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1. Uvod

1.1. Klist’ata

Klistata patii mezi ektoparazity, Zivici se krvi svého hostitele. Hned po komarech jsou
nejcastéjSimi vektory Siroké Skaly patogenti, mezi které patii viry, bakterie, prvoci ¢i
helminti (de la Fuente et al., 2008). Ty jsou ptivodci zivot ohrozujicich onemocnéni, jako je
napiiklad Lymeska borelidoza ¢i klistova encefalitida, kterd postihuji ¢lovéka i ostatni
obratlovce.

Klistata se taxonomicky déli do 3 Celedi — Argasidae (také nazyvana jako “soft ticks®,
ktera ¢itad 193 druhil), Ixodidae (“hard ticks*, 702 druhi) a Nuttalliellidae (pouze jeden druh
— je tedy monotypickou skupinou). Dohromady existuje okolo 900 jednotlivych druhi
klistat (Guglielmone et al., 2010). Tento pocet se vSak mize dle individudlnich publikaci
li$it (Guglielmone et al., 2010; Horak et al., 2002). Jednotlivé ¢eledi se vyvinuly nezavisle
na sob¢. O tom vypovida naptiklad jejich odli$na stavba téla, slinnych Zlaz, ale 1 rozdily ve

stravovacich navycich (Mans, 2011).

1.2. Argasidae (kliSt’akoviti)

Saci ustroji této Celedi se nachazi na spodni strané€ téla a v porovnani s ¢eledi Ixodidae
je vyrazn¢ mensi velikosti. Povrch téla je kozovity a na rozdil od Ixodidae, hibetni Stitek
(scutum) zde neni piitomen (Boulanger et al., 2019). Larva je jedinym stadiem, které ma
scutum alespon castecné¢ vyvinuté (Klompen, 1992). Pravé jeho nepfitomnost umoziuje
snadng¢jsi rozpinani téla a tim 1 rychlejsi ptfijem hostitelské krve. K plnému nasati dochézi
béhem par hodin a krev saji samci 1 samice (Sonenshine and Roe, 2014;
Boulanger et al., 2019).

Rozdiln4 je 1 délka zivotniho cyklu, kterd mtze byt oproti Celedi Ixodidae vice nez 6x
delsi. Divodem je ptitomnost vétsiho poctu vyvojovych stupni u nymf, ktery se pohybuje

v rozmezi 2-8 v zavislosti na druhu kliStéte (Sonenshine and Roe, 2014).

1.3. Ixodidae (klist’atoviti)

T¢lo klist’at je rozdéleno na 3 ¢asti: capitulum (Ustni Ustroji), idiosoma (t€lo) a 4 pary
koncetin (Sonenshine and Roe, 2014). Saci ustni ustroji celedi Ixodidae se nachézi pred
hlavou a dosahuje pomérné znacné velikosti (zejména u rodu Ixodes). Dorzalni cast
nesegmentovaného téla kryje tvrdé scutum, které je pro celed’ Ixodidae typické. U dospélych
samic zaujima pouze 1/3 téla, coz jim umoziuje i n€kolikanasobné zvétSeni télniho objemu

v pribéhu sani. Samcim pokryva scutum celé télo, protoze hostitelskou krev nesaji
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(Boulanger et al., 2019). Samice jsou schopny dosahnout plné¢ho nasati béhem nékolika dnt
az tydna. Koncetiny jsou slozeny ze 6 segmentli. Na koncich prvniho péaru koncetin se

nachéazi Hallertiv organ, pomahajici v hledani hostitele (Sonenshine and Roe, 2014).

1.3.1. Travici aparat

Tréavici aparat celedi Ixodidae se sklada z peroralniho kanalu a stfeva, které je
rozdéleno na tfi useky: predni Cast (“foregut™), stfedni Cast (“midgut) a zadni Cast
(“hindgut®). Stievo nenasatého klistéte je pomérné 0zké, béhem krmeni se vSak znacné
rozSifuje. NejveEtsi Casti je “midgut”, jenz je 1 nejvétSim organem celého téla. V téle je
ulozeno ventralné, a vétvi se zde v poCetna ramena. Prave ta se v obdobi séni vyrazné zvétsi
a vyplni tak vétSinu télni dutiny. “Midgut* slouzi nejen k traveni a vstfebavani hostitelské
krve, ale také k jejimu skladovéani (Sonenshine and Roe, 2014).

Sténa organu je tvotfena epitelem s vnéjsi tenkou vrstvou svaloviny. Epitel se sklada
piredevsim ze dvou typt bunck: nediferenciovanych a travicich. Po zapoceti sadni vSak
dochazi k rozsdhlym zménam v jeji struktufe. Nediferenciované builky proliferuji a
pfeménuji se v buiky travici nebo sekre¢ni. Travici buniky obsahuji velké mnoZzstvi
endozomil. V bazalnich ¢astech bunky se zacinaji tvofit tzv. “lipid droplets®, které slouzi
jako zasobarna nové syntetizovanych lipidi. Travici buiikky naplnéné hematinem
(kondenzovany hem uvolnény zhemoglobinu) se uvoliiuji ze stfevni stény a volné se
pohybuji v oblasti lumenu (Sonenshine and Roe, 2014).

“Midgut* pokracuje v “hintgut®, ktery usti jako rektalni sacek s rektem ulozenymi
na dorsalni strané téla. Jim jsou odvadény odpadni latky, nestravené zbytky potravy ¢i

ulomky odumftelych bun¢k (Sonenshine and Roe, 2014).



1.4. KIlisté obecné (Ixodes ricinus)

Ixodes ricinus patfi mezi klepitkatce fadu Ixodida (klistdkovci), celedi Ixodidae
(klistatoviti) a rodu Ixodes. Radi se mezi nejzkoumangj§i druhy klistat a je
nejzastoupendj$im druhem nejen v Ceské republice, ale i vcelé stfedni Evropé
(Gray et al., 2021).

Klisté obecné obyva listnaté a smiSené lesy (jen ziidka kdy lesy jehli¢naté) se znacnou
vrstvou lesni podestylky a spadaného listi. Vyskytuje se také napiiklad na viesovistich,
pastvinach ¢i v méstskych parcich (Zajac et al., 2021). Samotny vyskyt vSak ovliviiuje
kromé¢ lokality také nékolik dalSich faktor, mezi které patii teplota, klima, pocet hostitelt,
které mohou klist'ata na daném uzemi napadat, nebo jiz zminénd vlhkost. Pravé vlhkost je
pro vyskyt nadevsSe dulezitd, vzhledem k jejich velké nachylnosti ke ztraté vody. Z tohoto
davodu hraji velkou roli ve vyskytu také stromy, jako jsou naptiklad duby ¢i buky, jejichz
spadané listi dokaze zadrzet vlhkost i po velice dlouhou dobu (Gray et al., 2021;
Kahl and Gray, 2023).

Specifita hostitele je u tohoto druhu klistéte velice nizka, coz dokazuje fakt, ze I. ricinus
jednoznacné patii sudokopytnici, ktefi jsou zejména pro dospélé jedince nemalo dileziti. Na
vybéru hostitele pak maji vliv spise nekteré nespecifické stimuly, jako jsou naptiklad lokalni

gradient oxidu uhli¢itého ¢i vibrace zplisobené samotnymi hostiteli (Gray et al., 2021).

1.4.1. Zivotni cyklus

Klisté obecné je typické tri-hostitelské klisté. Béhem svého Zivota kazdy jedinec
prochazi tfemi vyvojovymi stadii. Témi jsou larva, nymfa a dospély jedinec. Nymfy a
dospéli jedinci maji 4 pary nohou, na rozdil od larev, které maji pary nohou pouze 3. Larva
voli za svého hostitele primarné malé savce. Nymfa dava pirednost plaziim, ptakiim a stfedné
velkym savctim. Dospély jedinec parazituje na stfedné velkych a velkych savcich
(Gray et al., 2021).

Po plném nasati se krvi kazdého ze stadii dochéazi k odpadnuti z hostitele. Nasleduje
ekdyse, po které si nové vzniklé vyvojové stadium hleda dalSiho hostitele. Vyvoj konci po
odpadnuti dospélé, pln€ nasaté oplozené samicky, ktera nasledné naklade az tisice vajicek a
zahy umira. Samci rodu Ixodes krev nesaji viibec, kdezto samci ostatnich “hard ticks* v malé
mife sat mohou. Jejich ukolem je piedev§im oplozeni samice (Boulanger et al., 2019). Cely
zivotni cyklus trva ptiblizné 4-6 let (na jizni polokouli dokonce jen okolo 2-3 let). Faze sani

hostitelské krve presto tvoii jen okolo 1 % z celého Zivotniho cyklu, coz odpovida asi 2-3



tydnim (Kahl and Gray, 2023). Cely zivotni cyklus klistéte /. ricinus je znédzornén na

Obrazku 1.
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Obrazek 1: Zivotni cyklus kliStéte 1. ricinus (ptevzato, upraveno a pielozeno do ¢estiny z Gray et al., 2016)

1.4.2. Kontakt s hostitelem a sani krve

Hematofagni zplsob Zivota se u roztoc¢d vyvinul pfed méné nez 100 miliony let
(Mans, 2011). 1. ricinus na svého hostitele ¢ekd na vrcholcich trav ¢i vétvi malych stromkt
ve vySce do jednoho metru se vztyCenym piednim parem nohou. K nalézani hostitele je
dobfe uzpiisoben specializaci nékterych organt, jako je naptiklad senzoricky Hallertiv organ
na prednich koncetinach, pomoci n¢hoz snimé vlhkost a koncentraci oxidu uhli¢itého v
okoli, ¢1 ¢etné mnozstvi chloupkt a Stétinek. Ve chvili, kdy se hostitel ptiblizi k dosahu,
klisté se pfichyti a hleda teplé a vlhké misto na pokozce. Poté, pomoci svého saciho ustniho
aparatu, pronikne pokozkou hostitele a pevné se k nému pfichyti. Béhem sani, samice
dokaze poztit mnozstvi krve, které odpovida az stonasobku jeji hmotnosti v nenasatém stavu
(Boulanger et al., 2019).

Ustni Gstroji (capitulum) se sklada z hypostomu, parovych chelicer a pedipalpi.
Hypostom je ventrdlnim prodlouzenim hlavicky. Nechténému uvolnéni se z hostitele
zabranuje Cetné mnozstvi trnli, nachdzejicich se na jeho ventralni strané. Parové chelicery
slouzi zejména k profezdni pokozky az k dermis. Dorzalni a ventralni ¢asti hypostomu

spolecné tvofi prostor, kterym protéka krev pifimo do pharynxu. Timto kandlem jsou také
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vymeéSovany sliny, jejichz sekrece se pravidelné stiida se sanim krve. Sliny obsahuji latky,
které potlacuji hemostatické procesy, tlumi bolest a svédéni mista pfichyceni parazita nebo
zprostfedkovavaji pevnéjs$i pfichyceni a pfilnuti sajiciho aparatu k hostiteli produkci
cementu (Vancova et al., 2020).

Proces sani se sklada ze 3 fazi: “attachment (pfichyceni se k hostiteli),
“slow-feeding phase* (faze pomalého sani) a “rapid engorgement* (rychlé sani). Cely proces
trva piiblizné 8 dni - “slow-feeding phase® (1. - 6. den), “rapid engorgement* (6. — 8. den)
(Horn et al., 2009). Béhem pfichyceni a pomalé faze sani samice kliStéte pronikd svym
ustnim ustrojim pokozkou hostitele, produkuje cement a pevné se k nému piichyti. Dale
piipravuje stievo a jeho architektoniku na zvySeny pfisun krve a zacne pomalu sat. Po
pfedchozim oplodnéni nebo oplodnéni v priibéhu sani nasleduje rychlé sani, pii kterém

samice piijima zvySené mnozstvi krve (Sonenshine and Roe, 2014).

1.4.3. Traveni hostitelské krve

Pro I ricinus je hostitelska krev jedinym zdrojem Zzivin. Hlavnimi proteinovymi
slozkami krve jsou albumin a hemoglobin, ktery je uvolnén z erytrocyti prostfednictvim
enzymov¢ katalyzované hemolyzy. Uvolnény hemoglobin je nasledné transportovan do
lumenu stieva, kde mlze tvofit drobné krystalky, a pohlcen diferenciovanymi travicimi
bunikami. Uvniti se nachazeji lysozomy (obsahujici aktivni hemoglobinazy), které fuzuji
s endozomy (obsahujici hemoglobin) za vzniku kyselého endozomalniho traviciho vacku.
V ném dochazi k proteolytickému stépeni hemoglobinu (Sojka et al., 2013).

Samotné Stépeni hemoglobinu probihd v jednotlivych, na sobé navazujicich fazich.
Nejprve je hemoglobin Stépen na velké fragmenty globinu (o délce ptiblizné 8 — 11 kDa),
nasledné je Stépen na mensi fragmenty (2 — 7 kDa) a v posledni fazi dochéazi k degradaci
téchto fragmenti na dipeptidy a volné aminokyseliny. Kazda ztéchto fazi je
zprostiedkovana riznymi druhy enzymu (n€které enzymy jsou pro jednotlivé faze stejné)
(Sojka et al., 2013; Horn et al., 2009). Volné aminokyseliny nasledné putuji do cytoplazmy,
kde setrvavaji az do jejich vyuziti (Sojka et al., 2013). Cely proces je doprovazeny
detoxifikaci uvolnéného hemu v hemozomech (Horn et al., 2009).

Traveni krve je zprostiedkovano nékolika endopeptiddzami zejména aspartové a
cysteinové tiidy. Jejich funkce a obecné degradace hemoglobinu probihd v kyselém pH
v rozmezi 3,5 — 4,5. Toto pH zaroven odpovida prostiedi endozomalnich travicich vacku.
Béhem rané faze sani (1. - 4. den) je hemoglobinolytickd aktivita nizka (obdobi tzv.
“lag phase*). Ke konci pomalé faze sani (4. — 6. den) dochézi k jejimu prudkému nartstu.

Aktivita nadale roste béhem celé¢ faze “rapid engorgement”, kterd nastane na zaklad¢
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piedchoziho oplodnéni nebo oplodnéni béhem sani. V této fazi trdveni hemoglobinu
dosahuje svého maxima. Cely proces je navic regulovany sanim hostitelské krve

(Horn et al., 2009; Sojka et al., 2013).

1.5. Lipidy

Lipidy jsou rozmanitou skupinou piirodnich latek typickou svym hydrofobnim
charakterem a nizkou rozpustnosti ve vodném prostfedi. Diverzita jejich struktury je
nejvyssi ze vSech biomolekul. V organismech plni fadu Zivotné dtilezitych, biologickych ale
i strukturnich funkci. Mezi né patii zejména tvorba biomembran, uchovavani energie a jejich
ucast v mnoha signélnich drahéch. Tvofi Sirokou Skélu pfirodnich latek, jako jsou oleje, tuky,
vitaminy a hormony (Voet et al., 2006).

Lipidy jsou klasifikovany zejména na zaklad¢ jejich struktury a funkce. Podle stavby je
muzeme délit na lipidy jednoduché a slozené. Nekdy je uvadéna také treti skupina lipida —
lipidy odvozené (Fahy et al., 2011). Voet a kolektiv (Voet et al., 2006) d¢li lipidy do 6
zékladnich skupin: mastné kyseliny, triacylglyceroly, glycerofosfolipidy, sfingolipidy,
steroidy a ostatni lipidy.

Mastné kyseliny jsou zékladni slozkou vSech lipida. Triacylglyceroly (také nazyvané
jako triglyceridy) tvofi tuky a oleje rostlin a Zivo¢ich. Pfedstavuji tak vyznamnou zasobarnu
energie a jsou 1 nejzastoupenéjSi skupinou lipidi zprostfedkovavajici jeji uchovavani.
K syntéze a ukladani triacylglyceroli dochdzi v adipocytech, tvoficich tukovou tkan.
Glycerofosfolipidy, sfingolipidy a steroidy jsou hlavnimi slozkami biomembran.
Glycerofosfolipidy (fosfoglycerolipidy) jsou charakteristické svou strukturou. Skladaji se ze
dvou c¢asti: polarni hlavicky a nepolarniho konce (tzv. ,,ocasu®). Sfingolipidy se ucastni
mnoha signalizac¢nich drah. Steroidy jsou pievazné eukaryotického pivodu — jsou tvofeny
zivoc€ichy, rostlinami, ale i houbami. V organismu jsou dilezit¢ predevSim pro jejich
schopnost tvofit hormony (steroidni hormony). Mezi ostatni lipidy spadaji zejména latky,
které netvoii biomembrany, ale na zakladé svych vlastnosti jsou také klasifikovany jako

lipidy. Mezi n¢ patii naptiklad izoprenoidy ¢i eikosanoidy (Voet et al., 2006).

1.6. Lipazy

Lipazy jsou skupinou ve vod¢ nerozpustnych enzymu katalyzujici hydrolyzu esterti.
Jednd se tedy o esterové hydrolazy (Lennarz and Lane, 2004). Mohou byt také
charakterizovany jako skupina enzymu katalyzujici hydrolyzu triacylglycerolu. Ten se za
jejich ptitomnosti rozkladd na kone¢ny produkt glycerol a mastné kyseliny. Tato reakce je

reverzibilni a je zdkladnim mechanismem lipolyzy, prostfednictvim které ziskéavaji
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zivocichové energii z tukil. Jsou tak dulezité nejen pro metabolismus tuka ale i k udrzeni
lipidové homeostdzy (Lennarz and Lane, 2004).

Kviili velkému poctu a obrovské diverzité struktury lipida existuje ¢etné mnozstvi lipaz.
Kazdé z nich ma vsak odliSnou substratovou specifitu. O té rozhoduje zejména aktivni misto
lipaz. Obecné vsSak lipazy vykazuji preferenci k nepolarnim, ve vod¢ nerozpustnym
esterovym substratim (Lennarz and Lane, 2004).

Struktura lipaz je pomérné rozlicna. Obecné jsou tvotfeny zejména 3 skladanymi listy,
celou fadou a helix®i a aktivnim mistem. Rada z nich mé aktivni misto kryté takzvanym
lipidickym vickem. Lipazy mohou disponovat celou fadou lipidickych vicek, na druhou
stranu nemusi mit zadné. Pro funkcnost lipaz je Casto nezbytné nutna jejich aktivace. Ta je
zprostfedkovana pohybem lipidického vicka (nebo i1 n¢kolika vicek). Aktivace miize byt i

velice komplexni (Svendsen, 2000).

1.7. Lipidy a lipolyticky systém bezobratlych

Rada fyziologickych d&ji hmyzu vyzaduje velké mnoZstvi energie. Mezi né patii
svlékani, l1étani, oogeneze, Ci stresové situace jako jsou naptiklad hladovéni ¢i hypoxie.
Kwviili jejich obrovskym energetickym pozadavkiim je nutno energii skladovat. U hmyzu je
energie skladovana predevsim v tukovém télese, kde dochézi k ukladdani proteinti, glykogenu

Tukové téleso je organ rozsiteny po celém téle a je v uzkém kontaktu s ostatnimi orgény
téla hmyzu. Sklada se predevs§im z adipocytl, u hmyzu zndmych také jako trofocyty. Lipidy
jsou ukladany v cytoplazmé téchto adipocytl, konkrétné ve strukturdch zndmych jako
lipidové kapénky (“lipid droplets*) (Toprak et al., 2020).

Lipidové kapénky nehraji roli pouze v ukladani tukt. Podileji se také na syntéze,
transportu a degradaci lipidd, ale 1 na celkovém energetickém metabolismu. Co se tyce jejich
syntetické funkce, jsou schopny tvofit také proteiny a sacharidy. U hmyzu jsou jedinym
typem bunék s touto schopnosti (Toprak et al., 2020).

Z hlediska zpracovavani tuki ma hmyz obecné dva mechanismy Stépeni
triacylglycerolu. Ty se 1i§i v konecnych produktech hydrolyzy. Triacylglycerol miize byt
hydrolyzovan bud’ na monoacylglycerol a mastné kyseliny, nebo na glycerol a mastné
kyseliny. U hematofagti v§ak ptrevlada druhy zptsob hydrolyzy (Gondim et al., 2018).

U hematofagniho zplisobu Zivota se vyvinul vysoce aktivni metabolismus tukt, zejména
kviili obdobi cekani na hostitele. Jejich lipolyticky systém (a obecné 1 lipolyticky systém
hmyzu) je jiz pomérné dobie prozkouman, obzvlasté u n€kolika jeho zastupct. Naptiklad u

celedi Reduviidae (konkrétné u zastupct Panstrongylus megistus a Rhodnius prolixus) bylo
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zjisténo, ze triacylglycerol je hydrolyzovan v lumenu stfeva. U stejnych zastupcii byla ve
sttevé také pozorovana zvySena lipolyticka aktivita v prvnich dnech sani krve
(Gondim et al., 2018).

Jak jiz bylo zminéno dfive, lipidy a jejich metabolismus nemalo ovliviiuji mnohé
energeticky naroc¢né fyziologické procesy bezobratlych, jako je zejména oogeneze ¢i 1étani.
U koméra Aedes aegypti bylo zjisténo, ze pii snizovani zasob triacylglycerolu soucasné
dochazi k rastu oocyti (Gondim et al., 2018). Cela oogeneze je velmi zavisla na zadsobach
lipidt. Lipidy tvoii 30-40 % suSiny hmyziho vajicka a u komara Culex quinquefasciatus
mohou lipidy ptfedstavovat az 90 % energie poskytnuté pro vyvoj embrya. U krevsajici
plostice R. prolixus byla pozorovana zména v lipidovém transportu pii létani, kdy dochézelo
k poklesu lipidovych zasob u ovarii, u létacich svalli byl vSak pozorovan jejich nartst. Pi
frekventovangjSich letech tak dokonce dochazelo 1 kpoklesu kladeni vajicek

(Gondim et al., 2018).

1.8. Lipidy a lipolyticky systém klistat

Klistata, podobné jako hmyz, skladuji lipidy také ve formé lipidovych kapének tukového
télesa. To se vyskytuje u larev, nymf i dospé€lych jedincii vSech druhti. Neni vsak vyvinuto
do takové miry jako u hmyzu. Nachdzi se po celém téle ve spojeni s tracheami v blizkosti
vnitinich organti. Jeho velikost se zvétSuje béhem sani hostitelské krve (zejména u tadu
Ixodida). Fyziologie a metabolismus tukového télesa na rozdil od hmyzu nejsou stale
dostate¢né prozkoumany (Sonenshine and Roe, 2014; Urbanova et al., 2024).

Lipidy u klist'at neplni pouze roli uchovavani energie. Mohou hrat i vyznamnou roli ve
vyvoji a prenosu patogent. Cela fada patogent vychytava lipidy hostitele a vyuziva je
k replikaci, skryvani se pred imunitnim systémem ¢i k tvorbé membran. Naptiklad u bakterii
rodu Borrelia, Anaplasma a Ehrlichia bylo prokazano, ze shromazd’uji cholesterol hostitele
v jejich membranach (O’Neal et al., 2020). Tvorba membran je dilezitym krokem pfi
proliferaci téchto mikrobti. Celé fada z nich v§ak neni schopna tvorby cholesterolu a dalSich
lipida potiebnych pro jeji tvorbu. Vyuzivaji tedy lipidi svého hostitele, mezi které spadaji
také klistata (O’Neal et al., 2020).

U hmyzu je hlavnim lipidem triacylglycerol, ktery zaujima az 90 % vsech jejich lipidi.
U Kklistéte Rhipicephalus microplus vSak velké mnozstvi lipidi zaujima také cholesterol.
Tento objev naznacuje, ze pro lepsi pochopeni lipolytického sytému klist’at, ale i clenovct

obecné je tieba dalsi vyzkum (Angelo et al., 2013).



1.8.1. Lipolyticky systém kliStéte 1. ricinus

Zatimco proteolyticky systém a traveni bilkovin u klistété 1. ricinus jsou pomérné
dobfe prozkoumany (Horn et al. 2009; Sojka et al., 2013; Sonenshine and Roe, 2014), o
lipidech, jejich zpracovani a celkové o metabolismu lipidii vime jen velice malo. Z lipida
obsahuje hostitelska krev zejména triacylglyceroly, fosfolipidy, estery cholesterolu a mastné
kyseliny (Quehenberger and Dennis, 2011). Ty jsou, podobné¢ jako u ostatnich klistat,
ukladany v tukovych kapénkach tukového télesa. Tukové kapénky se zde skladaji zejména
z perilipinit (= strukturni proteiny), triacylglycerolti a esteri cholesterolu obklopenych
fosfolipidy. Samotné tukové téleso vSak hraje roli také v imunitnim systému tohoto druhu
klistéte. Spole¢né¢ s hemocyty totiz syntetizuje nékteré¢ imunitni proteiny a peptidy plsobici
proti infekcim a riznym druhtim patogent (Urbanova et al., 2024).

U nymf klistéte /. ricinus Kozelkova a kolektiv identifikovali celkem 88 proteinti
ucastnicich se metabolismu lipidl, mezi které spadd i ¢etné mnozstvi lipaz. Jednalo se
zejména o pankreatickou lipadzu a sfingomyelin fosfodiesterazu (zastoupené pouze u nymf,
které séali dva dny na svém hostiteli), alfa/beta hydroldzu (zastoupenou jak u plné€ nasatych
nymf, tak u nymf, které jiz odpadli ze svého hostitele) ¢i n¢kolik isoforem fosfolipazy B
pritomnych béhem celého pribeéhu sani (Kozelkova et al., 2023). Co se tyce lipolytického
systému dospélého jedince, Perner a kolektiv pomoci RNA sekvenovani stifeva I. ricinus
identifikovali ¢etné mnozstvi lipaz riiznych ttid a druhti. Zjistili také, Ze v ranych fazich sani
hostitelské krve jsou ve stievnim transkriptomu nejzastoupengjsi fosfolipaza A2, kysela
sfingomyelaza a lipaza pankreatického typu (Perner et al., 2016). Urbanova a kolektiv pfi
studii transkriptomu tukového télesa dospélého jedince odhalili nékteré dalsi lipazy
(zejména fosfolipazu B) a lipolytické enzymy dalSich tfid (naptiklad lysofosfolipdzu D ¢i
diacylglycerol lipdzu-a) (Urbanové et al., 2024). Lipolyticky systém klistat vSak nebyl

doposud funkcéné charakterizovan, coz je divodem nasi snahy v jeho zmapovani.



2. Cile bakalarské prace
e Zakladni testovani lipolytickych aktivit ve stfevnich homogenatech pomoci
vhodného fluorescen¢niho substratu
e Stanoveni pH-optima lipolytickych aktivit
e Stanoveni lipolytické aktivity v pribéhu sani a traveni hostitelské krve

e Charakterizace lipolytickych enzyml pomoci specifickych inhibitort
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3. Materialy a metody

3.1. Sbér klist’at a pokusna zvirata

Dospélé samice klistéte 1. ricinus byly sbirany vlajkovaci metodou. Sbirany byly v téchto
lokalitach: BraniSovsky les u Ceskych Budgjovic, okoli mésta Zliv, okoli obce Véelna, lesy
mésta Pisek. Sbér byl provadén v rozmezi od jara do podzimu v letech 2022 a 2023. Se vSemi
laboratornimi zvifaty bylo zachazeno v souladu se Zakonem Ceské narodni rady na ochranu

zvitat proti tyrani ¢. 246/1992 Sb. a etickym schvalenim ¢. 25/2018.

3.2. Pitva stievni tkané

Stievni tkan dosp€lych samic 1. ricinus byla vypitvana za pouziti stereomikroskopu
(Stemi DV4, ZEISS). Klistata byla pitvana v riznych ¢asovych intervalech hladovéni, sani
a po odpadnuti z hostitele. Konkrétné se jednalo o nenasaté samice hladovéjici po dobu
jedenacti mésicth (UF 11 mésicl), nenasaté samice hladovéjici po dobu jednoho mésice
(UF 1 mésic), tfi dny sajici samice (3D), pét dni sajici samice (5D), plné nasaté samice (FF),
samice Ctyfi dny po odpadnuti z hostitele (4AD), samice Sest dni po odpadnuti (6AD) a
samice jedenact dni po odpadnuti (11AD). Klist'ata sala na laboratornich morc¢atech. Pitvani
sttev bylo provedeno v pfitomnosti 1x PBS. Stieva 3D, 5D, FF, 4AD, 6AD a 11AD samic
byla nasledn¢ promyvana v 1x PBS a tim tak zbavena stfevniho obsahu. Vypitvana stfeva

byla umisténa do 1,5 ml mikrozkumavek a skladovéna pti -80° C.

3.3. Homogenizace stievni tkané

Do mikrozkumavek obsahujicich vypitvanou stfevni tkan bylo pfidano odpovidajici
mnozstvi vychlazen¢ho pufru (0,1M-kyselina citronova + 0,2M-Na;HPO4 + 0,1 % Triton
X-100, pH 4.0) podle Tabulky I. Stievni tkan byla nasledné rozmélnéna plastovym
homogenizatorem a zmrazena v kapalném dusiku. Tento proces byl proveden celkem 3x.
Plastovy homogenizator byl nad mikrozkumavkou oplachnut 100 pl pufru, abychom
zamezili ptipadné ztrat€¢ vzorku. Timto zplisobem bylo tedy mnozstvi ptidaného pufru
doplnéno na jeho konecny objem zobrazeny v Tabulce I. Takto vzniklé homogenaty byly
pfeneseny na blokovou tfepacku (Eppendorf, Thermomixer comfort) (1 400 rpm, 4 °C,
30 min). Nésledn€ byly homogenaty sto¢eny na ptedchlazené centrifuze (Thermo Scientific
Heraeus Multifuge X3R Centrifuge) (12 000 x g, 4 °C, 20 min). Z mikrozkumavek byl
odebran supernatant, ktery slouzil jako vysledny vzorek pro méieni. Byl kladen diiraz na

odebirani supernatantu od hladiny (aby byly pfeneseny i tuky plavouci na hlading). Pomoci
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Bradford c¢inidla byla zméfena vyslednd koncentrace homogenatti. Homogenaty byly

rozpipetovany do 125 ul alikvott a skladovany pii -80° C.

Tabulka I: Pocty stirev a mnoZstvi pfidaného pufru. Celkovy objem ptidaného pufru zahruje i 100 ul pufru
na oplachnuti plastovych homogenizatora.

Homogenat Pocet stifev v mikrozkumavce Celkovy objem pridaného pufru

(ul)

UF 20 500

3D 5 500

5D 5 1000

FF 1,5 1000
4AD 1,5 1000
6AD 1,5 1000
11AD 2,5 1000

3.4. Stanoveni koncentrace proteini Bradford metodou

Koncentrace proteinu v homogenatech byla stanovena pomoci metody Bradfordové
ihned po jejich zhotoveni. V Eppendorf mikrozkumavce bylo 50 pl ptislusné ziedéného
homogenatu smichano s 500 ul Bradford ¢inidla. Koncentrace tohoto vzorku byla zméfena
na spektrofotometru (Eppendorf BioPhotometer) a nasledné vynésobena fedénim

homogenatu. Jako kontrola slouzilo 50 pl pufru s 500 pl Bradford ¢inidla (Bradford, 1976).

3.5. Fluorescen¢ni méreni lipolytickych aktivit v pribéhu sani klistéte

Relativni lipolyticka aktivita ve vSech homogenatech byla méfena za pouziti vhodného
fluorescen¢niho substratu. Tim byl 4-methylumbelliferyl oleat (MUF; Sigma Aldrich,
#75164), ktery byl vybran predevSim na zaklad¢é publikaci Gilham and Lehner, 2005 a
Gupta et al.,, 2003. V prubéhu piipravy reagencii byly vSechny vzorky a chemikalie
uchovavany na ledu, aby se zabranilo jejich samovolné degradaci. MUF substrat byl nejprve
natedén v dimethylformamidu (DMF) na jeho 2,5 mM koncentraci a nasledné v reakénim
pufru (0,1M-kyselina citronova + 0,2M-Na;HPO4 + 0,1 % Triton X-100, pH 4.0) na jeho
vyslednou 100 pM koncentraci. Pfed samotnym méfenim byl uchovavan ve tmé pii
pokojové teploté. Neziedény 2,5 mM MUF byl uchovavan ve tmé pii -20 °C. Méfeni byla
provadéna v mikrodestickovém fluorimetru (Infinite M200 PRO, TECAN) s dvojitym
monochromatorem (excitace 327, emise 449, 37 °C, 30 min) (Santana et al., 2017). Méfeno

bylo v programu iControl. Fluorescence byly méfeny v cernych 96-jamkovych
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mikrodestickach (Nunc). Pfipravu reakce a schéma pipetovani do mikrodesticky znazornuje
Obrazek 2. Do kazdé¢ jamky bylo pfiddno 100 ul pfislusné ztedéného stfevniho
homogenatu/enzymu a 100 pl 100 uM substratu (jehoz findlni koncentrace v reakci byla
50 uM).

CH;y

\I o L= =
v

.= [ substrat
Homogenat 1004l
100ul

Obrazek 2: Priprava reakce a schéma pipetovani pro optimalizaci eseji a orienta¢ni méfeni. Byla
vypitvana stfeva z riznych ¢asovych sekt sani a nasledné byla zhomogenizovana v reakénim pufru. Stievni
homogenaty byly v rizném fedéni pipetovany do 96-jamkové desticky. Do stejnych jamek byl pfipipetovan
fluorescencni substrat a reakce byla zméfena v mikrodestickovém fluorimetru.

Prvné bylo provedeno orientaéni méfeni relativnich aktivit sttevnich enzymi pro
vSechny sttevni homogenaty dospélych samic /. ricinus. Vysledna fedéni, pti kterych bylo u
jednotlivych homogenétii naméteno priblizné 1500 relativnich fluorescencnich jednotek za
minutu (RFU/min) byla pouzita jako vychozi fedéni téchto homogenatt (Tab. II) pro
vSechna nasledujici méfeni. Méfeno bylo vzdy v triplikatech. Jejich primérné hodnoty

RFU/min byly nasledné pfepocitany na RFU/min/pg proteinu v reakci.

Tabulka II: Vychozi fedéni stievnich homogenati z odliSnych dob sani. UF 11 mésicli — nenasata klist'ata
hladovéjici po dobu jedenacti mésicli, UF 1 mésic — nenasata klistata hladovéjici po dobu jednoho mésice, 3D
— ti'1 dny sajici dospéla klistata, SD — pét dni sajici klistata, FF — plné nasata klistata, 4AD — klist’ata ¢tyfi dny
po odpadnuti z hostitele, 6AD — klist'ata Sest dni po odpadnuti z hostitele, 11AD — klist'ata jedenact dni po
odpadnuti z hostitele.

Typ UF 11 UF 1 3D 5D FF 4AD 6AD | 11AD

homogenatu | mésici | mésic

Redé&ni 10x 20x 20x 100x 100x 20x 20x 20x
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3.5.1. Ovéreni komer¢né dostupnych inhibitoru

Pro charakterizaci lipolytického systému klistéte /. ricinus bylo pfi méteni pouzito

specifickych komeréné dostupnych inhibitorti riiznych koncentraci. Nazvy inhibitort a jejich

pouzité koncentrace jsou zobrazeny v Tabulce III. Na pfislusné koncentrace byly fedény

reakénim pufrem (0,1M-kyselina citronova + 0,2M-Na;HPO4 + 0,1 % Triton X-100, pH 4.0)

v 1,5 ml mikrozkumavkéach jest¢ pred napipetovanim do desticky. Inhibitory byly

skladovany pfi -20 °C.

Tabulka II1: Nazvy inhibitori a jejich pouZité koncentrace

Nazev Zkratka | Katalogové Cislo Vysledné koncentrace inhibitoru v
inhibitoru (Sigma Aldrich) reakci
Orlistat ORL #04139 250 uM; 25 uM; 5 uM; 2,5 uM; 0,5 uM;
0,25 uM; 50 nM;25nM; 2,5 nM;
0,25 nM; 25pM; 2,5 pM; 0,25 pM;
25 ftM
Lalistat LAL #SML2053 500 pM; 350 pM; 250 puM; 25 uM;
2,5 uM; 1,25 uM; 0,625 uM; 0,313 uM;
0,25 uM; 25 nM; 2,5 nM
BAPTA BAPTA #196418 250 puM; 25 uM; 2,5 puM; 0,25 pM;
250M; 2,5 nM; 0,25nM; 25 pM;
2,5pM; 0,25 pM; 25 tM
URB597 URB #U4133 1000 pM; 500 puM; 250 puM; 25 uM;
2,5 uM; 0,25 uM; 25 nM; 2,5 nM
Varespladib VAR #13402 500 puM; 350 uM; 250 pM; 100 uM;
25 uM; 2,5 puM; 0,25 uM; 25 nM;
2,5nM
CAY10499 CAY #B7841-5 350 uM; 250 uM; 25 uM; 10 uM; 5 uM;
2,5 uM; 0,25 uM; 25 nM; 2,5 nM
PF-06424439 PZ #PZ0233 25 uM; 10 uM; 5 uM; 2,5 uM; 0,25 pM;
25 nM; 2,5 nM
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3.5.2. Méreni lipolytickych aktivit za pouziti komercéné dostupnych inhibitora

Predem zfedéné inhibitory byly po dobu ptipravy reakce udrZzovany na ledu.
Inhibitor (50 pl) o danych koncentraci byl spolecné s homogenatem (50 pl) napipetovan do
96-jamkové mikrodesticky. Nasledovala jejich spolecnd inkubace (15 min, pokojova
teplota (RT)). Po inkubaci byl piidan 100 uM substrat (100 ul) a reakce byla zméfena na
mikrodestickovém fluorimetru. Pfipravu reakce a schéma pipetovani reagencii do

mikrodesticky znazortiuje Obrazek 3.

Inkubace
15 min RT

CH;y

v L& ]

Substrat

Homogenat \ :
50 L,? " Inhibitor 100 .
50 pl I.

Obrazek 3: Priprava reakce a schéma pipetovani méfeni za pouziti inhibitoru. Byla vypitvana stfeva UF
a 5D klistat. Stfeva byla nasledn¢ zhomogenizovana v reakénim pufru. Stfevni homogenaty byly po zfedéni
pipetovany do 96-jamkové desticky. Do stejnych jamek byl pfipipetovan inhibitor o pfislusné koncentraci.
Nasledovala spolecnd inkubace homogenatu s inhibitorem (15 minut, pokojova teplota). Poté byl pfidan
fluorescencni substrat a reakce byla zméfena v mikrodestickovém fluorimetru.

3.6. Vyhodnoceni vysledkii

Veskera méteni stanovujici hodnoty lipolytickych aktivit byla vyhodnocena v programu
iControl. Vysledky byly nésledné pievedeny do programu Microsoft excel a zde 1
pfepocitany, jak bylo jiz zminéno vysSe. Veskeré grafy objevujici se v této praci byly
zkonstruovany v programu GraphPad Prism 8. Ve stejném programu byla zaroven

provedena statisticka uprava dat a stanovena hodnota ICso pro vSechny pouzité inhibitory.
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4. Vysledky

4.1. Optimalizace aktivitnich eseji

Pied samotnym méfenim lipolytickych aktivit bylo tieba aktivitni eseje optimalizovat.
Na Obrazku 4A 1ze vidét, Ze se vzriistajicim ¢asem nartista mnozstvi uvolnéného oleatu nebo
methylumbelliferonu. Byla sledovana zéavislost mezi koncentraci proteinu a lipolytickou
aktivitou v 5D stfevnim homogenatu klistéte /. ricinus (Obr. 4B). Pii tomto méfeni se
vychézelo z linearni oblasti v ¢asovém rozmezi 10 - 30 min. Hodnoty lipolytickych aktivit
rostly linearné se zvySujici se koncentraci proteinu. Linearni hodnoty aktivit naznacuji, Ze

podminky, které byly pro méfeni stanoveny, byly vhodné zvolené.

A) B)
&asovy pribéh Koncentrace enzymu
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Obrazek 4: A: Linearni ¢asovy pribéh MUF substratu a B: Koncentrace enzymi lipolytickych aktivit
stifevnich homogenati 5D Kklistéte 1. ricinus. RFU — relativni fluorescenéni jednotky, RFU/min (10-30) —
relativni fluorescencni jednotky za minutu v ¢asovém useku reakce 10-30 minut.

Dalsim krokem k optimalizaci lipolytickych eseji bylo stanoveni optimalniho pH.
Nejvyssi lipolytické aktivity u 5D stfevnich homogenati bylo dosazeno v prostiedi o pH4
(Obr. 5).

pH optimum 5D homogenatu
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Obrazek 5: pH optimum 5D homogenatu. Chybové tsecky piedstavuji smérodatnou odchylku (SD),
RFU/min (10-30) — relativni fluorescen¢ni jednotky za minutu v ¢asovém useku reakce 10-30 minut.
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4.2. Méreni lipolytickych aktivit kli§t’at v riznych ¢asovych bodech sani

Pro prozkoumani lipolytické aktivity u klistéte obecného byla métfena aktivita v pribéhu
hladovéni, sani a po odpadnuti u dospé€lych samicek (Obr. 6). Celkem bylo méfeno osm
skupin klistat v triplikatech. Lipolytickd aktivita vzriista od nenasatého (hladovéjiciho)
stadia az po paty den sani. Lipolyticka aktivita je nejvyssi tieti a paty den sani klistéte. V plné

nasatém stadiu hodnota lipolytickych aktivit rapidné klesd. Po odpadnuti z hostitele je
hladov¢jicich jeden mésic (UF 1 meésic) byla pozorovdna vyssi lipolyticka aktivita

(174 RFU/min/pg) nez u klistat, ktera hladovéla jedenact mésici (141 RFU/min/pg)
(Obr. 6).

Aktivita lipaz v prabéhu sani
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Obrazek 6: Aktivita lipaz stfevnich homogenati v prubéhu sani klistéte 1. ricinus. UF (11 mésict) —
nenasata klistata hladovéjici jedenact mésict, UF (1 mésic) — nenasata klist'ata hladovéjici jeden mésic, 3D —
klist'ata sajici tfi dny na laboratornim morceti, 5D — kliSt'ata sajici pét dni, FF — pIn¢ nasata klistata, 4AD —
klistata ¢tyii dny po odpadnuti z laboratorniho morcete, 6AD — kliStata Sest dni po odpadnuti, 11AD — klist'ata
jedenact dni po odpadnuti. Chybové tsedky predstavuji smérodatnou odchylku. Cervena prerufovana &ara
pfedstavuje bazalni aktivitu lipaz v krvi hostitele. RFU/min/pg — relativni fluorescenéni jednotky za minutu na

mikrogram proteinu v reakci.

4.3. Pouziti komer¢né dostupnych inhibitoru
Pro charakterizaci lipolytického systému klistéte I ricinus byly pouzity komercné
dostupné inhibitory slouzici k inhibici lipadz riznych druhii a tfid. Na jejich zakladé bylo

mozné urcit, jaké druhy lipaz jsou pfitomny ve stievé tohoto druhu klistéte.
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4.3.1. Inkubace homogenatu s inhibitorem

Pfed samotnym pouzitim inhibitort bylo testovano, jakym zpisobem (pokud viibec)
ovliviluje hodnotu lipolytickych aktivit inkubace homogenatu s inhibitorem (Obr. 7).
Celkem byly testovany dva vlivy — teplota a doba inkubace. Pro testovani byly zvoleny dvé
teploty a dva Casové iseky. Za testovany inhibitor byl zvolen univerzalni lipazovy inhibitor
Orlistat, za homogenat byl zvolen 5D homogenat. Jako kontrola byly pouzity Orlistat
s pufrem bez pfitomnosti homogenatu (B bez enzymu) a 5D homogenat s pufrem bez
pritomnosti inhibitoru (B max). M¢feno bylo v triplikatech. Vysledky ukazuji, Ze
nejvhodnéjsi je inkubace homogenatu s inhibitorem pii pokojové teploté. Jelikoz pii 37 °C
nebyl vzorek B max (samotny homogenat) stabilni a nedosdhl na maximalni aktivitu
~500 RFU/min/pg (Obr. 7). Dale bylo prokazano, ze ¢asovy interval inkubace nema takovy
vliv na ucinnost inhibitoru. Proto bylo v dalSich méfenich pfistoupeno k inkubaci

homogenatu a inhibitoru v pokojové teploté (RT) po dobu 15 minut.

Inkubace 5D ORL
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Obrazek 7: Inkubace stievniho homogenatu s inhibitorem. Srovnani inkubace za pokojové teploty (RT) a
37 °C v riznych ¢asovych intervalech (15 min a 1 h). B max — maximalni lipolyticka aktivita 5D homogenatu
bez pridaného inhibitoru, B bez enzymu — kontrola bez enzymu za pfitomnosti inhibitoru ORL. Chybové
usecky predstavuji smérodatnou odchylku. RFU/min/pg — relativni fluorescencni jednotky za minutu na

mikrogram proteinu v reakci.
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4.3.2. Inhibice lipaz pritomnych ve stievni tkani

Pro méfeni inhibice lipolytickych aktivit bylo celkem pouZzito sedm druhti inhibitora.

Piehled inhibitort, jejich funkce a ptipadné reference jsou uvedeny v Tabulce IV. Pouzité

inhibitory byly rGznych koncentraci,

abychom zjistili

ucinnost jejich puasobeni.

Koncentrace inhibitort byly vybirdny tak, aby lipazy stfevniho homogenatu v jejich

pfitomnosti dosahovaly své minimalni i maximalni aktivity (pokud takové nafedéni inhibitor

umoznoval). Byl kladen diraz na hyperbolicky pribéh méteni pro pozdé€jsi vypocet ICso.

Meéteny byly dvé skupiny klistat — UF klist’ata (Obr. 8) a 5D klistata (Obr. 9). U obou téchto

skupin byly pouzity stejné inhibitory. Byly pouzity dvé kontroly: kontrola bez inhibitoru

(maximalni lipolyticka aktivita) a kontrola bez homogenatu/enzymu (nulova lipolyticka

aktivita). Méteno bylo v triplikatech.

Tabulka IV: Inhibitory a jejich funkce

hladinu triacylglycerolu krevni plasmy

Inhibitor | Zkratka Funkce Reference
Orlistat ORL Univerzalni  inhibitor  zalude¢nich a | Heck et al.,
pankreatickych lipdz, vyuziva se jako lék 2000
proti  obezité¢, snizuje absorpci tukll | Hvizdos and
z potravy, snizuje hladinu cholesterolu, | Markham, 1999
muze ovlivnit i preferenci ve vybéru potravy
Lalistat LAL Specificky inhibitor lyzosomalni kyselé¢ | Tuohetahuntila
lipazy, zvySuje hladinu triacylglycerolu, ctal, 2017
zpusobuje degradaci lipidovych kapének
BAPTA | BAPTA | Vysoce G¢inny chelator vapniku Dieter et al.,
1993
URB597 | URB Silny inhibitor amidové hydrolazy mastnych | Clapper et al.,
kyselin 2006
Varespladib | VAR Inhibitor sekre¢ni fosfolipazy A2 De Luca et al,
2012
CAY10499 | CAY Inhibitor ~ hormon  senzitivni  lipazy | Muccioli et al.,
(monoacyl glycerol lipazy) 2008
PF- Pz Inhibitor diacylglycerol acyltransferazy, | Futatsugi et al.,
06424439 snizuje syntézu triacylglycerolu, snizuje 2015
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Nasledujicich grafy (Obr. 8) znazoriiuji hodnoty lipolytickych aktivit UF klistat. ORL

inhibuje pii pomérné nizkych koncentracich (Obr. 8A). U inhibitort VAR, CAY a PZ nebylo
dosazeno nulové lipolytické aktivity (Obr. 8E, 8F, 8G). Inhibitor URB neinhiboval viibec

(8D).
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Obrazek 8: Inhibice lipolytickych aktivit UF klistat za pouZiti inhibitori. Orlistat (A), Lalistat (B),
BAPTA (C), URB597 (D), Varespladib (E), CAY 10499 (F), PF-06424439 (G). Horni pferusovana cervena
¢ara znaci lipolytickou aktivitu bez pfitomného inhibitoru, spodni pferusovana cervena ¢ara znaci lipolytickou
aktivitu bez ptidaného homogenatu (kontrolu). Chybové usecky pfedstavuji smérodatnou odchylku.
RFU/min/pg — relativni fluorescenéni jednotky za minutu na mikrogram proteinu v reakci.
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Nasledujici grafy (Obr. 9) znazoriiuji hodnoty lipolytickych aktivit 5D klistat. ORL
(Obr. 9A) a LAL (Obr. 9B) inhibuji jiz pii nizkych koncentracich. U inhibitord VAR, CAY
a PZ nebylo dosazeno nulové lipolytické aktivity (Obr. 9E, 9F, 9G). Inhibitor PZ inhiboval

1 pfi jeho vyssich koncentracich jen velmi malo (Obr. 9G). Inhibitor URB neinhiboval viibec

(Obr. 9D).
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Obrazek 9: Inhibice lipolytickych aktivit SD kli§t’at za pouZiti inhibitora. Orlistat (A), Lalistat (B),
BAPTA (C), URB597 (D), Varespladib (E), CAY 10499 (F), PF-06424439 (G). Horni pferuSovana ¢ervena
¢ara znaci lipolytickou aktivitu bez pfitomného inhibitoru, spodni pferusovana cervena ¢ara znaci lipolytickou
aktivitu bez pridaného homogenatu (kontrolu). Chybové usecky pfedstavuji smérodatnou odchylku.
RFU/min/pg — relativni fluorescen¢ni jednotky za minutu na mikrogram proteinu v reakci.
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4.3.3. Stanoveni hodnoty IC50

Pro lepsi interpretaci vysledkii byla stanovena polovina maximdlni inhibicni
koncentrace (tzv. ICso). Jeji hodnota byla vypoctena u vSech pouzitych inhibitorti obou
skupin klist’at (Ptiloha, Obr. 1 a 2). Veskeré vypocty vcetné statistické upravy dat byly

provedeny v programu GraphPad Prism 8.

Pro vétsi prehlednost byla zhotovena tabulka (Tab. V) zobrazujici jednotlivé hodnoty
ICso u UF a 5D klistat vSech pouzitych inhibitordt. U UF klistat byly nejlepSimi
inhibitory ORL, PZ a BAPTA. U 5D klistat byl zdaleka nejleps$im inhibitorem ORL, pti
jehoz pouziti dosahneme inhibice o 50 % za pouziti pouze jeho 0,003 uM koncentrace.
U 5D klist’at byly ale také velmi a¢inné inhibitory LAL a PZ. Inhibitor URB neinhiboval

vubec ani u jedné métené skupiny klistat.

Tabulka V: Hodnoty ICso riznych druhii inhibitori

Inhibitor ICso (nM)
UF 5D
ORL 2,107 0,003
LAL 75,406 1,263
BAPTA 3,226 10,230
URB neinhiboval neinhiboval
VAR 114,256 118,359
CAY 9,026 5,390
PZ 2,928 2,624

4.3.4. Souhrnné méreni pouzitych inhibitori

Pro porovnani jednotlivych inhibitorti mezi sebou bylo provedeno souhrnné méteni
vSech pouzitych inhibitort (Obr. 10). Lipolytické aktivita u UF a 5D klist'at byla métena u
obou skupin soucasné v jednom méfeni. PouZité inhibitory byly stejné koncentrace - 25 uM.

Meéteno bylo v triplikatech.
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Obrazek 10: Souhrnné méfeni inhibitord 25 pM koncentrace. Jako kontrola byl pouzit homogenat bez
pfidaného inhibitoru. Chybové usecky predstavuji smérodatnou odchylku. RFU/min/pg — relativni
fluorescencni jednotky za minutu na mikrogram proteinu v reakci.

Z hodnot uvedenych na Obrazku 10 byla pro lepsi interpretaci vysledkli zhotovena
tabulka procentudlni inhibice 25 uM inhibitor obou skupin klist’at (Tab. VI).

Za pouziti inhibitoru ORL bylo dosazeno téméf 100 % inhibice lipolytickych aktivit u
obou skupin klist’at. Inhibitor LAL inhibuje vice u 5D klistat, u kterych zptisobuje ~92 %
inhibici. U nenasatych (UF) klist'at inhibuje piiblizné o polovinu méné. Podobné¢ tomu bylo
1 u inhibitoru CAY. PZ zplisobuje u nenasatych klistat 100 % inhibici. U 5D homogenati
v8ak zpusobuje pouhou ~ 21 % inhibici. BAPTA u obou skupin klistat zplisobuje mirné
nadpolovi¢ni inhibici. VAR podobné jako URB jsou pfi jejich 25 uM koncentraci Spatnymi
inhibitory lipaz. U nenasatych klist’at inhibuji jen velice malo a u 5D klist'at t¢émé&f vibec (v

ptipadé URB bylo dosazeno dokonce 0 % inhibice).

Tabulka VI: Procentualni inhibice celkové lipolytické aktivity 25 nM inhibitory

Inhibitor Inhibice lipolytickych aktivit u jednotlivych
homogenati (%)
UF 5D

ORL 97,54 99,67
LAL 44,76 91,96
BAPTA 61,61 59,68
URB 12,40 0,00
VAR 16,97 4,37
CAY 44,53 83,17
PZ 100,00 20,59
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5. Diskuze

V této praci byla zkoumaéna lipolytickd aktivita ve stfevé klistéte I ricinus
prostiednictvim aktivitnich eseji. Byla stanovena lipolyticka aktivita v prabéhu hladovéni a
sani dosp€lych samic 1. ricinus na jejich hostiteli. Diky vyuziti komeréné dostupnych
inhibitort lipaz, a latek s hydrolyzou tukl spjatych, bylo mozné ¢aste¢né charakterizovat
lipolyticky systém tohoto druhu klistéte. Pti aktivitnich esejich se vyuZzivalo fluorescen¢niho
substratu 4-methylumbelliferyl oleétu, ktery se pii podobnych esejich bézné uziva.

Pfed samotnym meétfenim lipolytické aktivity ve stievech klistat bylo zapotiebi
lipolytické eseje optimalizovat. Linearni hodnoty aktivit z vysledkl optimalizacnich méfeni
naznacuji, ze podminky, které byly pro méfeni stanoveny, byly vhodné. Pfi stanoveni
optiméalniho pH lipolytickych eseji bylo zjiSténo, Ze nejvyssi lipolytické aktivity je dosaZeno
pii pH 4. Toto pH odpovidd pH optimu aktivity proteaz naméfenému taktéz ve stieve
L ricinus, které salo na hostiteli stejné dlouhou dobu jako v ptipadé naSeho experimentu
(Sojka et al., 2008). Je tedy pravdépodobné ze traveni proteinti a lipida klistéte probiha za
stejnych podminek. pH 4 odpovida prostiedi v travicich lysozomech na rozdil od lumenu
stteva, kde je pH 6,3 — 6,5. (Horn et al., 2009; Miyoshi et al., 2007). Dle vysledkt se tedy
muzeme domnivat, ze hydrolyza lipidi probihd (stejné jako degradace proteinti)
vnitrobunééné ve sttevni tkani.

Pii stanovovani lipolytickych aktivit v asovém prubchu sani klistéte 1. ricinus bylo
celkem meéfeno osm skupin klistat odlisSnych dob hladovéni a sani hostitelské krve.
Lipolytickd aktivita tohoto druhu klistéte nebyla dosud méfena a tato prace je prvni,
zabyvajici se prave aktivitou lipaz. Travici mechanismus proteint vSak jiz podrobné popsan
byl. Bylo prokazano, ze aktivita protedz je do druhého dne sani dospélé samice sotva
mefitelnd. Exponencidlni rist aktivity vétSiny proteaz nastava mezi Ctvrtym a Sestym dnem
sani. Maximalni aktivita pak byla pozorovana u plné nasatych samic (Franta et al., 2010;
Horn et al., 2009). Vysledky této bakalaiské prace ukazuji, Ze aktivita lipaz /. ricinus roste
do tfetiho a patého dne sani, kdy dosahuje svého maxima. Lipolyticka aktivita je tak ¢astecné
v souladu s protedzovymi aktivitami, pficemz lipazy jsou ve stieve klistéte aktivni diive (jiz
u nenasatych samic) a dosahuji svého maxima rychleji (tieti az paty den sani). Vyjimkou u
hemoglobinové degradace je cysteinova peptiddza cathepsin L, kterd jako jedind vybocuje
z trendu. Svého aktivitniho maxima dosahuje jiz paty den sani a poté prudce klesa, coz je
pIn€ v souladu s ndmi namétenymi lipolytickymi aktivitami (Franta et al., 2010).

Pro méteni lipolytickych aktivit s inhibitory byly pouzity dvé skupiny klist'at — nenasaté
dospélé samice (UF) a dospé€lé samice sajici na svém hostiteli (laboratornim morceti) po

dobu péti dnti (5D). Tyto skupiny klist'at byly vybrany za G¢elem porovnani rozdilu mezi
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klistaty hladov¢jicimi a klist’aty, u kterych byla pozorovana maximalni lipolyticka aktivita.
Pro charakterizaci lipolytickych aktivit bylo dohromady vybrano 7 komeréné dostupnych
inhibitorti lipaz a latek, které s metabolismem tukli Uzce souviseji nebo jej mohou
ovliviiovat. Pfed jejich pouzitim nds zajimala samotna inkubace inhibitoru s enzymem
(sttevnim homogenatem). Aktivita nckterych inhibitord (napt. CAY10499 nebo
PF-06424439) totiz roste po spolecné preinkubaci s enzymem (Muccioli et al., 2008;
Pabst et al., 2018). Pro inkubaci je teplota 37 °C nevhodnd, jelikoz dochazi ke snizovani
lipolytické aktivity. Jak vSak bylo u inhibitoru Orlistat zjiSténo, doba inkubace nema na
hodnotu lipolytickych aktivit velky vliv. Pro méteni tak byla vybrana inkubace enzymu s
inhibitorem za pokojové teploty po dobu patnacti minut.

Diky vysoké specifit¢ vétSiny z pouzitych inhibitorh bylo mozné Céstecné
charakterizovat lipolyticky systém klistéte 1. ricinus. Inhibitor Orlistat byl vybran na zakladé
jeho vlastnosti univerzalniho a hojné pouzivaného inhibitoru lipaz, zejména zalude¢niho a
pankreatického typu. Pouziva se také jako komercéné dostupny Iék proti obezité. Snizuje
hydrolyzu a tim i absorpci pozitého tuku z potravy. Nestrdvené lipidy jsou nasledné
vylouc€eny stolici. Timto zpisobem miiZze zabranit vstiebani az 30 % tukt. Pti jeho pouziti
bylo za jeden rok (pii souc¢asné nizkokalorické dieté¢) dosazeno snizeni hmotnosti pacient
az 0 10 %. Orlistat miize ovlivnit i samotny vybér stravy. Konzumace pokrmi s vysokym
obsahem tuku za soucasného pouzivani tohoto Iéku totiz mlze vést k zavaznym
gastrointestinalnim problémtim (Heck et al., 2000; Hvizdos and Markham, 1999). Zjistili
jsme, ze Orlistat je vysoce uU€inny v inhibici kliStécich lipdz uz pfi jeho nizkych
koncentracich a s t¢éméf 100 % ucinnosti inhiboval lipazy jak UF tak u 5D kliStat. Dalsi
inhibitor, Lalistat, je taktéZ hojn€ pouzivany. Je specifickym inhibitorem lyzosomalni kyselé
lipazy. V klinickych studiich je pouzivan jako vhodny kandidat pro stanoveni aktivity
lyzosomalni kysel¢ lipdzy z krve pacientd, pfiCemz se zda, Ze pro tyto ucely funguje
s vysokou ucinnosti jiz pti jeho pouhé 1 uM koncentraci. Toho Ize vyuzit pii diagnostice
chorob spjatych pravé s nedostatkem tohoto enzymu (Hamilton et al., 2012). Pii naSich
métenich byl inhibitor Lalistat stejné¢ U€inny jako Orlistat s vyjimkou u nenasatych klistat.
Miuzeme se tak domnivat, Ze nenasata kliSt'ata maji mensi zastoupeni v aktivité lyzosomalni
kyselé lipazy, nez je tomu u 5D klistat. Ke zjisténi, zda-li jsou ve stifevé klistat pritomné
kalctum-dependentni  lipazy jsme pouzili silny cheldtor vapniku BAPTA
(Dieter et al., 1993). Na zdkladé naSich vysledkii se domnivame, Ze u nenasatého stadia
klistéte je aktivnich vice kalcium-dependentnich fosfolipdz nez u 5D stddia. Pro stanoveni
jednotlivych druhi lipaz byly pouzity specifické inhibitory URB597, Varespladib a
CAY10499. URB je silny inhibitor amidové hydrolazy mastnych kyselin. Pti jeho pouziti
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nebylo dosazeno zadné inhibice lipolytickych aktivit, 1 pfes to, ze v jaterni tkdni u mysi URB
inhiboval amidovou hydroldzu mastnych kyselin velmi dobie uz pii jeho nanomolarni
koncentraci (Clapper et al., 2006). To naznacuje, ze amidova hydrolaza mastnych kyselin
neni u klist'at aktivni (nebo jen ve velmi malé mite). Varespladib je inhibitor fosfolipazy A2.
Pti jeho pouziti jsme jak u UF, tak u 5D klist’at dosahli jen velmi malé inhibice lipolytickych
aktivit. Proto se domnivame, Ze fosfolipaza A2 nepftispiva ve velké mite k celkové lipolyze
u kliSt'at. To potvrzuje i fakt, Ze Orlistat neni inhibitorem fosfolipazy A2, i ptes to jsme vSak
pfi jeho pouziti dosahli téméf 100% inhibice lipdz (Hvizdos and Markham, 1999).
CAY10499 je inhibitor monoacyl glycerol lipazy, ktera ma podle vysledki na celkové
lipolytické aktivité u obou skupin klistat nemaly podil, zejména u 5D klist’at. Jedinym
inhibitorem, ktery neovliviiuje piimo lipazy, ale naopak slouzi k inhibici diacylglycerol
acyltransferazy (DGAT) je PF-06424439. DGAT je enzym katalyzujici tvorbu
triacylglycerolu (z diacylglycerolu a acyl-CoA). Jeho aktivita mé pfimy vliv na mnoZzstvi
triacylglycerolu v organismu a tim tak zna¢né ovliviiuje cely jeho energeticky metabolismus.
Inhibitory DGAT by mohly mit potencial v Iécbé obezity a diabetu mellitu u lidi
(Yen et al., 2008). Nekteré inhibitory DGAT jiz byly dokonce v klinickych studiich
testovany. Obecné byly velmi G€inné ve snizovani syntézy triacylglycerolu a jeho mnoZzstvi
v krevni plazmé€. Pifi jejich pouzivani byly vSak soucasné¢ pozorovany zavazné
gastrointestindlni vedlejsi ucinky, které znemoznili jejich dalsi klinické vyuziti
(Chen et al., 2022). Vzhledem k vysledkiim této prace se mizeme domnivat, Ze pro kliSt'ata
je DGAT pravdépodobné velmi dulezita v UF stadiu, kdy bylo za pouziti 25 uM inhibitoru
PZ dosazeno jeji 100% inhibice. TudiZ je mozné, Ze u nenasatych klistat v hojné mite

probiha syntéza triacylglycerolu.
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6. Zavér

Tato prace se jako prvni zabyva charakterizaci lipolytického systému a lipolytickych
aktivit klistéte obecného — Ixodes ricinus. Byly optimalizovany lipolytické eseje pro méteni
sttevnich homogenatii klistat za pouziti univerzalniho fluorescen¢niho substratu. Bylo
stanoveno optimalni pH pro lipolytické aktivity. Byly zméteny aktivity lipaz ve stfevnich
homogenatech v prib&hu hladovéni, sani a po odpadnuti klistat z hostitele. Pro blizsi
charakterizaci lipolytického systému byly pouzity komeréné dostupné inhibitory lipaz a
latek, které lipolyticky systém ovliviiuji nebo s nim uzce souviseji. Uéinnost jednotlivych

inhibitort byla stanovena vypoc¢tem hodnoty ICso kazdého z nich.
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8. Priloha
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Obrazek 1: Stanoveni hodnoty ICso UF stfevnich homogenati. Veskeré vypocty véetné statistické Gpravy
dat byly provedeny v programu GraphPad Prism 8.
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Obrazek 2: Stanoveni hodnoty ICso 5D stievnich homogenati. Veskeré vypocty vcetné statistické Gpravy
dat byly provedeny v programu GraphPad Prism 8.
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