé frakce byly
nasledné ovéteny pomoci SDS-PAGE elektroforézy (Obr. 8, Obr. 9).

Pii porovnani ON a FT sloupcti (ON — vzorek navazany na kolonu, FT — protekly
vzorek po purifikaci) vidime, ze z homogenatii expresnich bunék se na purifika¢ni
kolonu navazal protein. Tento protein byl eluovan zkolony pii cca 200 mM
koncentraci imidazolu (Obr. 8, sloupce 4-8; Obr. 9, sloupce 4-9).

Pro IrGluCll byly nésledné spojeny frakce 5 a 6. Pro IrGluClI2 byly spojeny
frakce 7 a 8. Takto spojené frakce pro IrGluCll a IrGluCl2 byly dale pouzity pro

refolding a poté na imunizaci.
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Obriazek 6: Chromatogram z afinitni chromatografie pro IrGluCll. Modra barva — UV
absorbance (280 nm), zelena barva — koncentrace imidazolu, hnéda barva — vodivost pufru, cervena

barva — ¢isla frakei.
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Obriazek 7: Chromatogram z afinitni chromatografie pro IrGluCll. Modra barva — UV
absorbance (280 nm), zelena barva — koncentrace imidazolu, hnéda barva — vodivost pufru, cervena

barva — ¢isla frakei.
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Obrazek 8: Ovérovaci SDS-PAGE elektroforéza jednotlivych frakei pro IrGluCl1. 1 — marker,
2 — ON, 3 — FT, 4 — frakce proteinu A4, 5 — frakce proteinu AS, 6 — frakce proteinu A6, 7 — frakce
proteinu A7, 8 — frakce proteinu A8 + A9.
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Obrazek 9: Ovérovaci SDS-PAGE elektroforéza jednotlivych frakei pro IrGluCI2. 1 — marker,
2 —ON, 3 — FT, 4 — frakce proteinu A4, 5 — frakce proteinu A5 + A6, 6 — frakce proteinu A7 + AS, 7
— frakce proteinu A9 + A10, 8 — frakce proteinu A1l + A12, 9 — frakce proteinu B12 + BI1.
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4.3 Identifikace rekombinantniho proteinu pomoci hmotnostni
spektrometrie

Identita ziskaného rekombinantniho proteinu IrGluCll po refoldingu byla
ovéfena hmotnostni spektrometrii jak v precipitdtu, tak v zakoncentrovaném
supernatantu. Celkem 4 prouzky z gelu byly vyfiznuty (Obr. 10) a odeslany na
analyzu MALDI TOF. Analyza byla zpracovana Dr. Filipem Dyckou na Jiho¢eské
Univerzité v Ceskych Budgjovicich. Bylo prokazano, Ze prouzky o velikosti 15 a 25

kDa vykazuji shodu se sekvenci IrGluCl1 (Obr. 11).

KDa 1 2 3
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130- -
100- ey

0- . Ovéfeni pomoci hmotnostniho

spektrometru.

55- Ny P

40 - o

35- — d: 2

25- | . | e

_—t 1
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Obriazek 10: Ovérovaci SDS-PAGE elektroforéza pro IrGluCll. 1 — marker, 2 — precipitat
IrGluCll1, 3 — koncentrovany supernatant IrGluCl1, cervené obdélniky znaci prouzky poslané na

MALDI TOF analyzu.

MRGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDHPFTQPDGTNTTGGPVQVDVDMYVISLR
DVSVMNMDYTVQVYLRTKWTDSRLRYDNKPGNVKYLNLNDPSKVWRPDLFISNEKEAHFH

1 EILLPNSFLHIYPQGNVHYSVRLTLKLACSMDFSRFPFDTQVCKIMMTSYSRTTDALVFE
WKKGDPLVVNKELHLLEHKLLESKTGYCNSRTNTGEYSCLKGGFVLERDLRRYGILVFIP
CCMFVIVSWVALWL

MRGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDHPFTQPDGTNTTGGPVQVDVDMYVISLR
DVSVMNMDYTVQVYLRTKWTDSRLRYDNKPGNVKYLNLNDPSKVWRPDLFISNEKEAHFH

2 EILLPNSFLHIYPQGNVHYSVRLTLKLACSMDFSRFPFDTQVCKIMMTSYSRTTDALVFE
WKKGDPLVVNKELHLLEHKLLESKTGYCNSRTNTGEYSCLKGGFVLERDLRRYGILVFIP
CCMFVIVSWVALWL

MRGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDHPFTQPDGTNTTGGPVQVDVDMYVISLR
DVSVMNMDYTVQVYLRTKWTDSRLRYDNKPGNVKYLNLNDPSKVWRPDLFISNEKEAHFH

3 EILLPNSFLHIYPQGNVHYSVRLTLKLACSMDFSRFPFDTQVCKIMMTSYSRTTDALVFE
WKKGDPLVVNKELHLLEHKLLESKTGYCNSRTNTGEYSCLKGGFVLERDLRRYGILVFIP
CCMFVIVSWVALWL

MRGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDHPFTQPDGTNTTGGPVQVDVDMYVISLR
DVSVMNMDYTVQVYLRTKWTDSRLRYDNKPGNVKYLNLNDPSKVWRPDLFISNEKEAHFH

4 EILLPNSFLHIYPQGNVHYSVRLTLKLACSMDFSRFPFDTQVCKIMMTSYSRTTDALVFE
WKKGDPLVVNKELHLLEHKLLESKTGYCNSRTNTGEYSCLKGGFVLERDLRRYGILVFIP
CCMFVIVSWVALWL

Obriazek 11: Vysledky MALDI TOF analyzy. Sekvence I. ricinus GluCll s his-tag ptidanou
sekvenci. Cervené jsou znazornény peptidy identifikované v jednotlivych prouzcich. Cislovani 1-4
znaci vyfiznuté prouzky z gelu (odpovidajici v Obr. 10).
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4.4 Kontrolni Western blot po refoldingu pro IrGluCI2

Po prob¢hnuti metody refoldingu za G¢elem snizeni molarity mocoviny z 8 M na
0 M byla pozorovéana precipitace rekombinantniho proteinu IrGluCl2. Proto byl
proveden kontrolni Western blot pro ovéfeni pfitomnosti v samotném precipitatu ¢i
supernatantu. Byla ovéfena umérnd koncentrace proteinu GluCI2 pro naslednou
imunizaci. Na gel byl nanesen supernatant proteinu IrGluCI2 (Obr. 12, sloupec 2) a
dale rozpustény pelet rekombinantniho proteinu IrGluCl2 fedény 50x
(Obr. 12, sloupec 4),  tedény  25x  (Obr. 12, sloupec 5), fedény  10x
(Obr. 12, sloupec 6). Jako primarni protilatka byl pouzit mysi anti-His-tag a jako
sekundarni protilatka byla pouzita krali¢i anti-mouse protilatka s konjugovanou
peroxidazou, jelikoZ jesté neprobéhla imunizace a nebyly tak k dispozici specifické
protilatky. Na gelu je ziejmé vidét, ze IrGluCI2 rekombinantni protein byl pfitomen
pfedevSim v precipitatu, ale v mensi mife i v supernatantu. Po vyhodnoceni bylo
pfistoupeno k imunizaci s proteinem v supernatantu smichanym s peletem

(Obr. 12, sloupce 2, 4-6).
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Obriazek 12: Ovérovaci Western blot po refoldingu pro IrGluCI2. A: TGX - stain free gel: 1 —
marker, 2 — supernatant GluC12, 3 — marker, 4 — pelet rekombinantniho proteinu GluCI2 fedény 50X,
5 - pelet rekombinantniho proteinu GluCI2 fedény 25x, 6 - pelet rekombinantniho proteinu GluCl12
fedény 10x. B: Western blot: 1 - marker, 2 — supernatant GluCl2, 3 — marker, 4 — pelet
rekombinantniho proteinu GluCI2 fedény 50x, 5 - pelet rekombinantniho proteinu GluCl2 fedény

25x, 6 - pelet rekombinantniho proteinu GluCI2 fedény 10x.

28



4.5 Experimentalni imunizace a nasledna infestace 1. ricinus

Tfi pokusnd morcata byla imunizovana ctyfmi ddvkami rekombinantniho
proteinu, tfi byla imunizovana pouze pufrem C zrefoldingu (Tab. 3). Ve vSech
davkach bylo ptitomno nekompletni Freundovo adjuvants (Sigma — Aldrich).

V priibéhu imunizac¢niho pokusu byla odebrana krev vS§em pokusnym morcatiim,
a to pfed prvni a po ¢tvrté ddvce imunizace. Odebrana krev byla zpracovana jako
sérum a ulozena do mraznicky. Dale byla séra ovétena pomoci metody Western blot.
Cilem ovéfteni bylo zjistit, zda si morcata, imunizovana rekombinantnim proteinem,
vytvofila protilatky. Stejné mnozstvi rekombinantniho proteinu IrGluCl1 a IrGluCl2
(Obr. 13A, 14A) bylo naneseno na gel. Nasledné byla pti Western blot pokusu jako
primarni protilatky pouZita séra z imunizovanych morcat odebranych po 4. davce
imunizace (Obr. 13B, 14B).

Je zteymé, ze u IrGluCll (Obr. 13) si vSechna tfi pokusnd morcata vytvoftila
protilatky proti danému rekombinantnimu proteinu. Na rozdil od imunizace
s rekombinantnim proteinem IrGluCI2 (Obr. 14) si protilatky vytvotila pouze dvé
morcata. Naslednd infestace byla provedena, i pies negativni vysledek u jednoho

z morcat (Obr. 14, sloupec 4), na vSech pokusnych zvitatech.
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Obrazek 13: Ovéreni protilatek u morcat pro IrGluCl1. A: TGX - stain free gel: 1 — marker, 2, 3,
4 — rekombinantni protein IrGluCl1. B: Ovétovaci Western blot po imunizaci: 1 - marker, 2, 3, 4 —
sérum z morcat imunizovanych rekombinantnim proteinem IrGluCl1.
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Obrazek 14: Ovéreni protilatek u morcat pro IrGluCI2. A: TGX - stain free gel: 1 — marker, 2, 3,
4 — rekombinantni protein IrGluCI2. B: Ovétovaci Western blot po imunizaci: 1 - marker, 2, 3, 4 —
sérum z morcat imunizovanych rekombinantnim proteinem IrGluClI2.

Pti infestaénim pokusu sala klist'ata ptirozen¢ az do odpadnuti v poctu 25 samic
na morce. PIn¢ nasata kliStata byla zvdZzena a samostatn¢ uschovdna. Vazeni
nasatych samic neukdzalo zadny signifikantni rozdil mezi klistaty sajicimi na
imunizovanych morcatech rekombinantnim proteinem IrGluCll a IrGluCI2 a
klistaty sajicimi na kontrolnich morcatech (Obr. 15, 16). Po tifech tydnech po
dokonceni kladeni byly vazeny sniisky vSech samic. Ani v tomto pifipad¢ nebyly
zjiStény zadné vyrazné rozdily (Obr. 17, 18). Nasledné byla sledovana lihnivost
larev, ani zde vSak nebyly zaznamenany rozdilnosti mezi pozorovanymi skupinami

(Tab. 8, 9).
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Obriazek 15: Vahy plné nasitych samic na kontrolnich a imunizovanych moréatech
rekombinantnim proteinem IrGluCl1. Kontrola 1, 2, 3 — vahy pln¢ nasatych samic, ktera sala na
morcatech imunizovanych pufrem C po refoldingu. IrGluCl1 — 1, 2, 3 — vahy plné nasatych samic,
ktera sala na morcatech imunizovanych rekombinantnim proteinem IrGluCl1.
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Obriazek 16: Vahy plné nasitych samic na kontrolnich a imunizovanych moréatech
rekombinantnim proteinem IrGluCl2. Kontrola 1, 2, 3 — vahy pln¢ nasatych samic, ktera sala na
morcatech imunizovanych pufrem C po refoldingu. IrGluCI2 — 1, 2, 3 — vahy plné nasatych samic,
ktera sala na morcatech imunizovanych rekombinantnim proteinem IrGluCI2.
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Obriazek 17: Vahy snusSek plné nasitych samic na kontrolnich a imunizovanych morcéatech
rekombinantnim proteinem IrGluCl1. Kontrola 1, 2, 3 — vahy sntisek pln€ nasatych samic, ktera
sala na morcatech imunizovanych pufrem C po refoldingu. IrGluCll — 1, 2, 3 — vahy sndSek plné
nasatych samic, ktera sala na morc¢atech imunizovanych rekombinantnim proteinem IrGluCI1.
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Obriazek 18: Vahy snusSek plné nasitych samic na kontrolnich a imunizovanych moréatech
rekombinantnim proteinem IrGluCl2. Kontrola 1, 2, 3 — vahy sntisek pln€ nasatych samic, ktera
sala na morcatech imunizovanych pufrem C po refoldingu. IrGluCI2 — 1, 2, 3 — vahy sndSek plné
nasatych samic, ktera sala na morc¢atech imunizovanych rekombinantnim proteinem IrGluCI2.
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Tabulka 8: Lihnivost larev pIlné nasitych samic na kontrolnich a imunizovanych mor¢atech
rekombinantnim proteinem IrGluCl1. Pocet kiizkl reprezentuje GispéSnost lihnivosti. XXX: ze

vSech nakladenych vajicek se vylihnuly larvy.

POCET KRIiZKU X XX XXX
Cl 0 3 18
C2 0 4 19
C3 0 3 15
Glul-1 1 0 20
Glul-2 0 3 20
Glul-3 4 3 14

Tabulka 9: Lihnivost larev plné nasitych samic na kontrolnich a imunizovanych mor¢atech
rekombinantnim proteinem IrGluCl2. Pocet kiizkl reprezentuje GispéSnost lihnivosti. XXX: ze

vSech nakladenych vajicek se vylihnuly larvy.

POCET KRIiZKU X XX XXX
Cl1 2 10 9
C2 5 3 8
C3 8 3 12
Glu2-1 2 2 16
Glu2-2 2 3 15
Glu2-3 2 4 15
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4.6 Expresni profil glutamat-fizenych chloridovych Kkanali

v kliStéti obecném

Pomoci metody RT-qPCR byla provedena analyza miry exprese gent glucll,
glucl2, glucl3, glucl4, glucl5 a glucl6 v jednotlivych tkanich klistéte / ricinus. Cilem
pokusu bylo zjistit, vjaké mife a zdali viilbec probihd exprese pro dany gen
v jednotlivych tkanich. Jako templat byla pouzita jiz pfedem v laboratofi pfipravena
cDNA izolovani ze stfev, vajecnikil, slinnych Zl1az, malphigickych trubic, trachei a
zbytku tkani.

U glucll byla nejvyssi relativni exprese prokézana ve vajeCnicich, mensi exprese
byla prokdzana ve stfevech. Dalsi tkan€ nejevily signifikantni znamky exprese.
Podobné tomu bylo i u glucl2, kde byla taktéZ nejvyssi exprese prokazana ve
vajeCnicich. U ostatnich tkani byla exprese témét zanedbatelna. Taktéz u glucl3
nebyla exprese zaznamenana pfili§ signifikantni, ve vajecnicich byla ale i tak opét
nejvyssi, dale potom méné ve slinnych zlazdch a ve stfevech. Na rozdil tomu
v piipadé€ glucl4 byla exprese nejvyssi ve stievech a dale potom ve slinnych zlazach
a zbytku tkani. Také ve vaje¢nicich byla zaznamenana mensi exprese. Celkové
nejvyssi exprese probéhla u glucl5, kde byla nejvyssi ve slinnych zlazach a dale
mén¢ ve stievech, zbytku tkani a vajecnicich. Naproti tomu zcela bezvyznamna byla
v pfipadé¢ malphigickych trubic. U glucl/6 byla nejvyssi exprese prokazana ve
sttevech a déale menSi exprese ve vajecnicich a slinnych Zlazach srovnatelné.
V ptipadé malphigickych trubic a trachei byla exprese témét zanedbatelna. Vse vyse
popsané je zaznamendno v jednotlivych grafech pro kazdy gen glucll —6 na

Obrazku 19.
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Obrazek 19: Expresni profil glutamat-Fizenych chloridovych kanala v klistéti 1. ricinus. GUT —
stievo, OV — vajecniky, SG — slinné zlazy, MT — malphigicka trubice, TR — trachea, REST — zbytek
tkani. Oznaceni glucli-6 je zkratkou pro jednotlivé geny glutamat-fizenych chloridovych kanald
nalezenych v genomu klistéte /. ricinus.
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5 Diskuse

Cilem mé prace bylo ovéfit, zdali maji rekombinantni proteiny IrGluCll a
IrGluCl2 vakcina¢ni potencidl a jsou tak vhodnymi kandidaty pro vytvofeni vakciny.
Klistata jsou vektory plivodcli velmi zavaznych onemocnéni, jako je lymska
borelidza ¢i klistova encefalitida (Sonenshine, 1991). Je proto nasnadé¢ cilit dalsi
vyzkum na tyto parazity, jelikoz jsou celosvétoveé velmi rozsifeni a ohrozuji mimo
jiné i Cloveka. Jesté nikdy nebyl proveden experiment na klistatech za pouziti
specifickych protilatek, které¢ cili na extraceluldarni doménu glutamét-fizeného
chloridové kandlu v téle parazitl, v tomto ptipadé pro klist€ obecné I. ricinus.

Nejdiive byla provedena exprese a nasledna kultivace rekombinantnich proteinti
IrGluCll a IrGluCl2. Proteiny byly déale purifikovany metodou afinitni
chromatografie a renaturovany pomoci metody refoldingu. Diky tomu byla sniZzena
molarita mocoviny z 8 M na 0 M. Poté byly rekombinantni proteiny kontrolovany
metodou Western blot. Zde se ukazalo, Ze proteiny odpovidaji predikované velikosti
(28 kDa), casto vSak nejsou stabilni a rozpadavaji se ¢i tvoii dimery. Hmotnostni
spektrometrii vSak byla ovéfena identita IrGluCll rekombinantniho proteinu
(Obr. 10, 11). T presto bylo pfistoupeno k imunizaci morcat rekombinantnim
proteinem IrGluCll a IrGluCl2. Imunizace byla UspéSnd, morcata si vytvofila
protilatky proti témto rekombinantnim proteinlim. Pouze tfeti morce, imunizované
rekombinantnim proteinem IrGluCl2, si vytvofilo velmi malo ¢i zadné protilatky,
jelikoz pii ovéfeni metodou Western blot byl titr protilatek pravdépodobné pod
urovni detekce.

Cilem experimentdlni imunizace a nasledné infestace bylo zjistit, zda
rekombinantni protein ovlivni vahy nasatych samic a jejich naslednou reprodukeci.
Samice klistat sdla na imunizovanych morcatech do plného nasati a odpadnuti. Dale
byly pln¢ nasaté samice zvazeny, jednotlivé ulozeny a ponechany az do nakladeni.
Sniisky byly opét vazeny a ponechdny k vylihnuti. Zde byla poté¢ sledovana a
zaznamenana lihnivost. VSechna data byla zpracovana a vyhodnocena, vysledky
vsak nepotvrdily ptivodni hypotézu, ze specifické protilatky vytvofené v morcatech
ovlivni fenotyp klist’at. Jelikoz vysledky nejsou signifikantni, nelze se domnivat, Ze

imunizace rekombinantnimi proteiny IrGluCl1 a IrGluClI2 ma vliv na fenotyp klistat.
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Dale byl prozkouman tkanovy profil glutamat-fizenych chloridovych kanalt
v klistéti I ricinus pomoci metody RT-qPCR. Jelikoz bylo v genomu klistéte
objeveno  Sest genl  kddujici  glutamat-fizené  chloridové  kandly
(Cerqueira de Araujo et al., 2024). Cilem tohoto pokusu bylo objasnit, zdali a
popiipad¢é kde se glutamat-tfizené chloridové kandly transkribované jednotlivymi
geny glucll — glucl6 exprimuji. Vysledky ukézaly, ze se glutamat-tizené chloridové
kanaly vyskytuji témét vzdy ve vSech tkanich, ne vzdy vSak v signifikantnim
mnozstvi.

V roce 2015 byl publikovan ¢lanek (Meyers et al., 2015), kde bylo popséno
provedeni podobného experimentu na komarech 4. gambiae, A. aegypti a C. tarsalis
s cilem nalezeni vhodné alternativy pro boj s t€émito parazity. Experiment byl zaloZzen
na reakci antigenu a specifickych protilatek. Komafi byli krmeni krvi
s anti — AgGluCl IgG protilatkami a dale byla sledovdna mira jejich pfeziti. Na
zaklad¢ tohoto experimentu bylo vyvozeno, Ze tato metoda funguje efektivné pro
komara A. gambiae. V jeho téle jsou IgG protilatky schopné proniknou po poziti krve
az do hemocoelu, kde jsou exprimovany glutamat-fizené chloridové kanaly.
Potencialni vakcina by tedy byla efektivni pro komara 4. gambiae, jelikoz zde byly
protilatky obsazené v krvi, kterou sél, schopny translokaci proniknout ze sttev do
hemocoelu (Meyers et al., 2015).

Jelikoz mél tento vyzkum (Meyers et al., 2015) pozitivni vysledky, byl na
zaklad¢ hypotézy cileni specifickych protilatek na glutamat-tizené chloridové kanaly
realizovan experiment popsany v této bakalarské praci. V tomto ptipadé¢ byla pouzita
klistata /. ricinus, ptenaseci pivodct zdvaznych chorob, jako je naptiklad klistova
encefalitida (Sonenshine, 1991). Bylo prokazéno, ze v klistatech se vyskytuji
glutamat-fizené  chloridové kandly, a to 1 ve stfevech  klistéte
(Cerqueira de Araujo et al., 2024). Vyzkum byl proto proveden pravé s dvéma
vybranymi kandly, exprimovanymi ve stievnich transkriptomech, a rekombinantni
proteiny byly navrzeny tak, aby pokryvaly extracelularni ¢ast GluCl kanalt (Obr. 5).
Predpokladalo se, ze praveé ve stfevech bude reakce nejsiln€jsi, protoze nasata krev
hostitele prochdzi pravé skrz stfeva a protilatky se tak dostanou ke glutamat-fizenym

kanalum velmi snadno.
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I pfesto, Ze si imunizovand morcata vytvofila potfebné protilatky, vysledna
infestace neprokdzala zvySenou mortalitu, ubytek vah ¢i snizeni fertility samic
klistat. IgG protilatky ziejmé nevyvolaly dostatecnou reakci pro vyvolani imunitni
odpovédi a nezpisobily tak zadné zmény v organismu klistéte. IgG frakce tedy
nejsou tak ucinné, jako naptiklad ivermektin, ktery v boji proti klistatim zastava i
nadale velmi efektivni antiparazitikum. Ivermektin cili na glutamat-fizené
chloridové kanaly, po navazani méni jejich konformaci a zptisobi tak hyperpolarizaci
neurontl, coz vede k paralyze a smrti parazita (Wolstenholme, 2005).

Navzdory negativnim vysledkiim v pfipadé pouziti rekombinantnich proteini
IrGIuClI a IrGluCl2 pro imunizaci klistat, pfinesl tento experiment dal§i moznosti
do budoucnosti. Naptiklad je mozné v dalSich pokusech provést imunizaci obéma
zminovanymi rekombinantnimi proteiny IrGluCl1 i IrGluCl2 najednou a zajistit tak
vétsi reakcei. DalSim moZznym postupem by bylo pouzit vSechny nalezené geny
koédujici GluCl v genomu klistéte /. ricinus (celkem Sest) a imunizovat morcata
vSemi Sesti identifikovanymi glutamat-fizenymi chloridovymi kanaly najednou.
Hypoteticky by se op¢t zvySila mira reakce, ktera se pii pouziti pouze jednoho
rekombinantniho proteinu nedostavila.

V souvislosti s hledanim alternativnich zptsobii pro ochranu proti parazitim byla
také vyvinuta rekombinantni vakcina Bm86 za u¢elem ochrany zemédélskych zvitat
proti klistatim v tropickych a subtropickych regionech. Tato vakcina je zaloZena na
principu fungovani antigenu Bm86, identifikovaném v klistéti Boophilus microplus.
Antigen Bm86, nalezeny ve stfevni stén¢ klistéte B. microplus, cili na sekvence
proteinu  Bm86 v parazitovi (Cough and Kemp, 1993). Vakcina, komercné
prodavana pod nazvem GAVAC ¢i TickGARD, svym ucinkem nezvySuje mortalitu
klistat, ovliviiuje vSak jejich primérnou fertilitu a snizuje tak reprodukéni kapacitu
az 0 74 % (de Vos, 2001). Snizuje tak pienos piivodct nemoci, piedevsim babezidzy

(de la Fuente et al., 1999).

Tyto vySe zmiflované metody redukuji pocty kliSt’at a jinych parazit a zabranuji
tak pfenosu plivodcl zivot ohrozujicich onemocnéni, mezi které patii naptiklad
klistova encefalitida ¢i lymska boreliéza (Sonenshine, 1991). Pomahaji tak chranit

zvifata 1 ¢lovéka, na kterych tito parazité saji krev. V této bakalatské praci bylo
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experimentalné zjiSténo, ze IgG frakce proti klistécim GluCl pravdépodobné
nevykazuji zddnou zménu ve fenotypu klistat jako napiiklad Bm86 (Penichet et

al.,1994) a nemaji tak pravdépodobné¢ do budoucna zadny vakcinacni potencial.
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6 Zavér

V této praci byla provedena experimentalni imunizace morcat rekombinantnimi
proteiny IrGluCl1 a IrGluCI2 a nasledna infestace klistat, jelikoz se predpokladalo,
ze specifické protilatky vytvofené imunizaci morcat budou mit pozitivni ucinky
cilenim na glutamat-fizené chloridové kandly exprimované ve stfevech klistéte 7.
ricinus.

Nejdiive byla provedena exprese, ndsledna kultivace a poté purifikace
rekombinantnich proteinti GluCl1 a GluCl2. Dale byla témito rekombinantnimi
proteiny uspéSné imunizovana morcata, na kterych dale sala klistata. Po infestaci
byla sledovana vaha nasatych samic, vaha sniSek a lihnivost. Bylo vyvraceno, ze
cileni specifickych protilatek anti —IrGluCl na glutaméat-tizené chloridové kanaly
ma pozitivni G¢inky na mortalitu klist’at.

Dale byl proveden tkanovy profil vSech genli exprimujici glutamat-fizené
chloridové kanaly glucll — glucl6 v téle klistéte 1. ricinus. Experiment potvrdil, ze
glutamat-tizené chloridové kanaly se vyskytuji téméft ve vSech tkanich, ne vzdy vSak
ve stejném mnozstvi.

Tato prace ukézala, ze IrGluCll a IrGluCI2 nejsou vhodnymi kandidaty pro
potencialni vakcinaci, protoZe experiment neprokazal dostate¢nou reakci v télech

klistat.
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