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1. Uvod

vV

wewvr

2007). Nejveétsim organem u klistat je stfevo a slouzi zejména jako zasobarna krve. Dochazi
zde ke skladovani krve (Sonenshine, 1991) . Samotné traveni, pfedevsim traveni proteinové
slozky krve (hemoglobin a albumin), je soustfedéno do stifevnich bunék klistéte (Sojka et al.,
2013).

Traveni je vysoce energeticky naroény proces. Uloha metabolismu cukri proto hraje
velmi vyznamnou roli pro zisk energie v podob¢ adenosintrifosfatu (ATP), ktera je zaroven
dulezita pro vSechny ostatni metabolické dé&je v organismu (Thorens & Mueckler, 2010).

Glukoéza, zakladni esencialni sacharid, je pfijimana v potravé a je nezbytna zejména
pro syntézu energie, ktera je dale uplatnéna ve fyziologii a vyvoji téméf vSech zivych
organismi (Moraes et al., 2007). Jakym zpusobem je glukoza vstiebavana v travicim traktu
klist’at, v§ak neni jasné.

U zastupce krevsajicich ¢lenovcd, klistéte I. ricinus, byly ve stievé identifikovany
transkripty kodujici Sest glukozovych prenase¢tu (GLUT1-6). Cilem této prace bylo provést
bioinformatickou a laboratorni analyzu exprese téchto Sesti glukozovych pienasect
v klistécich tkanich pomoci real-time PCR (RT-PCR). Jejich funkce a nezbytnost pro klistéci
sani a reprodukci byla zkoumana pomoci metody RNAi. Pro ovéteni uspéSnosti RNAi metody
byla provedena zaroven i chemicka inhibice. S vyuzitim metody membranového sani byly
samicky kliStéte nechdny sat na krvi obohacené o komercéné dostupné glukoézové inhibitory
(quercetin, phloretin a phloridzin dihydrat).

Dale pomoci membranového sani se podafilo vyhodnotit vliv 2-deoxy-D-glukdzy,

nemetabolizovany glukézovy analog, ve fyziologii samicky klistéte béhem piijmu potravy.



2. Literarni prehled

2.1.  Slozeni lidské krve
Lidské krevni plazma je z 93% tvofena prevazné vodou. Latky, rozpusténé v krevni
plazm¢, jsou rozdéleny na anorganické (1%) a organické latky (6%) (Kittnar, 2011).
Z anorganickych latek jsou to mensi mife pfevazné kaionty (-Na*, -K*, -Ca?*) a a anionty
(-CI', -I). Organickou slozku tvotfi zejména proteiny (alouminy, globuliny, fibrinogeny),
cukry (glukoéza), koagulaéni faktory, hormony, odpadni latky a dalsi (Varchanisa et al., 2018).
Nejrychlejsim katabolickym procesem, ktery vede K ziskani energie, je zpracovani
cukru. Zakladni monosacharid pro tento proces je gluk6za. Hladina glukdzy v lidské krvi je

udrzovana v rozmezi 4-6 mmol/l v souvislosti s mnozstvim pfijaté potravy (Alam et al.,

2014).
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Obr. 1: Zastoupeni jednotlivych organickych latek v krevni plazmé (Saladin,2013).




2.2.  Transport latek pies bunéénou membranu

Béhem dostatecné dlouhé doby pies cytoplazmatickou membranu difunduje vétSina
molekul; doba zavisi na velikosti molekuly a na jeji schopnosti se rozpoustét. Plati tedy, malé
nepolarni molekuly (O2, CO2) se ochotné rozpoustéji v lipidovych vrstvach a proto rychle
difunduji (Murray et al., 2001).

Z biologického hlediska je dale dilezity pfijem jak anorganickych (K*, Na¥), tak
organickych latek (cukry, aminokyseliny, lipidy) skrz bunéénou membranu. Tento pfijem je
zprostiedkovan pomoci membranovych transportnich proteini. Tyto proteiny hraji zasadni
roli v zakladnim spektru buné¢nych funkcich (absorbce Zivin, uvoliiovani metaboliti, tvorba a
ptenos signali a dalsi) (Yan, 2017). Odhaduje se, ze piiblizn¢ 20-30% kodujicich gent
Vv lidském genomu koduje pravé membranové proteiny (MPs) (Tsirigos et al., 2015).

Zaroven znacny pocet nemoci souvisi s poruchou funkce téchto transportnich proteint

(srde¢ni a neurologické poruchy, neurodegenerativni choroby) (Hediger et al., 2013).

2.2.1. Transport D-glukézy do buiiky

Bunéény piijem glukdzy je nezbytnym fyziologickym procesem a tento d¢j je
uskuteénén pomoci specializovanych bilkovinnych ptenaSecl, které se nachézeji
V bunééné membrané (Yan, 2017).

Glukoza muze byt transportovana pies membranu dvéma mechanismy
(Obr. 2)-usnadnénou diftzi pomoci specializovanych proteind, nazyvanych glukozové
(GLUT) ptenasece (Glucose transporters), které jsou kodované geny SLC2A nebo
sekundarn€ aktivnim transportem prostfednictvim sodiko-glukézovych (SGLT)
transportérti (Sodium-Glucose Linked transporters) (Lacombe, 2014).

V bunéénych membranach se vyskytuje celd fada glukézovych prenasect
fungujicich na principu usnadnéné difuze. Jedna se o pasivni proces, pii kterém
molekuly glukézy piechédzeji pfes membranu po svém elektrochemickém gradientu
pomoci specidlnich pfena$eii umisténych v membrané, které nejsou zavislé na Na*
(Thorens & Mueckler, 2010).

Transportéry SGLT umoznuji vstup glukéze skrz bunécnou membranu proti
sméru koncentra¢niho gradientu za spotieby energie (Shi, 2013). Takto je glukdza
aktivné¢ transportovana z moce spolu se sodnymi ionty (jedna se o symport)

(Mulukutla et al., 2016).
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Obr. 2: Transport glukézy do buiiky (Yan, 2017).

2.2.2. Glukézové prenasece GLUT u ¢lovéka

Ptedpokladem pro to, aby glukéza mohla plnit své biologické vlastnosti, musi
nejprve vstoupit do buiiky. Hexo6za s velmi vysokou rozpustnosti ve vodé¢ musi tedy
nejprve projit skrz hydrofobni lipidovou dvojvrstvu pomoci transportnich
membranovych proteini (Kubista, 1998).

U cCloveka je glukdza primarnim zdrojem energie, kterd je potfebna zejména
pro zasobovani mozku, ktery spotfebuje pfiblizné¢ 20% denni davky glukézy (ij.
ptiblizné 120 g glukdzy na den) (Mergenthaler et al., 2013) (Benarroch, 2014).

V lidském téle je exprimovano celkem 14 GLUT transportnich proteint
(Tab. I), které transportuji i jiné substraty nez pouze glukdézu (napi.: fruktdzu,
galaktozu aj.) (Thorens & Mueckler, 2010). Glukozovy pienase¢ GLUT14 se jevi jako
vysledek genové duplikace GLUT3 (Wu & Freeze, 2002).

Vsechny glukézové prenase€e jsou exprimovany V odliSnych tkanich, vykazuji
odlisné transportni kapacity a maji specifické vlastnosti (Yan, 2017).

Porucha ve funkci gluk6zového prenasSece je obvykle spojena se specifickym
onemocnénim (Mueckler & Thorens, 2013).

Syndrom Fanconiho-Bickela je zpisoben mutaci v genu pro GLUT2 v jatrech a
slinivce bfiSni. VétSina pacientl je v této mutaci homozygotné recesivni. Pacienti
vykazuji malabsorb¢ni syndrom, trpi nefropatii a maji ¢asté problémy s jatry. K 1é€be
pfispivd dostatecnd hydratace organismu, udrZeni elektrolytické korekce, alkalizace

plazmy, omezeni galaktozy a dodrzovani diabetické stravy. Frukt6za a nevafeny



kukuficny Skrob poskytuji bezpecné potifebné sacharidy pro vétSinu metabolickych
déju (Pascual et al., 2004) .

Poskozena funkce GLUT miZze pfispivat i k patobiologii neurodegenerativnich
onemocnéni (Alzheimerova choroba) (Midleton, 2000). SniZeni metabolismu glukozy
v mozku vede ke snizeni exprese GLUT1 a GLUT3 v mozkové tkani, coz ma za

nasledek jeji $patné zasobeni zivinami (Benarroch, 2014).

Tab. I: Klasifikace glukézovych pienaseci v lidském téle. (Yan, 2017)

Klasifikace Glukézovy prenase¢ (GLUT) | Specificka tkan vyskytu exprese

GLUT1 erytrocyty, mozek
GLUT2 jatra, ledviny

1. t¥ida GLUT3 mozek, varlata
GLUT4 kosterni svaly, srdce
GLUT14 mozek, varlata
GLUT5 tenké stfevo, ledviny

> tida GLUT7 varlata, prostata
GLUT9 leukocyty, plice, placenta
GLUT11 Srdce
GLUT6 mozek, slezina
GLUTS nadledviny, hnéda tukova tkan

3. tfida GLUT10 plice, jatra, kosterni svaly
GLUT12 kosterni svaly, placenta
GLUT13 mozek, tukova tkan




2.3.

Vnitrobunééné zpracovani D-glukozy

2.3.1. Hlavni degradac¢ni driaha D-glukézy
Glukéza je metabolizovana v procesu zvany glykolyza, jejiz konecnym

produktem je pyruvat (sil kyseliny pyrohroznové). Tento déj miZe probihat jak za
pfitomnosti tak i nepfitomnosti kysliku a stdle dochazi k produkci energie v podobé
ATP (adenosintrifosfat). To je divod, pro¢ kosterni svalstvo je schopné vykazovat
vysokou vykonnost, i kdyz se aerobni oxidace stava nedostate¢nou (Masopust &
Prasa, 2004).

Za anaerobnich podminek (za nepfistupu O2) je konecnym produktem laktat.
Jeho tvorba a hromadéni maji za nasledek okyseleni organismu, které vede ke zna¢né
bolesti svali. Za aerobnich podminek (s dostatkem O;) mlze byt pyruvat
dekarboxylovan na acetyl-CoA (Klouda, 2013).

Odbouravani glukozy probihd v cytoplazmé buinky a vyuzivaji ji jak
zivocichové, rostliny tak i mikroorganismy (Murray, 2001).

Glykolyza je jednim z nejrychlejSich katabolickych dé&jt pro syntézu ATP.
Tato hlavni degrada¢ni draha se sklada z deseti dil¢ich reakci, z nichz kazda z nich je
katalyzovana specifickym enzymem (Tab. I). Tyto glykolytické enzymy jsou ulozeny
Vv extramitochondridlnim cytosolu bunky (Voet & Pratt, 2006).

Obecna rovnice aerobni glykolvyzy:

Glukéza + 2 NAD" + 2 ADP + 2P; » 2 NADH + 2 Pyruvat +2 ATP +2 H,O + 4 H*

Ma-1i vSak dojit k degradaci glukozy, musi byt nejprve molekula glukozy
aktivovana fosforylaci na glukézu-6-fosfat za spotieby energie v podobé 1 molekuly
ATP. Tato pfeména je katalyzovana enzymem hexokinazou (Masopust & Prisa,
2004).

Vétsina dil¢ich reakci béhem glykolyzy mitize probihat v obou smérech. Pouze
tii reakce jsou katalyzovany specifickymi glykolytickymi enzymy (hexokinaza,
fosfofruktoza a  pyruvatkindza). Tyto reakce jsou irreverzibilni, tvofi
termodynamickou bariéru (Klip et al., 1994). Béhem téchto reakci dochazi k uvolnéni
velkého mnozstvi energie v podobé tepla a reakce jsou za standartnich fyziologickych
podminek nevratné. Regulace je velmi dilezita, protoze bez kontrolnich mechanismt
by mohlo dojit k vyCerpani vstupnich reaktanti a dal§i dil¢i reakce by uz pak

neprobéhla (Murry et al., 2001).



Kone¢ny vytézek zjedné molekuly glukézy je 38 molekul ATP (Klouda,
2013).

Glukéza je zapojena i v jinych metabolickych drahach. Béhem glykogeneze je
glukoza skladovana ve formé zasobniho polysacharidu, glykogenu (u ¢lovéka jatra,
svaly, ledviny) (Ledvina et al., 2009). N¢které tkané (jatra, tukova tkan) dovedou
pfeménit glukézu na mastné kyseliny (lipogeneze), které jsou skladovany v tukové
tkani jako zasobni triacylglyceroly (Masopust & Prusa, 2004). Dale je zdrojem ribosa-
5-fosfatu (pentosovy cyklus), ktery tvofi cukernou slozku nukleovych kyselin

(Klouda, 2013).

2.3.2. Poruchy metabolismu D-glukézy
Poruchy degradace glukozy vyvoldvaji u lidi fadu zavaznych onemocnéni.

Normalni hladina cukru v krvi je zhruba 4,5 g/51 krve dospélého ¢loveka tj. 2 kostky
cukru (VrtiSkova Nejezchlebova, 2017). Snizeni hladiny glukézy se oznacuje jako
hypoglykémie, naopak zvySeni hladiny glukézy vkrvi se oznacuje jako
hyperglykémie.

Hypoglykémie vznikd pii nadmérné télesné namaze nebo pifi omezeni
ptivodu sacharidt. Pfi poklesu glukézy (hypoglykémie) v krvi pod 1,5 mmol/l mozek
uz neni dostatecné energeticky zasobeny, koncentrace ATP v mozku klesa a funkce
mozkové tkané je naruSena. Trvaly pokles mize vyvolat az koma (Masopust & Prisa,
2004).

Diabetes mellitus (DM) neboli cukrovka patii k nejéastéjsim chronickym
onemocnénim a jeji prevalence se po celém svété dramaticky zvysSuje (Raffel &
Goodarzi, 2014). P#i cukrovce neni télo schopno katabolismu sacharidl, coz vede ke
zvySené koncentraci glukézy v krvi. Toto onemocnéni je charakterizované zejména
hyperglykémii v dusledku absolutniho nebo relativniho deficitu v produkci nebo
plsobeni inzulinu. Mezi prvotni ptiznaky patii unava, zizen, casté moceni, ztrata vahy
i pfes zvySenou spotiebu jidla (Alam et al., 2014). Diabetické osoby jsou také
vystaveny riziku mozkové mrtvice, piimému poskozeni centralniho nervového
jsou spojeny zejména s nervovym systémem, primarné se jednd o polyneuropatii, ktera
postihuje az 50 % diabetikti. Diabeticka polyneuropatie se zaméfuje zejména na
poskozeni perifernich senzorickych neuront, které¢ vede ke smyslovym ztratdm,

bolesti az necitlivosti koncetin (Zochodne, 2014).



Nicméné¢ DM lze obecné rozdélit na dva zakladni typy. Diabetes typu 1
(T1DM), ktery je autoimunitnim onemocnénim (Zaccone & Hall, 2012), pti kterém
slinivka bfi$ni neni schopna produkovat dostate¢né mnozstvi inzulinu (Paredes-Juarez
et al., 2017) v diasledku selektivni destrukce pankreatickych beta bunék (Raffel &
Goodarzi, 2014). Vétsinou se projevi uz v détstvi nebo raném dospivani (Alam et al.,
2014). Timto typem trpi asi 7 % Geskych diabetikti (Cernohlavek, 2017).

Diabetes typu 2 (T2DM) je onemocnéni zpusobené vysledkem nerovnovahy
mezi produkci a snizenou citlivosti tkani vlastniho téla k Géinku inzulinu
v metabolismu glukézy. V pankreasu dochazi k nadbytku sekrece inzulinu, avSak télo
je proti tomuto stavu rezistent (Paredes-Juarez et al., 2017). Projevuje se v pozd¢jsim
véku nékdy po 40. roce zivota a objevuje se predev§im u pacientt s nedostatkem
pohybu, nepravidelnou stravou a stresem. Vice nez 60 % diabetikd s druhym typem je
obéznich nebo trpi nadvahou (Cernohlavek, 2017).

Pacienti s TIDM vyzaduji dozivotni zavislost na exogenni injek¢ni aplikaci
inzulinu k udrzeni euglykémie (Paredes-Juarez et al., 2017). Inzulin je hormon
bilkovinné povahy, ktery umoziuje glukdze obsazené v krvi vstup do bunék
(Cernohlavek, 2017). U velmi vazné nemocného pacienta by mél byt udrzovan stav
glukoézy v krvi v rozmezi 140-180 mg/dL (tj. 7,8-10,0 mmol/l) pomoci intravendzni
infize inzulinu (Alam et al., 2014).



2.4. Role D-glukézy u bezobratlych Zivodichi

glukézu pomoci prenasece kodovanym genem Nlst6. Prenasec¢ glukozy je exprimovany ve
sttevé a transportuje glukdézu ze stievnich bunék do hemolymfy. Vliv snizeni exprese genu
gluko6zovych prenasect na rast, vyvoj a reprodukci neni zatim piesné¢ znam. Nicméné lze
predpokladat, ze ptijem glukozy pomoci téchto pfenasecti bude zasadné ovliviovat fyziologii
a vyvoj hmyzu ziviciho se rostlinnymi $tdvami Snizeni exprese genu Nlst6 mélo vliv na
snizeni té€lesné hmotnosti jedince, pocet ulozenych vajicek a vyrazné snizeni tuku v téle oproti
kontrolni skupiné. Také exprese vitellogennich proteinti byla zna¢né nizsi. Tyto vysledky
ukazuji vliv genu Nlst6 na rast a reprodukei jedinct. Tento gen se mize jevit jako potencidlni
kandidat k hubeni hmyzich skidci (Ge et al., 2015).

Msice, Acyrthosiphon pisum, nese ve svém genomu geny kodujici pienaseée cukru.
Signifikantni exprese genl pro transport cukru byla pozorovana zejména u genu Ap ST3,
ktery je vyrazné exprimovan ve stfevni tkani (Price et al., 2010). Pro mSice je transport cukru
velice dulezity a proto pro n¢ predstavuji hlavni zdroj uhliku. Jejich zdroj potravy obsahuje
vysoky podil cukru. Snaha udrZeni osmotického tlaku v hemolymfé¢ by méla za
nasledek pozdé&jsi dehydrataci organismu a jeho smrt (Karley et al., 2005). Proto museji
existovat mechanismy, které by msSicim umoznily udrzet osmotickou rovnovahu pomoci
transportu cukru skrz stievni epitel (Rhodes et al., 1997). Pfedpoklada se, Ze tyto pfenasece
budou mit spole¢né vlastnosti i s jinymi organismy, tudiz jejich exprese bude zasadni v jejich
fyziologii.

Transportni systém glukozy u Drosophila melanogaster se jevi jako dost podobny
gluk6zovym pienasSectim v savc¢ich bunkach z ditvodu podobné probihajici chemické inhibice

s vyuzitim inhibitoru phloretinu (Wang & Wang, 1993).



2.4.1. Vyznamnost D-glukézy u hematofagnich ¢lenovci
Hematofagni clenovci stejné jako vSichni heterotrofni organismy ziskavaji

Z potravy potfebné ziviny, které jsou nezbytné pro metabolické déje vedouci
predevsim K rustu (larvalni stadia) nebo k reprodukci (dospéla stadia) (Badisco et al.,
2013). K témto vSem fyziologickym dé&jim je zapotiebi dostatek energic. VétSina
zivych organismii na Zemi dokaze metabolizovat glukézu a ziskdvat z ni energii
v podobé ATP (Nelson & Cox, 2017).

S cilem zachovat dany druh, tudiz piedat dal geneticky materidl, musi byt
krevsajici ¢lenovec schopen produkovat zivotaschopné potomky. Potomci téchto
zivocicht, se vyvijeji uvnitf vajicka mimo télo samicky. Proto je zasadni, aby vajicko
obsahovalo potfebné Ziviny (zdroj energie), hormony a dalsi latky potiebné pro
embryonalni vyvoj jedince (Badisco et al., 2013).

Dalsim nezbytnym organem, ktery slouzi ptfedevs§im pro uskladnéni a uvolnéni
energetickych rezerv je tukové téleso. Soustfedi se kolem stfev a reprodukcnich
organti (Sonenshine, 1991). Adipocyty tvoii dulezitou cast tukového télesa, slouzi
jako ulozist¢ pro sacharidy, lipidy a bilkoviny. Triacylglyceroly maji vSak vyssi
kalorickou hodnotu nez zasobni polysacharid glykogen, proto jsou lipidy hlavnim
zdrojem ulozené energie. Tukové téleso dokaze glukozu preménit na mastné kyseliny

Vv procesu zvany lipogeneze (Badisco et al., 2013).

2.4.2. Prijem a vyuZiti D-glukozy u kliStéte

Krevsajici Clenovec, klist€¢ obecné, travi velké mnoZstvi Zivin z nasaté krve
hostitele, ktera je velmi bohata zejména na bilkoviny (Sojka et al., 2013). Béhem
traveni dochazi k velké produkci volnych aminokyselin (Sterkel & Oliveira, 2017).

Samotné traveni je vysoce energeticky naro¢ny proces. Uloha metabolismu
cukr proto hraje velmi vyznamnou roli pro syntézu energie, ktera je zaroven dulezita
pro vSechny metabolické déje v organismu (Thorens & Mueckler, 2010).

Glukoéza, zakladni esencidlni sacharid, je pfijiména Vv potravé a hraje zasadni
roli ve fyziologii a vyvoji u téméf vSech zivych organismi. (Moraes et al., 2007).

Klistata z ¢eledé klistatoviti (Ixodidae) v¢etné rovnéz hematofagniho zastupce
Boophilus microplus, pfijimaji velké mnozstvi krve, ktera ma =za nasledek
mnohonasobné zvétSeni jejich hmotnost téla, béhem sani krve (Sonenshine, 1991).
Tato krev je jedinym zdrojem energie, ktera je velice podstatnd béhem vyvoje klistéte.
Vzhledem k tomu, Ze tento ¢lenovec ma intracelularni traveni, velké mnozstvi krve je

zpracovano a ziskana energie je ulozena do hnédych vajicek (Moraes et al., 2007).
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Protoze potomci klistat se vyvijeji zcela bez matky, zna¢nd Cast energie je
ulozena pravé ve vajickach v podob¢ proteinu. Larvy klistéte B. microplus se lihnou
z vajicek, které obsahuji asi 60% zloutkovych proteinti (Logullo et al., 2002).

Metabolismus bilkovin zavisi na podstatné aktivit¢ metabolismu sacharidi.
Prekurzorem, pro spravny pribéh metabolismu sacharidli, je dostatek fosforylované
glukozy (glukdza-6-fosfat) za Gcasti enzymu hexokindzy. Dostatek gluk6zy-6-fosfatu
zavisi primarné na mnozstvi piijaté glukozy z krve (Thompson & Dahlman, 1999).

Vyznamnost role D-glukézy v hostitelské krvi ve fyziologii klisté I. ricinus
neni presné znama. Zatimco katabolicka drédha glukézy u savci je soustfedéna
predev§im do jater a ledvin (Masopust & Prusa, 2004), u modelového organismu,
klistéte obecného (I. ricinus), byly ve stievé detekovany potiebné glukdzové prenasece
pro jeji piijem. Budeme se tedy soustiedit zejména na metabolismus glukozy a jeji roli

v souvislosti s fyziologickymi procesy u zminéného organismu, klistéte obecného.

2.4.3. Vliv 2-deoxy-D-glukozy na fyziologické procesy klistéte I. ricinus
2-deoxy-D-glukoéza se 1isi od D-glukozy vyménou hydroxylové skupiny (-OH)
na druhém uhliku za vodikovy atom (Voet & Pratt, 2006). Tato zména ma za nasledek,
ze se sloucena nemuze ucastnit glykolyzy a dochazi tak ke snizeni intracelularniho
pfenosu glukézy z divodu, Ze zplsobuje kompetitivni inhibici gluk6za-6-fosfatu
pomoci hexokinazy. V dusledku téchto ucinku lze 2-deoxy-D-glukézu povazovat za

metabolicky blok pro glukézu (Bissonnette et al., 1996).

11



3. Cile prace

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Shromazdit a sepsat soucasnou relevantni literaturu.

Provést bioinformatickou analyzu glukézovych pienaSect ve stievnich

transkriptech klistéte I. ricinus.

RT-qPCR analyza gluk6zovych prenasect v klistécich tkanich béhem sani.

Zkoumani funkce a nezbytnosti gluk6zovych prenasect pro klistéci sani a reprodukci

pomoci RNA interference.

Provést membranové sani s pouzitim dostupnych glukézovych inhibitori.

Vyhodnotit vliv D-glukozy a 2-deoxy-D-glukézy béhem piijmu potravy u

membranového sani.
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4. Materialy a metody

4.1. Bioinformaticka analyza

Kompletni sekvence gent pro glukdzové pienasece (GLUT 1-6) klistéte I. ricinus byly
nalezeny podle anotace Vv jeho stievnim transkriptomu (BioProject 311553, Perner et al.,
2016). Identifikované sekvence glukézovych pienasecu z klistéte I. ricinus byly porovnavany

v Bioeditu pomoci Clustel W programu.

4.2. Klistata a ziskani tkani

Samice klist’at I. ricinus byly nechany sat na laboratornich morcatech. Na zada morcat
byl pfipevnén pryzovy kloboucek, ktery byl posléze uzavien sitovinou. Po uplynuti pfedem
stanovenych cCasovych intervali byly samice kliStat odebrany a pod binokularnim
stereomikroskopem Stemi DV4 (Zeiss) byly vypitvany jednotlivé tkané (Tab. 11). Tkang byly
dikladné promyty Vv roztoku PBS s vodou oSetifenou diethyl pyrokarbonatem (DEPC voda),
pteneseny do RA1 pufru s beta-merkaptoethanolem (143 mM, finalni koncentrace) z Kitu

NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel) a zhomogenizovany pomoci 29G insulinové stiikacky.

Tab. 11: Casové intervaly sani a jednotlivé tkané. 1D = 1 denni samice klistat, 3D = 3 denni samice klistat,
FF = plné nasaté samice klistat, 3AFM = samice klistat 3 dny po ukonceni sani, 6AFM = samice klist'at 6 dni po
ukonéeni sani, GUT = stfevo, SG = slinné zlazy, OV = ovaria, TT = intervaly sani samic klistat pro stievo,
ovaria a slinné zlazy, UF = nenasaté samice, 1D = 1 denni samice, 3D = 3 denni samice, 5D = 5 denni samice,
FF = plné nasaté samice, 3AFM = 3 dny po ukonceni sani, 6AFM = 6 dni po ukoncéeni sani, 12AFM = 12 dni po
ukonceni sani.

Casové intervaly Klistéci tkdné
1D GUT, SG, oV
3D GUT, SG, OV
FF GUT, SG, oV
3AFM GUT, SG, oV
6AFM GUT, SG, OV
TT UF, 1D, 3D, 5D, FF, 3AFM, 6AFM, 12AFM

4.3. lzolace RNA a syntéza cDNA

Z ptipravenych vzorkd (Tab. Il) byla izolovana totalni RNA podle protokolu
dodavatele (Macherey-Nagel). Posléze byla syntetizovana cDNA z oligo-dT primerd pomoci
kitu Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche), jejimz templatem bylo pouzito
200 ng vyizolované RNA.
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4.4. RT-PCR reakce
Kvantitativni real-time PCR (RT-PCR) byla pouzita pro identifikaci relativniho
mnozstvi mRNA a analyzu exprese vSech Sesti membranovych glukézovych pienaseci
(GLUT 1-6) v klistécich tkanich (Tab. Il). Reakce byly provedeny jak biologickych tak i
Vv technickych triplikatech. S pouzitim Master mix FastStart Universal Sybr Green Master
(Roche) byly pfipraveny reak¢éni smési. Reakce probihaly vzdy v 50 cyklech v pfistroji
LightCycler 480 (Roche). Vysledné Cihodnoty byly zaznamenany diky programu
LightCycler 480 Software release 1.5.0 SP4 (Roche).
Ziskana data byla vyhodnocena pomoci delta ct metody (Excel, GraphPad Prismo6).
Relativni hladina u vSech gluk6zovych pienasecti byla normalizovana relativni hladinou

referen¢niho (tzv. housekeeping) genu, elongacniho faktoru (ef).

45. Priprava dvouvlaknové RNA

Syntéza dvouvldknové RNA (dsRNA) byla provedena nasledovné:
Z ptislusné tkan¢ samic I. ricinus, kde byla zjisténa nejvétsi exprese zkoumaného transkriptu
(Tab. 1I1). Z cDNA byl pomoci PCR amplifikovan fragment genu pro jednotlivé glukozové
ptenaSece (Tab. Ill). Navrzené primery (Tab. 1V) obsahovaly restrikéni mista pro restrikéni

enzymy Apal a Xbal.

Tab. I11: Seznam glukézovych pienasetii a jejich velikost amplifikovaného fragmentu pro syntézu
dsRNA. 5D GUT = stevo 5 dennich samic, FF GUT = stfevo plné nasatych samic.

Glukozovy prenase¢ (GLUT) | Velikost (bp) Tkan s nejvetsi expresi

GLUT1 292 bp 5D GUT

GLUT 2 226 bp FF GUT

GLUT 3 300 bp FF GUT

GLUT 4 276 bp FFGUT

GLUT5 239 bp FF GUT

GLUT 6 400 bp FF GUT

45.1. PCR reakce, elektroforéza a izolace z gelu

PCR reakce byla provadéna sTaq Purple polymerazou (Top-Bio),
snavrzenymi primery (Tab. VI) a vhodnym cDNA templatem v pfistroji T100
Thermal Cycler (Bio-Rad). Reakce probihaly v 50 cyklech. Ziskané PCR produkty
byly separovany pomoci elektroforézy v agaréozovém gelu (1% agardéza v 1X
Tris-acetat-EDTA pufru (TAE), ethidium bromid 0,5 pg/ml) pii konstantnim napéti
100 V a viditelné produkty byly ziskany pod UV svétlem.
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Tab. IV: Seznam pouzitych primeria. PodtrZena restrikéni mista pro restrikéni enzymy Apal a Xbal.

Primery pro qRT-PCR

GLUT_1_forw_gPCR

5'CGG ATAGCT GCCGTT TAC TT-3’

GLUT_1 rev_gPCR

5'CCA CCA GCA TCT GGT AGG AC -3°

GLUT_2_forw_gPCR

5'CAG AGC GTG ACC AGT TTC CT-3’

GLUT_2 rev_gPCR

5'GGA TAC GGC AAG GAC GTA GA-3°

GLUT_3 forw_gPCR

5'ACT ACA TTC AGG GCG TCA CC-3°

GLUT_3 rev_gPCR

5'CCC GGC TCA TTA ATA CGT TTC-3”

GLUT_4 forw_gPCR

5'ACC GGC CAA TCA GTA TCA TC-3’

GLUT_4_rev_gPCR

5'GCA CAG AGA CGC CCG TAA-3’

GLUT 5 forw _gPCR

5’AAC CGT TTT GGA AGG AAA GG-3°

GLUT_5_rev_gPCR

5'GCT GAA ACC CAT CAT TGA GC-3’

GLUT_6_forw_gPCR

5'TTT CTC TAC ACG TCC GTG GTC-3’

GLUT_6_rev_gPCR

5'CGC CGG TGA ACA CAA TCT-3°

Primery pro RNAI

GLUT_1_forw_RNAI

5’atg ggc ccG TGG GAA GTT GTA CGA CAC G-3°

GLUT_1_rev_RNAI

5’att cta gaG TGG GAA TCG TGG AGA GGA A-3’

GLUT _2_forw_RNAI

5’atg ggc ccA CCACCG TTGTCATCAGTC T-3°

GLUT_2 rev_RNAI

57att cta gaC CCT GGT CGT CAT TGC AAT C -3’

GLUT_3_forw_RNAI

5’atg ggc ccG CAT GTC CCG CTT TAT CTG G-37

GLUT_3_rev_RNAI

5’att cta gaC ATT GTC CGT GCC GTT GTA G-3°

GLUT 4 _forw_RNAI

5’atg ggc ccC CCC TGT CTT CGC TCT GTA T-37

GLUT_4_rev_RNAI

5’att cta gaC GAC TTC CCG TTC GTT TCT C-3°

GLUT_5 forw_RNAI

5’atg ggc ccA GCA GCA GGA GTC ATT AGC A-3’

GLUT_5 rev_RNAI

5’att cta gaC AGC CGC ACA GAG TAG TAG A-3°

GLUT_6_forw_RNAI

5’atg ggc ccC TTG CCT ACC TGA TCCCCA A-3°

GLUT_6_rev_RNAI

57att cta gaC CTC TAT GAG CCC GGA CAA T-3’

Primery pro sekvenaci

M13_forw

5"GTAAAACGACGGCCAG-3’

M13_rev

5"CAGGAAACAGCTATGAC-3’

Referencni gen

EF_forw

5"ACGAGGCTCTGACGGAAG -3’

EF_rev

5'"CACGACGCAACTCCTTCAC -3’
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4.5.2. Klonovani, transformace a izolace plazmidové DNA

Produkt, ziskany pomoci standartni PCR reakce, byl vytiznut z gelu a posléze
vycistén pomoci kitu NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) a eluovan
do 20 ul PCR H20.

Piecistény PCR produkt byl ligovan do vektoru pll10 (Obr. 3). Restrikce
samotného plazmidu a ziskaného PCR produktu pro ligaci byla provedena nasledovné

(Tab. V):

Tab. V: Restrikce plazmidu a PCR produktu.
Restrikce plazmidu pll10 (30 pl)

Buffer TA NGO 10x 3ul
Enzym (Apal, Xbal) 1+1 pl
DNA 3ul
Sterilni H20 22 ul
Restrikce PCR produktu (30 pl)
Buffer TA-NGO 10x 3ul
Enzym (Apal, Xbal) 1+1 pl
DNA 20 pl
Sterilni H20 Sul

Obé restrikeni reakce byly inkubovany ve 37 °C po dobu 2 hodin. Po pfecisténi
restrikénich smésich pomoci kitu NucleoSpin Gel and PCR Clean-up
(Macherey-Nagel) byl PCR produkt zaligovan do vektoru pll10 (Tab. VI).

Tab. VI: Priprava liga¢ni smési 10 pl.

Buffer 2x 5ul
Stipnuty plazmid pl10 | 2 ul
DNA 2 ul
T4 ligaza 1l
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Ligacni smés byla inkubovana hodinu pfi laboratorni teploté¢ a nasledné pies
noc ve 4 °C.

Metodou Heat Shock (teplotni Sok, 42 °C) byl plazmid zatransformovan do 50
ul kompetentnich buné¢k One Shot TOP10 Chemically Competent Escherichia coli
(Lifetechnologies). K buiitkam bylo piidano 200 pl S.O.C. média a byly inkubovany
cca 45 minut ve 37 °C. Po uplynuti casového intervalu byly builky rozetfeny na
agarovou plotnu (1,5% agar v LB médiu, ampicilin 50 pg/ml) a inkubovany pfes noc
ve 37 °C.

Uspé$nost transformace byla ovéfena pomoci PCR z jednotlivych kolonii
(pouzity primery pro RNAi a sekvenaci) (Tab. V). Jednotlivé kolonie bakterii byly
resuspendovany v 10 pul PCR H2O, pticemz vzdy 1 ul byl pouzit jako templat do 10 ul
PCR reakce o 50 cyklech. Pozitivni klony byly posléze piidany do 4ml LB/amp média
(LB médium: 1% trypton, 0,5% kvasnicovy extrakt, 0,5% NaCl, pH 7,0;
ampicilin-amp: 50 pg/ml) a opét inkubovany pies noc (220 RPM, 37 °C).Plazmidova
DNA byla ziskana pomoci kitu High Pure Plasmid Isolation kit (Roche) a eluovana do
50 ul PCR H20 a poté sekvenovana.

Osekvenovany pozitivni klon byl kultivovan ve 100ml LB/amp média
(LB médium: 1% trypton, 0,5% kvasnicovy extrakt, 0,5% NaCl, pH 7,0;
ampicilin-amp: 50 pg/ml). Plazmid byl izolovan pomoci kitu Nucleo Bond Xtra Midi
(Macherey-Nagel).

Plazmid, byl linearizovan ve dvou oddélenych 50 pl restrikénich reakcich
(Tab. VII). Obg restrikéni reakce byly inkubovany ve 37°C po dobu 2 hodin.

Tab. VII: Reakéni smés pro linearni plazmid.

10 pg plazmidu X ul
Buffer TA NGO Sul
Enzym Apal 6 ul
Enzym Xbal 6 ul
Sterilni H.O do 50 pl

Ziskany linedrni plazmid byl pfecistén nasledujicim postupem:
Kplazmidu bylo pfidano 25 pl proteindzy K (zdsobni roztok: 20 png
proteinazy K v 150 ul 10 mM Tris/HCI, pH 8.0 a 2 mM CaCl) a 3,75 ul 10% SDS.
Smés byla inkubovana v 50 °C po dobu 30 minut. Po ptidani 80 pul fenol-chloroformu
(Sigma) byla smés peclivé promichana pomoci vortexu a centrifugovdna 5 minut pfi

maximalnich otackach. K vodni fazi bylo ptidano 80 ul chloroformu (Lach-Ner) a
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opét byla smés promichdna a cenrifugovana pii maximalnich otackdch po dobu 5
minut. K odebrané vodni fazi bylo pfidano 56 ul isopropanolu (Lach-Ner) a smés byla
inkubovéana 30 minut v -20 °C a posléze centrifugovana opét 30 minut (max. otacky
pii 4 °C). K samotnému peletu bylo pfidano 80 pul 80% ethanol (-20 °C) a sm¢s byla
centrifugovana po 8 minut pii maximalnich otackach. Viditelny pelet byl vysuSen a

nasledné rozpustén v 10-20 pul DEPC vodé.

4.5.3. Syntéza dvouvlaiknové RNA
Precistény linearizovany plazmid slouzil jako templat pro syntézu

jednovlaknové RNA (ssRNA) (Tab. VIII) pomoci sady MEGAscript T7 High Yield

Transcription kit (Ambion).

Tab. VIII: Reakéni smés pro syntézu ssRNA.

dNTPs 8 ul (kazdy po 2)
Buffer (37 °C) 2 ul

Linearni plazmid X ul (1 pg, max = 8 pl)
Enzyme mix 2 ul

Sterilni H.O do 20 pul

Reak¢ni smés byla inkubovéana ptes noc ve 37 °C. Ziskana jednovldknova
RNA byla ptecisténa nasledujicim postupem:

K ssRNA byl pfidan 1 ul Turbo DNézy a smés byla inkubovana 15 minut ve
37 °C. Po pfidani 115 pl H20 a 15 pl octanu amonného byla smés zamichdna. Ke
smési bylo pfidano 150 pl fenol-chloroformu (Sigma Life Science) a dikladné vse
promichdno na vortexu. Po centrifugaci (5 minut, maximalni otacky) byla odebrana
vodni faze, ke které bylo nasledné ptidano 150 pl chloroformu (Lach-Ner) a smés byla
op¢t peclivé promichéana a centrifugovana po dobu 5 minut pfi maximalnich otackach.
K odebrané vodni fazi bylo pfidano 110 pl isopropanolu (Lach-Ner) a smés byla
inkubovana 30 minut v -20 °C a nésledn¢ centrifugovana 30 minut (max. otacky pti 4
°C). Vysuseny pelet byl rozpustén ve 20 ul DEPC vodg.

V odmérném valci s vrouci vodou doslo pies noc k hybridizaci komplementarnich
vlaken RNA (3 pug/ul) v poméru 1:1. Pomoci elektroforézy v 1% agar6zovém TAE
gelu s pouzitim nanasSejiciho pufru Ambion loading dye (Ambion) byla ovéfena
uspéSnost syntézy. Kviili zamezeni degradace RNA RNéazami se pracovalo vzdy Setrné

v RNA boxu.
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4.6. RNA interference

Pomoci mikromanipulatoru (Narishige) bylo injikovano 60 nenasatych samic klistéte
I. ricinus. Kazda samice byla injikovana do haemocoelu ptiblizné 0,5 pul (3 pg/ul) dsRNA pro
GLUT1-6. Pro kontrolu bylo injikovano stejnym mnozstvim dsSRNA pro gfp (green
fluorescent protein) 30 nenasatych samic I. ricinus. Tato dSRNA byla ptfedpiipravena. Po 24
hodinach byly samice spolecné se samci za ucelem plného nasati (mozné jen u oplozenych
samic) aplikovany na morcata (30 samic na 1 morce).

Béhem dvou nezavislych experimenti byly samice nechany sat na morceti a po
odpadnuti byly zvazeny a ulozeny k piezivacimu pokusu. V kazdém piedem stanoveném
casovém intervalu (3D, 5D, FF, 3AFM, 6AFM) byla provedena extrakce RNA ze stiev, ovarii
a slinnych zlaz u tfech nahodné vybranych samic I. ricinus.

V pribéhu pokusu bylo hlavnim cilem pozorovéani fenotypovych projevii u KD
(knock-down, utlumeni) klist'at a kontrolnich (gfp) klistat. Zaznamenan byl pocet nasatych
samic, télesnd hmotnost samic, schopnost vyklast sntiSku, hmotnost samotné snlusky a

schopnost lihnuti.

4.7.  Membranové sani (In vitro)
Klistata byly sebrany metodou vlajkovani z mistnich lesd tj. z lest pobliz Ceskych
Budgjovic. Na parazitologickém tistavu AV CR byla takto posbirana klitata uchovana pfi

teploté 17°C a vlhkosti 95 % pro pozdéjsi experiment.

4.7.1. Postup pripravy krmitka

Krmitka byla pfipravena podle eseje in vitro krmeni (Korber & Guerin, 2007)
s rozdilem, ze klasické sklenéné krmitka byla nahrazena plastovymi. Pro ptipravu §-10
silikonovych membran je zapotiebi 15 g silikonu (Wacker), 5 g silikonového oleje
(FLUKA) a 2,9 g 95 % n-hexanu (Lach-Ner).

Vse bylo dikladné promichano, vznikla homogenni hmota byla ihned peclivé
rozetfena na Cistou rovnou desku a ponechéna ptes noc uschnout. Tloustka membrany
byla poté zméfena mikrometrem a pouze membrany o tloust’ce 130 um a méné byly
pouzity pro experiment.

Na ocisténé okraje krmitka bylo naneseno malé mnoZstvi silikonu. Timto
zpusobem bylo krmitko pfilepeno k silikonové membrané a ponechano pies noc

peclivé vyschnout. Druhy den byla membrana odstfizena podle tvaru krmitka.
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4.7.2. Priprava Kkrve

Hovézi krev byla ziskdna z mistnich jatek a manudlné defibrinovana.
V laboratofi pak, do takto pripravené krve, byla ptidana gluk6za (0,2%) a antibiotikum
gentamicin (5pg/ml). Krev byla uchovana pfi teploté 4 °C.

Upravena krevni dieta byla aplikovana do Sesti-jamkové desticky. Do kazdé
jamky bylo nejprve ptidano 31 ul ATP (ImM), 3,1 ul gentamicinu (5ug/ml) a
nakonec krevni dieta 0 objemu 3,1 ml. Vse bylo dikladn¢ promichano. Krevni dieta

byla ménéna po 12 hodinach po dobu 1 tydne, tzn. do plného nasati samicky.

4.7.3. Membranové sani s dostupnymi inhibitory

Jako dostupné inhibitory proti klistécim glukézovym pienase¢tim byly zvoleny
Phloridzin dihydrat (PHZ, Sigma), Phloretin (PHT, Sigma) a Quercetin (Q, Sigma).
Krevni diety byly pfipraveny nasledovné (Obr. 3):

20



1
Krev+PHZ

100 pM

4
Krev+PHZ
0,1 uM

Krev+PHZ

Krev+PHZ

2

10 uM

3 6

Krev+EtOH

10nM

kontrola

B:
1 2
Krev+PHT Krev+PHT
100 uh 10 uM
4 5
Krev+PHT Krev+PHT Krev+DMSO
0.1 uM 10nM konmola
C:
1 2
Krev+(Q Krev+(Q
100 uM 10 uM
6
Krev+EtOH
kontrola
Obr. 3: Pripravena krevni diety svyuZitim dostupnych glukézovych

PHZ = phloridzin dihydrat, B: PHT = phloretin, C: Q = quercetin, rozpoustédlo: EtOH = etanol nebo

DMSO = dimethylsulfoxid.
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Ve vhodném rozpoustédle (EtOH = etanol, DMSO = dimethylsulfoxid) byl
pfipraven maximalné koncentrovany zasobni roztok, ktery byl nésledné desitkovym
fedénim roziedén na roztok o vyslednych koncentracich (Obr. 3) a ptidan tak do krevni
diety.

Do kontrolniho krmitka bylo ptfidano pouze rozpoustédlo (EtOH nebo DMSO)

a dista krev.

4.7.4. Membranové sani s vyuZzitim 2-deoxy-D-glukozy
Pro zjisténi nezbytnosti glukézy v krvi hostitele byl proveden jednoduchy
experiment. Samice klistat byly nechdny sat na krevni diet¢ obohacené o

2-deoxy-D-glukozu (0,9 mM, Sigma).
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5. Vysledky

5.1. ldentifikace gluk6zovych prenaseci v I. ricinus

K ziskani kompletni sekvence z klistéte I. ricinus byl vyuzit transkriptom klistéte
I. ricinus. Proteinové sekvence vsSech Sesti glukézovych pienaSect byly pro zjednoduSeni
ozna¢eny GLUT1-6 a srovnany v sekven¢nim alignmentu v BioEdit (Obr. 4, 5), podle kterého
byly navrzeny specifické oblasti pro RT-PCR a pro syntézu dvouvldknové RNA. Tato RNA
byla v praci vyuzita ke zkoumani funkce jednotlivych pienasec¢ti pomoci systemické RNAi
v dospé€lych samicich klistéte I. ricinus.

Z alignmentu je patrnd velmi vysokd identita mezi aminokyselinovymi
sekvencemi glukozového pienasece GLUT2 a GLUT3 (Obr. 5). Z tohoto duvodu byly

navrzeny specifické primery na oblasti s nizkou homologii u 3" konce (Obr. 5).
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GLUT 6]Ir-110212 MDVDQVFRLVGEIGPQQIMYFLYTSVVGGLFVSGOMLOIVFTGATPEYKCHNGTEEMKTLCDSNDMCRLPQYTSTFTSIATEWDLICSRAYEVRVVOS|YF
GLUT 1 Ir-115811 TTRCVAELVGSLIGGKLYDTYNTQVMSILTMYTAFASVLMIPISGNLAFAHFVVEVGEVGHEAFDTGG IImvgngssp%g}:va;.:EGI CRVAP
GLUT 4 Ir-4800  VI[E-———————————————mmmmooe WICHFAGTVPG-———-—--~— VLFAGRLIT, LVSIAGRYFVSBVSEKNIZGLINSLCT v
GLUT 5 Ir-119926 AI€GMVEGISGGMIANRFGRKGGMLINNILGHLGGSMMGFSHASRSIELIFGLITEINCELNTALVPMYLLISIVPLEGGEGTVSQVG LSO
GLUT 6 Ir-110212 MAEVMS FFFGYISDREFGRRR- - -TLLFSSHAMSAFSFFGGFAPSLAHAACKF: TASMALVSFMMTIZLVGPS GTLFPL TAMHA
GLUT 1 Ir-115811 PFLSTIPTPDDEREADNPFTFNESTYFIY PANQTHNS TIRPVES SVHYINFATASGFYLI PMI SMIVLYFIDDSDFKPPTKNHLEFALDKEETTEDVR
GLUT 4 Ir-4800 GKWLAY--—--- DWJAVASIVER : LKKPSIYRPT
GLUT 5 Ir-119926 TWGIEVILGTEEGWPYILATAVID: M9 1 SKOOESLREALQKLRCS SLVEDD IEEMKTEEQAQQQEAKVTMIQVT STRSHOLPL
GLUT 6 Ir-110212 IWAYLIEN----- WRYYTMATSL PRI HGOOAQAKAVLVHIAVKNGTAGCLPRSWELQEQKLHHSRGSNPKVLFLNRTURNQT
GLUT 1 Ir-115811 FSRVLLGRLAAYVCVYVALECSSGOMITRYAVKCDLHLAKT----—- TASRIAAVYFLCHYESEVIAAVIAIKVTSYQMLVGSHAILAVT- - - ~AVVMUM
GLUT 4 Ir-4800  SIILLVLFLQQFTGVSVLMENTQDIFAMIGSTLSVADSSII-VETVPLLSVGVAAVIITDR LLMSLTICAVSLAALGTFYHFKLKGDASFVESLG
GLUT 5 Ir-119926 LIGIFMHFSQOLSGIIAV E ‘GLPPSTAKFATIGZ/%VVMWMTLVSIP TLHLYGLGGMFIFSIFITISLLVKFL--—-- YOWIT
GLUT 6 Ir-110212 LVQLFIWSVNGIT------ TMAASS -- LGGDLYLSTALSELIEVPGYLLS AWMLS TINENG LS LCGTMVLGSAACIALQFASYFVYG-—— - ATVEN
GLUT 1 Ir-115811 WGNSSEAVLWACAALIELGQ WAWTVSYINISNEMMSLI IVTAEVGAMAPSLLYVGQFLEYNPSVFLYVCFVTVVLCIVVLLAMFLETRKRP
GLUT 4 Ir-4800  WLPLSSLCIKFLGSVELRP PLRIKGFA;%CFFFAC VTTQQYHPMIMLFEEDGI FWFYASFAV-AGFVLIAAFLRETNGKSLLEE]
GLUT 5 Ir-119926 YMSVVSTLC T[EPGTI) LFSQGPRPAAMS IGVLVNWSANFIVSLVFPPMQEALE-NYTFLPFTLLLG- FFWTFTYKKVPETKNRTFEE
GLUT 6 Ir-110212 ALSLAAKMCISMSJAIIY---—- LYSI S LMPTTVRNVGMELASVAARI GBI ISPFVSLLDDVT PEFQFSVLGLMMLASGLLGLLLPETMGKPLPET IYDV
GLUT 1 Ir-115811  AVKKKCLNEVNGDAVTKD---DKFR------——-----————----—-

GLUT 4 Ir-4800 EELFQRKQRETEPVIICGT - ~——§-—————=——— == ——— o m oo

GLUT 5 Ir-119926 SALFRRDDVTNLNGWATQ---- PGQDVMFEEKPESCKL-—- -

GLUT 6 Ir-110212 EEIEVEQDNDKRPLSSDSPRRHNESIHEEQGAAVGSEGEGEAFADERNS

Obr. 4: Srovnani aminokyselinové sekvence pro glukézové prenase¢e GLUT 1 (Ir-115811), GLUT 4 (Ir-4800), GLUT 5
(Ir-119926), GLUT 6 (Ir-110212) z klitéte Ixodes ricinus. Cervené ohrani¢eni: primery pro dsRNA GLUT 1, modré ohraniGeni:
primery pro dsRNA GLUT 4, zelené ohranieni: primery pro dsRNA GLUTS, oranzové ohrani¢eni: primery pro dsRNA
GLUT 6. Alignment byl vytvofen v programu BioEdit se 75% shodou. Cerné podbarveni: stejné aminokyseliny, $edé podbarveni:
aminokyseliny s podobnymi vlastnostmi, bilé podbarveni: zcela odli$né aminokyseliny.

GLUT 2|Ir-108969 AS EPF PRNYNLEWD I AYFVAVIAVG\/WSSWRSSRGSMSGYFLASRSMHWIPVGASLFASNIGSGHFVGLAGSGAASGIGIAGFELN
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Obr. 5: Srovnani aminokyselinové sekvence pro glukézové prenase¢e GLUT 2 (1r-108969) a GLUT 3 (1r-99432) z klistéte Ixodes
ricinus. Cervené ohraniGeni: primery pro dSRNA GLUT 2, modré ohranideni: primery pro dsSRNA GLUT 3. Alignment byl vytvofen
v programu BioEdit se 100% shodou. Cerné podbarveni: stejné aminokyseliny, $edé podbarveni: aminokyseliny s podobnymi
vlastnostmi, bilé podbarveni: zcela odlisné aminokyseliny.
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5.2.  Zjisténi tkanové exprese gluk6zovych prenaseci

Pro identifikaci relativniho mnozstvi mRNA a analyzu exprese glukézovych
prenaseci Vv klistécich tkanich (Tab. Il) byla pouzita metoda RT-PCR. Pomérné vysoka
hladina exprese ve stfevé béhem sani naznaCuje, Zze pravé tato tkan bude hlavni tkani
podilejici se na ptijmu glukézy (Obr. 9). Také periferni tkané jako slinné zlazy a ovaria jsou
zahrnuty v katabolismu glukoézy, ale zejména az v pozd¢jsich ¢asovych intervalech sani tj. po
odpadnuti z hostitele (Obr. 7, 8).

Déle jsme analyzovali, jak je regulovana hladina jednotlivych transkriptii ve stieve,
slinnych zlazach a ovariich klistéte v prubéhu sani a po odpadnuti z hostitele. Zatimco exprese
gluk6zovych prenasect ve stieveé se zvySovala béhem sani, po dosati klesala (Obr. 6). Exprese
v perifernich tkanich (slinné zlazy a ovaria) se zna¢né zvySovala po odpadnuti z hostitele

(Obr. 7, 8).
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Obr. 6: RT-PCR analyza exprese glukozovych pfenaseci v klistécim stievu béhem a po sani. UF = nenasaté
samice, 1D = 1 denni samice, 3D = 3 denni samice, 5D = 5 denni samice, FF = pIné nasaté samice, 3AFM = 3 dny
po ukonceni sani, 6AFM = 6 dni po ukonéeni sani, 12AFM = 12 dni po ukonceni sani. Grafy znazornuji primeér a
smérodatnou odchylku, n = 3.
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Obr. 7: RT-PCR analyza exprese glukézovych pienaseci v klistécich slinnych Zlazich béhem a po sani.
UF = nenasaté samice, 1D = 1 denni samice, 3D = 3 denni samice, 5D = 5 denni samice, FF = plné nasaté samice,
3AFM = 3 dny po ukonéeni sani, 6AFM = 6 dni po ukonéeni sani, 12AFM = 12 dni po ukondeni sani. Grafy
znazoriuji primér a smérodatnou odchylku, n = 3.
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Obr. 8: RT-PCR analyza exprese glukézovych pienase¢d v klistécich ovariich béhem a po sani. UF =
nenasaté samice, 1D = 1 denni samice, 3D = 3 denni samice, SD = 5 denni samice, FF = plné nasaté samice,
3AFM = 3 dny po ukonéeni sani, 6AFM = 6 dni po ukondeni sani, 12AFM = 12 dni po ukondeni sani. Grafy
znazoriuji pramér a smérodatnou odchylku, n = 3.



5.3.  Vysledky tkanovych transkrip¢nich profili pro glukézové prenasece

Z transkripcniho profilu pro tkané-stievo, slinné zlazy a ovaria (GUT, SG, OV) je
patrné, ze akumulace exprese glukdzovych prenasect probihé predevsim ve stievé béhem sani
V porovnani s perifernimi tkanémi (SG, OV). Periferni tkdné zejména ovaria ukazuji svoji

aktivitu v expresi az v pozdéj$im ¢asovém intervalu tj. po odpadnuti z hostitele (Obr. 9).
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Obr. 9: Kombinované zobrazeni tkaiiové RT-PCR analyza exprese glukézovych pfenaseci béhem a po
sani. GUT=stfevo, SG=slinné zlazy, OV=ovaria, UF = nenasaté samice, 1D = 1 denni samice, 3D = 3 denni
samice, 5D = 5 denni samice, FF = plné nasaté samice, 3AFM = 3 dny po ukoncéeni sani, 6AFM = 6 dni po
ukonéeni sani, 12AFM = 12 dni po ukonceni sani. Grafy znazoriuji primér a smérodatnou odchylku, n = 3.

5.4. Priprava dsRNA gluko6zovych pienaseci pro RNAi analyzu

5.4.1. Vysledky PCR reakce a sekvenace

Ziskané PCR produkty byly separovany pomoci elektroforézy v 1%
agarozovém gelu. NavrZzené primery pro zkoumané glukozové pienasece (Tab. V)
obsahovaly restrikéni mista pro Apal a Xbal. Po extrakci z gelu pak byla DNA danymi
enzymy vystipnuta, stejné jako plasmid a zaligovéna.

Osekvenovana plazmidovda DNA nesla 100% identitu na nukleotidové urovni
Vv porovnani s vychozi nukleotidovou sekvenci vSech zkoumanych glukézovych

pienasecu.
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5.4.2. Vysledky syntézy dvouvlaknové RNA

Zaligovany plasmid poté slouzil k syntéze jednovlaknovych RNA. Hybridizaci
vzniklych komplementarnich vlaken RNA (3 pg/ul) doslo pfes noc v poméru 1:1.
Uspé$nost syntézy dsRNA pro glukézové prenasede byla ovéfena pomoci

elektroforézy v 1% agar6zovém TAE gelu s pouzitim nanasejiciho pufru (Obr. 10).

A
== 300 bp =) 276 bp
F
== 400 bp
=) 239 bp

Obr. 10: Ovéfeni uspéSnosti syntézy pro dsRNA glukézovych prenasecti pomoci elektroforézy
v 1% agaréozovém TAE gelu. A-F zleva: sSRNA z Apy, ssSRNA z Xby, dsRNA, 100 bp DNA marker.
A: GLUTL, B: GLUT2, C: GLUTS3, D: GLUT4, E: GLUT5, F: GLUT®6. Sipka znazorfuje teoretickou

hodnotu velikosti dsSRNA.
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5.5. RNAI glukézovych pi‘enaseci a jeji ovéFeni béhem a po dosati dospélych samic
klistat |. ricinus
Pro RNAi pokusy a pozorovani fenotypovych projevi u KD klistat bylo 180
nenasatych samic |. ricinus injikovano do haemocoelu piiblizné 0,5 ul (3 pg/ul) dsRNA pro
glukozové pienaSece (Obr. 11). Stejné mnozstvi dsRNA pro gfp bylo injikovano kontrolni
skuping. U tohoto experimentu (Tab. IX) byl zaznamenan pocet dosatych samic I. ricinus a

pocet samic pro prezivaci pokus.

Tab. IX: Pribéh experimentu p¥i injikaci 0,5 pl dsSRNA pro glukézové pienasete (GLUT 1—6) a gfp
(3 pg/pl). gfp = green fluorescent protein, izolace totalni RNA stieva, slinnych Zlaz a ovarii u tfech ndhodné
vybranych samic |. ricinus byla provedena dle stanovenych ¢asovych intervalii béhem sani klistéte: 3D = 3 denni
samice, 5D = 5 denni samice, FF = pln¢ nasaté samice, 6AFM = 6 dni po ukonceni sani.

Pocet
Pocet Extrakce RNA
] prichycenych Pocet jedincii na
Experiment injikovanych . pro ovéreni
. o samic na . preZivaci pokus
samic 1. ricinus RNAI
morce
dsRNA GLUT 1 30 26 3/3/3 14
dsRNA GLUT 2 30 18 3/3/3 6
dsRNA GLUT 3 30 27 3/3/3 15
dsRNA GLUT 4 30 18 3/3/3 6
dsRNA GLUT 5 30 24 3/3/13 12
dsRNA GLUT 6 30 24 3/3/3 12
dsRNA gfp 30 27 3/3/3 15

Na obrazku 11 jsou ukazany vysledky analyzy RT-PCR. Podle vysledki RT-PCR
analyzy se hladinu mRNA ze stiev nepodafilo signifikantné snizit oproti dsRNA gfp

injikované kontrolni skupiné (Obr. 11).
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Obr. 11: Ovéfeni RNA interference glukézovych prenaseci v kliStécim stifevu béhem sani pomoci
RT-PCR analyzy. Exprese gluk6zovych ptenasecd Vv klistécim stfevu u samic I. ricinus béhem sani a po
odpadnuti klistéte po injikaci pfiblizn¢ 0,5 pl (3 pg/ul) dsSRNA GLUT1-6 do haemocelu. Pro kontrolu bylo
injikovano stejnym mnozstvim dsRNA pro gfp (green fluorescent protein) 30 nenasatych samic I. ricinus.
Intervaly sani kli$tat: 3D = 3 denni samice klistat, 5D = 5 denni samice klist'at, FF = pln¢ nasaté samice klist’at.
Grafy znazornuji primér a smérodatnou odchylku, n = 3.

Zgrafu (Obr. 11) je patrné, ze nedoSlo ke snizeni hladiny exprese u vsech
glukozovych prenaSeci Vv klistécim stfevé béhem sani, jak se ocekavalo. Vyrazngjsi snizeni

exprese se podatilo u glukézového prenasece GLUT1 a GLUTS.
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Obr. 12: Ovéreni RNA interference glukézového prenasece v klitécich slinnych Zlazach pomoci RT-PCR
analyzy. Exprese glukézového ptenase¢e GLUT2 v klistécich slinnych Zlazach u samic I. ricinus po odpadnuti
klistéte z hostitele po injikaci ptiblizné 0,5 pl (3 pg/ul) dsRNA GLUT2 do haemocelu. Pro kontrolu bylo
injikovano stejnym mnozstvim dsRNA pro gfp (green fluorescent protein) 30 nenasatych samic I. ricinus.
Intervaly sani klistat: 6AFM= 6 dni po ukonceni sani. Grafy zndzorfuji primér a smérodatnou odchylku, n = 3.
Zgrafu (Obr. 12) je patrné, ze doslo k vyrazn&jS$imu sniZzeni hladiny exprese
glukézového prenaseCe GLUT2 v klistécich slinnych zlazéch v ¢asovém intervalu 6AD tj. 6
dni po odpadnuti z hostitele oproti kontrolni skuping, které byla injikovana dsRNA gfp.

Knock Down (KD) efekt GLUT2 v klistécich slinnych zlazach dosahl 50% exprese.
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Obr. 13: Ovéieni RNA interference gluk6zovych pienase¢u v kliStécich ovariich pomoci RT-PCR analyzy.
Exprese glukézovych prenasecu v klistécich ovariich u samic I. ricinus po odpadnuti klistéte z hostitele po
injikaci ptiblizné 0,5 pl (3 pg/ul) dSRNA GLUT1,3,4,5 a 6 do haemocelu. Pro kontrolu bylo injikovano stejnym
mnozstvim dsRNA pro gfp (green fluorescent protein) 30 nenasatych samic I. ricinus. Intervaly sani klist’at:
6AFM= 6 dni po ukonceni sani. Grafy znazoriuji primér a smeérodatnou odchylku, n = 3.

Z grafu (Obr. 13) je patrné, Zze nedoslo k vyrazné&j$imu sniZzeni hladiny exprese u
vybranych glukézovych pienasect v klistécich ovariich v ¢asovém intervalu 6AD tj. 6 dni po
odpadnuti z hostitele oproti kontrolni skupin€, které byla injikovana dsRNA gfp. Hladinu
exprese téchto glukdézovych prenasecu se nepovedlo signifikantné snizit. Vyraznéjsi pokles
hladiny exprese byl zaznamenan u glukézového pienasece GLUT3 a GLUT4 (Obr. 14). KD

efekt v klistécich ovariich dosahl 30% exprese u GLUT3 a 20% exprese u GLUT4.
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5.6.  SniZeni glukozovych pienase¢ii neovliviiuje fenotyp samic klist’at 1. ricinus po
dokon¢eni sani
Utinek RNAi nemél ptimy vliv na fenotyp béhem sani ani po dokonéeni sani. Letalita
a reprodukce samic . ricinus nebyla nijak ovlivnéna injikaci dsRNA. Rozdil v intervalu sani
také nebyl pozorovan. Samice, injikované dsRNA pro GLUT1-6 saly v priméru po dobu 8-9
dni do pIného nasati. Kontrolni samice, kterym byla injikovana dSRNA gfp saly rovnéz
v pruméru 8-9 dni. RNA interference neméla ptimy vliv ani na vahu plné nasatych samic ani

na hmotnost vykladené snizky (Obr. 14).
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Obr. 14: Pribéh experimentu s modelovym organismem klisté 1. ricinus. A: Interval 3 dny sani (GLUT1-6,
gfp = Green fluorescent protein). B: Interval 5 dni sani (GLUT1-6, gfp). C: Interval plné dosati (GLUT1-6, gfp).
D: Graf kontrolni vahy samic po samovolném odpadnuti (tj. po plném dosati). E: Graf kontrolni vahy
nakladenych sntizek. PIn¢ nasaté samice (C), foceny 7. den sani, Graf D hodnoty vSech pln¢ nasatych samic tzn.
7.-9 den.

Z grafu (Obr. 14) E je patrné, Ze samice klistat, kterym byla injikovana dsRNA
GLUT2 zahy po dosati zemtely, nebyly tak schopné reprodukce. Glukozovy pienaSe¢ GLUT2
se mize jevit jako potencidlni kandidat pro pozd¢jsi experimenty zamétené na aktivitu tohoto

prenasece spojenou s zivotaschopnosti klistéte.
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5.7. Vysledky membranového sani S vyuzitim dostupnych inhibitori

Na zédkladé neuspésné RNAi analyzy byla provedena chemicka inhibice s vyuzitim
komer¢né dostupnych inhibitora.

Quercetin, nejbéznéjsi flavonoid, je kompetitivnim inhibitorem absorbce glukozy.
Samotny je transportovan do bunc¢k pomoci usnadnéné diftize predevsim skrz glukézové
ptenase¢e GLUT1 a GLUT4 (Hamilton et al., 2018).

Phloretin, pfirozen¢ se vyskytujici antioxidant, ktery je obsazen v ovocnych stromech
(jabloné, hrusn¢) (Lin et al., 2019) inhibuje aktivni transport glukézy do buné¢k pomoci
glukozovych pienasec¢t (SGLT1 a SGLT2) (Chan & Lotspeich, 1962). Zaroven také ovliviiuje
inhibici transportéri mocoviny (Fenton et al., 2004).

Phloridzin dihydrat, derivat phloretinu, je kompetitivnim inhibitorem SGLT1 a
SGLT?2, protoze soutézi s D-glukdzou o vazbu na ptenaSe¢ se opé€t podili na inhibici aktivniho
transportu glukozy (Rossetti et al., 1987). Spole¢ne s phloretinem pomoci této inhibice se vazi
na gluk6zové prenaseCe a tim snizuji transport glukézy do mozkové tkané (Betz et al., 1976).
Phloridzin byl studovan jako potencialni 1écba diabetu typu 2, ale prokazal se jako netucéinny
1€k. Je-li pfijat peroralng, je témét Upln€ preménén hydrolytickymi enzymy v tenkém stevé
na phloretin (Idris & Donnelly, 2009).

S vyuzitim vyse zminénych gluk6ézovych inhibitor bylo provedeno membranové sani,
béhem kterého lze snadné¢ manipulovat s krmnou dietu bez pouziti laboratornich zvitat

(Obr. 16).
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Obr. 15: Kontrolni vahy samic Kkli§téte |. ricinus po ukon¢eni membranového sani s dostupnymi inhibitory
(quercetin, phloretin a phloridzin dihydrat).

Z grafu (Obr. 15) je ziejmé, Ze vyuziti samotného gluk6zového inhibitoru a zaroven
jeho razn€ zvolena koncentrace v krevni diet¢ nemélo ptimy vliv na vdhu samic klistéte I.

ricinus.

36



5.8. Vysledky membranového sani s 2-deoxy-D-gluk6zou

I ptes vysledky chemické inhibice glukozovych pienasect, byl proveden pokus
membranového sani klistat studujici zéavislost klistat na glukdéze pomoci nebioaktivniho
gluk6zového analogu 2-deoxy-D-glukozy.

Na obrazku 18 jsou ukéazany vysledky nezbytnosti glukézy v hostitelské krvi béhem
membranového sani. Samice klistéte |. ricinus, které byly nechany sat na hostitelské krevni
diet¢ s D-glukozou, saly bez problému a dosahly plného nasati a tak i ocekévané standartni
hmotnosti (Obr. 16). Samice byly schopné reprodukce.

Naopak samice, které saly na krevni dieté, obohacené o 2-deoxy-D-glukozu, nebyly

schopné dosédhnout plného nasati ani samotné reprodukce.

D - glucose 2 deoxy D glucose

Obr. 16: Membranové sani s krevni dietou obohacenou o D-glukézu a 2-deoxy-D-glukézu.
2D = 2 denni samice kli§t’at, 4D = 4 denni samice kli$t'at, 7D = 7 denni samice klist’at
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Obr. 17: Vahy dosatych samic I. ricinus. Graf kontrolni
vahy samic, které saly na krevni dieté obohacené
0 D-glukozu a 0 2-deoxy-D-gluk6ézu

Z grafu (Obr. 17) je patrné, ze samice klistat, které saly na krevni dieté s D-glukdzou
vykazovaly standartni ocekdvané hmotnosti. Na rozdil samice kliStat, sajici na krevni dieté

obohacené o 2-deoxy-D-glukdzu, dosahly zna¢né velkého rozdilu v dosazené hmotnosti.

Tento vysledek ukazuje, ze pritomnost D-glukozy v hostitelské krvi je nepostradatelna
a hraje vyznamnou roli jak ve fyziologii tak 1 vyvoji kliStéte.
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6. Diskuze

Uloha metabolismu cukri hraje velmi vyznamnou roli pro syntézu energie v podobé ATP
(Thorens & Mueckler, 2010), ktera je vyuzita ve fyziologii téméf vSech zivych organismi
(Moraes et al., 2007). Zakladnim esencialnim sacharidem, ktery je soucast potravy, je
glukoza. Je pfijimana pomoci transportnich glukézovych prenasect (Lacombe, 2014).

U cloveéka je znamo né€kolik onemocnéni, které jsou zpisobeny bud poruchou
metabolismu glukozy (deficitu glukdzy nebo naopak jeji nadmérné akumulaci v krvi) béhem
pfijmu potravy) (Masopust & Priisa, 2004) nebo ve funkci samotného glukdzového prenasece
(syndrom Fanconiho-Bickela) (Mueckler & Thorens, 2013).

Bylo zjisténo, ze piijem a zpracovani glukézy ma znaény vliv na fyziologické procesy u
bezobratlych zivocicht. Zastupce hemipter, Nilaparvata lugens piijima glukézu pomoci
glukozovy pienase¢ NIst6, ktery je exprimovany ve stievé. Snizeni exprese genu tohoto
glukozového prenasece mélo vliv na rist, vyvoj a reprodukci jedince (Ge et al., 2015).

Lze fici, ze U zastupct hmyzu Ziviciho se potravou bohatou na cukr (msice Acyrthosiphon
pisum) museji existovat mechanismy, které umozni transport a zpracovani cukru skrz stfevni
epitel (Rhodes et al., 1997) aniz by to ovlivnilo zivotaschopnost jedince. Inhibice
glukozovych prenaseCti se muze jevit jako potencionalni feSeni v boji proti nezadoucim
Skudciim v zeméd¢lstvi (Ge et al., 2015).

Piedpoklada se, ze glukdzové pienasece budou mit spolecné vlastnosti i s jinymi
organismy, tudiz jejich exprese bude mit zéasadni v jejich fyziologii. U Drosophila
melanogaster byl prokazan podobny systém glukézovych pienaseci jako u savéich bunék
(Wang & Wang, 1993).

Hematofagni Clenovei kviili preziti a reprodukcei travi velké mnoZzstvi Zivin z nasaté krve
hostitele (Kopacek & Perner, 2016). Samotné traveni je soustfedéno do stievnich bunék
klistéte (Sojka et al., 2013). Tento proces je vysoce energeticky naro¢ny.

Klistata z ¢eled¢ Kklistatoviti (Ixodidae) vcetné hematofagniho zastupce Boophilus
microplus, piijimaji velké mnozstvi krve (Sonenshine, 1991). Tato krev je pro né jedinym
zdrojem energie. Diky intracelularnimu traveni je velké mnozstvi krve zpracovano a ziskana
energie je ulozena predevsim do hnédych vajicek v podobé proteinu (Moraes et al., 2007).
Bylo zjisténo, ze larvy klistéte B. microplus se lihnou pouze z vajicek, které obsahuji asi 60%
Zloutkovych proteind (Logullo et al., 2002). Metabolismus bilkovin zavisi na podstatné

aktivité¢ metabolismu sacharidt (Thompson & Dahlman, 1999).
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Jakym zpusobem je glukdza vstiebavana v travicim traktu klistéte . ricinus, vSak neni
presné jasné. U Klistéte I. ricinus, byly ve stfevé identifikovany transkripty kodujici Sest
glukozovych prenasect (GLUT1-6).

Pomoci metody RNAi jsme chtéli ukdzat nezbytnost aktivity vSech jednotlivych
glukozovych pienasect u klistéte 1. ricinus.

Experiment ukdzal, Ze metoda RNAi nebyla tak uspésnd jak se ocekévalo. Injikace
dsRNA pro GLUT1-6 nesnizila signifikantn¢ hladinu exprese vSech glukdzovych prenaseci.

Ve studie Joga et al.,, 2016 se poukazuje na moznost existence bariéry, ktera ma za
nasledek, ze RNA interference nemusi vzdy uspésné probéhnout u hmyzu. Toto mize byt
davod, pro¢ nase RNAi1 méla odlisnou uspesnost ve vSech zkoumanych klistécich tkanich.

Po uspésném utlumeni hladiny exprese glukoézovych prenasecti nebyl pozorovan zadny
signifikantni pokles v letalité¢ samic I. ricinus. Domnivame se, Ze snizeni hladiny transkriptu
jedné formy glukozového pienasece, nemusi mit zarucené vliv na dalsi fyziologické procesy
ve vyvoji klistéte z diivodu pritomnosti dalSich aktivnich forem glukdézovych prenasect.

Tyto vysledky dokladaji fakt, Ze snizeni exprese jednoho gluk6zového prenasece nema
zadny vliv na letalitu a reprodukci samic klistéte 1. ricinus.

Fenotypovy projev, zprostiedkovany RNAi, byl dale ovéfen chemickou inhibici. S
vyuzitim dostupnych glukézovych inhibitord (quercetin, phloretin, phloridzin dihydrat)
béhem umélého membranového sani pro dospéla stadia I. ricinus nebyl pozorovan zadny
vyrazny fenotyp, ktery by mél za nasledek zvySenou mortalitu samic.

Pomoci membranového sani se podafilo vyhodnotit vliv 2-deoxy-D-glukozy ve fyziologii
samicky klistéte béhem piijmu potravy. Hostitelska krev, obohacena o 2-deoxy-D-glukdzu,
ma pfimy vliv na dosaZeni plného nasati samic, jejich vahu a navic tak pfimo ovlivni letalitu
samic klistéte (Obr. 17). Domnivame se, ze je to zpusobeno nefunkénim fosforylovanym
analogem deoxyglukdza-6-fosfat (DG-6-fosfat), ktery dale nepodléhd standartnimu pribéhu
glykolyzy. Lze, fici, Ze pro tohoto krevsajiciho ¢lenovce je pfitomnost glukdzy v hostitelské
krvi nezbytnosti.
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7. Zavér

Pomoci znamého transkriptomu klistéte I. ricinus s vyuzitim genomu tzce piibuzného
klistéte 1. scapularis byly ziskany kompletni sekvence Sesti glukdzovych pienasect
(GLUT1-6) klistéte I. ricinus. Pomoci metody RT-PCR byla provedena analyza exprese
téchto glukdzovych pienasecu v jednotlivych klistécich tkanich béhem sani (Obr. 7, 8, 9).

Exprese glukdzovych prenasecli se pfimo umérné zvysovala ve stievé béhem sani a po
odpadnuti z hostitele (pIného nasati) klesala. Nejveétsi exprese ve stieveé byla detekovana u
glukozovych prenase¢tt GLUT3 a GLUT6 (Obr. 7).

Pro periferni tkdn¢ (slinné zladzy, ovéria) byla zaznamenana signifikantni exprese
glukozovych pienaSeCi u samic zejména v Casovych intervalech po odpadnuti z hostitele
(Obr. 8, 9).

S vyuzitim metody RNA interference se nepodafilo signifikantné potlacit exprese vSech
Sesti glukdzovych pienaSeci ve stievé (Obr. 12). Ve slinnych zlazach se podafilo Gspésné
snizit hladinu exprese glukdzového pienasece GLUT2 (Obr. 13). Zatimco RNA interference
Vv ovariich nebyla tolik Gspésna. Vyraznéjsi pokles hladiny exprese v ovariich byl zaznamenan
u gluk6zového pienasece GLUT3 a GLUT4 (Obr. 13). Na zaklad¢é stanovenych ¢asovych
intervalil dle expresniho profilu nebyla pozorovana vyraznd zména fenotypového projevu
pomoci injikace dSRNA GLUTI1-6 a gfp (kontrolni skupina samic). Caste¢né potladeni
exprese glukozovych prenasect nemélo vliv na vahu (Obr. 14), letalitu ani reprodukci samic.

Membranové sani s vyuzitim dostupnych glukézovych inhibitorG (Phloretin, Phloridzin
dihydrat a Quercetin) nijak neovlivnilo vahu, letalitu a schopnost reprodukce samic klistéte
(Obr. 15).

Vyznamnost D-glukdzy v hostitelské krvi byla stanovena diky membranovému sani na
krvi obohacené o 2-deoxy-D-glukozu, nemetabolizovany glukézovy analog. Krevni dieta
obohacena o 2-deoxy-D-glukézu méla piimy vliv na vahu samic (Obr. 17), reprodukci a
letalitu. Samicky klistéte nebyly schopné dosahnout plného dosati. Pfitomnost D-glukozy

Vv krvi hostitele se jevi jako nezbytnost pro preziti samicky klistéte 1xodes ricinus.
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