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Anotace 

Tick saliva contains a lot of biological active substances helping them to succesfully 

complete their feeding which is neccesary for their next development. Both proteinaceous 

and non-proteinaceous molecules including protease inhibitors are present in tick saliva. The 

biggest family of these proteases are serpins. Serpins are involved in many biological 

processes as blood coagulation, fibrinolysis, apoptosis or inflammation. The aim of this 

diploma work was to determine expression profiles of 10 serpins from nymphs of Ixodes 

ricinus fed for different times using quantitative real-time PCR. For chosen genes (IRS-10, 

IRS-20) dsRNA for silencing of the gene was prepared and using RNA interference the role 

of these genes during tick (I. ricinus nymphs) feeding and transmission of Borrelia afzelii 

spirochetes, a vector of Lyme borreliosis, was evaluated. 
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1 Úvod 

Klíšťata ve svých slinách obsahují vedle proteinových a neproteinových látek i celou 

škálu inhibitorů proteáz, od inhibitorů s Kunitz doménou, přes cystatiny až po serpiny. 

Serpiny hrají důležitou roli v mnoha procesech jako je koagulace krve, fibrinolýza, apoptóza 

nebo zánět. Serpiny s touto inhibiční akvititou fungují tedy jak extracelulárně, 

tak intracelulárně (Silverman et al., 2001; Whisstock et al., 2005). 

Doposud zkoumané bioaktivní látky s imunomodulačními, protizánětlivými 

či protisrážlivými schopnostmi jsou předmětem mnoha studií, které se zabývají přípravou 

protiklíštěcích vakcín. Vakcinace je jednou z možností jak ochránit hostitele před infekcí, 

a zároveň snížit životaschopnost vektora (Mulenga et al., 2000). K přípravě účinné 

vakcinační směsi je nezbytná identifikace konkrétních molekul obsažených v klíšťatech. 

Je třeba nalézt imunogenní molekulu, která současně vyvolá rezistenci k samotnému klíštěti, 

což je ovšem problematické, neboť ne každý protein schopný indukovat tvorbu protilátek 

musí být schopen vyvolat rezistenci vůči klíštěti (Das et al., 2000). Vhodnými antigeny 

mohou být molekuly bránící shlukování trombocytů a vzniku zánětu. Pro tyto účely jsou 

studovány serpiny (Mulenga et al., 2001). Nadějnými kandidáty na vakcínu jsou ale i  BPTI-

Kunitz trombinové inhibitory, Ixolaris nebo Penthalaris (Maritz-Olivier et al., 2007). 

Z výše zmíněných důvodů jsou rovněž studovány expresní profily serpinů v průběhu 

sání v klíštěti Ixodes ricinus. Stanovením expresního profilu zjistíme, zda je exprese 

konkrétního serpinu během sání významně zvýšena. Vhodné kandidáty s předpokládanou 

úlohou při sání lze testovat např. pomocí RNA interference, kdy sledujeme vliv těchto genů 

na fitness klíšťat, dobu sání či přenos patogenů, což je cílem i této diplomové práce. 
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2 Cíle práce 

1) Literární rešerše současných poznatků o serpinech krev sajících členovců a jejich 

potenciálním využití v humánní medicíně. 

2) Příprava cDNA z nenasátých, částečně nasátých a plně nasátých nymf Ixodes ricinus. 

3) Stanovení expresního profilu vybraných genů pro serpiny v průběhu sání nymf 

pomocí kvantitativní real-time PCR. 

4) Studium úlohy vybraných serpinů při sání nymf I. ricinus pomocí RNA interference. 
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3 Přehled literatury 

3.1 Klíšťata 

Klíšťata jsou hematofágní obligátní ektoparazité suchozemských obratlovců včetně 

obojživelníků, plazů, ptáků a savců. Klíšťata náleží do kmene členovci (Arthropoda), 

podkmene klepítkatci (Chelicerata), třídy pavoukovci (Arachnida), podtříd roztoči (Acari), 

řádu Parasitiformes a podřádu klíšťatovci (Ixodida). Podřád Ixodida zahrnuje celkem 3 

čeledi – klíšťákovité (Argasidae, „měkká“ klíšťata), klíšťovité (Ixodidae, „tvrdá“ klíšťata) 

a Nuttalliellidae (Black et Piesman, 1994). Do čeledi Nuttalliellidae se řadí pouze jediný 

druh, jež který nese rysy klíšťákovitých i klíšťatovitých, a to Nuttalliella namaqua (Mans 

et al., 2011). 

Pro čeleď Ixodidae je charakteristická přítomnost chitinizovaného hřbetního štítku. 

Naopak Argasidae tento hřbetní štítek postrádají (Nava et al., 2009), místo toho je celé jejich 

tělo pokryto měkkým kožovitým obalem zvaným integument (Mans et al., 2011). Zástupci 

obou čeledí se rovněž liší ve způsobu příjmu krve. Klíšťatovití na svém hostiteli sají 

poměrně dlouho dobu (dny až týdny), přičemž nasají velké množství krve, přibližně 

až stonásobek jejich tělesné hmotnosti. Přebytečnou vodu přijatou s krví poté vylučují zpět 

do hostitele přes slinné žlázy. Argasidae jsou schopni nasát malé množství krve odpovídající 

dvou až desetinásobku jejich počáteční tělesné hmotnosti. Na rozdíl od klíšťatovitých sají 

v kratším časovém intervalu (minuty až hodiny) a nadbytečnou tekutinu sekretují koxálními 

žlázami (Mans et al., 2011). 

Čeleď Ixodidae se dále dělí na dvě hlavní morfologické a fylogenetické skupiny, 

jednou z nich je Prostriata. Tato skupina zahrnuje podčeleď Ixodiae s jediným rodem Ixodes 

(Black et Piesman, 1994; Klompen et al., 2002). Zástupci rodu Ixodes jsou dnes rozšířeni 

po celém světě a představují vektory mnoha virů, bakterií, rickettsií či protist. Z hlediska 

přenosu lidských nemocí jsou významné obzvláště 4 druhy - Ixodes scapularis na východě 

Severní Ameriky, I. ricinus v Evropě a západní Asii, I. persulcatus v severovýchodní Evropě 

a severní Asii a I. pacificus na západě USA (Nicholson et al., 2009). 
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3.1.1 Klíště obecné (Ixodes ricinus) 

Ixodes ricinus je nejběžnějším klíštětem ve střední Evropě (Overzier et al., 2013). 

Jeho životní cyklus zahrnuje tři vývojová stádia – larvu, nymfu a dospělého jedince (samce 

nebo samici). Pro larvy a nymfy je sání krve nezbytné, neboť bez parazitování nejsou 

schopny přejít do dalšího vývojového stádia. Pro samice je zase příjem krve nutným 

předpokladem pro nakladení vajíček (Estrada-Peña, 2015). Každé stádium saje krev pouze 

jednou po dobu několika dní. Po nasátí odpadá a následně prochází metamorfózou na další 

vývojové stádium. Samci I. ricinus krev nepřijímají, jejich jediným úkolem je oplodnit 

samici v momentě, kdy saje na hostiteli. Oplodněná nasátá samička odpadne, naklade 

vajíčka a uhyne. Celý cyklus trvá přibližně 1-2 roky (Estrada-Peña, 2015). 

Ixodes ricinus se vyznačuje trojhostitelským životním cyklem, tzn. každé vývojové 

stádium saje na jiném hostiteli (obr. 1) (Herrmann et Gern, 2015). Larvy a nymfy parazitují 

na hostitelích všech velikostí, upřednostňují ovšem hlodavce, ptáky nebo ještěrky. Dospělí 

jedinci sají primárně jen na větších savcích (skot, vysoká zvěř) (Medlock et al., 2013; 

Overzier et al., 2013). 

 

Obr. 1: Životní cyklus klíštěte Ixodes ricinus (Herrmann et Gern, 2015). 

 

Klíště obecné je předmětem mnoha studií zabývajících se přenosem patogenů 

na hostitele během sání a úlohou klíštěcích slin v tomto procesu. I. ricinus je vektorem 
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vážných lidských onemocnění jako je klíšťová encefalitida, lymeská borelióza, lidská 

granulocytární anaplazmóza, tularémie, rickettsiová skvrnitá horečka či babezióza (Medlock 

et al., 2013). V Evropě je Ixodes ricinus hlavním vektorem pro přenos borelií, jmenovitě 

Borrelia burgdorferi, B. garinii a B. afzelii patogenních pro člověka (Wang et al., 1999). 

Recentně byly popsány i další druhy borelií izolovaných z lidských tkání, B. bissettii, 

B. spielmanii nebo B. lusitaniae a B. valaisiana (Wilske et al., 2007; Daniel et al., 2016). 

Klíště se k hostiteli uchytí pomocí ozubených chelicer, jimiž prořízne pokožku 

a do vzniklé rány zasune hypostom (Obenchaim et al., 1982). V důsledku poranění jsou 

okamžitě spuštěny hostitelovy obranné mechanismy na úrovni buněčně i humorální imunity. 

Tyto obranné reakce mají jediný cíl – přerušit sání krve klíštětem a nechat ho odpadnout 

(Willadsen et al., 1999). 

3.1.2 Interakce klíště - hostitel 

Aktivní fáze životního cyklu I. ricinus se udává od března do října v závislosti 

na vnějších podmínkách, jako jsou vlhkost a teplota (Jaenson et al., 2011). Sání klíštěte je 

dlouhý a velmi komplexní proces. Samotné přisátí je pro hostitele fyzikálním a chemickým 

zásahem, jenž vede k vyvolání silné imunitní odpovědi. Přisátím klíštěte dochází k narušení 

pokožky hostitele a popraskání krevních vlásečnic. Za normálních okolností dochází 

ke konstrikci cév, agregaci trombocytů, aktivaci koagulační kaskády a k vytvoření zánětlivé 

odpovědi doprovázené svěděním a bolestí. Všechny zmíněné obranné mechanismy narušují 

sání klíštěte a vedou k jeho rejekci, což se negativně podepisuje na životaschopnosti 

a reprodukčních schopnostech samotného klíštěte. Ovšem i přes rejekční reakci hostitele 

zůstává klíště přisáto a je schopno dosáhnout plného nasátí. Je to dáno tím, že klíštěcí sliny 

obsahují mnoho farmakologicky aktivních látek, bioaktivních proteinů a lipidů 

s antihemostatickými, protizánětlivými a imunomodulačními účinky. Všechny zmíněné 

fyziologicky aktivní složky jsou v průběhu sání produkované v odlišné míře, působí 

redundantně a ve svých účincích jsou pleiotropní (Francischetti et al., 2009; Kazimirova 

et al., 2013; Chmelar et al., 2016). 

Bylo prokázáno, že látky obsažené ve slinách klíšťat rovněž usnadňují přenos, přežití 

a množení některých klíšťaty přenášených patogenů v hostiteli. Tento jev se označuje jako 

slinami aktivovaný přenos neboli SAT (saliva-activated/assisted transmission). 

V experimentálních pokusech je přímým důkazem SAT efektu zvýšená infektivita patogena 

po jeho inokulaci společně se slinami nebo extraktem ze slinných žláz v porovnání 

s inokulací patogena samotného. SAT efekt byl poprvé popsán u arboviru Thogoto a klíštěte 
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Rhipicephalus appendiculatus (Jones et al., 1992). U morčat injekčně infikovaných Thogoto 

virem ve směsi s extraktem ze slinných žláz (SGE, salivary gland extract) v jednom místě 

došlo k úspěšnějšímu rozšíření viru než u morčat nakažených samotným virem. 

 Za nepřímý důkaz jevu SAT je považován neviremický přenos patogenů 

mezi nakaženými a nenakaženými klíšťaty, které společně sají na jednom hostiteli (Nuttall 

et Labuda, 2004). Dosud byl SAT efekt přímo i nepřímo pozorován u mnoha jiných 

patogenů přenášených klíšťaty, například I. ricinus a B. afzelii (Pechova et al., 2002), 

I. ricinus a B. lusitaniae (Zeidner et al., 2002) a I. ricinus a B. burgdorferi sensu stricto 

(Machackova et al., 2006). Ve slinách klíštěte Ixodes scapularis byl identifikován protein 

Salp 15, jež byl označen za první SAT faktor. Ukázalo se, že tento protein napomáhá 

k přenosu patogenů B. burgdorferi s.s.  (Ramamoorthi et al., 2005). Jiným proteinem, který 

lze považovat za protein napomáhající přenosu B. burgdorferi, je sialostatin L2 

z I. scapularis (Kotsyfakis et al., 2010). 

3.1.3 Klíštěcí sliny 

Slinné žlázy jsou párový orgán, ve kterém dochází k tvorbě bioaktivních látek, 

které jsou v průběhu sání uvolňovány se slinami do hostitele (Obenchain et al., 1982). 

Sekrece slin je řízena neurohormonálně přes D1 dopaminový receptor přímo ve slinných 

žlázách (Simo et al., 2011). Slinné žlázy umožňují klíštěti i osmoregulaci, díky které je 

schopno koncentrovat přijímanou krev a vracet přebytečnou vodu zpět do hostitele, 

a to především v posledních dnech sání (Binnington et al., 1980). Touto cestou jsou 

přenášeny i patogeny přítomné v klíštěcích slinách (Wang et al., 1999). 

Jak již bylo zmíněno, plné nasátí je potřebné pro dokončení životního cyklu klíštěte. 

Aby tak mohla učinit, musí být schopna potlačit imunitní reakci hostitele. Obrannými 

mechanismy hostitele proti klíštěti jsou hemostáza, aktivace komplementu a reakce 

na úrovni vrozené i adaptivní imunity. 

3.1.3.1 Vrozená imunita 

Do místa poranění způsobeného klíštětem během sání migrují leukocyty lokální 

zánětlivé reakce, tedy neutrofily, makrofágy, žírné buňky, Langerhansovy buňky 

a prozánětlivé faktory uvolněné z poškozených endotelových buněk (Wikel et al., 1999). 

Klíčovou roli sehrávají makrofágy, jelikož v prozánětlivé odpovědi působí jako antigen 

prezentující buňky i jako významní producenti mnoha cytokinů a chemokinů např. IL-1, 

TNF-α, hydrolytické enzymy (Moser et al., 2008). Zánět je obecně doprovázen otokem 
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a bolestivostí, což jsou příznaky, které vedou hostitele k odstranění klíštěte. Proto si klíšťata 

vyvinula bioaktivní látky schopné ovlivňovat funkci makrofágů (Ramachandra et al., 1992). 

Sliny z klíštěte Ixodes ricinus zvyšují produkci makrofágového zánětlivého proteinu 

MIP2 a MCP-1, který může v závěrečné fází sání klíštěte stimulovat uvolnění histaminu, 

čímž zvyšuje prokrvení v místě přisátí klíštěte (Langhansova et al., 2015). Kýčková 

a Kopecký (2006) ve své práci prokázali snížení produkce prozánětlivého cytokinu TNF-α 

a sníženou schopnost fagocytózy spirochét B. afzelii myšími makrofágy po působení slin 

i SGE z klíštěte I. ricinus.  

Klíšťata Ixodes ricinus ve svých slinách obsahují kupříkladu protein Iris snižující 

produkci prozánětlivých cytokinů IL-6 a IL-8. Navázáním na monocyty či makrofágy Iris 

inhibuje i sekreci TNF-α (tumor necrosis factor) (Leboulle et al., 2002; Prevot etal., 2009). 

Sliny klíštěte I. ricinus jsou schopny snižovat expresi  IL-9, IL-4 a IL-13 (Langhansova 

et al., 2012). Salp25D je pro změnu schopen neutralizovat oxidační reakce vyvolané 

aktivovanými neutrofily (Narasimhan et al., 2007). Správnou funkci neutrofilů mohou 

ovlivňovat slinné proteiny i snížením exprese β2 integrinů. Integriny zprostředkovávají 

migraci a adhezi buněk k místu sání, kde jsou důležité pro aktivaci imunitní odpovědi (Guo 

et al., 2009). Ribeiro et al. (1990) ve své práci rovněž popsal, že působením slinných 

proteinů klíštěte I. sacpularis (dříve I. dammini) dochází ke snížení degranulace a infiltrace 

neutrofilů do místa sání klíštětem. Naopak lipokalin z I. ricinus snižuje nejen aktivaci, 

ale i chemotaxi neutrofilů (Beaufays et al., 2008). 

Jiné druhy klíšťat syntetizují ve svých žlázách inhibitory IL-8 (chemoatraktant 

pro neutrofily) i jiných chemokinů (Hajnická et al., 2001; Vančová et al., 2010). Klíšťata 

si vyvinula proteiny, které jsou schopny regulovat zánětlivou reakci během krmení. Činí tak 

vázáním histaminu (HBP) produkovaného mastocyty (Paesen et al., 1999). Za zmínku stojí 

fakt, že u klíšťat byl objevený i faktor uvolňující histamin (HRF) (Mulenga et al., 2005), 

jež zajištuje dostatečný přísun krve do místa sání. Později byla tato skutečnost vysvětlena 

tím, že klíště exprimuje oba faktory, HRF a HBP, v různých fázích svého sání dle potřeby 

snížit či zvýšit průtok krve místem sání (Dai et al., 2010). 

V nedávné době byla ve slinách potvrzena přítomnost i neproteinových látek jako je 

prostaglandin E2 (PGE2) nebo adenosin. U PGE2 bylo experimentálně zjištěno, že reguluje 

zánět a funkce různých buněk imunitního systému, např. aktivaci, maturaci a migraci 

dendritických buněk (Phipps et al., 1991; Harris et al., 2002). Protizánětlivé účinky 
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adenosinu jsou založeny na inhibici aktivace a rekrutace neutrofilů, na potlačení 

prozánětlivých cytokinů a chemokinů produkovaných makrofágy a současně na podpoře 

tvorby protizánětlivých cytokinů těmito buňkami, ale i na supresi funkce efektorových 

T-lymfocytů (Linden et Cekic, 2012; Haskó et Crostein, 2013). PGE2 i adenosin jsou rovněž 

homeostatické faktory způsobující vasodilataci (Fredholm et al., 2011a). 

3.1.3.2 Nespecifická imunita – komplement 

Humorální složku nespecifické imunity představuje komplement, jehož cílem je lýza 

nežádoucího patogenu. Díky látkám přítomným v klíštěcích slinách může být zablokována 

alternativní i klasická cesta komplementu skrze C3a a C5a složku (Ribeiro et al., 1987). 

Ve slinách Ixodes scapularis byl identifikován specifický inhibitor aktivace 

alternativní cesty komplementu, protein Isac (Valenzuela et al., 2000). Z klíštěte I. ricinus 

byly izolovány dvě isoformy genu pro tento protein, Irac 1 a Irac 2 (Schroeder et al., 2007). 

Oba proteiny jsou schopny se vázat na properdin, čímž inhibují funkci C3 konvertázy. 

Podobnou vlastnost vykazuje protein Salp20 izolovaný ze slin klíštěte Ixodes scapularis 

(Tyson et al., 2007, 2008). 

Dalším proteinem izolovaného ze slin klíštěte I. scapularis je calreticulin (CRT). 

CRT váže Ca2+ ionty a je schopen se vázat i na C1q složku komplementu, přičemž dochází 

k jeho inaktivaci (Ferreira et al., 2002; Kaewhom et al., 2008). 

3.1.3.3 Specifická imunita 

Specifickou složku buněčné imunity představují B-lymfocyty a T-lymfocyty.  

Nejvýznamnější molekulou přítomnou ve slinách klíštěte modulující specifickou 

imunitní odpověď je rodina proteinů Salp 15, jejichž primární úlohou je potlačení aktivace 

a proliferace CD4+ T buněk. Vazbou Salp 15 na tyto buňky dochází k inhibici aktivace 

hydrolázy PLCy1, snížení příjmu Ca2+ iontů do buňky, a tím snížení produkce interleukinu 

IL-2 (Garg et al., 2006; Juncadella et al., 2007). Byla také prokázána interakce 

s dendritickými buňkami, hlavními buňkami vývoje antigen-specifické imunity, kdy dochází 

ke snížení produkce protizánětlivých cytokinů vyvolané aktivací TLR (toll-like receptor) 

a potlačuje aktivaci T-lymfocytů (Hovius et al., 2008). Zástupci těchto proteinů byly 

objeveny u klíštěte Ixodes ricinus, I. scapularis, I. persulcatus, I. pacificus (Hovius et al., 

2007; Hojgaard et al., 2009). Sliny klíštěte I. scapularis vylučují i IL-2 (BP - binding 

protein), který inhibuje mitogenem zprostředkovanou proliferaci T-buněk a potlačuje 

produkci IL-2 (Gillespie et al., 2001). 
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3.1.3.4 Hemostáza 

Hemostáza neboli srážení krve je velice komplexní proces bránící ztrátám krve 

při poškození cév. Jedním z dějů vedoucích k zástavě krvácení je hemokoagulace. Postupnou 

aktivací koagulačních faktorů se spouští kaskáda enzymatických reakcí, kde inaktivní 

proenzym je přeměněn do aktivní formy a dochází k aktivaci dalších proenzymů. Klíčovou 

roli sehrává trombin. Trombin reguluje aktivitu krevních faktorů a stimuluje reakce krevních 

destiček. Účastní se konečné společné cesty koagulační kaskády, kde konvertuje fibrinogen 

na nerozpustný fibrin, který následně spojuje volně agregované trombocyty a vytváří 

definitivní sraženinu, trombus. Poté dochází k vazokonstrikci cév. Ta je způsobena 

serotoninem a tromboxanem A2, které jsou sekretovány trombocyty při jejich aktivaci. 

Cílem klíštěte je zabránění nebo prodloužení krevní koagulace během sání (Koh 

et Kini, 2009; Kazimirova et al., 2010). Klíšťata Ixodes pacificus a I. scapularis používají 

k regulaci hemokoagulace ixodegriny, jejichž obranným mechanismem je vazba 

na fibrinogen, čímž naruší jeho vazbu na trombocyty (Francischetti et al., 2005). Ze slin 

I. scapularis byl rovněž izolován protein ixolaris známý jako inhibitor vnější cesty aktivace 

koagulační kaskády (Monteiro, 2005). Podobně Salp 14 je specifickým inhibitorem faktoru 

Xa (Narasimhan et al., 2002, 2004). 

Dalším protisrážlivým proteinem klíšťat je inhibitor Ir-CPI z klíštěte I. ricinus, který 

specificky ovlivňuje faktory XIIa, XIa a kallikrein a prodlužuje aktivovaný 

tromboplastinový čas (aPTT) in vitro (Decrem et al., 2009). Mezi proteiny inhibující 

agregaci krevních destiček patří například apyráza z I. scapularis (Ribeiro et al., 1991). 

Jiným mechanismem jak blokovat hemokoagulaci je ovlivňování vaskulární 

permeability (Chmelar et al., 2012), což je vlastnost, kterou vykazuje protein thrf (tick 

histamine release factor) z Ixodes scapularis nebo IRS-2 z I. ricinus (Chmelar et al., 2011). 

Mezi další významné inhibitory hemokoagulace, jejichž funkce jsou hojně studovány, patří 

cystatiny, inhibitory s tzv. Kunitz doménou či serpiny.  

 

3.1.4 Inhibitory proteáz v klíštěcích slinách 

Proteázy jsou enzymy štěpící peptidické vazby cílových proteinů na malé fragmenty. 

Popsány byly celkem čtyři typy proteáz – aspartylové, metalloproteázy, serinové 

a cysteinové. V lidském organismu hrají proteázy velmi důležitou roli mj. v obranných 

reakcích imunitního systému a při zánětu. Klíštěcí inhibitory těchto lidských proteáz působí 
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protizánětlivě a imunosupresivně (Wikel at al., 1999). Pro každý inhibitor je charakteristická 

doména, díky které je zmíněná inhibice proteolýzy umožněna (Francischetti et al., 2005). 

3.1.4.1 Inhibitory proteáz s Kunitz doménou 

Ve slinných žlázách byl identifikován relativně velký počet molekul patřící 

do skupiny tzv. Kunitz inhibitorů – (BPTI - bovine pancreatic trypsin inhibitors). Zástupci 

této rodiny jsou rozděleny podle prostorové struktury na jednodoménové inhibitory 

(Monolaris), dvoudoménové (Bilaris) a komplexní vícedoménové molekuly (Penthalaris), 

(Francischetti et al., 2005). 

Protein ixolaris z rodiny TFPI (tissue factor pathway inhibitors) z klíštěte 

I. scapularis je charakteristický obsahem dvou Kunitzových domén. Jedná se o inhibitor 

vnější cesty aktivace koagulační kaskády, kde inhibuje faktorem VIIa/TF indukovaný fX 

(Francischetti et al., 2002). Bylo také zjištěno, že ixolaris interaguje s faktorem X skrze 

vazebné místo pro heparin, čímž inhibuje jeho aktivaci (Monteiro et al., 2005). Penthalaris 

obsahující pět Kunitzových domén specificky inhibuje faktor VII a váže se na fXa, fX 

(ve vyšších koncentracích byla potvrzena inhibice i fIX) (Francischetti et al, 2004). 

3.1.4.2 Cystatiny 

Cysteinové proteázy jsou proteolytické enzymy, které ve svém aktivním centru 

obsahují cystein, histidin a asparagin (Verma et al., 2016). Jsou důležité v metabolismu 

a degradaci proteinů (Kotyza et Krepela, 2002). Ve své struktuře mají přibližně 115 

aminokyselin obsahujících čtyři cysteinové zbytky spojené disulfidickými můstky (Brown 

et Dziegielewska, 1997). Cystatiny schopné jak selektivní, tak specifické inhibice, jenž jsou 

obsaženy v klíštěcích slinách, potlačují funkci hostitelových cysteinových proteáz. Cystatiny 

jsou zkoumány především pro imunomodulační vlastsnosti (Zhou et al., 2006). Dělí se do tří 

skupin – cystatiny 1. typu (stefiny, cytoplasmatické proteiny bez disulfidických můstků), 

2. typu (dva disulfidické můstky) a 3. typu (kininogeny, proteiny o více doménách s třemi 

opakovanými cystatiny 2. typu) (Oliveira et al., 2003; Zhou et al., 2006). U řady klíšťat byly 

identifikovány cystatiny 1. a 2. typu, ovšem intenzivněji studovány jsou cystatiny 2. typu. 

Sialostatin L a sialostatin L2 jsou cystatiny přítomné ve slinách I. scapularis. Svou 

funkcí se řadí mezi imunosupresivní a protizánětlivé proteiny. SialoL inhibuje katepsin L, V, 

C, S a papain (Kotsyfakis et al., 2006, 2007). SialoL potlačuje proliferaci cytotoxických 

T lymfocytů in vitro a dále vykazuje inhibiční účinky na lipopolysacharidem indukovanou 

maturaci dendrititických buněk (Kotsyfakis et al., 2006). SialoL2 vykazuje podobnou afinitu 
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ke katepsinům L a V. Prokázalo se, že sialoL2 napomáhá klíštěti dokončit proces sání 

a ovlivňuje hostitelovu imunitu, neboť tento protein se během sání hromadí ve slinných 

žlázách, kdežto množství transkriptů sialoL klesá. Pokud byla exprese těchto dvou proteinů 

pomocí RNA interference vypnuta, klíšťata nebyla schopná dokončit proces sání a uhynula. 

Klíšťata, která byla schopná dokončit sání, měla výrazně sníženou hmotnost v porovnání 

s kontrolní skupinou a rovněž nakladla méně vajíček (Kotsyfakis et al., 2007). Podobného 

výsledku bylo dosaženo i u nymf I. scapularis (Kotsyfakis et al., 2008). SialoL2 podporuje 

i přenos spirochét B. burgdorferi z klíštěte na hostitele (Kotsyfakis et al., 2010). 

 

3.2 SERPINY (Serin Protease Inhibitors) 

Serpiny jsou největší rodinou proteázových inhibitorů. Jsou hojně distribuovány 

do celého organismu a zapojují se do mnoha biologických procesů jako je koagulace krve, 

fibrinolýza, apoptóza nebo zánět. Funkčně jsou tyto inhibitory velmi rozmanité proteiny 

(Irving et al., 2000), jejichž geny byly identifikovány u savců, poxvirů, rostlin, bakterií 

a u archaeí. Doposud bylo objeveno přes 1500 členů této rodiny. Analýzou genomů bylo 

odhaleno, že serpiny jsou exprimovány všemi mnohobuněčnými eukaryoty včetně člověka 

(Irving et al., 2000; Silverman et al., 2001), zatímco prokaryota mají pouze jeden 

jednoduchý gen pro serpin a serpiny jsou u nich přítomny zřídka (Siverman et al., 2001). 

Většina serpinů inhibuje serinové proteázy, byly ovšem objeveny i takové, které potlačují 

kaspázy zajišťující apoptózu nebo cysteinové proteázy podobné papainu (Schick et al., 1998; 

Irving et al., 2002). Zrovna tak existují i serpiny, které fungují jako hormonální přenašeči 

nebo jako chaperony či tumor supresorové geny (Pemberton et al., 1988; Zou et al., 1994; 

Nagata et al., 1996). Studie zabývající se strukturou serpinů odhalila, že serinové inhibitory 

fungují jako sebevražedné enzymy, které užívají unikátní konformační změny k inhibici 

proteázy (Huntington et al., 2000), čímž jsou serpiny labilnější a zranitelnější k mutacím 

(spontánní konformační změny, formace inaktivace serinových polymerů, deficience 

či chybné složení proteinu) (Carrell et al., 1997). 

Serpiny s inhibiční aktivitou fungují extracelulárně i intracelulárně. Extracelulární 

serpiny jsou důležité při kontrole proteolytických kaskád v krevní plasmě, tedy 

při koagulaci. Intracelulární serpiny slouží k ochraně buňky před cytotoxickými proteázami 

(Whisstock et al., 2005). Tyto dvě rozsáhlé skupiny zahrnují u lidí celkem 36 serpinů, které 

jsou rozlišovány jako extracelulární molekuly skupiny „A“ (13 členů na chromozomu 1, 14 
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a X) a intracelulární serpiny skupiny „B“ (13 zástupců na chromozomu 18 a 6) (Silverman 

et al., 2001). 

3.2.1 Strukturální charakteristika a mechanismus inhibice 

V porovnání s jinými proteázovými inhibitory jsou serpiny relativně velké molekuly 

o 330-500 aminokyselinách (Ruhlmann et al., 1973). Jejich molekulová hmotnost 

se pohybuje v rozmezí 40–50 kDa. Serpiny jsou složeny ze tří β listů (A, B a C) a 8-9 α 

helixů (hA-hI). Důležitá oblast zodpovědná za interakci s cílovými proteázami se nazývá 

smyčka reaktivního centra (RCL - reactive center loop). Tato smyčka, která nápadně vyčnívá 

nad horní oblastí serpinu, tvoří pružný úsek 17 aminokyselin. Složení těchto aminokyselin je 

charakteristické pro každý serpin. RCL obsahuje místo rozpoznání proteinu (Silverman 

et al., 2001). V RCL oblasti se nachází takzvaný „scissile bond“ (P1- P1´ residua), který 

se po aktivaci proteolýzy oddělí (Li et al., 1999). 

Princip mechanismu působení serpinů je navázání proteázy, což vyvolá dramatickou 

změnu konformace proteinu. Následuje proteolýza, amino-terminální konec RCL smyčky 

se vloží do centra β skládaného listu A, čímž vytvoří nové čtvrté vlákno (s4A). Tento 

konformační přechod se odborně označuje jako „stressed (S) -to-relaxed (R)“ transformace 

vyvolaná zvýšenou teplotou ovlivňující stabilitu serpinu během štěpení RCL smyčky. 

Nativní serpiny jsou výjimečné, neboť se vyskytují převážně v metastabilním stavu (Cabrita 

et al., 2004). 

Serpiny využívají k inhibici cílových proteáz již zmíněný „S-to-R“ proces. 

Podrobnější studie zabývající se strukturou těchto proteinů odhalila, že odštěpením RCL 

smyčky a následnou inzercí do β listu A je zajištěna efektivní inhibice dané proteázy. 

Struktura finálního serpin-proteázového komplexu ukázala, že serpin se nachází 

v rozvolněné konformaci a proteáza zůstává kovalentně vázaná k serpinu acylovou vazbou 

(Huntington et al., 2000). V porovnání s přirozenou konformací je proteáza v konečném 

komplexu výrazně deformovaná (Huntington et al., 2000). Fluorescenční studie později 

prokázala, že tato proteáza ve finálním komplexu nemusí být zcela zavřena svému okolí, 

což je dáno přítomností tzv. residuí (Tew et al., 2001). 
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Obr. 2: Struktura a mechanismus inhibice serpinů (Law et al., 2006). (a) struktura 

nativního serpinu SERPINA1. A β-skládaného listu je červené, B zelené a C žluté. Modrou barvou jsou 

označeny α-helixy. RCL smyčka se nachází na vrcholu serpinu. Přerušovanou čarou je znázorněna cesta RCL 

smyčky protínající serpin (Elliot et al., 1996). (b) Michaelisův komplex mezi SERPINA1 a inaktivním 

trypsinem, s proteázou (odlišena barevně) navázanou v RCL smyčce (Dementiev et al., 2003). Při navázaní 

proteázy následují dvě možnosti: (c) Finální kovalentně vázaný komplex serpin-enzym podléhající S-to-R 

transformaci (Huntington et al., 2000) nebo (d) struktura odštěpeného serpinu s RCL smyčkou vkládající 

se do β-skládaného listu A (Loebermann et al., 1984). 

Zmíněné konformační změny vedou k distorzi v aktivním místě, efektivní hydrolýze 

acylových vazeb a uvolnění proteázy. Tím, že dochází k absolutnímu odštěpení oblasti RCL, 

jsou serpiny charakteristické jako sebevražedné inhibitory. Inhibiční aktivita serpinů může 

být kontrolována kofaktory, což je jedna z výhod v porovnání s ostatními menšími 

proteázami. Příkladem je lidský SERPINC1 (antitrombin), který je slabým inhibitorem 

trombinu a faktoru Xa, dokud není aktivován kofaktorem – heparinem (Rezaie, 1998). 
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3.2.2 Funkční význam serpinů 

U serinových proteáz byly zjištěny rozmanité funkce v mnoha procesech – 

ve skládání dvoušroubovice DNA, kondenzaci chromatinu u kuřecích erytrocytů (Irving 

et al., 2002), v imunoregulaci hmyzu (Levashina et al., 1999), v embryonálním vývoji hlístic 

(Pak et al., 2004) či v regulaci apoptózy (Ray et al., 1992). 

Inhibitory serinových proteáz jsou klasifikovány do dvou funkčních skupin lišících 

se schopností inhibovat buď trypsin (trombin), nebo chymotrypsin (elastáza) (Blisnick et al., 

2017). U lidí se vyskytuje 29 serpinů fungujících jako inhibiční molekuly, zatímco 

zbývajících 7 zastávají funkci neinhibičních serpinů (Heit et al., 2013). 

V lidském organismu serpiny skupiny A zahrnují zánětlivé molekuly jako antitrypsin 

(SERPINA1) nebo antichymotripsin (SERPINA3), zrovna tak sem patří serpiny fungující 

jako „neinhibiční“ transportery hormonů SERPINA6 (globulin vázající kortikosteroid) 

a SERPINA7 (globulin vázající thyroxin). Serpiny skupiny B se podílejí především 

na regulaci apoptózy, což znamená, že brání nežádoucí cytotoxické aktivitě apoptických 

proteáz (SERPINB6, SERPINB9). Rovněž tyto serpiny potlačují enzymy podobné papainu 

(SERPINB3, carcinoma antigen-1) nebo SERPINB5 (maspin) (Zou et al., 1994; Law et al., 

2005). 

Jak bylo již zmíněno, serpiny jsou náchylné k destabilizujícím mutacím (Whisstock 

et al., 2005). Mutace v kritické oblasti může způsobit, že RCL jedné molekuly se vloží do β 

listu A jiné molekuly, přičemž vytvoří vazbu smyčka-β-skládaný list. Následné dochází 

k polymerizaci této vazby a k agregaci (Khan et al., 2011). U mnoha onemocnění byla 

prokázána souvislost s funkční deficiencí serpinů. S polymerizací serpinů je spojen např. 

emfyzém - deficience antytripsinu (Lomas et al., 1992), trombóza - deficience antitrombinu 

(Bruce et al., 1994) nebo angioedém - deficience inhibitoru C1 esterázy (Aulak et al., 1988). 

Hromadění polymerů v endoplasmatickém retikulu může též přispět k onemocnění jako je 

cirhóza (polymerizace SERPINA1) (Lomas et al., 1992) či demence (polymerizace 

SERPINI1 v neuronech) (Davis et al., 1999). Další choroby jsou vyvolané mutacemi serpinů, 

jež ovlivňují specifickou nebo inhibiční funkci daného serpinu (Stein et al., 1995). 

Leboulle a kolektiv (2002) sestrojili dvě cDNA knihovny, první ze slinných žláz 

hladových klíšťat I. ricinus a druhou ze slinných žláz klíšťat krmených po dobu 5 dnů. 

V prvním případě se nenašly žádné sekvence, které by vykazovaly podobnost s již známými 

sekvencemi. Naopak sekvence z druhé cDNA knihovny prokázaly homologii se známými 
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geny. Ukázalo se, že sekvence z této cDNA knihovny jsou podobné antikoagulantům, 

inhibitorům srážení trombocytů nebo proteinům podílejících se v imunitní odpovědi. 

Konkrétně sekvence Seq24 se shoduje s geny z rodiny serpinů jako je lidský inhibitor 

trombinu nebo prasečí monocytové/neutrofilové inhibitory elastáz. Chmelař a kolektiv 

(2008) sestavili 4 cDNA knihovny z různě nasátých samic klíštěte I. ricinus. Z každé 

knihovny bylo náhodně vybráno, osekvenováno a analyzováno 600 klonů. Odhalilo se, že 62 

sekvencí obsahovalo Kunitz doménu charakteristickou pro inhibitory trypsinu. Ukázalo, 

že transkripce těchto genů je zvýšena již první den po přisátí a postupně klesá s dalšími dny 

sání, což naznačuje, že hrají důležitou roli během sání. 

V současné době se sekvenuje a analyzuje funkce dalších inhibitorů serinových 

proteáz. 

3.3 Serpiny u krevsajících členovců 

Serpiny jsou součástí imunity řady členovců a zastupují rozmanité fyziologické 

funkce. U hmyzu kupříkladu regulují vrozenou imunitu prostřednictvím inhibice kaskády 

spouštěnou sérií serinových proteáz. Inhibicí jsou iniciovány imunitní odpovědi jako je 

melanizace a produkce antimikrobiálních peptidů (Gregorio De E. et al., 2002). Zrovna tak 

byly objeveny příklady serpinů mající vliv na vývoj a reprodukci octomilek (Coleman et al., 

1995; Mueller et al., 2007) nebo lišaje Manduca sexta (Zou et al., 2005). Významně 

studovanou skupinou jsou serpiny exprimované ve slinných žlazách krevsajících členovců - 

klíšťat a komárů. Charakterizace inhibitorů proteáz v klíštěti je přínosná, jelikož inhibitory 

hrají důležitou roli v regulaci trávení hemoglobinu (Renard et al., 2002). 

Prvním identifikovaným serpinem byl alboserpin, hlavní antikoagulant ve slinách 

komára Aedes aegypti a Ae. albopictus (Stark et al., 1995; Calvo et al., 2011). Alboserpin 

potlačuje koagulaci in vitro a in vivo prostřednictvím inhibice faktoru Xa, a to neobvyklým 

způsobem inhibice, která je charakterizována reversibilní interakcí proteinázy a inhibitoru 

v poměru 1:1 (Stark et al., 1998; Calvo et al., 2011). Alboserpin je také schopen vázat 

fosfolipidy, heparin a zřejmě i jiné glykosaminoglykany, které pravděpodobně usnadňují 

lokalizaci alboserpinu k místu zranění a/nebo agregaci trombocytů (Calvo et al., 2011). 

Nicméně se ukázalo, že alboserpin je spíše evoluční výjimkou, neboť sliny komárů 

neobsahují mnoho serpinů (Calvo et al., 2007). 

Mnohem méně se ví o biochemických a funkčních vlastnostech serpinů 

exprimovaných v klíštěti Ixodes scapularis. Existuje pouze jeden charakterizovaný serpin, 
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konkrétně IxscS-1E1 s argininem v P1 místě. Rekombinantní IxscS-1E1 in vitro inhibuje 

trombin a trypsin, potlačuje agregaci krevních destiček a prodlužuje dobu srážení krve 

zprostředkovanou inhibicí trombinu in vivo (Ibelli et al., 2014). Nicméně nebyl prokázán 

vliv tohoto serpinu na aktivaci klasické cesty komplementu (Ibelli et al., 2014). Jiným 

a zároveň jediným charakterizovaným serpinem ze slin klíštěte Ixodes persulcatus je serpin 

Ipis-1 (Toyomane et al., 2016). Transkriptomy byly detekovány pouze ve slinných žlázách, 

a to ve všech fázích krmení. Toyomane et al. (2016) zjistili, že Ipis-1 významně snižuje 

produkci IFN-γ a předpokládají, že by tento serpin mohl inhibovat funkci T buněk po přímé 

interakci s těmito buňkami. 

Z klíštěte Rhipicephalus haemophysaloides byly charakterizovány dva serpiny, 

konkrétně RHS-1 a RHS-2. Serpiny byly exprimovány ve slinných žlázách a ve střevě 

klíšťat krmených po dobu 4 dnů. Ukázalo se, že oba serpiny inhibují chymotrypsin a RHS-1 

rovněž i trombin (Yu et al., 2013). 

Nedávno byly funkčně analyzovány další serpiny jiných klíštěcích druhů, například 

RmS-3,-6,-7 a -15 ze slin Rhipicephalus microplus (Tirloni et al., 2016; Xu et l., 2016). 

Inhibitory RmS-3 a RmS-17 se podílejí na inhibici agregace trombocytů, zatímco serpiny 

RmS-15 a RmS-17 prodlužují srážení krve (Mulenga et al., 2013; Kim et al., 2015). 

U serpinů 6 a 19 izolovaných ze slin klíštěte Amblyomma americanum bylo zjištěno, že 

usnadňují přenos ehrlichiózy. Serpin19 je schopen inhibovat několik serinových proteáz 

v koagulační kaskádě, a tím vytvářet komplexy s faktory Xa, XIa a trypsinem (Kim et al., 

2015). 

3.4 Serpiny u klíštěte Ixodes ricinus 

Pro klíšťata jsou serpiny spolehlivou kontrolou homeostázy a imunity hostitele. 

Nejlépe charakterizovaným serpinem je protein Iris, významný imunosupresor ze slin 

klíštěte Ixodes ricinus. Iris je aktivní inhibitor serinové proteázy s P1 methioninem. Iris je 

upregulovaný během krevního sání (Leboulle at al., 2002) a vyznačuje se pleiotropními 

účinky na imunitní systém a homeostázu. Iris se chová jako antikoagulant a zasahuje 

do fibrinolýzy inhibicí serinových proteáz, zvláště elastázy a tkáňového plasminogenu 

(Prevot et al., 2006). Bylo rovněž zjištěno, že Iris zasahuje do hemostázy potlačením adheze 

krevních destiček dosud neznámým mechanismem (Prevot et al., 2006). Vedle 

homeostatických účinků Iris inhibuje sekreci i prozánětlivých cytokinů (INF-γ, IL-6) 

produkovaných T-buňkami nebo makrofágy, stejně tak potlačuje sekreci i TNF-α (Leboulle 
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et al., 2002). Protizánětlivá funkce Iris je zprostředkovaná fyzikální vazbou Iris na buněčné 

monocyty/makrofágy, přičemž nevyžaduje inhibiční aktivitu. Předběžnou analýzou 

s využitím peptidových protilátek bylo zjištěno, že tato funkce Iris pravděpodobně spoléhá 

na přítomnost vnějších částí (tzv. exosites) v helixech D a E (Prevot et al., 2009). 

Druhý serpin získaný z klíštěte Ixodes ricinus, jehož protizánětlivá aktivita je 

založena výhradně na jeho funkci jako inhibitoru serinových proteáz, se nazývá IRS-2 

(Chmelar et al., 2011). Podobně jako Iris, IRS-2 je sekretován během sání do klíštěcích slin 

a následně vyloučen do hostitele. V pokusech s využitím myší jako akutních zánětlivých 

modelů se zjistilo, že IRS-2 je schopen předcházet vzniku edému a zabránit hromadění 

neutrofilů v zánětlivých tkáních. Bylo potvrzeno, že P1 místem pro IRS-2 je tyrosin 341, 

indikující inhibiční aktivitu proti serinovým proteázám podobných chymotrypsinu (Chmelar 

et al., 2011). Zaměřuje se na dvě cílové prozánětlivé serinové proteinázy, katepsin G 

a chymázu žírných buněk, a ve vysokých koncentracích i trombin. Tím, že IRS-2 potlačuje 

katepsin G a trombin, ovlivňuje srážení krve, neboť blokuje agregaci trombocytů (Chmelar 

et al., 2011). V další studii bylo prokázáno, že IRS-2 interferuje s buňkami získané imunitní 

odpovědi (Palenikova et al., 2015). Ukázalo se, že IRS-2 inhibuje diferenciaci buněčné 

subpopulace Th17 zeslabením signalizační dráhy IL-6/STAT3. Aktivované dendritické 

buňky produkují mj. IL-6, který spouští onu signalizační dráhu. STAT3 je po aktivaci IL-6 

hlavním transkripčním faktorem této signalizační cesty. Palenikova a kolektiv (2015) zjistili, 

že IRS-2 selektivně inhibuje IL-6 produkovaný DC buňkami stimulovanými spirochetami 

rodu Borrelia, což vede k atenuaci fosforylace STAT3 faktoru a ovlivnění Th17 

diferenciace. 

 

3.5 RNA interference 

RNA interference (RNAi) je evolučně konzervovaný přirozený jev, který ovlivňuje 

genovou expresi. Existence RNAi byla poprvé zaznamenána vědcem Napoli et al. (1990), 

který prováděl experimenty s petúniemi. Cílem tohoto pokusu bylo vnést do rostlin gen 

pro chalcon syntázu, jež se uplatňuje v biosyntéze flavonoidů. Analýzou RNA 

u transformovaných rostlin v porovnání s rodičovskými byla zjištěna snížená úroveň mRNA 

produkovaná genem pro chalcon syntázu. Ovšem za objev RNAi získali Nobelovu cenu 

za fyziologii a medicínu profesoři A. Z. Fire a C. Mello (2006), kteří jako první popsali 

molekulární podstatu procesu RNAi při pokusech prováděných u háďátka Caenorhabditis 
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elegans (Fire et al., 1998). Cílem experimentu bylo vnesení antisense vlákna RNA 

do C. elegans a zablokování genu unc-22, jehož mRNA byla komplementární k antisense 

RNA. Dle očekávání se jednovláknová antisense RNA navázala na mRNA genu, což vedlo 

ke vzniku dvouvláknové RNA (dsRNA), a translaci cílového proteinu tak bylo zabráněno. 

Jako kontrolu vnesli do několika háďátek rovněž sense RNA. Tím zjistili, že aplikace sense 

RNA zrovna tak vyvolala inaktivaci genu unc-22. Důvodem byla ovšem kontaminace 

připraveného transkriptu malým množstvím dsRNA, která způsobila degradaci mRNA 

cílového genu. Úspěšná inaktivace cílového genu prostřednictvím antisense RNA byla 

rovněž způsobena kontaminací transkriptu. Je možné tvrdit, že iniciátorem RNAi je 

dvouvláknová RNA. Později se ukázalo, že i u jiných eukaryotních organismů jakou jsou 

houby, protozoa, zástupci bezobratlých nebo savci včetně člověka, je možné tento děj 

pozorovat (Cogoni et Macino, 2000; Cerutti et Casas-Mollano, 2006). 

RNAi slouží k regulaci genové exprese prostřednictvím dsRNA. Během procesu 

dochází k interferenci mezi dsRNA a komplementární mRNA, jež kóduje určitý gen. 

K utlumení genové exprese (genový silencing) prostřednictvím dsRNA dochází buď 

na úrovni transkripční, nebo na úrovni posttranskripční. V prvním případě jde o aktivaci 

RNAi pomocí exogenní siRNA, kdy je cílová mRNA rozštípána (a to buď rozdílnou 

methylací, nebo vazbou specifických proteinů na DNA), což vede k pozastavení exprese 

odpovídajícího genu. V druhém případě se jedná o regulaci exprese endogenních genů 

přes miRNA. mRNA je následně rozpoznána za pomocí endogenní miRNA a výsledkem je 

zastavení translace daného genu (Berkhout et Haasnoot, 2006). 
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Obr. 3: Stručný mechanismus RNA interference (Limera et al., 2017). 
Dvouvláknová molekula RNA se naváže na Dicer – protein, jenž rozštěpí dlouhou RNA molekulu na krátké 

interferující fragmenty RNA (siRNA). Tyto molekuly siRNA se postupně váží na molekulu AGO, proteinovou 

část komplexu vyvolávající umlčování RNA (RISC). RISC postupně separuje siRNA do dvou řetězců: 

vedlejšího řetězce (modrá barva), jenž je degradován, zatímco hlavní řetězec (oranžová barva) sloužící jako 

próba spojuje komplex RISC s komplementární RNA. Po rozpoznání cílové sekvence mRNA následuje 

regulace exprese genů několika odlišnými způsoby (zde za přítomnosti RNA dependentní polymerázy). 

Podobně je tomu tak u RNAi vyvolanou přes miRNA (v cytoplasmě se naváže na ribonukleovou částici 

a rovněž ji rozdělí na dva řetězce jako je tomu u siRNA). 

 

RNAi je přirozeným mechanismem obrany genomu proti parazitickým DNA jako 

jsou transpozony (Dernburg et al., 2000) a nukleovým kyselinám RNA virů (Mourrain et al., 

2000). Zrovna tak slouží k obraně vůči abiotickému stresu či k regulaci chromatinu. Bylo 

prokázáno, že porucha v genech zodpovídajících za RNAi vede u organismů často 

k poruchám morfologického vývoje nebo k poruchám diferenciace buněk (Grishok et al., 

2001). 

RNA interference je důležitou metodou pro analýzu funkce genů u eukaryot. 

Selektivním vyřazením funkce určitého genu lze pozorovat utlumení příslušného 

fenotypového projevu. V této diplomové práci jde o případ transkripčního umlčování genů 

se zbytkovou expresí kolem 12 %. 
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3.5.1 Experimentální využití RNAi u klíšťat 

RNAi se u klíšťat používá pro výzkum střevních trávicích enzymů, antikoagulačních 

a imunomodulačních slinných proteinů a proteinů, které ovlivňují vztah mezi klíštětem 

a virem, bakterií nebo parazitem. Do klíšťat lze dsRNA vnášet až čtyřmi různými metodami 

(de la Fuente et al., 2007), z nichž nejpoužívanější je aplikace dsRNA pomocí mikroinjekce. 

Další metodou je přidání dsRNA přímo do stravy nymf nebo dospělců (Soares et al., 2005). 

Jinou metodou je inkubace klíšťat nebo „namáčení“ jejich orgánů do roztoku dsRNA 

(Bowman et Sauer, 2004) a/nebo pro zkoumání RNAi dráhy lze klíšťata infikovat RNA 

virem (Garcia et al., 2005). 

Pomocí RNAi byla určena nebo ověřena funkce slinných proteinů, které mají 

významnou roli při ovlivňování sání klíšťat. Jedním z nich je například protein 

s antikagulační funkcí Salp14 z I. scapularis (Narasimhan et al., 2004). Za pomoci dsRNA 

se specifickou sekvencí Salp14 se podařilo umlčet i jiné paralogy tohoto proteinu 

(Salp9pac). Důsledkem silencingu Salp14 byla snížená schopnost klíštěte sát. U klíštěte 

A. americanum byl pomocí dsRNA inhibován homolog synaptobrevinu a homolog nSec1, 

což způsobilo sníženou schopnost sekrece antikoagulačních látek do slin během sání, čímž 

byla rovněž utlumena schopnost klíšťat sát (Karim et al., 2004a; 2004b). Jiné studie 

se  zabývaly zkoumáním funkce subolesinu. Subolesin je protein charakterizovaný jako 

protektivní antigen ovlivňující trávení nasáté krve, reprodukci a vývoj klíšťat. V pozdějších 

studií byl prokázán vliv subolesinu i na genovou expresi (de la Fuente et al., 2008). Fuente 

et al. (2005) za pomoci RNAi provedli mapování obranných antigenů klíšťat, čímž 

se subolesin stal jedním z cílových proteinů pro výzkum a vývoj klíštěcích vakcín. Tento 

protein byl studován u různých druhů klíšťat – Dermatocentor marginatus, Rhipicephalus 

microplus, R. sanguineus, I. scapularis aj. Během RNAi došlo ke snížení koncentrace 

mRNA subolesinu, což vedlo u klíšťat k úbytku hmotnosti, ke snížení schopnosti samic klást 

vajíčka a vůbec k celkovému poklesu vitality jedinců (de la Fuente et al., 2006a; 2006b; 

Nijhof et al., 2007). 

RNAi byla rovněž použita ve výzkumu funkce střevních antikoagulantů a trávicích 

enzymů. Haemalin, známý svou důležitostí pro rozklad krve v trávicím systému klíštěte 

Haemaphysalis longicornis a pro inhibici agregace krevních destiček, byl pomocí dsRNA 

umlčen, čímž došlo k znemožnění sání (Liao et al., 2009). RNAi umožnila objasnit 

i metabolismus železa u klíštěte I. ricinus. Bylo zjištěno, že ferritin 2 hraje významnou roli 
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při vstřebávání železa z nasáté krve a jeho využití v dalších tkání. Silencingem mRNA 

pro ferritin 2 došlo k obtížím při sání klíšťat (Hajdusek et al., 2009). 

Slinné i střevní proteiny mimo jiné mají velký význam při imunitní reakci a toleranci 

patogenů přenášených klíšťaty způsobujících závažné onemocnění, jako je například 

lymeská borelióza. Lymeskou boreliózou (B. burgdorferi) se zabývají mnohé studie, přičemž 

jedna z nich se zaměřuje na proteiny Isac a jejich umlčení u I. scapularis. Díky RNAi, která 

vedla ke snížené expresi těchto proteinů, byla zjištěna snížená množství borelií v trávicí 

soustavě klíštěte (Soares et al., 2005). Pal et al. (2004) umlčením mRNA TROSPA genů, 

kódujících střevní proteiny umožňující navázání patogenu na střevní epitel klíštěte, dosáhli 

rovněž sníženého počtu borelií v klíštěti. RNA interference byla použita i pro bližší 

zkoumání funkce slinného proteinu Salp15 u klíšťat rodu Ixodes. Ukázalo se, že Salp15 

sehrává roli při interakci s B. burgdorferi, neboť vazebné domény Salp15 jsou 

komplementární k povrchovým proteinům bakterie (Hojgaard et al., 2009). 

Výše zmíněné metody vnášení dsRNA jsou používány ke zkoumání nebo ověření 

funkce mnoha jiných proteinů i u dalších krevsajících členovců. Ale protože cílem této 

diplomové práce je zhodnocení vlivu RNAi na fitness klíšťat I. ricinus a přenos borelií 

na myšího hostitele, není jim věnována větší pozornost. 
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4 Materiál a metody 

4.1 Izolace RNA a příprava cDNA 

cDNA byla připravena z nenasátých, částečně nasátých a plně nasátých neinfekčních 

nymf klíštěte Ixodes ricinus darovaných z chovného zařízení Parazitologického ústavu 

(Biologické centrum, AVČR). Byly použity nymfy nenasáté (označené D0), nymfy sající 

jeden den (D1), sající 2 dny (D2) a plně nasáté nymfy sající 3-4 dny (D3/4). Ve skupině D0 

bylo použito 28 nenasátých nymf, ve zbylých třech skupinách bylo nasazeno na myši po 17 

nymfách. Protože ale není možné bezpečně odstrojit všechny nasazené částečně nasáté 

nymfy, bylo rozdělení následující: D0 = 28 nymf, D1 = 14 nymf, D2 = 9 nymf a D3/4 = 9 

nymf. 

Nymfy byly nasazeny na tři myší samice C3H/HeN v SPF kvalitě původem z Charles 

River Laboratories. V době pokusu byly staré 10 týdnů a byly umístěné v klecovém systému 

IVC (sterilní stelivo, krmivo a sterilní voda okyselená HCl na pH 3, voda i dieta ad libitum). 

Na vyholený hřbet myší byly umístěny tzv. kloboučky, do kterých byly následně přidány 

nymfy. Nymfy byly z myší odebírány podle výše popsaných skupin. Strojení/odstrojení myší 

probíhalo ve zvěřinci PAÚ s pomocí Jana Erharta, a to ve všech pokusech.   

V rámci každé skupiny byly nymfy rovnoměrně rozděleny tak, aby na jeden časový 

interval byly 3 vzorky izolované RNA. Poté byla z těchto nymf izolována RNA pomocí 

TRIZOLu podle následujícího protokolu: 

1. Nymfy na podložním sklíčku rozsekat žiletkou a přemístit do mikrozkumavek. 

2. Přidat 500 µl TRIZOLu (TRI Reagent, MCR). 

3. Nechat 5 min odstát při pokojové teplotě (RT). 

4. Přidat 100 µl chloroformu (SERVA) a vortexovat 15 s na maximální otáčky. 

5. Nechat opět 2 min při RT. 

6. Centrifugovat 15 min při 12 000 g v chlazené centrifuze (HERMLE Labortechnik 

GmbH, Z326K). 

7. Odebrat horní fázi do čistých RNAse-free zkumavek. 

8. Přidat isopropanol (SERVA) v poměru 1:1. 

9. Promíchat 10x v ruce. 



23 

 

10. Nechat odstát 10 min při RT. 

11. Centrifugovat 10 min při 10 000 g. 

12. Opatrně slít supernatant a přidat 800 µl 80% ethanolu (VWR Chemicals). 

13. Opět centrifugovat 7 min při 10 000 g. 

14. Slít supernatant, osušit a centrifugovat 15 s při 10 000 g. 

15. Zbylou tekutinu odsát pipetou a nechat 5-10 min vyschnout na vzduchu. 

16. Rozpustit ve 20 µl čisté vody (PCR grade). 

17. Změřit koncentraci a čistotu na nanofotometru (IMPLEN, P330). 

Izolovaná RNA byla uskladněna při -70 ºC. Reverzní transkripcí byla poté převedena 

do cDNA podle kitu Transcriptom First Strand cDNA Synthesis kit (Roche) v thermocycleru 

(T100TM Thermal cycler, BioRad). Do reakční směsi pro každý vzorek byl přidán 1 µg RNA 

doplněný vodou na objem 18 µl. Poté bylo přidáno 1,5 µl oligo dT, 6 µl pufru, 0,75 µl 

inhibitoru, 3 µl dNTPs a 0,75 µl reverzní transkriptázy. Reakční směsi byly vloženy 

do thermocycleru s následujícím průběhem reakce: 30 min při 55 ºC, 5 min při 85 ºC 

a chlazení ∞ při 4 ºC. cDNA byla 5x naředěna PCR vodou a uložena při teplotě  -20 ºC. 

 

4.2 Kvantitativní polymerázová řetězová reakce v reálném čase 

4.2.1 Princip metody 

Kvantitativní polymerázová řetězová reakce vychází z klasické PCR, která je ovšem 

obohacená o kvantifikaci produktu PCR v reálném čase, tedy již v průběhu reakce. Tato 

metoda se jinak označuje jako qPCR či real-time PCR a představuje důležitou metodu 

při studiu exprese genů (Heid et al., 1996). 

Principem qPCR je detekce množství DNA pomocí fluorescenčně značeného 

substrátu (v tomto případě SyberGreen), jenž je zaznamenáván detektorem po jeho navázání 

na přítomnou dvojvláknovou DNA, a to v každém cyklu PCR. qPCR je považována za velmi 

citlivou metodu pro detekci DNA (Higuchi et al., 1993). 
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4.2.2 Navrhnutí primerů serpinových genů 

qPCR metoda byla použita pro stanovení expresních profilů 10 serpinových genů 

v průběhu sání nymf. Primery pro tyto geny byly navrženy v programu Oligoanalyzer 

(https://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) tak, aby nasedaly na templát 

při teplotě 62 ºC a obsahovaly 50 % GC párů. Primery byly syntetizovány firmou Generi 

Biotech (ČR). Primery byly otestovány pomocí qPCR za stejně definovaných podmínek, 

jako templát byla použita starší cDNA z klíštěcích nymf. Sekvence primerů deseti vybraných 

genů jsou shrnuty v tabulce 1. 

Tab. I: Primery použité pro qPCR. 

Název Sekvence (5´→3´) 

IRS-10 

 

GTCTTGCTGAACGCCATCTA 

GTGTCGACTAGTGTAGGAGAG 

  

IRS-13 

 

CACAGCTGGTGGATCGTAAA 

GGTTCCGAAGCGAGTATTCTG 

 

IRS-16 

 

GATGCCACGACCTTTCTACA 

CTCTCGAACTGAGGCTATCAAG 

  

IRS-20 

 

CCTCTTGATAGCGATGGGAATG  

TCTGGGTCTGGTGAGTGTAA 

 

IRS-22 

 

GGTCAGTGAAGAAGGGACATT  

GTCTGTCGACGTCCATGAAG 

 

IRS-23 

 

TACGCATTTCGGAGGTTGTC 

GTTGCGACCTGCTACAGATT 

 

IRS-24 

 

TTGGGTGTGCGTTCAATCT  

ACCGTTCCTTCTTCGTTGAC  

 

IRS-25 

 

ACTTCGGGCTGACTCTGTA 

AGGAGGACCATCGTCAAGA 

 

https://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/
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IRS-26 

  

GAGGATACCGCCATGTTTCT 

AAGGTCGTGACTTCGTCTTC 

 

IRS-27 

 

CAGGATGCCGTGGACATAAT 

GCTCCACACTCCCATGAAATA 

 

 Pro účely qPCR byla námi připravena cDNA 5x naředěná. Primery byly 

naředěny podle údajů na originální lahvičce (0,1 mM) a poté zředěné ještě 10x pro dosažení 

požadované koncentrace (10 µM). V celkové reakci 10 µl bylo použito 5 µl FastStart 

Universal SYBR® Green Master Mix (Roche) 3,4 µl vody, 0,3 µl od každého primeru (F+R) 

a 1 µl cDNA. Analýza vzorků byla provedena s použitím přístroje RotorGene 6000 (PCR 

cycler, Corbett Research, software Microsoft Windows). Reakce byla zahájena při 95 ºC 

po dobu 10 min, poté následovala denaturace při 95 ºC po dobu 15 s, nasednutí primerů 

při 60 ºC po dobu 10 s a syntéza DNA při 72 ºC po dobu 30 s. Celý cyklus se opakoval 45x. 

Následovala postupné zvyšování teploty v rozmezí 72-95 ºC za účelem analýzy křivky tání. 

Vzorky byly analyzovány v technických duplikátech a hodnoty byly srovnány s genovou 

expresí referenčního genu elongačního faktoru (EF-1). Relativní exprese těchto serpinových 

genů byla vyhodnocena metodou 2-∆∆Ct hodnot s použitím matematického algoritmu (Livak 

et al., 2001). 

 

4.3 Příprava dsRNA 

Po analýze genových expresních profilů byly pro přípravu dsRNA vybrány 3 geny, 

konkrétně IRS-10, IRS-20 a IRS-22. S genem IRS-22 se ovšem po nezdařilé koloniové PCR, 

kdy nevycházely opakované kontroly, dál nepokračovalo. Proces celé přípravy dsRNA 

probíhal tedy jen se dvěma geny, IRS-10 a IRS-20. 

4.3.1 Příprava PCR produktu 

Pomocí OligoAnalyzer byly navrženy genově specifické primery s restrikčními místy 

pro enzymy ApaI, XbaI a AT převisem o velikosti amplikonu 500 bp (výjimkou byl gen 

IRS-22 o velikosti amplikonu 200 bp). Teplota pro nasedání primerů na templát byla zvolena 

51 ºC. 

a) Primery pro přípravu IRS-10: 

IRS-10_197F_XbaI: 5´ ATT CTA GAG GAG AGA CAC AGG AGA GGA A - 3´ 
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IRS-10_696R_ApaI: 5´ ATG GGC CCG TCG AAA GAG CCG TAT CCA A - 3´ 

b) Primery pro přípravu IRS-20: 

IRS-20_285F_XbaI: 5´ ATT CTA GAC CAG AAG TAT CAG TCT GCC C - 3´ 

IRS-20_784R_ApaI: 5´ ATG GGC CCC AAC ACC GGT CTT CTC TCT G - 3´ 

c) Primery pro přípravu IRS-22: 

IRS-22_40F_XbaI: 5´ ATT CTA GAG ACC GCC ATG GAA TCA AAG T - 3´ 

IRS-22_239R_ApaI: 5´ ATG GGC CCA AAA ACA GAG CAC GTC TCG T - 3´ 

 

Pro každý gen byla provedena standardní PCR s elektroforézou. Jako templát byla 

použita cDNA s nejvyšší expresí daného genu. Jedna reakce obsahovala 12,5 µl FastStart 

Universal SYBR® Green Master Mix (Roche), 9 µl PCR vody, 1,25 µl od každého primeru 

(F+R) a 1 µl cDNA. PCR reakce byla provedena v thermocycleru T100TM (BioRad) s  tímto 

průběhem: počáteční denaturace při 95 ºC 3 min, celkem 45x opakována denaturace 

při 95 ºC 30 s a nasedání primerů při 51 ºC 30 s, včetně syntézy cDNA při 72 ºC 30 s, 

a konečná syntéza cDNA při 72 ºC 5-15 min.  

Poté byla provedena elektroforéza v 1% TAE (Envison) agarózovém gelu 

s barvičkou SYBR® Safe (Invitrogen). Do všech 25µl směsí bylo přidáno 5 µl 6x DNA 

OrangeG loading dye (Thermo Scientific). Jako DNA marker byl použit 200-1500 bp DNA 

Ladder (Thermo Scientific). Elektroforéza běžela při napětí 75-80V a proudu 50 mA 

přibližně 45 min. PCR produkt byl poté vyříznut a přečištěn dle pokynů v kitu Nucleospin 

Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) s jedinou změnou: eluováno do 30 µl PCR vody. 

Po přečištění PCR produktu každého genu následovala restrikce při 37 ºC 2 hodiny 

v termobloku. V každé reakční směsi byly smíchány 3 µl pufru 10x TANGO, 20 µl DNA, 

5 µ vody a 1 µl od každého enzymu (ApaI, XbaI). Štěpený PCR produkt byl purifikován 

podle kitu Nucleospin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) pro odstranění krátkých 

fragmentů DNA odštípnutých z konců (cut-off 50 bp). Opět bylo eluováno do 30 µl PCR 

vody a vzorky byly uloženy při teplotě -20 ºC. 

4.3.2 Příprava plasmidu pLL10 

Plasmid pLL10 je vhodný pro přípravu dsRNA, neboť obsahuje 2 T7 promotory 

v opačné orientaci, což umožňuje transkribovat inzert v obou směrech, a připravit tak sense 

a antisense RNA (Levashina et al., 2001). Nejdříve však bylo nutné provést restrikci 

příslušnými enzymy při 37 ºC po dobu 2 hodin v termobloku. V jedné restrikční směsi byly 

namíchány 3 µl pufru TANGO 10x, 3 µl DNA, 1 µl od každého enzymu (ApaI, XbaI) 
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a 22 µl vody. Po inkubaci následovala elektroforéza plasmidu po restrikci enzymem ApaI 

nebo XbaI i plasmidu neštěpeného jako kontrola. Po přečištění z gelu dle kitu Nucleospin 

Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) byla změřena koncentrace připraveného plasmidu 

pLL10 (45 ng/µl). 

Naštípaný a přečištěný PCR produkt každého genu byl zaligován do příslušného 

plazmidu (1+1 µl) pomocí T4 ligázy (0,5 µl) ve 2,5 µl 2x pufru (pGEM T-easy kit, 

Promega). Po hodinové inkubaci při laboratorní teplotě následovala další inkubace při 4 ºC 

do druhého dne. 

4.3.3 Transformace plasmidu do E. coli 

K transformaci byly použity buňky E. coli TOP10 (ThermoFisher Scientific 

C404003). K 15 µl buněk bylo přidáno 5 µl ligační směsi. Tato směs byla nejdříve 

inkubována 30 min na ledu a posléze ponechána 1 min v termobloku při 42 ºC k dosažení 

teplotního šoku a nakonec byla opět dána na 2 min na led. Po přidání 300 µl SOC média 

(Invitrogen) o laboratorní teplotě se směs dala na 1 hod třepat při 37 ºC. Všechny buňky 

(resp. celý objem 300 µl) byly poté vysety na plotny s LB agarem a 50 ng/ml ampicilinem 

a inkubovány do druhého dne při 37 ºC. Druhý den bylo provedeno křížkování (15 

křížků/gen) a do dalšího dne se znovu ponechalo v inkubátoru při 37 ºC.  Následující den 

byla provedena koloniová PCR za použití genově specifických primerů. Jeden vzorek 

o 15 µl obsahoval 7,5 µl mastermixu, 0,75 µl od každého primeru, 6 µl vody a směs bakterií 

(pomocí špičky setřen „křížek“ a vymáchán v připraveném mixu pro PCR). PCR proběhla 

za použití přístroje RotorGene za standardních podmínek (počáteční denaturace při 95 ºC 

3 min, celkem 45x opakována denaturace při 95 ºC 30 s a nasedání primerů při 51 ºC 30 s, 

včetně syntézy cDNA při 72 ºC 30 s, a konečná syntéza cDNA při 72 ºC 5-15 min). Jako 

negativní kontrola byla použita PCR voda. Po skončení reakce byla provedena kontrolní 

elektroforéza pro selekci pozitivních a negativních kolonií. 

Vybrané pozitivní kolonie byly kultivovány v tekutých kulturách 100 ml LB média 

s ampicilinem (50 ng/ml) a inkubovány za stálého třepání do druhého dne při 37 ºC. 

Následné bylo odebráno 800 µl bakteriální suspenze do 200 µl 100% glycerolu. Takto 

připravený glycerolový stock byl uchován při -80 ºC. Ze zbytku bakteriální suspenze byl 

izolován plasmid pomocí kitu NucleoBond Xtra Midi (Macherey Nagel) dle instrukcí 

v návodu s výjimkou eluce (do 100 µl PCR vody). Nanofotometrem (IMPLEN, P330) byla 

změřena koncentrace izolované DNA. 
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Pro ověření úspěšného vložení inzertu do plasmidu byla provedena ve společnosti 

SEQme Sangerova sekvenace s univerzálními primery M13 (F+R): 

M13_F: 5´ TGTAAAACGACGGCCAGT - 3´ 

M13_R: 5´ CAGGAAACAGCTATGACC - 3´  

4.3.4 Restrikce purifikovaného plasmidu 

Plasmid s ověřenými sekvencemi byl rozštěpen restrikčními endonukleázami ve dvou 

oddělených reakcích. Restrikční směs byla připravena z 30 µg plasmidu, 5 µl pufru TANGO 

a 6 µl enzymu (ApaI nebo XbaI). Objem reakce byl doplněn do 50 µl. Připravená směs 

se poté ponechala 2 hod v termobloku při 37 ºC. 

4.3.5 Purifikace linearizovaného plasmidu 

Ke všem 50 µl reakcím bylo přidáno 25 µl roztoku proteinázy K (Sigma P5568), 

připraveného smícháním 1 µl proteinázy K (20 mg/ml) se 150 µl 10 mM Tris-HCl o pH 8 

a 2 mM CaCl2, a 3,75 µl 10% SDS. Směs byla inkubována 30 min při 50 ºC. Po inkubaci 

bylo přidáno 80 µl fenol-chloroformu (Sigma P3803), promícháno na vortexu 

a centrifugováno 5 min při laboratorní teplotě na maximální otáčky. Vznikly dvě fáze. Horní 

(vodná) fáze byla opatrně odebrána a následně bylo přidáno 80 µl chloroformu, opět 

promícháno na vortexu a centrifugováno 5 min při laboratorní teplotě na maximální otáčky. 

Poté byla odebrána další vodná fáze a bylo přidáno 56 µl isopropanolu. Směs byla 

inkubována 15 min v mrazáku při -20 ºC a poté stočena v chlazené centrifuze při 4 ºC 

při maximálních otáčkách (18 000 g) po dobu 30 min. Centrifugací získaný pelet byl promyt 

80 µl 80% ethanolu vychlazeného na - 20 ºC stočením při 4 ºC na maximum po dobu 8 min. 

Po dvojnásobném promytí byl vysušený pelet rozpuštěn ve 20 µl PCR vody. Poté byla 

změřena koncentrace linearizovaných plasmidů. Výsledek (0,5 µg dsDNA) byl zkontrolován 

na gelu, pro porovnání byl použit neštěpený plasmid. 

4.3.6 Syntéza jednořetězcové RNA a její purifikace 

Syntéza byla provedena pomocí MEGAscriptTM T7 Transcription Kit (ThermoFisher 

Scientific). Pufr byl předehřátý na 37 ºC a následně promíchán. Každá reakce obsahovala 

směs 8 µl NTPs (2 µl od každého), 2 µl pufru, 2 µl enzymu a 2-3 µg linearizovaného 

plasmidu (maximální objem 8 µl). Na celkový objem reakce 20 µl bylo doplněno dle potřeby 

PCR vodou. Mikrozkumavky byly inkubovány přes noc v thermocycleru T100TM (BioRad). 

ssRNA pro specifický gen byla označena podle enzymu, kterým byla provedena restrikce 

(ssRNA štěpená enzymem ApaI je označena písmenem A, ssRNA štěpená enzymem XbaI 
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písmenem X). IRS-10A, IRS-10X, IRS-20X byly inkubovány při 40 ºC, ovšem IRS-20A 

při 37,9 ºC. Důvodem rozdílných teplot byly nízké výtěžky pro IRS-20A, proto bylo 

nezbytné tento krok opakovat. 

Po inkubaci následovala purifikace ssRNA, ve které byly použity chemikálie 

ze stejného kitu k syntéze ssRNA. Ke všem vzorkům byl přidán 1 µl DNázy  s následnou 

15 min inkubací při 37 ºC. Pak bylo přidáno 115 µl vody a 15 µl octanu amonného (5 M, 

100 mM EDTA). Po promíchání bylo přidáno 150 µl fenol-chloroformu (Sigma), 

promícháno na vortexu a centrifugováno 5 min při laboratorní teplotě na maximální otáčky. 

Opět vznikly dvě fáze. Vodní fáze byla opatrně odebrána, smíchána se s 150 µl chloroformu, 

rovněž promáchána a centrifugována 5 min při laboratorní teplotě na maximální otáčky. 

Druhá vodní fáze byla po odebrání smíchána se s 110 µl isopropanolu a po promíchání 

inkubována 15 min v mrazáku při -20 ºC. Poté byla směs centrifugována v chlazené 

centrifuze při 4 ºC na maximální otáčky 18 000 g po dobu 30 min. Centrifugací vzniklý pelet 

byl vysušen při laboratorní teplotě a rozpuštěn v 10 µl PCR vody. Pomocí nanofotometru 

(IMPLEN, P330) byla změřena koncentrace všech vzorků, která musela dosahovat hodnot 

vyšších než 3000 µg/ml. Pro kontrolní elektroforézu bylo uschováno 1,5 µgvšech vzorků 

a zamrazeno při -70 ºC. 

4.3.7 Hybridizace, syntéza dvouvláknové RNA 

Obě přečištěné ssRNA o stejné koncentraci 3000 µg/ml byly smíchány v poměru 

1:1, a to pro oba geny (IRS-10, IRS-20). Mikrozkumavky byly zajištěny parafilmem, 

aby nedocházelo k odpařování vzorků. Odměrný válec o objemu jednoho litru byl naplněn 

vařící vodou, na jeho hladinu byly položeny zajištěné vzorky RNA umístěné v plováku. 

Válec byl přikryt hliníkovou fólií a uzavřen do polystyrenové krabice. Takto připravená 

RNA byla inkubována přes noc. Zhybridizovaná dsRNA byla uložena do hlubokomrazícího 

boxu při -80 ºC. Pro ověření úspěšnosti pokusu byla provedena elektroforéza v 1% TAE 

agarózovém gelu za použití RNA ladder loading dye. Jako kontrola posloužila ssRNA 

z předchozího kroku. 
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4.4 RNA interference v klíšťatech 

4.4.1 Ověření silencingu 

Před samotným in vivo pokusem bylo nejdříve nutné ověřit, zda připravená dsRNA 

pro daný gen způsobí „vypnutí“ genu na úrovni transkripce. Kromě námi připravené dsRNA 

IRS-10 a IRS-20 byla použita ještě GFP jako negativní kontrola, aby všechny nymfy 

prodělaly stejný proces. 

32 nl dsRNA těchto genů bylo napícháno do 15 nymf/gen. Nymfy pocházející 

z chovu PAÚ byly injikované RNDr. Ondřejem Hajduškem, Ph.D. za pomoci Ing. Gabriely 

Loosové. Následující 3 dny byly nymfy ponechány v chovu a poté byly nasazeny na 3 myší 

samice C3H/HeN. V době pokusu byly staré 5 měsíců a  rovněž byly umístěné v klecovém 

systému IVC (sterilní stelivo, krmivo a sterilní voda okyselená HCl na pH 3, voda i dieta 

ad libitum). Na vyholenou zadní část myší byly umístěny kloboučky, do kterých byly 

následně přidány nymfy. Tyto nymfy byly odstraněny v den maximální exprese daného genu 

dle expresního profilu a poté z nich byla standardním způsobem izolována RNA 

a připravena cDNA (viz kap. 4.1). 

Vypnutí genu, neboli silencing či knock-out, bylo ověřeno pomocí qPCR 

se specifickými primery. Jako templát byla použita připravená 3x naředěná cDNA. Specifita 

RNAi byla ověřena způsobem „každý s každým“, což znamená, že byla namíchána reakce 

s primery pro IRS-10 a jako templát byly použity všechny 3 cDNA (analogicky provedeno 

pro IRS-20, včetně GFP). Cílem této analýzy bylo zjistit, zda vpich příslušné dsRNA vedl 

k silencingu daného genu, nikoli genů ostatních. Po ověření specifity dsRNA vybraných 

genů následoval vlastní in vivo pokus. 
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4.4.2 RNAi in vivo 

4.4.2.1 Nymfy a myši použité v pokusech 

Všechny nymfy použité v následujících pokusech pocházely z chovu PAÚ 

Biologického centra AVČR (konkrétně od RNDr. Radka Šímy, Ph.D.). Pro tento pokus byly 

infikované boreliemi následujícím způsobem: Kmen borelií B. afzelii CB43 (13) byl 

kultivován v BSK-H médiu (Sigma-Aldrich) při 33 ºC po dobu 5-7 dnů. Šestitýdenní myší 

samice C3H/HeN byly infikovány subkutánně injekcí 105 spirochét/myš. Přítomnost 

spirochét v myši byla ověřena ušní biopsií 3 týdny po infekci pomocí PCR. Čisté larvy 

Ixodes ricinus se krmily na infikovaných myších, dokud nebyly plně nasáté a schopné 

odpadnutí. Nymfy byly považovány za infikované, pokud > 90% z nich vyšlo jako pozitivní 

pomocí PCR. 

RNAi in vivo experiment byl proveden ve dvou opakováních. V prvním pokuse bylo 

injikováno 25 nymf/gen (čili 5 nymf/myš), v druhém pokuse 30 nymf/gen (čili 7-8 

nymf/myš v každé skupině). Do nymf bylo injikováno vždy 32 nl dsRNA. 

V prvním pokuse byly nymfy nasazeny na 15 myších samic C3H/HeN (Charles River 

Laboratories). V době pokusu byly staré 8 týdnů (5 myší/gen) a umístěné v klecovém 

systému se stejnými podmínkami jako v předchozích pokusech a jako v následujících. 

V druhém pokusu byly nymfy nasazeny na 12 myší C3H/HeN (5 samců + 7 samic) 

z vlastního chovu. V době pokusu byly tyto myši staré 6 měsíců (4 myši/gen). Rozložení 

pohlaví myší pro IRS-10 a IRS-20 bylo 2 ♂ : 2 ♀, pro GFP 1 ♂ : 3 ♀. 

4.4.2.2 Provedení experimentu 

Po 3 dnech od napichování nymf dsRNA byly nastrojeny myši a nasazena na ně 

klíšťata. Počínaje druhým dnem od nastrojení byly myši 2x denně kontrolovány 

a zapisovány počty přisátých/nepřisátých/mrtvých/odpadlých nymf. Plně nasáté nymfy byly 

průběžně sbírány do epruvet a v den odpadnutí rovnou zváženy. Poté byly uloženy do chovů 

klíšťat a po 2-3 měsících (dle ročního období) byla vyhodnocena úspěšnost metamorfózy 

do stádia dospělce, rovněž byl zaznamenán poměr pohlaví v jednotlivých skupinách. Dva 

týdny po nasazení klíšťat byl pokus ukončen pitvou myší – odběrem orgánů (ucho, srdce, 

močový měchýř a kloub-kotník). Z orgánů byla izolována genomická DNA pomocí 

komerčního kitu High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche) s těmito změnami: 

eluováno do 100 µl PCR vody, ke kloubu bylo navíc přidáno 12,5 µl liberázy.  
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Po izolaci DNA byla provedena qPCR pro detekci borelií (flagelin) v technických 

duplikátech, u pozitivních vzorků pak byla provedena qPCR pro myší ß-aktin také 

v technických duplikátech. Výsledek byl vyjádřen jako počet borelií na 105 myších genomů. 

Složení reakce (20 µl) bylo shodné pro oba typy qPCR: 10 µl Luna® Universal qPCR Master 

Mix (NEB), 5,7 µl PCR vody, 0,1 µl od každého primeru (FlaF + FlaR x ActF + ActR), 

0,1 µl příslušné sondy (FlaProbe1 x mActP, Generi Biotech) a 4 µl genomické DNA. 

Kalibrační řada pro qPCR flagelin byla připravena z DNA izolované z borelií z kultury 

naředěné desítkovou řadou. Kalibrační řada qPCR pro myší ß-aktin byla připravena z DNA 

z příslušných orgánů neinfikované myši, opět naředěna desítkově. Jako NTC kontrola 

pro obě qPCR byla použita PCR voda, další negativní kontrolou pro qPCR flagelin byla 

použita čistá DNA určitého orgánu. U všech vzorků pozitivních na přítomnost boreliové 

DNA byla provedena qPCR (RotorGene) pro myší aktin (kromě vody (NTC) jako negativní 

kontrola použita boreliová DNA z předchozí kalibrační řady). Průběh reakce byl rovněž 

totožný pro obě qPCR: zahájení při 95 ºC po dobu 5 min, cyklus opakovaný 45x při 95 ºC 

15 s a 45 s při 60 ºC. 

a) Primery pro Borrelia flagellin (154 bp) a sekvence sondy: 

FlaF1 (5´ AAGCAAATTTAGGTGCTTTCCAA - 3´) 

FlaR1 (5´ GCAATCATTGCCATTGCAGA - 3´) 

FlaProbe1 (5´ TGCTACAACCTCATCTGTCATTGTAGCATCTTTTATTTG - 3´), 

(Schwaiger et al., 2001). 

b) Primery pro Mouse β-actin a sekvence sondy: 

 5´ AGA GGG AAA TCG TGC GTG AC - 3´ (F) 

 5´  CAA TAGTGA TGA CCT GGC CGT - 3´ (R) 

 5´ AC TGC CGC ATC CTC TTC CTC CC  -3´ (Probe) (Dai et al. 2009).  
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5 Statistická analýza dat 

Statistické vyhodnocení dat bylo provedeno v programech MS Excel (Microsoft 

Corporation, USA) a GraphPad Prism 6 (verze pro Windows, GraphPad Software). 

Pro vytvoření databází byl využit program MS Excel, ve kterém byly vytvářeny 

potřebné tabulky. Data byla zpracována v programu GraphPad Prism 6, který byl použit 

pro statistické analýzy, včetně tvorby grafů. Pro vyhodnocení expresních profilů genů byla 

použita jednocestná analýza variance (parametrický test ANOVA). Pro porovnání 

mezi jednotlivými skupinami byl použit post-hoc test s Tukeyho korekcí. Statisticky 

významná hodnota byla považována p < 0,05 (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001). 

Data získaná z in vivo pokusu byla rovněž vyhodnocena v programu GraphPad Prism 

6. Pro analýzu těchto výsledků byl použit neparametrický test, konkrétně Man-Whitney U 

test (bez Gaussova rozdělení). Statisticky významná hodnota byla považována * p < 0,05. 

Doba sání nymf klíštěte Ixodes ricinus byla analyzována v programu Statistica 12 CZ 

licencovaným od JČU s použitím Kaplan-Meierovy křivky přežití. Pro srovnání skupin byla 

použita ANOVA a post-hoc test s Tukeyho korekcí v programu Jamovi. 
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6 Výsledky 

6.1 Stanovení expresního profilu vybraných genů pro serpiny 

v průběhu sání nymf pomocí qPCR 

Pro stanovení profilové exprese 10 vybraných sepinových genů bylo nejdříve nutné 

připravit cDNA z různě nasátých nymf klíštěte Ixodes ricinus (skupiny D0, D1, D2 a D3/4). 

cDNA byla získána reverzní transkripcí RNA, jenž byla izolována pomocí TRIZOLu 

(kapitola 4.1.). 

S použitím přístroje RotorGene 6000 (PCR cycler, Corbett Research) byla provedena 

analýza všech připravených vzorkůa byly stanoveny expresní profily následujících IRS-

genů: IRS-10, -13, -16, -20, -22, -23, -24, -25, -26 a -27. Pro první pokus byla použita 

již připravená cDNA z předešlých pokusů. Nová cDNA byla připravená především 

pro zopakování stanovení expresního profilu 3 genů, které byly vybrány pro další 

experimenty. 
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Obr. 4: Expresní profily IRS-genů u různě nasátých nymf I. ricinus. 

IRS-13: N.D. - nedetekovaná exprese 

IRS-23: D0 vs. D1 *** p < 0,001; D1 vs. D2 *** p < 0,001. 

IRS-26: D0 vs. D1 * p < 0,05. 
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Všechny mnou analyzované inhibitory serinových proteáz jsou charakteristické 

nejvyšší expresí daného genu první den po sání, vyjma IRS-13. IRS-13 patří mezi serpiny, 

u nichž je maximální exprese genu dosaženo v posledních dnech sání. 

Poté, co byly vybrány 3 geny (IRS-10, -20 a -22), byla pro potvrzení expresních 

profilů zopakována kvantitativní PCR analýza s novou sadou cDNA. 

 

Obr. 5: Expresní profily vybraných genů u různě sajících nymf I. ricinus. 

IRS-10: D0 vs. D1 ** p < 0,01; D1 vs. D2 ** p < 0,01; D1 vs. D3/4 ** p < 0,01. 

IRS-20: D0 vs. D1 *** p < 0,001; D1 vs. D2 *** p < 0,001; D1 vs. D3/4 *** p < 0,001. 

IRS-22: D0 vs. D1 *** p < 0,001; D1 vs. D2 *** p < 0,001; D1 vs. D3/4 ** p < 0,01. 
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6.2 Příprava dsRNA pro IRS-10, IRS-20 a IRS-22 

IRS-10, -20 a -22 se mezi sebou liší v RCL smyčce, což je úsek o cca 20 

aminokyselinách, jenž se shoduje s aminokyselinami v aktivním centru cílové peptidázy, 

čímž určuje selektivitu serpinů. Proto byly pro další experimenty vybrány právě tyto geny.  

 

   

 

Obr. 6: RCL alignment serpinových genů. P1 cleavage site v RCL smyčce. 

 

6.2.1 Transformace plasmidu do E. coli 

PCR produkt pro každý gen, připravený standardní PCR se specifickými primery, byl 

zaligován do připraveného plasmidu pLL10. Poté následovala transformace tohoto plasmidu 

do E. coli TOP10 (ThermoFisher Scientific) a koloniová PCR za použití genově 

specifických primerů. 

Úspěšnost transformace byla provedena kontrolní elektroforézou pro selekci 

pozitivních a negativních kolonií. 

Po nezdařilé koloniové PCR pro serpin IRS-22, kdy opakovaně nevycházely 

negativní kontroly, byla příprava dsRNA pro tento gen prozatím ukončena. 

                  10        20        30        40              

         ....|....|....|....|....|....|....|....|....|.... 

IRS-10   HKAVLEVSEEGSEASSGTGVVILFGSARSVA-------FVADHPFLLFI  

IRS-13   HKASVKVNEEGTEAAAASGAVFATTSLGSPIVE-----FKVDHPFLFSI  

IRS-16   HKAMIEVSEEGTVTAAVTTVRTVNGGRGRSIAVPQIRRFHVDHPFLFYI  

IRS-20   QKAFVEVNEEGTEAAVVSGVIGATRLAFHPSFN-----FIVDHPFLFFI  

IRS-22   HRAMVEVSEEGTFAATTPSINARLSSEAHHHESF----MDVDRPFLFYI  

IRS-23   HMAVGEVNEGGTKASAATGNSGNQQICSRSQPTHIV--LKVDHPFIX--  

IRS-24   HKAAIEVNEEGTVAAAATVVIASRSLPHS---------FAVNRPFLFYX  

IRS-25   HEAALDVDEKGTQASASTVAVIVSRIGTPR--------FSVDRPFVFAL  

IRS-26   HNAMIEVSEEGTVAAAVTTVRNVNGEHARSIAVPEIRRFHVDHPFLFYI  

IRS-27   HKAVIEVNEKYSEAAAVTAVGVSRIVGGTLTAD-----VSVDHPFLFFI  

P1 

RCL 
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Obr. 7: Koloniová PCR za použití genově specifických primerů (transformace). 

Marker (M) o velikosti 200 - 1500 bp. Elektroforetická separace plasmidové DNA testovaných kolonií. 

Na jeden gen odpovídá 15 křížků/kolonií. Kroužkem jsou označeny ty pozitivní kolonie, jež byly vybrány 

pro další kroky. PK - cDNA jednodenních nymf. NTC - negativní kontrola. 
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6.2.2 Purifikace linerizovaného plasmidu a hybridizace IRS-10 a IRS-20 

Po ověření úspěšného vložení inzertu do plasmidu (provedeno společností SEQme) 

byl tento plasmid použit k restrikci a následné purifikaci. Kontrolní elektroforézou byla 

ověřena úspěšnost restrikce. 

 

Obr. 8: Ověření plasmidu po restrikci pro gen IRS-10 a IRS-20. Molekulový marker 

o velikosti 200 - 1500 bp. 10X, 20X - plasmid štěpený XbaI, 10A, 20A - plasmid štěpený ApaI. Pro kontrolu 

použit neštěpený plasmid (uncut). 

 

Poté následovala syntéza ssRNA, její purifikace (kapitola 4.3.6) a hybridizace čili 

syntéza dvouvláknové RNA pro IRS-10 a IRS-20. Gelovou elektroforézou byla rovněž 

ověřena úspěšnost hybridizace. 

 

Obr. 9: Kontrola přípravy dsRNA pro umlčení IRS-10 a IRS-20. Molekukový 

marker velikosti 200 - 1500 bp. 10X, 20X - ssRNA po restrikci plasmidu enzymem XbaI. 10A, 20A - ssRNA 

po restrikci plasmidu enzymem ApaI. dsRNA - hybrid. 
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6.3 Studium úlohy vybraných serpinů při sání nymf I. ricinus 

pomocí RNAi 

6.3.1 Ověření silencingu 

Před samotným pokusem in vivo bylo nutné ověřit, zda připravená dsRNA pro daný 

gen způsobí vypnutí genu. Jako negativní kontrola byla použita GFP, aby všechny nymfy 

prodělaly stejný proces (kapitola 4.4.1). Silencing genu byl ověřen pomocí qPCR 

se specifickými primery. 

Obr. 10: Ověření silencingu pro geny IRS-10 a IRS-20. 

GFP (kontrolní skupina) odpovídala 100 % exprese. V případě IRS-10 silencingu 

nedošlo k umlčení exprese daného genu, ale naopak k over-expresi. U genu IRS-20 byla 

exprese snížena na 8,9 %, přičemž exprese genu IRS-10 byla téměř nezměněná (~ 84 %). 

 

6.3.2 Vliv serpinů na fitness klíšťat 

Po otestování silencingu daných genů byla provedena RNAi in vivo (kapitola 

4.4.2.2). Třetí den od nasazení nymf na myši probíhaly kontroly nymf v daných časových 

intervalech. Byly zapisovány počty přisátých/nepřisátých/mrtvých/odpadlých nymf. 

V tabulce III je zaznamenána úspěšnost sání nymf vyjádřena jako poměr plně nasátých vůči 

všem nasazeným nymfám pro každou skupinu (GFP, IRS-10, IRS-20). U nymf s knock-

outovanými geny v porovnání s kontrolními nymfami bylo zaznamenáno mírné snížení, 

především u nymf s IRS-10 KO (88,9 %). 
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Tab. II: Úspěšnost sání nymf (%). 

Skupina I. (červen) II. (listopad) celkem 

GFP 24/25 (96.0 %) 30/30 (100 %) 54/55 (98.2 %) 

IRS-10 KO 20/25 (80 %) 28/29 (96.6 %) 48/54 (88.9 %) 

IRS-20 KO 24/25 (96.0 %) 29/30 (96.7 %) 53/55 (96.4 %) 

*Plně nasáté nymfy/nasazené nymfy. 

Rovněž byl zaznamenáván čas, kdy byly odpadlé nymfy sbírány. Na obr. 10 je 

zachyceno procento ještě sajících nymf v daném čase z celkového počtu plně nasátých nymf. 

Mrtvé a/nebo nepřisáté nymfy byly z vyhodnocování vyřazeny. 

   

Obr. 11: Doba sání nymf v průběhu in vivo pokusu. 

První dva dny sály prakticky všechny nymfy, naprostá většina odpadla třetí 

nebo čtvrtý den po nasazení, což odpovídá standardnímu průběhu sání nymf I. ricinus 

na myši. Zatímco u GFP třetí den sálo již pouze 27,5 %, u KO ve stejnou dobu sálo více 

než 40 % nymf, konkrétně u IRS-10 KO nymf 42,5 %, u IRS-20 KO 41 %. Nicméně 

porovnání mezi geny neukázalo signifikantní rozdíly, které by byly možné statisticky 

prokázat. 
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Plně nasáté nymfy byly po zvážení uloženy do chovu a po 3 měsících byla 

vyhodnocena úspěšnost metamorfózy do stádia dospělce. Rovněž byl zaznamenán poměr 

pohlaví v jednotlivých skupinách (viz tabulka III). 

 Tab. III: Metamorfóza nymf do stádia dospělce (%). 

Skupina životaschopný samec životaschopná samice proměna 

GFP 21 30 94,40 % 

IRS-10 KO 22 18 83,00 % 

IRS-20 KO 20 26 86,80 % 

  

Zatímco u kontrolních nymf se převléklo 94,40 %, u nymf s knock-outovanými geny 

bylo zaznamenáno mírné snížení. U nymf IRS-10 KO metamorfovalo 83,00 % u nymf 

IRS-20 KO 86,8 %. Průměrná hmotnost odpadlých nymf v GFP skupině byla 4,35 mg. 

Nymfy s IRS-10 KO průměrně vážily kolem 4 mg, kdežto nymfy s IRS-20 KO přibližně 

4,28 mg. Statisticky zde nebyl prokázán významný rozdíl. Obecně ovšem platí, že samice 

vyvinuté z nymf I. ricinus jsou přirozeně větší než samci. 

 

Obr. 12: Hmotnost odpadlých nymf. 
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6.3.3 Vliv serpinů na přenos borelií B. afzelii 

Dva týdny od nasazení nymf na myši byl pokus ukončen pitvou myší a odběrem čtyř 

orgánů – ucho, srdce, močový měchýř a kloub-kotník, z nichž byla následně izolována DNA. 

V této DNA byla pomocí qPCR detekována přítomnost borelií (flagelin). U pozitivních 

vzorků byla provedena ještě qPCR pro myší ß-aktin. Výsledek byl vyjádřen jako počet 

borelií na 105 myších genomů. 

Absolutní kvantifikace vycházela z následujícího přepočtu: 1 pg DNA  ≈ 978 Mb, 

myší genom  ≈ 2,5 Gb, boreliový genom  ≈ 1,5 Mb. Oba provedené pokusy probíhaly 

za stejných podmínek qPCR. 

Pokud byl boreliemi napaden alespoň jeden orgán, byla tato myš považována 

za infikovanou. Jedna myš s vypnutým genem IRS-10 i IRS-20 nebyla boreliemi vůbec 

nakažena (viz tabulka IV). 

 

Tab. IV: Počet infikovaných myší. 

Skupina I. (červen) II. (listopad) celkem 

GFP 5/5 4/4 9/9 

IRS-10 KO 4/5 4/4 8/9 

IRS20-KO 4/5 4/4 8/9 
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Obr. 13: Přenos borelií B. afzelii na 105 myších genomů pro každý orgán po vypnutí 

specifického genu. 

U nymf s umlčeným genem IRS-20 byla zaznamenána nižší přítomnost borelií 

v porovnání s GFP skupinou, konkrétně v močovém měchýři a srdci. V močovém měchyři 

bylo zjištěno v průměru 29 428 borelií/105 myších genomů, ovšem u myší, na nichž sály 

nymfy s knock-outovaným genem, bylo zaznamenáno průměrně 9 667 borelií/105 myších 

genomů. Patně větší rozdíl byl zaregistrován v srdci, kde u kontrolních nymf bylo přeneseno 

6 037 borelií/105 myších genomů, ale u nymf s IRS-20 KO to bylo přibližně 1 198 

borelií/105 myších genomů. Neplatí to ovšem pro ucho a kloub. 

U nymf s IRS-10 KO, ačkoliv se jednalo spíše o over-expresi daného genu, byl 

zachycen podobný trend. V močovém měchýři bylo oproti kontrolní skupině nymf přítomno 

průměrně 13 618 borelií/105 myších genomů, a zrovna tak v srdci byl zachycen větší rozdíl 

oproti GFP skupině, kde bylo zjištěna přítomnost 3 218 borelií/105 myších genomů. Rovněž 

to ale nelze tvrdit pro ucho a kloub. Zmíněné rozdíly u obou knock-outovaných genech však 

nejsou statisticky průkazné. 
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7 Diskuze 

Klíšťata jsou nejčastějšími krevsajícími ektoparazity, jež napadají nejen různé druhy 

zvířat, ale i člověka. Pro svého hostitele představují velkou hrozbu, neboť jsou vektory 

mnoha patogenů, jež se do hostitele přenášejí ve slinách klíštěte během sání. Obrana 

proti klíštěti je proto z lékařského i veterinárního hlediska velmi důležitá (Willadsen et al., 

1999). 

Serpiny, patřící mezi významé inhibitory serinových protéz, jsou zajímavé nejen 

svou strukturou (Silverman et al., 2001), ale i schopností inhibice cílových peptidáz tzv. 

sebevražedným mechanismem (Huntington et al., 2000). Serpiny jsou hojně studovány 

pro jejich funkce v biologických procesech, jako je koagulace krve, fibrinolýza, 

programovaná buněčná smrt nebo zánět (Irving et al., 2000). Analýza sekvence různých 

genomů přispěla k objevu velkých rodin serpinů u mnohobuněčných i jednobuněčných 

organismů. Objevení velkého množství serpinových transkriptů u klíšťat lze považovat 

za nepřímý důkaz, že i klíšťata jsou schopna kódovat velké rodiny serpinů. Mulenga et al. 

(2009) tento fakt potvrdil osekvenováním genomu klíštěte Ixodes scapularis, v němž byla 

objevena rodina 45 sepinů. V porovnání s lidským genomem, který kóduje 36 prozatím 

známých serpinů (Law et al., 2006), se jedná o velmi rozmanitou část genomu, ačkoliv 

biologická funkce většiny serpinů v I. scapularis není objasněna. 

U lidí a ostatních obratlovců byly probádány tzv. neutrofilové extracelulární pasti 

(NETs), což jsou sítě vláken sloužících imunitnímu systému k zachycení patogena. 

SerpinB1, exprimovaný makrofágy a neutrofily, je schopen omezit aktivitu NETs. Farley 

et al. (2012) ve své studii prokázal, že tento serpin inhibuje neutrofilní elastázu, katepsin G 

a proteinázu 3 uplatňujících se v eliminaci intracelulárních patogenů. U jiného serpinu, 

například α1-antitrypsinu, bylo zjištěno, že podporuje plicní tkáň v obraně proti infekci 

Pseudomonas aeruginosa u myšího hostitele (Jiang et al., 2013). Titíž autoři dále 

demonstrovali, že α1-antitrypsin redukuje bakteriální infekci v plicích potlačením degradace 

proteinu v hostiteli zprostředkované neutrofilní elastázou. Serpiny jsou pro své funkce 

v posledních letech studovány i v evropském klíštěti Ixodes ricinus, kdy je cílem analyzovat 

exprese těchto genů v průběhu sání a zaměřit se na ty serpiny, které mohou hrát důležitou 

roli během sání klíšťat a přenosu patogenů. Funkční analýza serpinů by neměla být 

podceňována, neboť jejich probádáním lze přispět k pochopení jejich farmakologického 

využití, například pro přípravu rekombinantních proteinů pro vývoj vakcín. Využití serpinů 

pro protiklíštěcí vakcíny představuje jedno z řešení, jelikož zástupci těchto inhibitorů hrají 
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klíčovou roli v regulaci metabolismu členovců a v regulaci hemostázy hostitele. Imamura 

et al. (2005) publikoval práci, v níž použil serpin z klíštěte Haemaphysalis longicornis jako 

vakcinační protein. Tento serpin byl označen jako Haemaphysalis longicornis serpin-

2 (HLS2). RT-PCR analýzou bylo zjištěno, že HLS2 mRNA transkript je exprimován 

v hemolymfě sajících klíšťat a nikoliv ve slinách. Působením rekombinantního HLS2 byla 

prokázána prodloužená doba koagulace a inhibice aktivity trombinu. U králíků, kteří byli 

tímto proteinem vakcinováni, byla získána protektivní imunita proti klíštěti. Studie prokázála 

44,6% úmrtnost nymf a 43%  úmrtnost dospělých klíšťat. Sugino et al. (2003) ve své práci 

rovněž použil serpin z klíštěte Haemaphysalis longicornis, ovšem tentokrát se jednalo 

o HLS1. Transkripce mRNA genu HLS1 byla zjištěna pouze ve střevě klíšťat sajících 

24-48 h po nasazení. Vakcinace králíků rHLS1 proteinem exprimovaným v E. coli měla 

za následek 43,9% a 11,2% úmrtnost nymf a dospělců, kteří byly krmeni na těchto 

imunizovaných králících. Jinými serpiny použitých k vakcinaci dobytka byly RAS-1  

a RAS-2 z klíštěte R. appendiculatus. Vakcinace dobytka směsicí těchto serpinů vedla 

u nymf k výraznému snížení ve schopnosti sát a došlo k 28% a 43% navýšení v úmrtnosti 

samic a samců dospělých klíšťat (Imamura et al., 2006). Podobných výsledků bylo dosaženo 

po vakcinaci směsicí serpinů RAS-3/-4 spolu s 36-kDa imunodominantním proteinem 

RIM36 (Imamura et al., 2008). 

Jednou z možností, jak otestovat funkci daného proteinu, je jeho knock-outování 

neboli vypnutí, což se následně sleduje změnami fenotypu. RNA interference patří 

mezi metody, kterou lze významně snížit expresi vybraného proteinu nejen v klíštěti. 

Hlavním cílem této diplomové práce bylo stanovit expresní profily IRS10-IRS-27 

u různě sajících nymf klíštěte Ixodes ricinus a poté připravit dsRNA, pomocí níž se vypne 

exprese vybraných serpinů v klíšteti a následně sledovat vliv RNAi na fitness klíšťat 

a na přenos borelií do myšího hostitele. 

Stanovení exprese IRS10-IRS-27 

Expresní profily dosud analyzovaných serpinů u nymf I. ricinus lze rozdělit do 3 

skupin. První skupinou jsou serpiny, které dosahují nejvyšší exprese genu první den po sání 

(kupříkladu IRS-1, -4 -8, -9, -14). Druhou skupinou jsou serpiny, jejichž exprese postupně 

roste v čase a maximální exprese genu dosáhnou až plně nasáté nymfy (např. IRS-2, -5). 

A třetí skupina zahrnuje serpiny s nevyhraněným profilem, (IRS-3, -7, -15, -18) (osobní 

sdělení dr. Langhansové, nepublikovaná data). Jinak tomu nebylo ani u mých analyzovaných 

inhibitorů serinových proteáz. Téměř všechny serpiny vykazovaly nejvyšší exprese v prvním 
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dni po přisátí. Pro IRS-10, -20 a -22 bylo toto zvýšení signifikantní v porovnání 

s nenasátými nymfami i nymfami sající 2 nebo 3-4 dny. To samé platí pro serpin IRS-23 

a IRS-26, u nichž byla rovněž prokázána významnost v prvním dni sání oproti nenasátým 

nymfám. Výjimkou byl gen IRS-13, u něhož bylo nejvyšší exprese dosaženo až v posledních 

dnech sání, zatímco v prvním a druhém dni nebyla detekovaná žádná exprese tohoto genu. 

Serpinových genů s tímto typem expresního profilu je prozatím nejméně. 

Příprava dsRNA pro IRS10-22 

Na základě výsledků exprese inhibitorů serinových proteáz byly vybrány tři geny 

pro výrobu dvouvláknové RNA. Jednalo se o geny IRS-10, -20 a -22. Jak bylo již zmíněno 

v literární části, důležitou oblastí, jež je zodpovědná za interakci s cílovými proteázami, 

se nazývá RCL (reactive center loop). Tato smyčka tvoří pružný úsek o 17-20 

aminokyselinách, které se shodují s aminokyselinami v aktivním centru cílové peptidázy. 

Tím je zajištěna selektivita serpinů (Silverman et al., 2001). Z těchto důvodů byly vybrány 

tyto tři geny (IRS-10, -20, -22), neboť se mezi sebou liší v RCL smyčce. 

Během přípravy dsRNA daných genů byly jednotlivé kroky průběžně ověřovány 

a/nebo kontrolovány gelovou elektroforézou. Úspěšnost transformace plasmidu do E. coli 

byla ověřena elektroforézou pro selekci pozitivních a negativních kolonií. Z dané bakteriální 

suspenze byl poté izolován plasmid. Společností SEQme s univerzálními primery M13 byla 

provedena kontrolní sekvenace dle Sangera, kterou bylo potvrzeno, že došlo k úspěšnému 

vložení inzertu do plasmidu. Díky gelové elektroforéze byla ověřena i úpěšnost 

hybridizované dsRNA pro IRS-10 a IRS-20 (viz kapitola 6.2.2). 

Pro serpin IRS-22 byl experiment v průběhu transformace dočasně pozastaven. 

Při koloniové PCR opakovaně nevycházely negativní kontroly. Je možné, že došlo 

buď ke kontaminaci vzorku při jeho manipulaci, nebo byla kontaminovaná negativní 

kontrola (PCR voda). Je třeba dbát vyšší opatrnosti při práci a vyvarovat se „cross 

kontaminaci“, čili připravit si jako první negativní kontrolu, aby se zabránilo případné 

kontaminaci bakteriemi. 

Ověření silencingu 

Připravená dsRNA genu IRS-10 a IRS-20 byla nymfám klíštěte Ixodes ricinus 

aplikována mikroinjekcí, což je jedna z nejčastěji používaných metod (de la Fuente et al., 

2007). Jednoznačně se podařilo umlčet gen IRS-20. Exprese genu u nymf sajících 1 den, 

což byla doba, kdy bylo dosaženo nejvyšší exprese tohoto genu (viz kapitola 6.1), byla 
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snížena na 8,9 % v porovnání s kontrolními nymfami (GFP ~ 100 %). Exprese genu IRS-10 

s primery pro gen IRS-20 nebyla významně změněna (84 %), což potvrzuje fakt, že umlčení 

IRS-20 je genově specifické. Nicméně injikací dsRNA pro gen IRS-10 nedošlo k silencingu 

genu, nýbrž k jeho over-expresi se specifickými primery pro IRS-10, i s těmi nespecifickými 

pro IRS-20. V předchozích studiích bylo zjištěno, že geny IRS-10, -11 a -12 mají velice 

podobné složení aminokyselin v RCL oblasti, což by mohlo mít za následek jejich 

vzájemnou spolupráci, a tím vzájemné ovlivňování (nepublikovaná data dr. Chmelaře). 

Injikací IRS-10 dsRNA tedy mohlo teoreticky dojít k silencingu IRS-10, ovšem zároveň 

zvýšení exprese IRS-11 a/nebo IRS-12, což mohlo právě být zachyceno real-time PCR 

(za předpokladu, že použité primery pro IRS-10 amplifikují i sekvence IRS-11 a/nebo IRS-

12). 

Pro zhodnocení vlivu serpinové over-exprese nebo mislokalizace serpinu 

v organismu bylo vyvinuto mnoho transgenních myší, rovněž byly identifikovány dva typy 

přirozených mutací (Serpinb10 a -i2). Použitím myších modelů byly průběžně zkoumány 

funkce lidských serpinů. Doposud bylo vybráno 23 lidských serpinů pro studie za využití 

myší (Silverman et al., 2010). Ovšem studování cílových genů má dvě nevýhody. První 

nevýhodou je skutečnost, že exprese genu nemusí mít stejnou tkáňovou distribuci 

nebo shodnou funkci mezi orthology (myš x člověk). Například protein C inhibitor 

(SERPINA5) je u lidí exprimován v cévách a seminální tekutině, kdežto 

v myších reprodukčních orgánech je přítomnost tohoto inhibitoru omezena (Gianotten et al., 

2004). Druhou nevýhodou je, že myši vlastní více paralogů serpinů (např. 

SERPINA1, -A3, -B1, -B6 a -B9), ale nemají žádné ortology serpinů v lidském genomu, 

např. SERPINA2, -4 nebo -A11. Zrovna tak funkce jednoho lidského serpinu může být 

zastoupena několika serpiny u myší nebo naopak (Silverman et Lomas, 2007). Fenotyp 

knock-outovaného genu je rovněž možné chybně interpretovat, pokud cílový či zkoumaný 

gen je chybný. Ortologní serpiny vykazují velmi často onu podobnou sekvenci v RCL 

smyčce (např. existuje podobnost mezi myším Serpinb6a a lidským SERPINB6), čímž 

inhibují stejnou cílovou peptidázu nebo mohou demonstrovat podobnost expresního profilu 

ve tkáni (Kaiserman et al., 2002; Sun et al., 1997). V našem případě nejde přímo o zkoumání 

funkce genu mezi dvěma odlišnými druhy, ale je tím možné demonstrovat, že může docházet 

k over-expresi i v jednom druhu a ovlivnit či pozměnit výslednou expresi genu druhého, 

toho zkoumaného. 
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Vliv serpinů na fitness klíšťat a na přenos borelií B. afzelii do myšího hostitele 

RNA interference, jinými slovy umlčování genů, se používá pro zkoumání funkcí 

mnoha různých genů a to  nejen v klíšťatech, ale i u dalších eukaryotních organismů. 

Funkční analýzy byly provedeny u klíšťat rodů Amblyomma, Ixodes, Haemaphysalis, 

Dermacentor, Rhipicephalus (Boophilus) (de la Fuente et al., 2007). Obecně při RNAi 

in vivo experimentech je hodnocena doba přežití injikovaných klíšťat, schopnost sání 

a schopnost kladení vajíček, což slouží k analýze efektu genového silencingu v oblasti 

krmení a reprodukce (de la Fuente et al., 2007). RNAi byla poprvé vyzkoušena u samic 

klíštěte Amblyomma americanum, kterým byla mikroinjekčně aplikována dsRNA genu HBP 

(histamin vázající protein), čímž se podařilo snížit tvorbu HBP transkriptů (Aljamali et al., 

2002). Je známo, že infekce klíštěte patogenem vede ke změnám v transkriptomu. Odlišná 

exprese genů byla zaznamenána například v ováriích klíštěte D. variabilis nakažených 

ricketsiovou infekcí (Mulenga et al., 2003) nebo ve slinných žlázách klíštěte 

R. appendiculatus infikovaných parazitem Theileria parva (Nene et al., 2004). Byly 

i charakterizovány proteiny, jež jsou klíčové v infekci a v přenosu spirochét B. burgdorferi. 

Jedním takovým protein je povrchový protein C, tzv. OspC, jehož přítomnost je vyžadována 

pro přenos borelií u klíštěte Ixodes scapularis (Pal et al., 2004b). Pal et al. (2004) 

identifikovali i další povrchový protein, a to OspA jako bakteriální ligand pro TROSPA 

geny a demonstrovali, že snížením exprese TROSPA genů prostřednictvím RNA 

interference dochází k významnénu snížení adherence dané bakterie na střevní epitel klíštěte 

I. scapularis, což snižuje přítomnost borelií u tohoto klíštěte (viz dále). 

V této diplomové práci byly nymfy klíštěte Ixodes ricinus rovněž injikovány dsRNA 

daných genů pomocí mikroinjekce. Cílem bylo zhodnotit vliv aplikované dsRNA na fitness 

klíšťat, respektive na jejich schopnost sát, hmotnost, metamorfózu a schopnost přežití 

po injikaci této dsRNA. Pro zkoumání vlivu dsRNA na přenos borelií do myšího hostitele 

byly použity nymfy nakažené B. afzelii. 

Samotnou aplikaci dsRNA přežily téměř všechny nymfy. Ovšem u nymf 

s knock-outovanými geny byla zaznamenána nižší schopnost sání, konkrétně IRS-10 KO 

88,9 % a IRS-20 KO 96,4 %. Snížená schopnost sát byla u klíšťat zjištěna již při silencingu 

proteinu Salp14 (Narasimhan et al., 2004) nebo inhibicí homologu synaptobrevinu a nSec1 

u klíštěte A. americanum (Karim et al., 2004). Umlčením serpinových genů z klíštěte 

Rhipicephalus haemaphysaloides, RHS-1 a RHS-2, se také zjistilo, že negativně ovlivňují 

schopnost klíšťat se přisát, čímž snižují i budoucí schopnost metamorfózy do dalšího stádia 
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(Yu et al., 2013). V porovnání s kontrolními nymfami byla rovněž zjištěna odlišnost v době 

sání, kdy třetí den po nasazení sálo ještě přes 40 % nymf s KO geny, zatímco u GFP nymf 

sálo už pouze 27,5 %. Lze tedy říci, že silencing těchto dvou genů má vliv na schopnost 

a dobu sání u nymf klíštěte I. ricinus. Po 2-3 měsících bylo zkontrolováno, zda došlo 

u nasátých nymf k přeměně do stádia dospělce. I v tomto případě byla zjištěna snížená 

schopnost metamorfózy. U nymf s umlčeným genem IRS-10 metamorfovalo jen 83 %, 

u nymf s IRS-20 KO byla metamorfóza o trochu úspěšnější (86,8 %). Nicméně v porovnání 

s kontrolní skupinou, kdy byla metamorfóza úspěšná z 94,4 %, je zřejmé, že i zde silencing 

IRS10/20 ovlivňuje schopnost proměny do dalšího vývojového stádia. Ovšem nebyl 

prokázán významný rozdíl v hmotnosti kontrolních nymf (4,35 mg) a nymf 

s knock-outovanými geny (IRS-10 KO ~ 4 mg, IRS-20 KO ~ 4,28 mg). 

Některé studie se zabývaly funkcí subolesinu, u kterého byl prokázán vliv na úbytek 

hmotnosti klíšťat, na schopnost samic klást vajíčka a celkově ovlivňoval vitalitu jedinců, 

pokud byla snížena koncentrace mRNA tohoto proteinu díky RNAi (de la Fuente et al., 

2006a; 2006b; Nijhof et al., 2007). Silencingem genu pro ferritin 2, jež je významný 

pro vstřebávání železa během sání, došlo rovněž k problémům při sání nymf klíštěte 

I. ricinus (Hajdušek et al., 2009). Pokud nymfy nejsou schopny sát, dochází ke snížení 

hmotnosti a schopnosti proměnit se do dospělce. Geny IRS-10 a IRS-20 mají sice vliv 

na schopnost sání, ukázala se rovněž i snížená schopnost metamorfózy, ale ve hmotnosti 

odpadlých nymf nebyl prokázán významný rozdíl. 

Nymfy nakažené B. afzelii sály na myších po dobu 3-4 dnů. Během této doby mohlo 

dojít k přenosu borelií do myši prostřednictvím SAT efektu. Po dvou týdnech byly myši 

usmrceny a byly jim odebrány orgány, konkrétně ucho, srdce, močových měchýř a kloub. 

Pokud byl alespoň jeden z těchto orgánů napaden boreliemi, byla tato myš považována 

za infikovanou. Zajímavé je, že u obou testovaných genů jedna myš nebyla infikována 

vůbec. U nymf s IRS-10 i u nymf s IRS-20 KO geny bylo zjištěno snížené množství borelií 

v srdci a močovém měchyři, což ale neplatilo pro ucho a kloub. Ovšem kvůli vysoké 

variabilitě v rámci skupiny ony zmíněné rozdíly nejsou statisticky významné. Doposud bylo 

zjištěno, že např. skupina proteinů ISAC má signifikantní vliv na přenos borelií 

(B. burgdorferi) v trávicí soustavě klíštěte (Soares et al., 2005), neboť snížením exprese 

těchto proteinů došlo ke snížení počtu borelií během přenosu. Snížením exprese mRNA 

TROSPA genů rovněž došlo ke sníženému počtu bakterií v klíštěti (Pal et al., 2004). 

U klíštěte rodu Ixodes byla zkoumána v přenosu borelií role proteinu Salp15, 
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u něhož se ukázala přítomnost komplementárních vazebných domén k povrchovým 

proteinům B. burgdorferi (Hojgaard et al., 2009). 

V naší práci bylo zjištěno, že geny IRS-10, -16, -20, -22, -23, -24, -25, -26 a -27 jsou 

charakteristické stejným expresním profilem, kde je maximální exprese genu dosaženo 

v prvním dni po přisátí. Výjimku tvoří IRS-13, jež se řadí mezi serpiny, u nichž je nejvyšší 

exprese genu až v posledních dnech sání. Podařilo se dosáhnout silencingu genu IRS-20, 

ovšem pro gen IRS-10 se jednoznačně nejednalo o umlčení genu, ale pravděpodobně 

o over-expresi, jež mohla být způsobena přítomností jiných serpinových genů 

(IRS-11-IRS-12) snažících se kompenzovat možné potlačení exprese mRNA pro IRS-10, 

což mělo za následek expresi genu dosahující více jak 100 % vůči kontrole. Oba geny ovšem 

vykazují podobné účinky na přenos borelií B. afzelii. Zatímco v srdci a v močovém měchýři 

došlo k mírnému snížení v počtu borelií, pro ucho a kloub to neplatí. Avšak kvůli vysoké 

variabilitě a odchylkám v rámci skupiny nelze tento pokles považovat za průkazný. 

I když není umlčením genů IRS-10 i IRS-20 významný rozdíl ve hmostnosti nymf, je 

patrný mírný negativní vliv na schopnost sání, dobu sání i metamorfózu do stádia dospělce, 

což naznačuje, že dané serpiny (IRS-10, -20) teoreticky mohou mít vliv na fitness klíšťat. 

V budoucnu by bylo dobré udělat vícenásobné knock-outy, čímž by se umlčelo více 

genů najednou, a dosáhlo by se tak výraznější změny ve fitness klíšťat. Je pravděpodobné, 

že u takového knock-outa by se ukázal opravdu silný fenotyp, respektive statisticky 

významný rozdíl v hmotnostni nymf, schopnosti sání, době sání nebo v metamorfóze 

do stádia dospělce.  
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8 Shrnutí 

• Byla vypracována literární rešerše současných poznatků o serpinech krevsajících 

členovců a jejich potenciálním využití v humánní medicíně. 

• Byla připravena cDNA z různě nasátých nymf klíštěte Ixodes ricinus (nenasáté 

nymfy, nymfy sající 1 den, nymfy sajicí 2 dny, nymfy sající 3-4 dny). 

• Pomocí kvantitativní real-time PCR byly stanoveny expresní profily serpinů 

IRS-10, -13, -16, -20, -22, -23, -24, -25, -26, a -27 v průběhu sání nymf. 

• Byla připravena dsRNA pro IRS-10 a IRS-20. 

• Byl studován vliv serpinů IRS-10 a IRS-20 při sání nymf pomocí RNA interference. 

➢ Zbytková exprese IRS-20 po injikaci dsRNA činila 8,9 %. Byl zaznamenán 

mírný pokles v metamorfóze do stádia dospělce a mírné snížení v úspěšnosti 

sání, totéž bylo zjištěno i u hmotnosti nasátých nymf. Rovněž byla zjištěna 

delší doba sání vůči kontrolní skupině. Bohužel nebylo možné prokázat tyto 

rozdíly jako statisticky významné. 

➢ Injikace dsRNA pro IRS-10 vedla naopak k několikanásobnému zvýšení 

exprese IRS-10. Oproti IRS-20 KO zde byl zaznamenán ještě mírnější pokles 

v úspěšnosti sání, ve hmotnosti nymf, a zrovna tak i delší doba sání. 

Schopnost metamorfózy u těchto nymf byla taktéž snížená. Ovšem 

ani v tomto případě nebyly prokázány signifikantní rozdíly. 

➢ Pro oba geny byla zaznamenána nižší přítomnost borelií v porovnání s GFP 

skupinou, a to v močovém měchýři a srdci. Neplatí to však pro ucho a kloub. 

Nicméně ani zde nebyl prokázán statisticky významný rozdíl z důvodů 

vysoké variability v rámci skupiny. 
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9 Seznam použitých zkratek 

 

aPTT    aktivovaný částečný tromboplastinový čas 

BP    binding protein 

BPTI   bovine pancreatic trypsin inhibitor 
CRT    kalreticulin 

DICER  endoribonukleáza katalyzující hydrolytické štěpení RNA 

DCs    dendritické buňky 

DNA (cDNA)  deoxyribonukleová kyselina (komplementární DNA) 

EDTA   kyselina ethylen-diamintetraoctová 

GFP reportérový gen pro vizualizaci exprese proteinů (green fluorescent 

protein) 

HBP    protein vázající histamin 

HRF    faktor uvolňující histamin 

HLS-1/-2   serpin z klíštěte Haemaphysalis longicornis 

IL    interleukin  

INF   interferon 

Ir-CPI    Ixodes ricinus contact phase inhibitor 

IRS-2   Ixodes ricinus serpin 2 

Iris    imunosupresor v Ixodes ricinus 

IVC   individually ventilated cages (oddělené klecové systémy) 

IxscS-1E1   serpin 1E1 z klíštěte Ixodes scapularis 

KO   knock-out („vypnutý“ gen) 

miRNA  micro RNA (jednovláknové řetězce nekódující RNA podílejících 

se na regulaci genové exprese) 

mRNA   mediátorová RNA 

MIP2   macrophage inflammatory protein 2 (makrofágový zánětlivý protein) 

MCP-1   monocytární chemotaktický protein 1 

NET   neutrofilová extracelulární past 

nSec1   hydrolytický protein z klíštěte Amblyomma americanum 

PCR   polymerase chain reaction (polymerázová řetězová reakce) 

PGE2    prostaglandin E2 

PLCy1   fosfolipáza Cy1 
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RAS   serpin z klíštěte R. appendiculatus 

RCL    reactive center loop (smyčka reaktivního centra) 

RISC   RNA-induced silencing complex 

RHS-1/-2  serpin z klíštěte Rhipicephalus haemaphysaloides 

RNA (dsRNA) ribonukleová kyselina (dvouvláknová RNA) 

RNAi    RNA interference 

RmS    serpin z klíštěte Rhipicephalus microplus 

RT    pokojová teplota 

RT-PCR  PCR spojená s reverzní transkripcí (pro amplifikaci mRNA) 

SAT   saliva activated/assisted transmission (slinami aktivovaný přenos) 

SERPIN   serin protease inhibitor (inhibitor serinových proteáz) 

SGE    salivary gland extract (extrakt ze slinných žláz) 

SialoL    sialostatin L 

siRNA   short interfering RNA (RNA uplatňující se v procesu interference) 

SPF   specific pathogen free  

STAT   signal transducer and activator of transcription 

TFPI    tissue factor pathway inhibitors 

tHFR    tick histamine release factor  

TLR    toll-like receptor 

TNF-α   tumor necrosis factor  

TRIZOL   reagencie pro izolaci DNA/RNA/proteinu 

TROSPA   tick receptor for OspA 

qPCR   kvantitativní real-time PCR 
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