Jiho¢eska univerzita v Ceskych Budéjovicich

Prirodovédecka fakulta

0’9
o0

Analyza exprese inhibitoru serinovych proteaz v klistéti

Ixodes ricinus pomoci real-time PCR
Diplomova prace

Bc. Simona Hauserova

Vedouci prace: RNDr. Helena Langhansova, Ph.D.

Skolitel - specialista: RNDr. Jindfich Chmelat, Ph.D.

Ceské Budgjovice 2019



Hauserova, S., 2019: Analyza exprese inhibitorti serinovych proteaz v klistéti Ixodes ricinus
pomoci real-time PCR. [Analysis of expression of serine protease inhibitors in Ixodes
ricinus tick using real-time PCR]. Mgr. Thesis, in Czech. — 73 p., Faculty of Science,
University of South Bohemia, Ceské Budg&jovice, Czech Republic.

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 Uvod

Klistata ve svych slinach obsahuji vedle proteinovych a neproteinovych latek i celou
skalu inhibitord protedz, od inhibitori s Kunitz doménou, pies cystatiny az po Serpiny.
Serpiny hraji dulezitou roli v mnoha procesech jako je koagulace krve, fibrinolyza, apoptdza
nebo zanét. Serpiny s touto inhibi¢ni akvititou funguji tedy jak extracelularné,

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

Doposud zkoumané bioaktivni latky s imunomodulacnimi, protizanétlivymi
¢1 protisrazlivymi schopnostmi jsou piedmétem mnoha studii, které se zabyvaji piipravou
protiklistécich vakcin. Vakcinace je jednou z moznosti jak ochranit hostitele pied infekci,
azaroven snizit Zzivotaschopnost vektora (Mulenga etal., 2000). K piipravé ucinné
vakcinacni smési je nezbytna identifikace konkrétnich molekul obsazenych v klistatech.
Je tieba nalézt imunogenni molekulu, ktera souc¢asné vyvola rezistenci k samotnému klistéti,
coz je ovSem problematické, nebot’ ne kazdy protein schopny indukovat tvorbu protilatek
musi byt schopen vyvolat rezistenci vici klistéti (Das et al., 2000). Vhodnymi antigeny
mohou byt molekuly branici shlukovani trombocyti a vzniku zanétu. Pro tyto ucely jsou
studovany serpiny (Mulenga et al., 2001). Nad¢jnymi kandidaty na vakcinu jsou ale i BPTI-

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

Z vyse zminénych divodu jsou rovnéz studovany expresni profily serpint v pribéhu
sani v klistéti Ixodes ricinus. Stanovenim expresniho profilu zjistime, zda je exprese
konkrétniho serpinu béhem sani vyznamné zvySena. Vhodné kandidaty s pfedpokladanou
ulohou pii sani lze testovat napt. pomoci RNA interference, kdy sledujeme vliv téchto geni

na fitness klist'at, dobu sani ¢i pienos patogentl, coz je cilem i této diplomové prace.



2 Cile prace
1) Literarni reSerSe soucasnych poznatkl o serpinech krev sajicich ¢lenovcu a jejich
potencidlnim vyuziti v humanni medicing.
2) Piiprava cDNA z nenasatych, ¢asteéné nasatych a plné nasatych nymf Ixodes ricinus.
3) Stanoveni expresniho profilu vybranych gent pro serpiny Vv pribéhu sani nymf
pomoci kvantitativni real-time PCR.

4) Studium tlohy vybranych serpinti pfi sani nymf I. ricinus pomoci RNA interference.



3 Prehled literatury
3.1 Klistata

Klistata jsou hematofdgni obligatni ektoparazité suchozemskych obratlovct vcetné
obojzivelnikl, plazi, ptdkt asavct. Klistata nalezi do kmene c¢lenovei (Arthropoda),
podkmene klepitkatci (Chelicerata), tiidy pavoukovci (Arachnida), podtiid roztoCi (Acari),
fadu Parasitiformes a podfadu klistatovci (Ixodida). Podidd Ixodida zahrnuje celkem 3
celedi — klistakovité (Argasidae, ,,mékka“ klistata), klistovité (Ixodidae, ,,tvrda* klistata)
a Nuttalliellidae (Black et Piesman, 1994). Do ¢eledi Nuttalliellidae se fadi pouze jediny
druh, jez ktery nese rysy klistakovitych i klistatovitych, a to Nuttalliella namaqua (Mans
etal., 2011).

Pro celed’ Ixodidae je charakteristickd pfitomnost chitinizovaného hibetniho Stitku.
Naopak Argasidae tento hibetni Stitek postradaji (Nava et al., 2009), misto toho je celé jejich
télo pokryto mekkym kozovitym obalem zvanym integument (Mans et al., 2011). Zastupci
obou celedi serovnéz lisi ve zplisobu piijmu krve. Klistatoviti na svém hostiteli saji
pomémné dlouho dobu (dny aztydny), pfi¢emz nasaji velké mnozstvi krve, ptiblizné
az stondsobek jejich télesné hmotnosti. Pfebyte¢nou vodu pftijatou s krvi poté vylucuji zpét
do hostitele pies slinné Zlazy. Argasidae jsou schopni nasat malé mnozstvi krve odpovidajici
dvou az desetindsobku jejich pocatecni télesné hmotnosti. Na rozdil od klistatovitych saji
Vv krat§im ¢asovém intervalu (minuty az hodiny) a nadbyte¢nou tekutinu sekretuji koxalnimi

Zlazami (Mans et al., 2011).

Celed’ Ixodidae se dale d&li na dvé hlavni morfologické a fylogenetické skupiny,
jednou z nich je Prostriata. Tato skupina zahrnuje podceled’ Ixodiae s jedinym rodem Ixodes
(Black et Piesman, 1994; Klompen et al., 2002). Zastupci rodu Ixodes jsou dnes rozsiteni
po celém svété a predstavuji vektory mnoha virli, bakterii, rickettsii ¢i protist. Z hlediska
prenosu lidskych nemoci jsou vyznamné obzvlasté 4 druhy - Ixodes scapularis na vychodé
Severni Ameriky, I. ricinus v Evropé€ a zapadni Asii, |. persulcatus v severovychodni Evropé

a severni Asii a l. pacificus na zapadé USA (Nicholson et al., 2009).



3.1.1 KIisté obecné (Ixodes ricinus)

Ixodes ricinus je nejbéznéjsim klistétem ve stiedni Evropé (Overzier et al., 2013).
Jeho zivotni cyklus zahrnuje tfi vyvojova stadia — larvu, nymfu a dospélého jedince (samce
nebo samici). Pro larvy anymfy je sani krve nezbytné, nebot’ bez parazitovani nejsou
schopny pfejit do dalSiho vyvojového stadia. Pro samice je zase piijem krve nutnym
predpokladem pro nakladeni vaji¢ek (Estrada-Penia, 2015). Kazdé stadium saje krev pouze
jednou po dobu nékolika dni. Po nasati odpada a nasledné prochazi metamorfézou na dalsi
vyvojové stadium. Samci l. ricinus krev nepfijimaji, jejich jedinym ukolem je oplodnit
samici v momenté, kdy saje na hostiteli. Oplodnénd nasatd samicka odpadne, naklade

vajicka a uhyne. Cely cyklus trva pfiblizné 1-2 roky (Estrada-Pefia, 2015).

Ixodes ricinus se vyznacuje trojhostitelskym zivotnim cyklem, tzn. kazdé vyvojové
stadium saje na jiném hostiteli (obr. 1) (Herrmann et Gern, 2015). Larvy a nymfy parazituji
na hostitelich vSech velikosti, uptfednostiiuji ovsem hlodavce, ptaky nebo jestérky. Dospéli

jedinci saji primarné jen na vétSich savcich (skot, vysoka zvér) (Medlock etal., 2013;

Overzier et al., 2013).
DEATH (3/)
Egg laying

Eggs Hatching

No or reduced

Obr. 1: Zivotni cyklus kli§téte Ixodes ricinus (Herrmann et Gern, 2015).

Klist¢ obecné je predmétem mnoha studii zabyvajicich se pienosem patogent

na hostitele béhem sani a ulohou klistécich slin v tomto procesu. I. ricinus je vektorem



vaznych lidskych onemocnéni jako je klisStova encefalitida, lymeska borelidza, lidska
granulocytarni anaplazmoza, tularémie, rickettsiova skvrnita horecka ¢i babezioza (Medlock
etal., 2013). V Evrop¢ je Ixodes ricinus hlavnim vektorem pro pienos borelii, jmenovité
Borrelia burgdorferi, B. garinii a B. afzelii patogennich pro ¢lovéka (Wang et al., 1999).
Recentné¢ byly popsany idal§i druhy borelii izolovanych z lidskych tkani, B. bissettii,
B. spielmanii nebo B. lusitaniae a B. valaisiana (Wilske et al., 2007; Daniel et al., 2016).

Klisté se k hostiteli uchyti pomoci ozubenych chelicer, jimiz protizne pokozku
a do vzniklé rany zasune hypostom (Obenchaim et al., 1982). V dusledku poranéni jsou
okamzité spustény hostitelovy obranné mechanismy na urovni bunééné i humoralni imunity.
Tyto obranné reakce maji jediny cil — pferusit sani krve klistétem a nechat ho odpadnout
(Willadsen et al., 1999).

3.1.2 Interakce Klisté - hostitel

Aktivni faze zivotniho cyklu I.ricinus se udava od bfezna do fijna v zavislosti
na vné&jsich podminkach, jako jsou vlhkost a teplota (Jaenson et al., 2011). Sani klistéte je
dlouhy a velmi komplexni proces. Samotné piisati je pro hostitele fyzikalnim a chemickym
zasahem, jenz vede K vyvolani silné imunitni odpovédi. Piisatim klistéte dochazi k naruSeni
pokozky hostitele a popraskani krevnich vlasecnic. Za normalnich okolnosti dochazi
ke konstrikci cév, agregaci trombocytt, aktivaci koagula¢ni kaskady a k vytvoteni zanétlivé
odpovédi doprovazené svédénim a bolesti. VSechny zminéné obranné mechanismy narusuji
sani klistéte avedou K jeho rejekci, coz se negativné podepisuje na Zivotaschopnosti
a reproduk¢nich schopnostech samotného klistéte. OvSem i pies rejekéni reakci hostitele
zlstava klisté prisato a je schopno dosdhnout plného nasati. Je to dano tim, ze klistéci sliny
obsahuji mnoho farmakologicky aktivnich latek, bioaktivnich proteinii a lipida
s antihemostatickymi, protizanétlivymi a imunomodula¢nimi 0¢inky. VsSechny zminéné
fyziologicky aktivni slozky jsou Vv pribéhu sani produkované v odliSné mife, plsobi
redundantné a ve svych ucincich jsou pleiotropni (Francischetti etal., 2009; Kazimirova
etal., 2013; Chmelar et al., 2016).

Bylo prokazano, Ze latky obsaZzené ve Slinach kliSt'at rovnéZz usnadnuji pfenos, preZiti
a mnozeni nékterych klistaty prenaSenych patogent v hostiteli. Tento jev se oznacuje jako
slinami  aktivovany pienos neboli SAT  (saliva-activated/assisted transmission).
V experimentalnich pokusech je pfimym diikazem SAT efektu zvySena infektivita patogena
po jeho inokulaci spoleéné se slinami nebo extraktem ze slinnych Zlaz v porovnani

s inokulaci patogena samotného. SAT efekt byl poprvé popsan u arboviru Thogoto a klistéte
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Rhipicephalus appendiculatus (Jones et al., 1992). U morcat injek¢éné infikovanych Thogoto

virem ve smési s extraktem ze slinnych zlaz (SGE, salivary gland extract) v jednom misté

vvvvvv

Zanepiimy dikaz jevu SAT je povazovan neviremicky pienos patogenu
mezi nakazenymi a nenakazenymi klist'aty, které spole¢né saji na jednom hostiteli (Nuttall
et Labuda, 2004). Dosud byl SAT efekt pifimo inepiimo pozorovan u mnoha jinych
patogenu pienasenych klistaty, napiiklad I. ricinus a B. afzelii (Pechova etal., 2002),
I. ricinus a B. lusitaniae (Zeidner etal., 2002) al. ricinus a B. burgdorferi sensu stricto
(Machackova et al., 2006). Ve slinach klistéte Ixodes scapularis byl identifikovan protein
Salp 15, jez byl oznaCen zaprvni SAT faktor. Ukazalo se, ze tento protein napomaha
k pfenosu patogent B. burgdorferi s.s. (Ramamoorthi et al., 2005). Jinym proteinem, ktery
lze povazovat =zaprotein napomahajici ptfenosu B. burgdorferi, je sialostatin L2
z 1. scapularis (Kotsyfakis et al., 2010).

3.1.3 Kiistéci sliny

Slinné Zlazy jsou parovy organ, ve kterém dochazi k tvorb¢é bioaktivnich latek,
které jsou Vv pribéhu sani uvolfiovany se slinami do hostitele (Obenchain etal., 1982).
Sekrece slin je fizena neurohormonalné pies D1 dopaminovy receptor piimo ve slinnych
zlazach (Simo etal., 2011). Slinné Zlazy umoznuji klistéti i osmoregulaci, diky které je
schopno koncentrovat pfijimanou krev avracet piebyte¢nou vodu zpét do hostitele,
ato pfedev§im v poslednich dnech sani (Binnington etal., 1980). Touto cestou jsou

pfendseny i patogeny pritomné v klistécich slinach (Wang et al., 1999).

Jak jiz bylo zminéno, plné nasati je potfebné pro dokonceni Zivotniho cyklu klistéte.
Aby tak mohla ucinit, musi byt schopna potlacit imunitni reakci hostitele. Obrannymi
mechanismy hostitele proti klistéti jsou hemostaza, aktivace komplementu a reakce

na urovni vrozené 1 adaptivni imunity.

3.1.3.1 Vrozena imunita

Do mista poranéni zpisobené¢ho klistétem béhem sani migruji leukocyty lokalni
zanétlivé reakce, tedy neutrofily, makrofdgy, Zzirné bunky, Langerhansovy bunky
a prozanétlivé faktory uvolnéné z poskozenych endotelovych bun¢k (Wikel et al., 1999).
Kli¢ovou roli sehrdvaji makrofagy, jelikoz v prozénétlivé odpovédi plsobi jako antigen
prezentujici buiiky ijako vyznamni producenti mnoha cytokinli a chemokini napt. IL-1,

TNF-a, hydrolytické enzymy (Moser etal., 2008). Zanét je obecné doprovazen otokem



a bolestivosti, coz jsou pfiznaky, které vedou hostitele k odstranéni kliStéte. Proto si klistata

vyvinula bioaktivni latky schopné ovliviiovat funkci makrofagi (Ramachandra et al., 1992).

Sliny z klistéte Ixodes ricinus zvysSuji produkci makrofagového zanétlivého proteinu
MIP2 a MCP-1, ktery mlze v zavérecné fazi sani klistéte stimulovat uvolnéni histaminu,
¢imz zvySuje prokrveni v misté prisati klistéte (Langhansova etal., 2015). Kyckova
a Kopecky (2006) ve své praci prokazali snizeni produkce prozanétlivého cytokinu TNF-a
a snizenou schopnost fagocytdzy spirochét B. afzelii mySimi makrofagy po pusobeni slin

i SGE z klistéte I. ricinus.

Klistata Ixodes ricinus ve svych slinach obsahuji kuptikladu protein Iris snizujici
produkci prozanétlivych cytokinti IL-6 a IL-8. Navazanim na monocyty ¢i makrofagy Iris
inhibuje i sekreci TNF-a (tumor necrosis factor) (Leboulle et al., 2002; Prevot etal., 2009).
Sliny klistéte I. ricinus jsou schopny snizovat expresi IL-9, IL-4 aIL-13 (Langhansova
etal., 2012). Salp25D je prozménu schopen neutralizovat oxidaéni reakce vyvolané
aktivovanymi neutrofily (Narasimhan etal., 2007). Spravnou funkci neutrofili mohou
ovliviiovat slinné proteiny i snizenim exprese [ integrinli. Integriny zprostiedkovavaji
migraci a adhezi bunék k mistu sani, kde jsou dilezité pro aktivaci imunitni odpovédi (Guo
etal., 2009). Ribeiro etal. (1990) vesvé praci rovnéz popsal, ze plsobenim slinnych
proteind klistéte I. sacpularis (dtive |. dammini) dochazi ke snizeni degranulace a infiltrace
neutrofil do mista sani klistétem. Naopak lipokalin z I. ricinus snizuje nejen aktivaci,

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

Jiné druhy klistat syntetizuji ve svych zlazach inhibitory IL-8 (chemoatraktant
pro neutrofily) ijinych chemokini (Hajnicka et al., 2001; Vancova et al., 2010). Klistata
si vyvinula proteiny, které jsou schopny regulovat zanétlivou reakci b&hem krmeni. Cini tak
vazanim histaminu (HBP) produkovaného mastocyty (Paesen et al., 1999). Za zminku stoji
fakt, Ze u klistat byl objeveny i faktor uvolfujici histamin (HRF) (Mulenga et al., 2005),
jez zajiStuje dostatecny piisun krve do mista sani. Pozd¢ji byla tato skutecnost vysvétlena

tim, Ze klist¢ exprimuje oba faktory, HRF a HBP, v rlznych fazich svého sani dle potieby

vvvvv

V nedavné dob¢ byla ve slinach potvrzena pfitomnost i neproteinovych latek jako je
prostaglandin E> (PGE2) nebo adenosin. U PGE> bylo experimentalné zjisténo, ze reguluje
zanét a funkce riznych bun€k imunitniho systému, napt. aktivaci, maturaci a migraci

o

dendritickych bun¢k (Phipps etal., 1991; Harris etal., 2002). Protizanétlivé ucinky



adenosinu  jsou zalozeny na inhibici aktivace arekrutace neutrofilli, na potlaceni
prozanétlivych cytokinii a chemokinti produkovanych makrofagy a soucasné na podpofie
T-lymfocytd (Linden et Cekic, 2012; Hasko et Crostein, 2013). PGE; i adenosin jsou rovnéz

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

3.1.3.2 Nespecificka imunita — komplement
Humoralni sloZzku nespecifické imunity predstavuje komplement, jehoz cilem je lyza
nezadouciho patogenu. Diky latkdm pfitomnym v klistécich slindich mtze byt zablokovéana

alternativni i klasicka cesta komplementu skrze C3a a C5a slozku (Ribeiro et al., 1987).

Ve slinach Ixodes scapularis byl identifikovan specificky inhibitor aktivace
alternativni cesty komplementu, protein Isac (Valenzuela et al., 2000). Z klistéte I. ricinus
byly izolovany dvé¢ isoformy genu pro tento protein, Irac 1 a Irac 2 (Schroeder et al., 2007).
Oba proteiny jsou schopny se vazat na properdin, ¢imz inhibuji funkci C3 konvertazy.
Podobnou vlastnost vykazuje protein Salp20 izolovany ze slin klistéte Ixodes scapularis
(Tyson et al., 2007, 2008).

Dalsim proteinem izolovaného ze slin klistéte I. scapularis je calreticulin (CRT).
CRT vaze Ca?* ionty a je schopen se vazat i na C1q slozku komplementu, pii¢emz dochazi

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

3.1.3.3 Specificka imunita

Specifickou slozku bun&éné imunity predstavuji B-lymfocyty a T-lymfocyty.

Nejvyznamnéj$i molekulou ptitomnou ve slinach klistéte modulujici specifickou
imunitni odpovéd’ je rodina proteind Salp 15, jejichZ primarni tlohou je potlaceni aktivace
a proliferace CD4" T bunék. Vazbou Salp 15 natyto bufiky dochazi k inhibici aktivace
hydrolazy PLCyl, snizeni pfijmu Ca?* ionti do buiiky, a tim sniZeni produkce interleukinu
IL-2 (Garg etal, 2006; Juncadella etal., 2007). Byla také prokazana interakce
s dendritickymi bunikami, hlavnimi buikami vyvoje antigen-specifické imunity, kdy dochézi
apotlacuje aktivaci T-lymfocytd (Hovius etal.,, 2008). Zastupci téchto proteini byly
objeveny u klistéte Ixodes ricinus, I. scapularis, I. persulcatus, I. pacificus (Hovius et al.,
2007; Hojgaard etal., 2009). Sliny klistéte . scapularis vylucuji i IL-2 (BP - binding
protein), ktery inhibuje mitogenem zprostiedkovanou proliferaci T-bunék a potlacuje
produkci IL-2 (Gillespie et al., 2001).



3.1.3.4 Hemostaza

Hemostaza neboli sraZzeni krve je velice komplexni proces branici ztratdm krve
pti poskozeni cév. Jednim z dé€ji vedoucich k zastaveé krvaceni je hemokoagulace. Postupnou
aktivaci koagulac¢nich faktorti se spousti kaskdda enzymatickych reakci, kde inaktivni
proenzym je pfeménén do aktivni formy a dochazi k aktivaci dalSich proenzymi. Klicovou
roli sehrava trombin. Trombin reguluje aktivitu krevnich faktort a stimuluje reakce krevnich
desti¢ek. Ucastni se kone¢né spoletné cesty koagulaéni kaskady, kde konvertuje fibrinogen
na nerozpustny fibrin, ktery nésledn¢ spojuje volné agregované trombocyty a vytvari
definitivni srazeninu, trombus. Poté dochazi k vazokonstrikci cév. Ta je zpilsobena

serotoninem a tromboxanem A2, které jsou sekretovany trombocyty pii jejich aktivaci.

Cilem kliStéte je zabranéni nebo prodlouzeni krevni koagulace béhem séni (Koh
et Kini, 2009; Kazimirova et al., 2010). Klistata Ixodes pacificus a I. scapularis pouzivaji
k regulaci hemokoagulace ixodegriny, jejichz obrannym mechanismem je vazba
na fibrinogen, ¢imz narusi jeho vazbu natrombocyty (Francischetti et al., 2005). Ze slin
I. scapularis byl rovnéz izolovan protein ixolaris znamy jako inhibitor vnéjsi cesty aktivace
koagulacni kaskady (Monteiro, 2005). Podobné Salp 14 je specifickym inhibitorem faktoru
Xa (Narasimhan et al., 2002, 2004).

Dalsim protisrazlivym proteinem klistat je inhibitor Ir-CPI z klistéte 1. ricinus, ktery
specificky ovliviiuje  faktory XIla, Xla akallikrein aprodluzuje aktivovany
tromboplastinovy ¢as (aPTT) invitro (Decrem etal., 2009). Mezi proteiny inhibujici
agregaci krevnich desti¢ek patii naptiklad apyraza z I. scapularis (Ribeiro et al., 1991).

Jinym mechanismem jak blokovat hemokoagulaci je ovliviiovani vaskuldrni
permeability (Chmelar etal., 2012), coz je vlastnost, kterou vykazuje protein thrf (tick
histamine release factor) z Ixodes scapularis nebo IRS-2 z I. ricinus (Chmelar et al., 2011).
Mezi dalsi vyznamné inhibitory hemokoagulace, jejichz funkce jsou hojné studovany, patii

cystatiny, inhibitory s tzv. Kunitz doménou ¢i serpiny.

3.1.4 Inhibitory proteaz v klistécich slinach

Protedzy jsou enzymy S$tépici peptidické vazby cilovych proteinii na malé fragmenty.
Popsany byly celkem Ctyfi typy protedz — aspartylové, metalloproteazy, serinové
a cysteinové. V lidském organismu hraji proteazy velmi dualezitou roli mj. v obrannych

reakcich imunitniho systému a pfi zanétu. Klistéci inhibitory téchto lidskych proteaz plisobi
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doména, diky které je zminéna inhibice proteolyzy umoznéna (Francischetti et al., 2005).

3.1.4.1 Inhibitory proteaz s Kunitz doménou

Ve slinnych zldzach byl identifikovan relativné velky pocet molekul patiici
do skupiny tzv. Kunitz inhibitori — (BPTI - bovine pancreatic trypsin inhibitors). Zastupci
této rodiny jsou rozdéleny podle prostorové struktury najednodoménové inhibitory
(Monolaris), dvoudoménové (Bilaris) a komplexni vicedoménové molekuly (Penthalaris),

(Francischetti et al., 2005).

Protein ixolaris zrodiny TFPI (tissue factor pathway inhibitors) z klistéte
I. scapularis je charakteristicky obsahem dvou Kunitzovych domén. Jedna se o inhibitor
vngjsi cesty aktivace koagulaéni kaskady, kde inhibuje faktorem VIla/TF indukovany fX
(Francischetti et al., 2002). Bylo také zjisténo, Ze ixolaris interaguje s faktorem X skrze
vazebné misto pro heparin, ¢imz inhibuje jeho aktivaci (Monteiro et al., 2005). Penthalaris
obsahujici pét Kunitzovych domén specificky inhibuje faktor VII a vaze se na fXa, fX

(ve vyssich koncentracich byla potvrzena inhibice i fIX) (Francischetti et al, 2004).

3.1.4.2 Cystatiny

Cysteinové proteazy jsou proteolytické enzymy, které ve svém aktivnim centru
obsahuji cystein, histidin a asparagin (Verma etal., 2016). Jsou dulezit¢é v metabolismu
a degradaci proteint (Kotyza et Krepela, 2002). Ve své struktufe maji piiblizn¢ 115
aminokyselin obsahujicich Ctyfi cysteinové zbytky spojené disulfidickymi mistky (Brown
et Dziegielewska, 1997). Cystatiny schopné jak selektivni, tak specifické inhibice, jenz jsou
obsazeny v klistécich slinach, potlacuji funkci hostitelovych cysteinovych proteaz. Cystatiny
jsou zkoumany piedev§im pro imunomodulaéni vlastsnosti (Zhou et al., 2006). D¢li se do tii
skupin — cystatiny 1. typu (stefiny, cytoplasmatické proteiny bez disulfidickych mustk),
2. typu (dva disulfidické mustky) a 3. typu (kininogeny, proteiny o vice doménach s tiemi
opakovanymi cystatiny 2. typu) (Oliveira et al., 2003; Zhou et al., 2006). U tady klistat byly
identifikovany cystatiny 1. a 2. typu, ovS§em intenzivnéji studovany jsou cystatiny 2. typu.

Sialostatin L a sialostatin L2 jsou cystatiny pfitomné ve slinach I. scapularis. Svou
C, Sapapain (Kotsyfakis etal., 2006, 2007). SialoL potlacuje proliferaci cytotoxickych
T lymfocytd in vitro a dale vykazuje inhibi¢ni ucinky na lipopolysacharidem indukovanou
maturaci dendrititickych bunék (Kotsyfakis et al., 2006). SialoL2 vykazuje podobnou afinitu
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ke katepsinim L a V. Prokazalo se, ze sialoL2 napomaha klistéti dokonéit proces sani
a ovliviiuje hostitelovu imunitu, nebot’ tento protein se béhem sani hromadi ve slinnych
zlazach, kdezto mnozstvi transkriptl sialoL klesd. Pokud byla exprese téchto dvou proteinti
pomoci RNA interference vypnuta, klist'ata nebyla schopna dokoncit proces sani a uhynula.
Klistata, kterd byla schopnd dokoncit sani, méla vyrazné snizenou hmotnost v porovnani
s kontrolni skupinou a rovnéz nakladla méné vajicek (Kotsyfakis et al., 2007). Podobného
vysledku bylo dosazeno i u nymf I. scapularis (Kotsyfakis et al., 2008). SialoL2 podporuje
| pfenos spirochét B. burgdorferi z klistéte na hostitele (Kotsyfakis et al., 2010).

3.2 SERPINY (Serin Protease Inhibitors)

Serpiny jsou nejvétsi rodinou protedzovych inhibitort. Jsou hojné distribuovany
do celého organismu a zapojuji se do mnoha biologickych procest jako je koagulace krve,
fibrinolyza, apoptéza nebo zanét. Funkéné jsou tyto inhibitory velmi rozmanité proteiny
(Irving etal., 2000), jejichz geny byly identifikovany u savct, poxvird, rostlin, bakterii
a u archaei. Doposud bylo objeveno pies 1500 ¢lent této rodiny. Analyzou genomiu bylo
odhaleno, Ze serpiny jsou exprimovany v§emi mnohobunéénymi eukaryoty véetné ¢loveéka
(Irving etal., 2000; Silverman etal., 2001), zatimco prokaryota maji pouze jeden
jednoduchy gen pro serpin a serpiny jsou u nich piitomny ziidka (Siverman et al., 2001).
Vétsina serpinll inhibuje serinové proteazy, byly ovSem objeveny i takové, které potlacuji
kaspazy zajistujici apoptozu nebo cysteinové proteazy podobné papainu (Schick et al., 1998;
Irving et al., 2002). Zrovna tak existuji i serpiny, které¢ funguji jako hormonalni ptenaseci
nebo jako chaperony ¢i tumor supresorové geny (Pemberton et al., 1988; Zou et al., 1994;
Nagata et al., 1996). Studie zabyvajici se strukturou serpini odhalila, Ze serinové inhibitory
funguji jako sebevrazedné enzymy, které uzivaji unikatni konformacni zmény K inhibici
proteazy (Huntington et al., 2000), ¢imz jsou serpiny labilngjsi a zranitelngjsi k mutacim
(spontanni konformac¢ni zmény, formace inaktivace serinovych polymera, deficience

¢i chybné slozeni proteinu) (Carrell et al., 1997).

Serpiny s inhibi¢ni aktivitou funguji extracelularné i intracelularn¢. Extracelularni
serpiny jsou dulezité pfikontrole proteolytickych kaskad Vv krevni plasmé, tedy
pii koagulaci. Intracelularni serpiny slouzi k ochrané bunky pted cytotoxickymi proteazami
(Whisstock et al., 2005). Tyto dvé rozsahlé skupiny zahrnuji u lidi celkem 36 serpinu, které

jsou rozliSovany jako extracelularni molekuly skupiny ,,A“ (13 ¢lentt na chromozomu 1, 14
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a X) aintracelularni serpiny skupiny ,,B*“ (13 zastupcti na chromozomu 18 a 6) (Silverman
etal., 2001).

3.2.1 Strukturalni charakteristika a mechanismus inhibice

V porovnani s jinymi proteazovymi inhibitory jsou serpiny relativné velké molekuly
0 330-500 aminokyselinach (Ruhlmann etal., 1973). Jejich molekulova hmotnost
se pohybuje v rozmezi 40-50 kDa. Serpiny jsou slozeny ze tii B lista (A, B aC) a8-9 «
helixti (hA-hl). Dulezita oblast zodpovédna za interakci s cilovymi proteazami se nazyva
smycka reaktivniho centra (RCL - reactive center loop). Tato smycka, ktera napadné vy¢niva
nad horni oblasti serpinu, tvoii pruzny usek 17 aminokyselin. Slozeni téchto aminokyselin je
charakteristické pro kazdy serpin. RCL obsahuje misto rozpoznani proteinu (Silverman
etal., 2001). V RCL oblasti se nachazi takzvany ,,scissile bond*“ (P1- P1” residua), ktery
se po aktivaci proteolyzy oddéli (Li et al., 1999).

Princip mechanismu pisobeni serpini je navazani proteazy, coz vyvola dramatickou
zménu konformace proteinu. Nasleduje proteolyza, amino-terminalni konec RCL smycky
se vlozi do centra B skladaného listu A, ¢imz vytvori nové Etvrté vlakno (s4A). Tento
konformacni ptechod se odborné oznacuje jako ,.stressed (S) -to-relaxed (R)* transformace
vyvolana zvySenou teplotou ovliviujici stabilitu serpinu béhem Stépeni RCL smycky.
Nativni serpiny jsou vyjimecné, nebot’ Se vyskytuji pfevazné v metastabilnim stavu (Cabrita
etal., 2004).

Serpiny vyuzivaji k inhibici cilovych protedz jiz zminény ,,S-t0-R“ proces.
Podrobnéjsi studie zabyvajici se strukturou téchto proteini odhalila, Ze odstépenim RCL
smycky anaslednou inzerci do B listu A je zajisténa efektivni inhibice dané protedzy.
Struktura finalniho serpin-proteazového komplexu ukazala, Ze serpin se nachazi
v rozvolnéné konformaci a proteaza zlstava kovalentné vazana k serpinu acylovou vazbou
(Huntington et al., 2000). V porovnani s pfirozenou konformaci je proteaza Vv konecném
komplexu vyrazné deformovana (Huntington et al., 2000). Fluorescen¢ni studie pozd¢ji
prokdzala, Ze tato protedza Ve finalnim komplexu nemusi byt zcela zaviena svému okoli,

coz je dano ptitomnosti tzv. residui (Tew et al., 2001).
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Obr. 2: Struktura a mechanismus inhibice serpina (Law et al., 2006). (a) struktura
nativniho serpinu SERPINA1. A B-skladaného listu je cervené, B zelené a C Zzluté. Modrou barvou jsou
oznaceny a-helixy. RCL smyc¢ka se nachazi na vrcholu serpinu. Prerusovanou €arou je znazornéna cesta RCL
smyCky protinajici serpin (Elliot etal., 1996). (b) Michaelisiv komplex mezi SERPINAL a inaktivnim
trypsinem, s proteazou (odliSena barevn€) navazanou v RCL smycce (Dementiev et al., 2003). Pfi navazani
protedazy nasleduji dvé moznosti: (¢) Finalni kovalentné vazany komplex serpin-enzym podléhajici S-to-R
transformaci (Huntington et al., 2000) nebo (d) struktura odstépeného serpinu s RCL smyc¢kou vkladajici
se do B-skladaného listu A (Loebermann et al., 1984).

Zminéné konformaéni zmény vedou K distorzi v aktivnim misté, efektivni hydrolyze
acylovych vazeb a uvolnéni proteazy. Tim, Ze dochazi k absolutnimu odstépeni oblasti RCL,
jsou serpiny charakteristické jako sebevrazedné inhibitory. Inhibi¢ni aktivita serpinti mtize
byt kontrolovana kofaktory, coz je jedna zvyhod v porovnani s ostatnimi menSimi
proteazami. Ptikladem je lidsky SERPINC: (antitrombin), ktery je slabym inhibitorem

trombinu a faktoru Xa, dokud neni aktivovan kofaktorem — heparinem (Rezaie, 1998).
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3.2.2 Funk¢ni vyznam serpinii

U serinovych protedz byly zjistény rozmanité funkce v mnoha procesech —
ve skladani dvousroubovice DNA, kondenzaci chromatinu u kufecich erytrocytt (lrving
et al., 2002), v imunoregulaci hmyzu (Levashina et al., 1999), v embryonalnim vyvoji hlistic
(Pak et al., 2004) ¢i v regulaci apoptozy (Ray et al., 1992).

Inhibitory serinovych proteaz jsou klasifikovany do dvou funkénich skupin liSicich
se schopnosti inhibovat bud’ trypsin (trombin), nebo chymotrypsin (elastaza) (Blisnick et al.,
2017). Ulidi se vyskytuje 29 serpint fungujicich jako inhibi¢ni molekuly, zatimco
zbyvajicich 7 zastavaji funkci neinhibi¢nich serpint (Heit et al., 2013).

V lidském organismu serpiny skupiny A zahrnuji zanétlivé molekuly jako antitrypsin
(SERPINA:) nebo antichymotripsin (SERPINA3), zrovna tak sem patii serpiny fungujici
jako ,,neinhibi¢ni* transportery hormontit SERPINAg (globulin vazajici kortikosteroid)
a SERPINA7 (globulin vazajici thyroxin). Serpiny skupiny B se podileji ptedevsim
na regulaci apoptdzy, coz znamend, Ze brani nezadouci cytotoxické aktivité apoptickych
protedz (SERPINBs, SERPINBg). Rovnéz tyto serpiny potlacuji enzymy podobné papainu
(SERPINBg, carcinoma antigen-1) nebo SERPINBs (maspin) (Zou et al., 1994; Law etal.,
2005).

Jak bylo jiZ zminéno, serpiny jsou nachylné k destabilizujicim mutacim (Whisstock
et al., 2005). Mutace v kritické oblasti mize zpusobit, ze RCL jedné molekuly se vlozi do
listu A jiné molekuly, pfiCemz vytvoii vazbu smycka-B-skladany list. Nasledné dochazi
k polymerizaci této vazby a k agregaci (Khan etal., 2011). U mnoha onemocnéni byla
prokazana souvislost s funkéni deficienci serpint. S polymerizaci serpini je spojen napf.
emfyzém - deficience antytripsinu (Lomas et al., 1992), trombdza - deficience antitrombinu
(Bruce et al., 1994) nebo angioedém - deficience inhibitoru C1 esterazy (Aulak et al., 1988).
Hromadéni polymert v endoplasmatickém retikulu mize téZ ptispét k onemocnéni jako je
cirh6za (polymerizace SERPINA;:) (Lomas etal, 1992) ¢idemence (polymerizace
SERPINI; v neuronech) (Davis et al., 1999). Dalsi choroby jsou vyvolané mutacemi serpind,

jez ovliviuji specifickou nebo inhibi¢ni funkci daného serpinu (Stein et al., 1995).

Leboulle a kolektiv (2002) sestrojili dvé ¢cDNA knihovny, prvni ze slinnych zlaz
hladovych klistat I. ricinus a druhou ze slinnych zlaz klistat krmenych po dobu 5 dnu.
V prvnim piipadé se nenasly Zadné sekvence, které by vykazovaly podobnost s jiz zndmymi

sekvencemi. Naopak sekvence z druhé ¢cDNA knihovny prokazaly homologii se znamymi
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geny. Ukézalo se, ze sekvence z této cDNA knihovny jsou podobné antikoagulantiim,
inhibitorim srdZeni trombocytli nebo proteinim podilejicich se v imunitni odpovédi.
Konkrétné sekvence Seq24 se shoduje s geny zrodiny serpini jako je lidsky inhibitor
trombinu nebo prase¢i monocytové/neutrofilové inhibitory elastdz. Chmelaf a kolektiv
(2008) sestavili 4 cDNA knihovny zrtizné nasatych samic klistéte . ricinus. Z kazdé
knihovny bylo ndhodné vybréno, osekvenovano a analyzovano 600 klonti. Odhalilo se, ze 62
sekvenci obsahovalo Kunitz doménu charakteristickou pro inhibitory trypsinu. Ukazalo,
ze transkripce téchto gent je zvysena jiz prvni den po pfisati a postupné klesa s dalSimi dny

sani, coz naznacuje, ze hraji dilezitou roli béhem sani.

V soucasné dobé se sekvenuje aanalyzuje funkce dalSich inhibitord serinovych

protedz.

3.3 Serpiny u Kkrevsajicich ¢lenovci

Serpiny jsou soucasti imunity fady ¢lenovcl a zastupuji rozmanité fyziologické
funkce. U hmyzu kuptikladu reguluji vrozenou imunitu prostfednictvim inhibice kaskady
spousténou sérii serinovych protedz. Inhibici jsou iniciovany imunitni odpovédi jako je
melanizace a produkce antimikrobialnich peptida (Gregorio De E. et al., 2002). Zrovna tak
byly objeveny ptiklady serpinti majici vliv na vyvoj a reprodukci octomilek (Coleman et al.,
1995; Mueller etal., 2007) nebo lisaje Manduca sexta (Zou etal., 2005). Vyznamné
studovanou skupinou jsou serpiny exprimované Ve slinnych zlazach krevsajicich ¢lenovci -
klistat a komart. Charakterizace inhibitori protedz v klistéti je pfinosna, jelikoZ inhibitory

hraji dulezitou roli v regulaci traveni hemoglobinu (Renard et al., 2002).

Prvnim identifikovanym serpinem byl alboserpin, hlavni antikoagulant ve slinach
komara Aedes aegypti a Ae. albopictus (Stark et al., 1995; Calvo etal., 2011). Alboserpin
potlacuje koagulaci in vitro a in vivo prostiednictvim inhibice faktoru Xa, a to neobvyklym
zpusobem inhibice, ktera je charakterizovana reversibilni interakci proteinazy a inhibitoru
vpoméru 1:1 (Stark etal., 1998; Calvo etal., 2011). Alboserpin je také schopen vazat
fosfolipidy, heparin a ziejm¢ i jiné glykosaminoglykany, které pravdépodobné usnadnuji
lokalizaci alboserpinu k mistu zranéni a/nebo agregaci trombocyti (Calvo etal., 2011).
Nicméné se ukdzalo, Ze alboserpin je spiSe evolu¢ni vyjimkou, nebot’ sliny komarh

neobsahuji mnoho serpint (Calvo et al., 2007).

Mnohem méné se vi o biochemickych a funkénich vlastnostech serpina

exprimovanych v klistéti Ixodes scapularis. Existuje pouze jeden charakterizovany serpin,
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konkrétn¢ IxscS-1E1 s argininem v P1 misté. Rekombinantni IXscS-1E1 in vitro inhibuje
trombin a trypsin, potlacuje agregaci krevnich desti¢ek a prodluzuje dobu srazeni krve
zprostifedkovanou inhibici trombinu invivo (lbelli etal., 2014). Nicméné nebyl prokazan
vliv tohoto serpinu na aktivaci klasické cesty komplementu (Ibelli etal., 2014). Jinym
a zaroven jedinym charakterizovanym serpinem ze slin klistéte Ixodes persulcatus je serpin
Ipis-1 (Toyomane et al., 2016). Transkriptomy byly detekovany pouze ve slinnych zlazach,
ato vevsech fazich krmeni. Toyomane et al. (2016) zjistili, ze Ipis-1 vyznamné sniZuje
produkci IFN-y a piedpokladaji, ze by tento serpin mohl inhibovat funkci T bunék po piimé

interakci s témito bufikami.

Z klistéte Rhipicephalus haemophysaloides byly charakterizovany dva serpiny,
konkrétné¢ RHS-1 a RHS-2. Serpiny byly exprimovéany ve slinnych Zlazach a ve stievé
klistat krmenych po dobu 4 dni. Ukazalo se, ze oba serpiny inhibuji chymotrypsin a RHS-1
rovnéz i trombin (Yu et al., 2013).

Nedavno byly funkéné analyzovany dalsi serpiny jinych klistécich druhti, naptiklad
RmS-3,-6,-7 a-15 ze slin Rhipicephalus microplus (Tirloni etal., 2016; Xu etl., 2016).
Inhibitory RmS-3 a RmS-17 se podileji na inhibici agregace trombocytl, zatimco serpiny
RmS-15 a RmS-17 prodluzuji srazeni krve (Mulenga etal., 2013; Kim etal.,, 2015).
U serpini 6 a 19 izolovanych ze slin klistéte Amblyomma americanum bylo zjisténo, ze
usnadiiuji pfenos ehrlichiozy. Serpinl9 je schopen inhibovat nekolik serinovych proteaz
Vv koagula¢ni kaskadé¢, a tim vytvaret komplexy s faktory Xa, Xla a trypsinem (Kim et al.,
2015).

3.4 Serpiny u Kklistéte Ixodes ricinus

Pro klistata jsou serpiny spolehlivou kontrolou homeostazy a imunity hostitele.
Nejlépe charakterizovanym serpinem je protein Iris, vyznamny imunosupresor ze Slin
klistéte Ixodes ricinus. Iris je aktivni inhibitor serinové protedazy s P1 methioninem. Iris je
upregulovany béhem krevniho sani (Leboulle atal.,, 2002) a vyznacuje se pleiotropnimi
ucinky na imunitni systém a homeostazu. Iris se chova jako antikoagulant a zasahuje
do fibrinolyzy inhibici serinovych protedz, zvlasté elastazy a tkanového plasminogenu
(Prevot et al., 2006). Bylo rovnéz zjisténo, ze Iris zasahuje do hemostazy potlacenim adheze
krevnich desticek dosud nezndmym mechanismem (Prevot etal., 2006). Vedle
homeostatickych G¢inkd Iris inhibuje sekreci i prozanétlivych cytokint (INF-y, IL-6)
produkovanych T-bunikami nebo makrofagy, stejné tak potlacuje sekreci i TNF-a (Leboulle
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et al., 2002). Protizanétliva funkce Iris je zprostiedkovana fyzikalni vazbou Iris na bunécné
monocyty/makrofagy, pficemz nevyzaduje inhibi¢ni aktivitu. Pfedbéznou analyzou
s vyuzitim peptidovych protilatek bylo zjisténo, ze tato funkce Iris pravdépodobné spoléha
na pritomnost vnéjsich ¢asti (tzv. exosites) v helixech D a E (Prevot et al., 2009).

-----

zalozena vyhradné na jeho funkci jako inhibitoru serinovych proteaz, se nazyva IRS-2
(Chmelar et al., 2011). Podobné jako Iris, IRS-2 je sekretovan béhem sani do klistécich slin
a nasledn¢ vyloucen do hostitele. V pokusech s vyuzitim mysi jako akutnich zanétlivych
modeli se zjistilo, ze IRS-2 je schopen piedchazet vzniku edému a zabranit hromadéni
neutrofilli v zanétlivych tkanich. Bylo potvrzeno, ze P1 mistem pro IRS-2 je tyrosin 341,
indikujici inhibiéni aktivitu proti serinovym proteazam podobnych chymotrypsinu (Chmelar
etal.,, 2011). Zamétuje se nadvé cilové prozanétlivé serinové proteindzy, katepsin G
a chymazu zirnych bunék, a ve vysokych koncentracich i trombin. Tim, ze IRS-2 potlacuje
katepsin G a trombin, ovliviiuje srazeni krve, nebot’ blokuje agregaci trombocytta (Chmelar
etal., 2011). V dalsi studii bylo prokazano, ze IRS-2 interferuje s buikami ziskané imunitni
odpovédi (Palenikova et al., 2015). Ukazalo se, Zze IRS-2 inhibuje diferenciaci buné&cné
subpopulace Th17 zeslabenim signaliza¢ni drahy IL-6/STAT3. Aktivované dendritické
bunky produkuji mj. IL-6, ktery spousti onu signaliza¢ni drahu. STAT3 je po aktivaci IL-6
hlavnim transkripénim faktorem této signalizacni cesty. Palenikova a kolektiv (2015) zjistili,
ze IRS-2 selektivné inhibuje IL-6 produkovany DC buiikami stimulovanymi spirochetami
rodu Borrelia, coz vede katenuaci fosforylace STAT3 faktoru aovlivnéni Thl7
diferenciace.

3.5 RNA interference

RNA interference (RNAI) je evolu¢né konzervovany piirozeny jev, ktery ovliviiuje
genovou expresi. Existence RNAi byla poprvé zaznamenana védcem Napoli et al. (1990),
ktery provadél experimenty s petiniemi. Cilem tohoto pokusu bylo vnést do rostlin gen
pro chalcon syntdzu, jez se uplatiuje v biosyntéze flavonoidii. Analyzou RNA
u transformovanych rostlin v porovnani s rodicovskymi byla zji§téna sniZena tiroven mRNA
produkovana genem pro chalcon syntazu. OvSem za objev RNAI ziskali Nobelovu cenu
za fyziologii a medicinu profesofi A. Z. Fire a C. Mello (2006), ktefi jako prvni popsali
molekularni podstatu procesu RNAI pti pokusech provadénych u had’atka Caenorhabditis
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elegans (Fire etal., 1998). Cilem experimentu bylo vneseni antisense vlakna RNA
do C. elegans a zablokovani genu unc-22, jehoz mRNA byla komplementarni k antisense
RNA. Dle ocekavani se jednovlaknova antisense RNA navazala na mRNA genu, coz vedlo
ke vzniku dvouvlaknové RNA (dsRNA), a translaci cilového proteinu tak bylo zabranéno.
Jako kontrolu vnesli do nékolika had’atek rovnéz sense RNA. Tim zjistili, Ze aplikace sense
RNA zrovna tak vyvolala inaktivaci genu unc-22. Duvodem byla ovsem kontaminace
ptipraveného transkriptu malym mnozstvim dsRNA, ktera zpusobila degradaci mRNA
cilového genu. Uspé$na inaktivace cilového genu prostiednictvim antisense RNA byla
rovnéz zpusobena kontaminaci transkriptu. Je mozné tvrdit, ze inicidtorem RNAi je
dvouvlaknova RNA. Pozdéji se ukazalo, ze i U jinych eukaryotnich organismi jakou jsou
houby, protozoa, zastupci bezobratlych nebo savci véetné ¢lovéka, je mozné tento dgj

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

RNAI slouzi kregulaci genové exprese prostfednictvim dsRNA. Bé&hem procesu
dochazi k interferenci mezi dSRNA a komplementarni mRNA, jez koéduje urdity gen.
K utlumeni genové exprese (genovy silencing) prostiednictvim dSRNA dochazi bud’
na urovni transkripéni, nebo natirovni posttranskripéni. V prvnim piipadé jde o aktivaci
RNAi pomoci exogenni siRNA, kdy je cilovda mRNA rozstipana (ato bud rozdilnou
methylaci, nebo vazbou specifickych proteini na DNA), coz vede k pozastaveni exprese
odpovidajiciho genu. V druhém piipadé se jedna o regulaci exprese endogennich gent
pres MIRNA. mRNA je nasledné rozpoznana za pomoci endogenni miRNA a vysledkem je

zastaveni translace daného genu (Berkhout et Haasnoot, 2006).
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Obr. 3: Struény mechanismus RNA interference (Limera etal., 2017).
Dvouvlaknova molekula RNA se navaze na Dicer — protein, jenz roz$tépi dlouhou RNA molekulu na kratké
interferujici fragmenty RNA (siRNA). Tyto molekuly siRNA se postupné vazi na molekulu AGO, proteinovou
¢ast komplexu vyvolavajici umlc¢ovani RNA (RISC). RISC postupné separuje siRNA do dvou fetézci:
vedlejsiho fetézce (modra barva), jenz je degradovan, zatimco hlavni fetézec (oranzova barva) slouzici jako
proba spojuje komplex RISC s komplementarni RNA. Po rozpoznani cilové sekvence mRNA nasleduje
regulace exprese genti n¢kolika odlisSnymi zpusoby (zde za pfitomnosti RNA dependentni polymerazy).
Podobné je tomu tak uRNAi vyvolanou ptes mMiIRNA (Vv cytoplasmé Se navaze na ribonukleovou cEastici
a rovnéz ji rozdéli na dva fetézce jako je tomu u SIRNA).

RNAI je ptirozenym mechanismem obrany genomu proti parazitickym DNA jako
jsou transpozony (Dernburg et al., 2000) a nukleovym kyselinam RNA vird (Mourrain et al.,
2000). Zrovna tak slouzi k obrané vici abiotickému stresu ¢i k regulaci chromatinu. Bylo
prokazano, ze porucha v genech zodpovidajicich za RNAI vede u organismi casto
k porucham morfologického vyvoje nebo k porucham diferenciace bun¢k (Grishok et al.,

2001).

RNA interference je dualezitou metodou pro analyzu funkce gend u eukaryot.
Selektivnim vyfazenim funkce wurcitého genu Ize pozorovat utlumeni pfislusného
fenotypového projevu. V této diplomové praci jde o pfipad transkripéniho umlcovani geni

se zbytkovou expresi kolem 12 %.
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3.5.1 Experimentalni vyuziti RNAI u klist’at

RNAI se u klistat pouziva pro vyzkum stfevnich travicich enzymt, antikoagula¢nich
a imunomodula¢nich slinnych proteinii a proteint, které ovliviluji vztah mezi kliStétem
a virem, bakterii nebo parazitem. Do klist'at Ize dSRNA vnaset az ¢tyfmi riznymi metodami
(de la Fuente et al., 2007), z nichZ nejpouzivanéjsi je aplikace dSRNA pomoci mikroinjekce.
Dalsi metodou je ptidani dSRNA piimo do stravy nymf nebo dospélct (Soares et al., 2005).
Jinou metodou je inkubace klistat nebo ,,namaceni* jejich organti do roztoku dsRNA
(Bowman et Sauer, 2004) a/nebo pro zkoumani RNAi drahy lze klistata infikovat RNA

virem (Garcia et al., 2005).

Pomoci RNAI byla urfena nebo ovéfena funkce slinnych proteint, které maji
vyznamnou roli piiovliviiovani sani klistat. Jednim znich je napiiklad protein
s antikagula¢ni funkci Salpl14 z I. scapularis (Narasimhan et al., 2004). Za pomoci dsRNA
se specifickou sekvenci Salpl4 se podafilo umlcéet 1jiné paralogy tohoto proteinu
(Salp9pac). Dusledkem silencingu Salpl4 byla snizena schopnost klistéte sat. U klistéte
A. americanum byl pomoci dsRNA inhibovan homolog synaptobrevinu a homolog nSecl,
coz zpusobilo snizenou schopnost sekrece antikoagula¢nich latek do slin béhem sani, ¢imz
byla rovnéZz utlumena schopnost klistat sat (Karim etal., 2004a; 2004b). Jiné studie
se zabyvaly zkoumanim funkce subolesinu. Subolesin je protein charakterizovany jako
protektivni antigen ovliviiujici traveni nasaté krve, reprodukci a vyvoj klistat. V pozd¢jsich
studii byl prokazan vliv subolesinu i na genovou expresi (de la Fuente et al., 2008). Fuente
etal. (2005) zapomoci RNAI provedli mapovani obrannych antigent klistat, ¢imz
se subolesin stal jednim z cilovych proteini pro vyzkum a vyvoj klistécich vakcin. Tento
protein byl studovan u riznych druht klistat — Dermatocentor marginatus, Rhipicephalus
microplus, R.sanguineus, |.scapularis aj. Béhem RNAIi doslo ke sniZzeni koncentrace
mRNA subolesinu, coz vedlo u klistat k ubytku hmotnosti, ke snizeni schopnosti samic klast
vajicka a vibec k celkovému poklesu vitality jedinct (de la Fuente et al., 2006a; 2006b;
Nijhof et al., 2007).

RNAI byla rovnéz pouzita ve vyzkumu funkce stfevnich antikoagulanti a travicich
enzymil. Haemalin, znamy svou dulezitosti pro rozklad krve v travicim systému klistéte
Haemaphysalis longicornis a pro inhibici agregace krevnich destic¢ek, byl pomoci dSRNA
umlcen, ¢imZz doSlo k znemoznéni sani (Liao etal., 2009). RNAi umoznila objasnit

I metabolismus Zeleza u klistéte I. ricinus. Bylo zji$téno, Ze ferritin 2 hraje vyznamnou roli
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pfi vstiebavani zZeleza z nasaté krve ajeho vyuziti v dalSich tkani. Silencingem mRNA

pro ferritin 2 doslo k obtizim pfi sani klistat (Hajdusek et al., 2009).

Slinné i stfevni proteiny mimo jiné maji velky vyznam pfi imunitni reakci a toleranci
patogenu pienaSenych Kklistaty zpusobujicich zavazné onemocnéni, jako je napiiklad
lymeska boreliéza. Lymeskou boreliozou (B. burgdorferi) se zabyvaji mnohé studie, pti¢emz
jedna z nich se zaméfuje na proteiny Isac a jejich umlcéeni u I. scapularis. Diky RNAi, ktera
vedla ke snizené expresi téchto proteint, byla zjiSténa snizena mnozstvi borelii v travici
soustavé klistéte (Soares et al., 2005). Pal et al. (2004) uml¢enim mRNA TROSPA gend,
kodujicich stfevni proteiny umoznujici navazani patogenu na sttevni epitel klistéte, dosahli
rovnéz snizeného poctu borelii v klistéti. RNA interference byla pouzita i pro blizsi
zkoumani funkce slinného proteinu Salpl5 u klistat rodu Ixodes. Ukazalo se, ze Salpl5
sehrava roli pfiinterakci s B. burgdorferi, nebot’ vazebné domény Salpl5 jsou

komplementarni k povrchovym proteinim bakterie (Hojgaard et al., 2009).

Vyse zminéné metody vnaseni dsRNA jsou pouzivany ke zkoumani nebo ovétreni
funkce mnoha jinych proteint iu dalSich krevsajicich ¢lenovcd. Ale protoze cilem této
diplomové prace je zhodnoceni vlivu RNAI na fitness klistat I. ricinus a ptenos borelii

na mysiho hostitele, neni jim vénovana vétsi pozornost.
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4 Material a metody
4.1 lzolace RNA a priprava cDNA

cDNA byla ptipravena z nenasatych, ¢astecné nasatych a pln€ nasatych neinfekénich
nymf klistéte Ixodes ricinus darovanych zchovného zafizeni Parazitologického tustavu
(Biologické centrum, AVCR). Byly pouzity nymfy nenasaté (oznaéené DO), nymfy sajici
jeden den (D1), sajici 2 dny (D2) a plné nasaté nymfy sajici 3-4 dny (D3/4). Ve skupin¢ DO
bylo pouzito 28 nenasatych nymf, ve zbylych tfech skupinach bylo nasazeno na mysi po 17
nymfach. Protoze ale neni mozné bezpecné odstrojit vSechny nasazené Castecné nasaté
nymfy, bylo rozdéleni nasledujici: DO = 28 nymf, D1 = 14 nymf, D2 = 9 nymf aD3/4= 9
nymf.

Nymfy byly nasazeny na tfi mysi samice C3H/HeN v SPF kvalité ptivodem z Charles
River Laboratories. V dobé pokusu byly staré 10 tydnt a byly umisténé v klecovém systému
IVC (sterilni stelivo, krmivo a Sterilni voda okyselena HCI1 na pH 3, voda i dieta ad libitum).
Na vyholeny hibet mysi byly umistény tzv. kloboucky, do kterych byly nasledné ptidany
nymfy. Nymfy byly z mysi odebirany podle vyse popsanych skupin. Strojeni/odstrojeni mysi

probihalo ve zvéfinci PAU s pomoci Jana Erharta, a to ve viech pokusech.

V ramci kazdé skupiny byly nymfy rovnomérné rozdéleny tak, aby na jeden Casovy
interval byly 3 vzorky izolované RNA. Poté byla z téchto nymf izolovana RNA pomoci
TRIZOLu podle nasledujiciho protokolu:

1. Nymfy na podloznim sklicku rozsekat ziletkou a premistit do mikrozkumavek.
2. Ptidat 500 pl TRIZOLu (TRI Reagent, MCR).

3. Nechat 5 min odstat pti pokojové teploté (RT).

4. Pridat 100 ul chloroformu (SERVA) a vortexovat 15 s na maximalni otacky.
5. Nechat opét 2 min pii RT.

6. Centrifugovat 15 min pii 12 000 g v chlazené centrifuze (HERMLE Labortechnik
GmbH, Z326K).

7. Odebrat horni fazi do ¢istych RNAse-free zkumavek.
8. Pridat isopropanol (SERVA) v poméru 1:1.

9. Promichat 10x v ruce.
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10. Nechat odstat 10 min pii RT.

11. Centrifugovat 10 min pii 10 000 g.

12. Opatrné slit supernatant a piidat 800 ul 80% ethanolu (VWR Chemicals).
13. Opét centrifugovat 7 min pti 10 000 g.

14. Slit supernatant, osusit a centrifugovat 15 s p#i 10 000 g.

15. Zbylou tekutinu odsat pipetou a nechat 5-10 min vyschnout na vzduchu.
16. Rozpustit ve 20 ul ¢isté vody (PCR grade).

17. Zméfit koncentraci a Cistotu na nanofotometru (IMPLEN, P330).

Izolovana RNA byla uskladnéna pti -70 °C. Reverzni transkripci byla poté prevedena
do cDNA podle kitu Transcriptom First Strand cDNA Synthesis kit (Roche) v thermocycleru
(T100™ Thermal cycler, BioRad). Do reakéni smési pro kazdy vzorek byl piidan 1 ug RNA
doplnény vodou na objem 18 pl. Poté bylo ptidano 1,5 ul oligo dT, 6 ul pufru, 0,75 pl
inhibitoru, 3 ul dNTPs a 0,75 ul reverzni transkriptazy. Reakcéni smési byly vloZeny
do thermocycleru s nasledujicim pribéhem reakce: 30 min pii 55 °C, 5 min pii85°C

a chlazeni o pii 4 °C. cDNA byla 5x nafedéna PCR vodou a uloZena pfi teploté -20 °C.

4.2 Kvantitativni polymerazova retézova reakce v realném case

4.2.1 Princip metody

Kvantitativni polymerazova tetézova reakce vychazi z klasické PCR, ktera je ovSem
obohacena o kvantifikaci produktu PCR v realném case, tedy jiz Vv prubéhu reakce. Tato
metoda se jinak oznacuje jako qPCR ¢ireal-time PCR a piedstavuje dilezitou metodu

pti studiu exprese gent (Heid et al., 1996).

Principem qPCR je detekce mnozstvi DNA pomoci fluorescenéné znaceného
substratu (v tomto piipadé SyberGreen), jenz je zaznamenavan detektorem po jeho navazani
na ptitomnou dvojvlaknovou DNA, a to v kazdém cyklu PCR. qPCR je povazovana za velmi
citlivou metodu pro detekci DNA (Higuchi et al., 1993).
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4.2.2 Navrhnuti primeri serpinovych genii

gPCR metoda byla pouzita pro stanoveni expresnich profilt 10 serpinovych gent
v prub¢hu sani nymf. Primery protyto geny byly navrzeny v programu Oligoanalyzer
(https://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) tak, aby nasedaly na templat

pfi teploté¢ 62 °C a obsahovaly 50 % GC paru. Primery byly syntetizovany firmou Generi
Biotech (CR). Primery byly otestovany pomoci qPCR za stejné definovanych podminek,
jako templat byla pouzita star$i cDNA z klistécich nymf. Sekvence primera deseti vybranych

gend jsou shrnuty v tabulce 1.

Tab. I: Primery pouzité pro gPCR.

Nazev Sekvence (5'—3")

GTCTTGCTGAACGCCATCTA

IRS-10 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

24


https://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/

GAGGATACCGCCATGTTTCT

IRS-26 AAGGTCGTGACTTCGTCTTC

IRS-27 CAGGATGCCGTGGACATAAT
GCTCCACACTCCCATGAAATA

Pro ucely qPCR byla nami pfipravena cDNA 5x nafedéna. Primery byly
natedény podle 1daji na originalni lahvic¢ce (0,1 mM) a poté zfedéné jesteé 10x pro dosazeni
pozadované koncentrace (10 uM). V celkové reakci 10 ul bylo pouzito 5 pl FastStart
Universal SYBR® Green Master Mix (Roche) 3,4 ul vody, 0,3 ul od kazdého primeru (F+R)
alul cDNA. Analyza vzorku byla provedena s pouzitim pfistroje RotorGene 6000 (PCR
cycler, Corbett Research, software Microsoft Windows). Reakce byla zahajena pii 95 °C
po dobu 10 min, poté nasledovala denaturace pii 95°C po dobu 15s, nasednuti primeri
pii 60 °C po dobu 10 s a syntéza DNA pti 72 °C po dobu 30 s. Cely cyklus se opakoval 45x.
Nésledovala postupné zvySovani teploty vV rozmezi 72-95 °C za G€elem analyzy kiivky tani.
Vzorky byly analyzovany v technickych duplikatech a hodnoty byly srovnany s genovou
expresi referenéniho genu elongacniho faktoru (EF-1). Relativni exprese téchto serpinovych
genti byla vyhodnocena metodou 224t hodnot s pouzitim matematického algoritmu (Livak
etal., 2001).

4.3 Priprava dsRNA

Po analyze genovych expresnich profiltt byly pro pfipravu dsRNA vybrany 3 geny,
konkrétné IRS-10, IRS-20 a IRS-22. S genem IRS-22 se ov§em po nezdafilé koloniové PCR,
kdy nevychazely opakované kontroly, dal nepokracovalo. Proces celé¢ piipravy dsRNA
probihal tedy jen se dvéma geny, IRS-10 a IRS-20.

4.3.1 Priprava PCR produktu

Pomoci OligoAnalyzer byly navrzeny genové specifické primery s restrikénimi misty
pro enzymy Apal, Xbal a AT ptevisem o velikosti amplikonu 500 bp (vyjimkou byl gen
IRS-22 o velikosti amplikonu 200 bp). Teplota pro nasedani primert na templat byla zvolena
51°C.

a) Primery pro piipravu IRS-10:
IRS-10_197F Xbal: 5" ATT CTA GAG GAG AGA CAC AGG AGA GGA A -3’
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IRS-10_696R_Apal: 5" ATG GGC CCG TCG AAA GAG CCG TATCCAA -3’
b) Primery pro ptipravu IRS-20:

IRS-20 285F Xbal: 5" ATT CTA GAC CAG AAG TAT CAGTCTGCCC -3’
IRS-20_784R_Apal: 5" ATG GGC CCC AAC ACCGGT CTTCTCTCT G -3’
c) Primery pro ptipravu IRS-22:

IRS-22 40F Xbal: 5" ATT CTA GAG ACC GCC ATGGAATCAAAGT -3’
IRS-22_239R_Apal: 5" ATG GGC CCA AAA ACAGAG CACGTCTCGT-3’

Pro kazdy gen byla provedena standardni PCR s elektroforézou. Jako templat byla
pouzita cDNA s nejvyssi expresi daného genu. Jedna reakce obsahovala 12,5 ul FastStart
Universal SYBR® Green Master Mix (Roche), 9 ul PCR vody, 1,25 ul od kazdého primeru
(F+R) a 1 pl cDNA. PCR reakce byla provedena v thermocycleru T100™ (BioRad) s timto
pribéhem: pocate¢ni denaturace pii 95°C 3 min, celkem 45x opakovana denaturace
pii 95 °C 30 s anasedani primerd pii51°C 30s, vcetné syntézy cDNA pii 72°C 305,
a kone¢na syntéza cDNA pii 72 °C 5-15 min.

Poté byla provedena elektroforéza v 1% TAE (Envison) agar6zovém gelu
s barvickou SYBR® Safe (Invitrogen). Do vsech 25ul smési bylo pfidano 5 pl 6x DNA
OrangeG loading dye (Thermo Scientific). Jako DNA marker byl pouzit 200-1500 bp DNA
Ladder (Thermo Scientific). Elektroforéza béZzela piinapéti 75-80V a proudu 50 mA
pfiblizn¢ 45 min. PCR produkt byl poté vyfiznut a piecistén dle pokynt v Kitu Nucleospin
Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) s jedinou zménou: eluovano do 30 ul PCR vody.

Po precisténi PCR produktu kazdého genu nasledovala restrikce pii 37 °C 2 hodiny
v termobloku. V kazdé reakéni smési byly smichany 3 pl pufru 10x TANGO, 20 ul DNA,
5 vody alul odkazdého enzymu (Apal, Xbal). Stépeny PCR produkt byl purifikovan
podle kitu Nucleospin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) pro odstranéni kratkych
fragmenti DNA odstipnutych z koncti (cut-off 50 bp). Opét bylo eluovano do 30 ul PCR
vody a vzorky byly ulozeny pii teploté -20 °C.

4.3.2 Priprava plasmidu pLL10

Plasmid pLL10 je vhodny pro pfipravu dsRNA, nebot’ obsahuje 2 T7 promotory
V opacéné orientaci, coZ umoziluje transkribovat inzert Vv obou smérech, a ptipravit tak sense
a antisense RNA (Levashina et al., 2001). Nejdiive vsak bylo nutné provést restrikci
ptislusnymi enzymy pii 37 °C po dobu 2 hodin v termobloku. V jedné restrikéni smési byly
namichany 3 ul pufru TANGO 10x, 3 ul DNA, 1 ul od kazdého enzymu (Apal, Xbal)

26



a 22 ul vody. Po inkubaci nasledovala elektroforéza plasmidu po restrikci enzymem Apal
nebo Xbal i plasmidu nestépeného jako kontrola. Po precisténi z gelu dle kitu Nucleospin
Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) byla zméfena koncentrace ptipraveného plasmidu
pLL10 (45 ng/ul).

Nastipany a precistény PCR produkt kazdého genu byl zaligovan do piislusného
plazmidu (1+1 pl) pomoci T4 ligazy (0,5 ul) ve2,5ul 2x pufru (pGEM T-easy Kit,
Promega). Po hodinové inkubaci pfi laboratorni teploté nasledovala dal$i inkubace pti 4 °C
do druhého dne.

4.3.3 Transformace plasmidu do E. coli

K transformaci byly pouzity bunky E.coli TOP10 (ThermoFisher Scientific
C404003). K15 pul bun¢k bylo pfidano 5 pul ligaéni smési. Tato smés byla nejdiive
inkubovana 30 min na ledu a posléze ponechana 1 min v termobloku pti 42 °C k dosazeni
teplotniho Soku a nakonec byla opét dana na 2 min na led. Po ptidani 300 ul SOC média
(Invitrogen) o laboratorni teploté se smés dala na 1 hod tiepat pii 37 °C. VSechny bunky
(resp. cely objem 300 pul) byly poté vysety na plotny s LB agarem a 50 ng/ml ampicilinem
a inkubovany do druhého dne pii 37 °C. Druhy den bylo provedeno kiizkovani (15
kiizkd/gen) a do dalsiho dne se znovu ponechalo v inkubatoru pii 37 °C. Nasledujici den
byla provedena koloniova PCR za pouziti genové specifickych primera. Jeden vzorek
0 15 ul obsahoval 7,5 pl mastermixu, 0,75 pl od kazdého primeru, 6 pl vody a smés bakterii
(pomoci Spicky setfen ,kiizek* a vymachan v pfipraveném mixu pro PCR). PCR probé¢hla
za pouziti pristroje RotorGene za standardnich podminek (pocate¢ni denaturace pii 95 °C
3 min, celkem 45x opakovana denaturace pii 95 °C 30 s a nasedani primert pii 51 °C 30 s,
véetné syntézy cDNA pii 72 °C 30 s, a kone¢na syntéza cDNA pti 72 °C 5-15 min). Jako
negativni kontrola byla pouzita PCR voda. Po skonceni reakce byla provedena kontrolni

elektroforéza pro selekci pozitivnich a negativnich kolonii.

Vybrané pozitivni kolonie byly kultivovany v tekutych kulturdch 100 ml LB média
s ampicilinem (50 ng/ml) a inkubovany za stalého tfepani do druhého dne pti 37 °C.
Nasledné bylo odebrano 800 ul bakterialni suspenze do 200 ul 100% glycerolu. Takto
ptipraveny glycerolovy stock byl uchovan pii-80 °C. Ze zbytku bakterialni suspenze byl
izolovan plasmid pomoci kitu NucleoBond Xtra Midi (Macherey Nagel) dle instrukci
v navodu s vyjimkou eluce (do 100 ul PCR vody). Nanofotometrem (IMPLEN, P330) byla

zmeéfena koncentrace izolované DNA.
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Pro ovéfeni uspésného vlozeni inzertu do plasmidu byla provedena ve spolecnosti

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

M13_F: 5" TGTAAAACGACGGCCAGT -3’
M13 R: 5" CAGGAAACAGCTATGACC -3’

4.3.4 Restrikce purifikovaného plasmidu

Plasmid s ovéfenymi sekvencemi byl rozstépen restrikénimi endonukleazami ve dvou
oddélenych reakcich. Restrikéni smés byla piipravena z 30 pug plasmidu, 5 pl pufru TANGO
a6 ul enzymu (Apal nebo Xbal). Objem reakce byl doplnén do 50 pl. Pfipravena smés
se poté ponechala 2 hod v termobloku pti 37 °C.

4.3.5 Purifikace linearizovaného plasmidu

Ke vSem 50 pul reakcim bylo ptidano 25 pl roztoku proteinazy K (Sigma P5568),
ptipraveného smichanim 1 pl proteinazy K (20 mg/ml) se 150 ul 10 mM Tris-HCI o pH 8
a2mM CaCl,, a3,75 ul 10% SDS. Smés byla inkubovana 30 min pii 50 °C. Po inkubaci
bylo ptidano 80 ul fenol-chloroformu (Sigma P3803), promichano na vortexu
a centrifugovano 5 min pfi laboratorni teploté na maximalni ota¢ky. Vznikly dvé faze. Horni
(vodna) faze byla opatrné¢ odebrdna a nasledné bylo pfiddno 80 pl chloroformu, opét
promichéno na vortexu a centrifugovano 5 min pfi laboratorni teplot€ na maximalni otacky.
Poté byla odebrana dal§i vodnd faze abylo ptfiddno 56 pl isopropanolu. Smés byla
inkubovana 15 min v mrazaku pii-20°C apoté stoena v chlazené centrifuze pii4°C
pfi maximalnich otackach (18 000 g) po dobu 30 min. Centrifugaci ziskany pelet byl promyt
80 ul 80% ethanolu vychlazeného na - 20 °C sto¢enim pii 4 °C na maximum po dobu 8 min.
Po dvojnasobném promyti byl vysuseny pelet rozpustén ve 20 ul PCR vody. Poté byla
zméfena koncentrace linearizovanych plasmida. Vysledek (0,5 ng dsDNA) byl zkontrolovan

na gelu, pro porovnani byl pouzit nestépeny plasmid.

4.3.6 Syntéza jednoretézcové RNA a jeji purifikace

Syntéza byla provedena pomoci MEGAscript™ T7 Transcription Kit (ThermoFisher
Scientific). Pufr byl predehiaty na 37 °C anasledn¢ promichan. Kazda reakce obsahovala
smés 8 ul NTPs (2 ul odkazdého), 2 ul pufru, 2 ul enzymu a2-3 pg linearizovaného
plasmidu (maximalni objem 8 pl). Na celkovy objem reakce 20 pl bylo doplnéno dle potieby
PCR vodou. Mikrozkumavky byly inkubovény pfes noc v thermocycleru T100™ (BioRad).
SSRNA pro specificky gen byla oznafena podle enzymu, kterym byla provedena restrikce

(ssRNA Sté€pena enzymem Apal je oznacena pismenem A, ssSRNA $tépend enzymem Xbal
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pismenem X). IRS-10A, IRS-10X, IRS-20X byly inkubovany pfi 40 °C, ovsem IRS-20A
pii 37,9 °C. Duvodem rozdilnych teplot byly nizké vytézky pro IRS-20A, proto bylo

nezbytné tento krok opakovat.

Po inkubaci nasledovala purifikace ssRNA, vekteré byly pouzity chemikalie
ze stejného kitu K syntéze ssRNA. Ke vSem vzorkiim byl pfidan 1 ul DNazy s naslednou
15 min inkubaci pti 37 °C. Pak bylo ptidano 115 pl vody a 15 pl octanu amonného (5 M,
100 mM EDTA). Po promichani bylo ptidano 150 ul fenol-chloroformu (Sigma),
promichéno na vortexu a centrifugovano 5 min pfti laboratorni teploté na maximalni otacky.
Opét vznikly dvé faze. Vodni faze byla opatrné odebrana, smichana se s 150 ul chloroformu,
rovné¢z promdachéana a centrifugovana 5 min pfi laboratorni teplot¢ na maximalni otacky.
Druha vodni faze byla po odebrani smichana se s 110 ul isopropanolu a po promichani
inkubovana 15 min v mrazaku pii-20°C. Poté byla smés centrifugovana Vv chlazené
centrifuze pii 4 °C na maximalni otacky 18 000 g po dobu 30 min. Centrifugaci vznikly pelet
byl vysusen pfi laboratorni teploté a rozpustén v 10 ul PCR vody. Pomoci nanofotometru
(IMPLEN, P330) byla zmétena koncentrace vSech vzorki, ktera musela dosahovat hodnot
vyssich nez 3000 pg/ml. Pro kontrolni elektroforézu bylo uschovano 1,5 pgvSech vzorka

a zamrazeno pii -70 °C.

4.3.7 Hybridizace, syntéza dvouvlaknové RNA

Ob¢ precisténé sSRNA o stejné koncentraci 3000 pg/ml byly smichany v poméru
1:1,ato pro oba geny (IRS-10, IRS-20). Mikrozkumavky byly zajistény parafilmem,
aby nedochazelo k odpatovani vzorki. Odmérny valec o objemu jednoho litru byl naplnén
vafici vodou, na jeho hladinu byly polozeny zajisténé vzorky RNA umisténé Vv plovaku.
Vialec byl ptikryt hlinikovou folii auzavien do polystyrenové krabice. Takto pfipravena
RNA byla inkubovéna pies noc. Zhybridizovana dsRNA byla uloZena do hlubokomraziciho
boxu pii-80 °C. Pro ovéteni tspésnosti pokusu byla provedena elektroforéza v 1% TAE
agarézovém gelu za pouziti RNA ladder loading dye. Jako kontrola poslouZila ssRNA

z ptedchoziho kroku.
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4.4 RNA interference v kli§tatech

4.4.1 Ovéreni silencingu

Pfed samotnym in vivo pokusem bylo nejdfive nutné ovéfit, zda pripravena dsRNA
pro dany gen zpiisobi ,,vypnuti® genu na Grovni transkripce. Kromé nami ptipravené dsRNA
IRS-10 a IRS-20 byla pouzita je$t¢ GFP jako negativni kontrola, aby vSechny nymfy
prodélaly stejny proces.

32nl dsRNA téchto genl bylo napichano do 15 nymf/gen. Nymfy pochazejici
z chovu PAU byly injikované RNDr. Ondiejem Hajduskem, Ph.D. za pomoci Ing. Gabriely
Loosové. Nasledujici 3 dny byly nymfy ponechany v chovu a poté byly nasazeny na 3 mysi
samice C3H/HeN. V dobé pokusu byly staré¢ 5 mésicti a rovnéz byly umisténé v klecovém
systému IVC (sterilni stelivo, krmivo a sterilni voda okyselena HC1 na pH 3, voda i dieta
ad libitum). Na vyholenou zadni ¢ast mysi byly umistény kloboucky, do kterych byly
nasledn¢ ptidany nymfy. Tyto nymfy byly odstranény v den maximalni exprese dané¢ho genu
dle expresniho profilu apoté znich byla standardnim zplsobem izolovana RNA

a ptripravena cDNA (viz kap. 4.1).

Vypnuti genu, neboli silencing ¢i knock-out, bylo ovéfeno pomoci qPCR
se specifickymi primery. Jako templat byla pouzita pfipravena 3x natedéna cDNA. Specifita
RNAI byla ovétena zpusobem ,,kazdy s kazdym®, coz znamena, Ze byla namichana reakce
s primery pro IRS-10 a jako templat byly pouzity vSechny 3 ¢cDNA (analogicky provedeno
pro IRS-20, v¢etné GFP). Cilem této analyzy bylo zjistit, zda vpich pfislusné dsRNA vedl
k silencingu daného genu, nikoli geni ostatnich. Po ovéfeni specifity dSRNA vybranych

gent nasledoval vlastni in vivo pokus.
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4.4.2 RNAI invivo

4.4.2.1 Nymfy a mysi pouzité v pokusech

Vsechny nymfy pouzité v nasledujicich pokusech pochazely zchovu PAU
Biologického centra AVCR (konkrétné od RNDr. Radka Simy, Ph.D.). Pro tento pokus byly
infikované boreliemi nasledujicim zptsobem: Kmen borelii B. afzelii CB43 (13) byl
kultivovan v BSK-H médiu (Sigma-Aldrich) pfi 33 °C po dobu 5-7 dnt. Sestitydenni mysi
samice C3H/HeN byly infikovany subkutanné injekci 10° spirochét/mys. Pfitomnost
spirochét v mysi byla ovéfena u$ni biopsii 3 tydny po infekci pomoci PCR. Cisté larvy
Ixodes ricinus se krmily na infikovanych mysich, dokud nebyly pIné nasaté a schopné
odpadnuti. Nymfy byly povazovany za infikované, pokud > 90% z nich vyslo jako pozitivni

pomoci PCR.

RNAI in vivo experiment byl proveden ve dvou opakovanich. V prvnim pokuse bylo
injikovano 25 nymf/gen (¢ili 5 nymf/mys), v druhém pokuse 30 nymf/gen (¢ili 7-8
nymf/mys$ v kazdé skupin€). Do nymf bylo injikovano vzdy 32 nl dsRNA.

V prvnim pokuse byly nymfy nasazeny na 15 mysich samic C3H/HeN (Charles River
Laboratories). V dobé pokusu byly staré¢ 8 tydnt (5 mysi/gen) aumisténé v klecovém
systému se stejnymi podminkami jako v pfedchozich pokusech a jako V nasledujicich.
V druhém pokusu byly nymfy nasazeny na 12 mysi C3H/HeN (5 samci + 7 samic)
z vlastniho chovu. V dobé pokusu byly tyto mysi staré 6 mésici (4 mysi/gen). Rozlozeni
pohlavi mysi pro IRS-10a IRS-20bylo 2 3 :2 @, proGFP 1 4 : 3 ¢.

4.4.2.2 Provedeni experimentu

Po 3 dnech od napichovani nymf dsRNA byly nastrojeny mysi a nasazena na né
klistata. Poc¢inaje druhym dnem od nastrojeni byly mySi 2x denné kontrolovany
a zapisovany pocty prisatych/neptisatych/mrtvych/odpadlych nymf. PIn€ nasaté nymfy byly
pribé&zné sbirany do epruvet a v den odpadnuti rovnou zvazeny. Poté byly uloZzeny do chovl
klistat a po 2-3 mésicich (dle ro¢niho obdobi) byla vyhodnocena ispéSnost metamorfozy
do stadia dospélce, rovnéZz byl zaznamenan pomér pohlavi v jednotlivych skupinach. Dva
tydny po nasazeni klistat byl pokus ukoncen pitvou mysi — odbérem organt (ucho, srdce,
mocovy meéchyi a kloub-kotnik). Z organti byla izolovana genomickd DNA pomoci
komeréniho kitu High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche) s témito zménami:

eluovano do 100 ul PCR vody, ke kloubu bylo navic ptidano 12,5 ul liberazy.
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Po izolaci DNA byla provedena gPCR pro detekci borelii (flagelin) v technickych
duplikatech, u pozitivnich vzorkti pak byla provedena qPCR pro mysi B-aktin také
v technickych duplikatech. Vysledek byl vyjadien jako poéet borelii na 10° mysich genomd.
SloZeni reakce (20 pl) bylo shodné pro oba typy gPCR: 10 pl Luna® Universal gPCR Master
Mix (NEB), 5,7 ul PCR vody, 0,1 ul od kazdého primeru (FlaF + FlaR x ActF + ActR),
0,1 ul ptislusné sondy (FlaProbel x mActP, Generi Biotech) a4 ul genomické DNA.
Kalibra¢ni fada pro qPCR flagelin byla pfipravena z DNA izolované z borelii z kultury
nafedéné desitkovou fadou. Kalibra¢ni fada QPCR pro mysi B-aktin byla piipravena z DNA
z ptislusnych organti neinfikované mysi, opét nafedéna desitkové. Jako NTC kontrola
pro obé qPCR byla pouzita PCR voda, dalsi negativni kontrolou pro gPCR flagelin byla
pouzita Cistd DNA urcitého organu. U vSech vzorkll pozitivnich na pfitomnost boreliové
DNA byla provedena gPCR (RotorGene) pro mysi aktin (kromé vody (NTC) jako negativni
kontrola pouzita boreliovd DNA z pfedchozi kalibrac¢ni fady). Prabéh reakce byl rovnéz
totozny pro obé qPCR: zahajeni pii 95 °C po dobu 5 min, cyklus opakovany 45x pti 95 °C
15 s a 45 s pti 60 °C.

a) Primery pro Borrelia flagellin (154 bp) a sekvence sondy:
FlaFl (5" AAGCAAATTTAGGTGCTTTCCAA - 37)
FlaR1 (5" GCAATCATTGCCATTGCAGA - 3")

FlaProbel (5" TGCTACAACCTCATCTGTCATTGTAGCATCTTTTATTTG - 39),
(Schwaiger et al., 2001).

b) Primery pro Mouse B-actin a sekvence sondy:
5" AGA GGG AAATCG TGC GTG AC -3’ (F)
5" CAATAGTGA TGA CCT GGC CGT -3" (R)

5" AC TGC CGC ATCCTC TTC CTC CC -3’ (Probe) (Dai et al. 2009).
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5 Statisticka analyza dat

Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno v programech MS Excel (Microsoft
Corporation, USA) a GraphPad Prism 6 (verze pro Windows, GraphPad Software).

Pro vytvoreni databazi byl vyuzit program MS Excel, ve kterém byly vytvareny
potiebné tabulky. Data byla zpracovana v programu GraphPad Prism 6, ktery byl pouzit
pro statistické analyzy, véetné tvorby grafii. Pro vyhodnoceni expresnich profili gend byla
pouzita jednocestna analyza variance (parametricky test ANOVA). Pro porovnani
mezi jednotlivymi skupinami byl pouzit post-hoc test s Tukeyho korekci. Statisticky

vyznamna hodnota byla povazovana p < 0,05 (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001).

Data ziskana z in vivo pokusu byla rovnéz vyhodnocena v programu GraphPad Prism
6. Pro analyzu téchto vysledkd byl pouzit neparametricky test, konkrétné¢ Man-Whitney U

test (bez Gaussova rozdé€leni). Statisticky vyznamna hodnota byla povazovana * p < 0,05.

Doba sani nymf klistéte Ixodes ricinus byla analyzovana v programu Statistica 12 CZ
licencovanym od JCU s pouzitim Kaplan-Meierovy kiivky pieZiti. Pro srovnani skupin byla
pouzita ANOVA a post-hoc test s Tukeyho korekei v programu Jamovi.
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6 Vysledky

6.1 Stanoveni expresniho profilu vybranych gena pro serpiny
V pritbéhu sani nymf pomoci qPCR

Pro stanoveni profilové exprese 10 vybranych sepinovych genti bylo nejdiive nutné

ptipravit cDNA z riizné nasatych nymf klistéte Ixodes ricinus (skupiny DO, D1, D2 a D3/4).

cDNA byla ziskédna reverzni transkripci RNA, jenz byla izolovana pomoci TRIZOLu
(kapitola 4.1.).

S pouzitim piistroje RotorGene 6000 (PCR cycler, Corbett Research) byla provedena
analyza vSech piipravenych vzorkiia byly stanoveny expresni profily nasledujicich IRS-
genu: IRS-10, -13, -16, -20, -22, -23, -24, -25, -26 a-27. Pro prvni pokus byla pouZita
jiz ptipravena cDNA z ptedeslych pokusti. Nova c¢cDNA byla piipravend piedevsim
pro zopakovani stanoveni expresniho profilu 3 gend, které byly vybrany pro dalsi

experimenty.
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Obr. 4: Expresni profily IRS-gent u ruzné nasatych nymf I. ricinus.

IRS-13: N.D. - nedetekovana exprese
IRS-23: DO vs. D1 *** p < 0,001; D1 vs. D2 *** p < 0,001.
IRS-26: DO vs. D1 * p < 0,05.
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Vsechny mnou analyzované inhibitory serinovych proteaz jsou charakteristické
nejvyssi expresi daného genu prvni den po sani, vyjma IRS-13. IRS-13 patii mezi serpiny,

U nichZ je maximalni exprese genu dosazeno v poslednich dnech sani.

Poté, co byly vybrany 3 geny (IRS-10, -20 a-22), byla pro potvrzeni expresnich

profilii zopakovana kvantitativni PCR analyza s novou sadou cDNA.
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Obr. 5: Expresni profily vybranych genu u rizné sajicich nymf I. ricinus.

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

IRS-10, -20 a-22 se mezisebou lisi v RCL smyéce, coz je usek occa 20
aminokyselinach, jenz se shoduje s aminokyselinami v aktivnim centru cilové peptidazy,

¢imz urcuje selektivitu serpint. Proto byly pro dalsi experimenty vybrany pravé tyto geny.

RCL
\
[ |
10 20 P1 30 40
UV [PV IV IO (SRS - = SUUPIP IO (ORI ISP IO
IRS-10 HKAVLEVSEEGSEASSGTGVVILHGFARSVA-—-—-—-——— FVADHPFLLFI
IRS-13 HKASVKVNEEGTEAAAASGAVFARTELGSPIVE-—---- FKVDHPFLFSI

IRS-16 HKAMIEVSEEGTVTAAVTTVRTVNG
IRS-20 QKAFVEVNEEGTEAAVVSGVIGARR
IRS-22 HRAMVEVSEEGTFAATTPSINARIS
IRS-23 HMAVGEVNEGGTKASAATGNSGN(
IRS-24 HKAATEVNEEGTVAAAATVVIASHS
IRS-25 HEAALDVDEKGTQASASTVAVIVYR
IRS-26 HNAMIEVSEEGTVAAAVTT
IRS-27 HKAVIEVNEKYSEAAAVTAVGVSHI

SEAHHHESF----MDVDRPFLEYTI
CSRSQPTHIV--LKVDHPFIX--
PHS---————-- FAVNRPFLEYX
GTPR--—-————-- FSVDRPFVFAL
HARSIAVPEIRRFHVDHPFLEFYI
GGTLTAD----- VSVDHPFLFEFFI

Obr. 6: RCL alignment serpinovych genu. P1 cleavage site v RCL smy&ce.

6.2.1 Transformace plasmidu do E. coli

PCR produkt pro kazdy gen, pfipraveny standardni PCR se specifickymi primery, byl
zaligovan do pfipraveného plasmidu pLL10. Poté nasledovala transformace tohoto plasmidu
do E.coli TOP10 (ThermoFisher Scientific) akoloniova PCR za pouziti genové
specifickych primerd.

Uspésnost transformace byla provedena kontrolni elektroforézou pro selekci

pozitivnich a negativnich kolonii.

Po nezdafilé koloniové PCR pro serpin IRS-22, kdy opakované nevychazely

negativni kontroly, byla ptiprava dsRNA pro tento gen prozatim ukoncena.
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Obr. 7: Koloniova PCR za pouZiti genové specifickych primera (transformace).

Marker (M) o velikosti 200 - 1500 bp. Elektroforeticka separace plasmidové DNA testovanych kolonii.

Na jeden gen odpovidd 15 kiizkd/kolonii. Krouzkem jsou oznaeny ty pozitivni kolonie, jez byly vybrany

pro dalsi kroky. PK - cDNA jednodennich nymf. NTC - negativni kontrola.
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6.2.2 Purifikace linerizovaného plasmidu a hybridizace IRS-10 a IRS-20

Po ovéteni Gspésného vlozeni inzertu do plasmidu (provedeno spole¢nosti SEQme)
byl tento plasmid pouzit k restrikci a nasledné purifikaci. Kontrolni elektroforézou byla

ovéiena Uspésnost restrikce.

10X 10A; uncut 20X 20A uncuft

MM

Obr. 8: Ovéfeni plasmidu po restrikci pro gen IRS-10 a IRS-20. Molekulovy marker
o0 velikosti 200 - 1500 bp. 10X, 20X - plasmid §tépeny Xbal, 10A, 20A - plasmid $t€peny Apal. Pro kontrolu

pouzit nestépeny plasmid (uncut).

Poté nasledovala syntéza ssRNA, jeji purifikace (kapitola 4.3.6) a hybridizace ¢ili
syntéza dvouvldknové RNA pro IRS-10 a IRS-20. Gelovou elektroforézou byla rovnéz

ovéfena uspésnost hybridizace.

10X 10A dsRNA © 20X 20A dsRNA’

gt
1 b n<mn . ——“
[

2

~ MM
Obr. 9: Kontrola piipravy dsRNA pro umléeni IRS-10 a IRS-20. Molekukovy

marker velikosti 200 - 1500 bp. 10X, 20X - sSRNA po restrikci plasmidu enzymem Xbal. 10A, 20A - ssSRNA
po restrikci plasmidu enzymem Apal. dsRNA - hybrid.
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6.3 Studium ulohy vybranych serpind prisani nymf I. ricinus
pomoci RNAI

6.3.1 Ovéreni silencingu

Pfed samotnym pokusem in vivo bylo nutné ovéfit, zda ptfipravena dsRNA pro dany
gen zpusobi vypnuti genu. Jako negativni kontrola byla pouzita GFP, aby vSechny nymfy

prodélaly stejny proces (kapitola 4.4.1). Silencing genu byl ovéfen pomoci qPCR
se specifickymi primery.

IRS-10 silencing IRS-20 silencing
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14000-

3 )

< 12000- e

=] = 1004
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o 10000 o R

o i — g e

g 4007 o 504 e

g- & s
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cfp IRS-10 IRS-20 GFP IRS-10 IRS-20
Obr. 10: Ovéreni silencingu pro geny IRS-10 a IRS-20.

GFP (kontrolni skupina) odpovidala 100 % exprese. V piipadé IRS-10 silencingu
nedosSlo k uml¢eni exprese daného genu, ale naopak k over-expresi. U genu IRS-20 byla

exprese snizena na 8,9 %, ptic¢emz exprese genu IRS-10 byla téméf nezménéna (~ 84 %).

6.3.2 VIiv serpini na fitness klist’at

Po otestovani silencingu danych genii byla provedena RNAi invivo (kapitola
4.4.2.2). Treti den od nasazeni nymf na mysi probihaly kontroly nymf v danych ¢asovych
intervalech. Byly zapisovany poéty prisatych/neptisatych/mrtvych/odpadlych nymf.
V tabulce 11l je zaznamenana uspés$nost sani nymf vyjadiena jako pomér pln€ nasatych vici
v§em nasazenym nymfam pro kazdou skupinu (GFP, IRS-10, IRS-20). U nymf s knock-
outovanymi geny v porovnani s kontrolnimi nymfami bylo zaznamendno mirné sniZeni,

predevsim u nymf s IRS-10 KO (88,9 %).
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Tab. I11: Uspésnost sani nymf (%6).

Skupina I. (¢erven) I1. (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 %)

*PIn¢ nasaté nymfy/nasazené nymfy.

Rovnéz byl zaznamenavan c¢as, kdy byly odpadlé nymfy sbirany. Na obr. 10 je
zachyceno procento jeste sajicich nymf v daném case z celkového poctu plné nasatych nymf.

Mrtvé a/nebo nepfisaté nymfy byly z vyhodnocovani vytazeny.

150+
—-&— GFP IRS-10 KO —4&— IRS-20 KO
e
g
c 100'
=
59
59
® 50-
3
c 1 1 ] v
0 1 2 3 4
Doba sani (dny)

Obr. 11: Doba sani nymf v priitbéhu in vivo pokusu.

Prvni dva dny saly prakticky vSechny nymfy, naprosta vétSina odpadla treti
nebo ¢tvrty den po nasazeni, coz odpovida standardnimu prabéhu sani nymf I. ricinus
na mysi. Zatimco U GFP tfeti den salo jiz pouze 27,5 %, u KO ve stejnou dobu salo vice
nez 40 % nymf, konkrétné u IRS-10 KO nymf 42,5%, ulRS-20 KO 41 %. Nicmén¢
porovnani mezi geny neukazalo signifikantni rozdily, které by byly mozné statisticky

prokazat.
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PIn¢ nasat¢ nymfy byly pozvazeni ulozeny do chovu apo 3 mésicich byla
vyhodnocena uspésnost metamorfozy do stddia dospélce. Rovnéz byl zaznamenan pomér

pohlavi v jednotlivych skupinach (viz tabulka IlI).

Tab. I11: Metamorféza nymf do stadia dospélce (%).

Skupina Zivotaschopny samec  Zivotaschopna samice proména
GFP 21 30 94,40 %
IRS-10 KO 22 18 83,00 %
IRS-20 KO 20 26 86,80 %

Zatimco U kontrolnich nymf se ptevléklo 94,40 %, u nymf s knock-outovanymi geny
bylo zaznamenano mirné snizeni. U nymf IRS-10 KO metamorfovalo 83,00 % u nymf
IRS-20 KO 86,8 %. Primérna hmotnost odpadlych nymf v GFP skupiné byla 4,35 mg.
Nymfy s IRS-10 KO primérné¢ vazily kolem 4 mg, kdezto nymfy s IRS-20 KO ptiblizné
4,28 mg. Statisticky zde nebyl prokazan vyznamny rozdil. Obecné ovSem plati, ze samice

vyvinuté z nymf . ricinus jsou pfirozené vétsi nez samci.

Hmotnost nymf
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1 T T !
GFP IRS-10 KO IRS-20 KO

Obr. 12: Hmotnost odpadlych nymf.
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6.3.3 VIliv serpinii na pi‘enos borelii B. afzelii

Dva tydny od nasazeni nymf na mysi byl pokus ukonc¢en pitvou mysi a odbérem cCtyt
organt — ucho, srdce, mocovy méchyt a kloub-kotnik, z nichz byla nasledné izolovana DNA.
V této DNA byla pomoci qPCR detekovana ptitomnost borelii (flagelin). U pozitivnich
vzorkt byla provedena jest¢ qPCR pro mysi B-aktin. Vysledek byl vyjadien jako pocet
borelii na 10° mysich genomtl.

Absolutni kvantifikace vychazela z nasledujiciho pfepoctu: 1 pg DNA = 978 Mb,

mysi genom ~ 2,5Gb, boreliovy genom =~ 1,5Mb. Oba provedené pokusy probihaly
za stejnych podminek qPCR.

Pokud byl boreliemi napaden alesponn jeden organ, byla tato my$ povazovana
za infikovanou. Jedna mys$ s vypnutym genem IRS-10 i IRS-20 nebyla boreliemi viibec

nakazena (viz tabulka IV).

Tab. IV: Pocet infikovanych mysi.

Skupina L. (erven) 11. (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: Pienos borelii B. afzelii na 10° mySich genomii pro kazdy organ po vypnuti

specifického genu.

U nymf sumléenym genem IRS-20 byla zaznamenana nizSi pfitomnost borelii
Vv porovnani s GFP skupinou, konkrétné v mo¢ovém meéchyti a srdci. V mocovém méchyti
bylo zjidténo v priméru 29 428 borelii/10° mysich genomd, oviem u mysi, na nichz saly
nymfy s knock-outovanym genem, bylo zaznamenano primémé 9 667 borelii/10° mysich
genomu. Patné vétsi rozdil byl zaregistrovan v srdci, kde u kontrolnich nymf bylo pfeneseno
6 037 borelii/10° mysich genomii, ale unymf sIRS-20 KO to bylo pfiblizné 1198

borelii/10° mysich genom. Neplati to oviem pro ucho a kloub.

U nymf sIRS-10 KO, ackoliv se jednalo spiSe o over-expresi daného genu, byl
zachycen podobny trend. V moc¢ovém méchyii bylo oproti kontrolni skupiné nymf pfitomno
primérné 13 618 borelii/10° mysich genomii, a zrovna tak v srdci byl zachycen vétsi rozdil
oproti GFP skuping, kde bylo zjisténa ptitomnost 3 218 borelii/10° mysich genomii. RovnéZ
to ale nelze tvrdit pro ucho a kloub. Zminéné rozdily u obou knock-outovanych genech vsak

nejsou statisticky prikazné.
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7 Diskuze

Klist'ata jsou nejcastéjsSimi krevsajicimi ektoparazity, jez napadaji nejen rizné druhy
zvirat, ale i ¢lovéka. Pro svého hostitele ptredstavuji velkou hrozbu, nebot jsou vektory
mnoha patogenu, jez se do hostitele pienaseji ve slinach klistéte béhem sani. Obrana
proti klistéti je proto z 1ékarského i veterinarniho hlediska velmi dualezita (Willadsen et al.,
1999).

Serpiny, patfici mezi vyznamé inhibitory serinovych protéz, jsou zajimavé nejen
svou strukturou (Silverman et al., 2001), ale i schopnosti inhibice cilovych peptidaz tzv.
sebevrazednym mechanismem (Huntington et al., 2000). Serpiny jsou hojné studovany
pro jejich funkce v biologickych procesech, jako je koagulace krve, fibrinolyza,
programovana bunécna smrt nebo zanét (Irving et al., 2000). Analyza sekvence rtuznych
genomt piispéla k objevu velkych rodin serpini U mnohobunéénych 1 jednobunéénych
organismi. Objeveni velkého mnozstvi serpinovych transkriptl u klist'at lze povazovat
za nepiimy dikaz, Ze i klistata jsou schopna kodovat velké rodiny serpini. Mulenga et al.
(2009) tento fakt potvrdil osekvenovanim genomu klistéte Ixodes scapularis, v némz byla
objevena rodina 45 sepinti. V porovnani s lidskym genomem, ktery koduje 36 prozatim
znamych serpinti (Law et al., 2006), se jedna o velmi rozmanitou ¢ast genomu, ackoliv

biologicka funkce vétSiny serpind v I. scapularis neni objasnéna.

U lidi a ostatnich obratlovct byly probadany tzv. neutrofilové extracelularni pasti
(NETS), coz jsou sité vlaken slouzicich imunitnimu systému k zachyceni patogena.
SerpinBl, exprimovany makrofagy a neutrofily, je schopen omezit aktivitu NETs. Farley
et al. (2012) ve své studii prokazal, ze tento serpin inhibuje neutrofilni elastazu, katepsin G
a proteinazu 3 uplatiiujicich se v eliminaci intracelularnich patogent. U jiného serpinu,
naptiklad al-antitrypsinu, bylo zjisténo, ze podporuje plicni tkan v obrané proti infekci
Pseudomonas aeruginosa u mysiho hostitele (Jiang etal., 2013). Titiz autofi dale
demonstrovali, ze al-antitrypsin redukuje bakterialni infekci v plicich potlacenim degradace
proteinu Vv hostiteli zprostiedkované neutrofilni elastazou. Serpiny jsou pro své funkce
Vv poslednich letech studovany i v evropském klistéti Ixodes ricinus, kdy je cilem analyzovat
exprese téchto genli v pribéhu sani a zameéfit se na ty serpiny, které mohou hrat dilezitou
roli béhem sani klistat a pfenosu patogent. Funkcni analyza serpinli by neméla byt
podcenovana, nebot’ jejich probadanim lze piispét k pochopeni jejich farmakologického
vyuziti, naptiklad pro pfipravu rekombinantnich proteint pro vyvoj vakcin. Vyuziti serpinti

pro protiklistéci vakciny predstavuje jedno z feSeni, jelikoZ zastupci téchto inhibitorti hraji
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klicovou roli v regulaci metabolismu ¢lenovet a v regulaci hemostazy hostitele. Imamura
et al. (2005) publikoval praci, v niz pouzil serpin z klistéte Haemaphysalis longicornis jako
vakcina¢ni protein. Tento serpin byl oznaCen jako Haemaphysalis longicornis serpin-
2 (HLS2). RT-PCR analyzou bylo zjisténo, ze HLS2 mRNA transkript je exprimovan
v hemolymf¢ sajicich klist'at a nikoliv ve slinach. Pisobenim rekombinantniho HLS2 byla
prokazana prodlouzena doba koagulace a inhibice aktivity trombinu. U kralikd, ktefi byli
timto proteinem vakcinovani, byla ziskana protektivni imunita proti klistéti. Studie prokazala
44,6% tmrtnost nymf a 43% umrtnost dosp€lych klistat. Sugino et al. (2003) ve své praci
rovnéz pouzil serpin z klistéte Haemaphysalis longicornis, ovsem tentokrat se jednalo
0 HLS1. Transkripce mRNA genu HLS1 byla zjiSténa pouze ve sttevé klistat sajicich
24-48 h po nasazeni. Vakcinace kraliki rHLS1 proteinem exprimovanym v E. coli méla
zanasledek 43,9% a11,2% Umrtnost nymf adospélct, ktefi byly krmeni na téchto
imunizovanych kralicich. Jinymi serpiny pouzitych k vakcinaci dobytka byly RAS-1
aRAS-2 zKklistéte R. appendiculatus. Vakcinace dobytka smésici téchto serpini vedla
u nymf K vyraznému snizeni ve schopnosti sat a doslo k 28% a 43% navyseni v imrtnosti
samic a samci dospélych klistat (Imamura et al., 2006). Podobnych vysledkt bylo dosazeno
po vakcinaci smésici serpini RAS-3/-4 spolu s 36-kDa imunodominantnim proteinem

RIM36 (Imamura et al., 2008).

Jednou z moznosti, jak otestovat funkci daného proteinu, je jeho knock-outovani
neboli vypnuti, coZ se nasledn¢ sleduje zménami fenotypu. RNA interference patii

mezi metody, kterou Ize vyznamné snizit expresi vybraného proteinu nejen v klistéti.

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo stanovit expresni profily IRS10-IRS-27
u rizné sajicich nymf klistéte Ixodes ricinus a poté pfipravit dsRNA, pomoci niz se vypne
exprese vybranych serpini v klisteti a nasledné sledovat vliv  RNAI na fitness klistat

a na ptenos borelii do mysiho hostitele.

Stanoveni exprese IRS10-1RS-27

Expresni profily dosud analyzovanych serpini u nymf I. ricinus lze rozdélit do 3
skupin. Prvni skupinou jsou serpiny, které dosahuji nejvyssi exprese genu prvni den po sani
(kuptikladu IRS-1, -4 -8, -9, -14). Druhou skupinou jsou serpiny, jejichZ exprese postupné
roste v ¢ase a maximalni exprese genu dosahnou az plné nasaté nymfy (napt. IRS-2, -5).
A teti skupina zahrnuje serpiny s nevyhranénym profilem, (IRS-3, -7, -15, -18) (osobni
sdéleni dr. Langhansové, nepublikovana data). Jinak tomu nebylo ani u mych analyzovanych

inhibitorti serinovych protedz. Témer vSechny serpiny vykazovaly nejvyssi exprese V prvnim
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dni po pfisati. Pro IRS-10, -20 a-22 bylo toto zvySeni signifikantni v porovnani
s nenasatymi nymfami i nymfami sajici 2 nebo 3-4 dny. To samé plati pro serpin IRS-23
a IRS-26, u nichz byla rovnéz prokazana vyznamnost v prvnim dni sani oproti nenasatym
nymfam. Vyjimkou byl gen IRS-13, u néhoz bylo nejvyssi exprese dosazeno az v poslednich
dnech sani, zatimco v prvnim a druhém dni nebyla detekovand zddna exprese tohoto genu.

Serpinovych gent s timto typem expresniho profilu je prozatim nejméng.

Priprava dsRNA pro IRS10-22

Na zaklad¢ vysledkii exprese inhibitorti serinovych proteaz byly vybrany tii geny
pro vyrobu dvouvlaknové RNA. Jednalo se o geny IRS-10, -20 a -22. Jak bylo jiz zminéno
v literarni Casti, dalezitou oblasti, jez je zodpovédna za interakci s cilovymi proteazami,
se nazyvd RCL (reactive center loop). Tato smycka tvoii pruzny usek 0 17-20
aminokyselinach, které se shoduji s aminokyselinami v aktivnim centru cilové peptidazy.
Tim je zajisténa selektivita serpint (Silverman et al., 2001). Z téchto divodu byly vybrany
tyto tfi geny (IRS-10, -20, -22), nebot’ se mezi sebou lisi v RCL smy¢ce.

Béhem piipravy dsRNA danych genii byly jednotlivé kroky pribézné ovétovany
a/nebo kontrolovany gelovou elektroforézou. Uspésnost transformace plasmidu do E. coli
byla ovétena elektroforézou pro selekci pozitivnich a negativnich kolonii. Z dané bakterialni
suspenze byl poté izolovan plasmid. Spolecnosti SEQme s univerzalnimi primery M13 byla
provedena kontrolni sekvenace dle Sangera, kterou bylo potvrzeno, ze doslo k Gspésnému
vlozeni inzertu do plasmidu. Diky gelové -elektroforéze byla ovéfena i upéSnost

hybridizované dsRNA pro IRS-10 a IRS-20 (viz kapitola 6.2.2).

Pro serpin IRS-22 byl experiment v pribéhu transformace docasné pozastaven.
Pti koloniové PCR opakované¢ nevychazely negativni Kkontroly. Je mozné, ze doslo
bud’ ke kontaminaci vzorku piijeho manipulaci, nebo byla kontaminovana negativni
kontrola (PCR voda). Je tfeba dbat vy$si opatrnosti piipraci avyvarovat Se,.cross
kontaminaci®, Cili pfipravit si jako prvni negativni kontrolu, aby se zabranilo piipadné

kontaminaci bakteriemi.

Ovéreni silencingu

Pripravena dsRNA genu IRS-10 aIRS-20 byla nymfam klistéte Ixodes ricinus
aplikovana mikroinjekci, coZ je jedna z nejcastéji pouzivanych metod (de la Fuente et al.,
2007). Jednoznacéné se podafilo umicet gen IRS-20. Exprese genu u nymf sajicich 1 den,

coz byla doba, kdy bylo dosazeno nejvyssi exprese tohoto genu (viz kapitola 6.1), byla

47



snizena na 8,9 % V porovnani s kontrolnimi nymfami (GFP ~ 100 %). Exprese genu IRS-10
s primery pro gen IRS-20 nebyla vyznamné zménéna (84 %), coz potvrzuje fakt, Ze umlceni
IRS-20 je genové specifické. Nicméné injikaci dSRNA pro gen IRS-10 nedoslo k silencingu
genu, nybrz k jeho over-expresi se specifickymi primery pro IRS-10, i S témi nespecifickymi
pro IRS-20. V ptedchozich studiich bylo zjisténo, ze geny IRS-10, -11 a-12 maji velice
podobné slozeni aminokyselin v RCL oblasti, coz by mohlo mit zanasledek jejich
vzajemnou spolupraci, atim vzajemné ovliviiovani (nepublikovana data dr. Chmelafe).
Injikaci IRS-10 dsRNA tedy mohlo teoreticky dojit k silencingu IRS-10, ovSem zaroven
zvySeni exprese IRS-11 a/nebo IRS-12, coz mohlo pravé byt zachyceno real-time PCR
(za ptedpokladu, ze pouzité primery pro IRS-10 amplifikuji i sekvence IRS-11 a/nebo IRS-
12).

Pro zhodnoceni  vlivu serpinové over-exprese nebo mislokalizace  serpinu
Vv organismu bylo vyvinuto mnoho transgennich mysi, rovnéz byly identifikovany dva typy
ptirozenych mutaci (Serpinbl10 a -i2). Pouzitim mysich modeli byly pribézné zkoumany
funkce lidskych serpint. Doposud bylo vybrano 23 lidskych serpint pro studie za vyuziti
mysi (Silverman etal., 2010). OvSem studovani cilovych geni ma dvé nevyhody. Prvni
nevyhodou je skuteCnost, ze exprese genu nemusi mit stejnou tkanovou distribuci
nebo shodnou funkci mezi orthology (mys x clovek). Napiiklad protein C inhibitor
(SERPINA5) je ulidi exprimovan Vcévach aseminalni tekuting, kdezto
v mysich reproduk¢nich organech je ptitomnost tohoto inhibitoru omezena (Gianotten et al.,
2004). Druhou nevyhodou je, ze mySsi vlastni vice paralogh serpini (napf.
SERPINAL, -A3, -B1, -B6 a-B9), ale nemaji zadné ortology serpini v lidském genomu,
napi. SERPINA2, -4 nebo -All. Zrovna tak funkce jednoho lidského serpinu muze byt
zastoupena né&kolika serpiny u mysi nebo naopak (Silverman et Lomas, 2007). Fenotyp
knock-outovaného genu je rovnéz mozné chybné interpretovat, pokud cilovy ¢i zkoumany
gen je chybny. Ortologni serpiny vykazuji velmi ¢asto onu podobnou sekvenci v RCL
smycce (napf. existuje podobnost mezi mySim Serpinb6a a lidskym SERPINB6), ¢imz
inhibuji stejnou cilovou peptiddzu nebo mohou demonstrovat podobnost expresniho profilu
ve tkani (Kaiserman et al., 2002; Sun et al., 1997). V nasem pftipad¢ nejde ptimo o zkoumani
funkce genu mezi dvéma odlisnymi druhy, ale je tim mozné demonstrovat, ze mize dochazet
k over-expresi iV jednom druhu a ovlivnit ¢i pozménit vyslednou expresi genu druhého,

toho zkoumaného.
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Vliv serpinii na fitness klistat a na prenos borelii B. afzelii do mysiho hostitele

RNA interference, jinymi slovy umlcovani genti, Se pouziva pro zkoumani funkci
mnoha riznych gent ato nejen v klistatech, aleiu dalSich eukaryotnich organismu.
Funkéni analyzy byly provedeny u klistat roda Amblyomma, Ixodes, Haemaphysalis,
Dermacentor, Rhipicephalus (Boophilus) (de la Fuente etal., 2007). Obecné¢ pii RNAI
invivo experimentech je hodnocena doba pieziti injikovanych klistat, schopnost sani
a schopnost kladeni vajicek, coz slouzi k analyze efektu genového silencingu v oblasti
krmeni a reprodukce (de la Fuente et al.,, 2007). RNAI byla poprvé vyzkouSena u samic
klistéte Amblyomma americanum, kterym byla mikroinjekéné aplikovana dsRNA genu HBP
(histamin vazajici protein), ¢imz se podafilo snizit tvorbu HBP transkriptt (Aljamali et al.,
2002). Je znamo, Ze infekce klistéte patogenem vede ke zménam v transkriptomu. Odlisna
exprese genll byla zaznamenana napiiklad v ovariich klistéte D. variabilis nakazenych
ricketsiovou infekci (Mulenga etal.,, 2003) nebo veslinnych zlazach klistéte
R. appendiculatus infikovanych parazitem Theileria parva (Nene etal., 2004). Byly
i charakterizovany proteiny, jez jsou kli¢ové v infekci a v ptenosu spirochét B. burgdorferi.
Jednim takovym protein je povrchovy protein C, tzv. OspC, jehoz pfitomnost je vyZadovana
pro pienos borelii u klistéte Ixodes scapularis (Pal etal.,, 2004b). Pal etal. (2004)
identifikovali i dalsi povrchovy protein, ato OspA jako bakterialni ligand pro TROSPA
geny ademonstrovali, Ze sniZzenim exprese TROSPA geni prostiednictvim RNA
interference dochazi k vyznamnénu snizeni adherence dané bakterie na stievni epitel klistéte

I. scapularis, coz snizuje pfitomnost borelii u tohoto klistéte (viz dale).

V této diplomové praci byly nymfy klistéte Ixodes ricinus rovnéz injikovany dsRNA
danych gent pomoci mikroinjekce. Cilem bylo zhodnotit vliv aplikované dsRNA na fitness
klistat, respektive na jejich schopnost sat, hmotnost, metamorfézu a schopnost pieziti
po injikaci této dsRNA. Pro zkoumani vlivu dsRNA na ptenos borelii do mysiho hostitele

byly pouzity nymfy nakazené B. afzelii.

Samotnou aplikaci dsRNA piezily téméf vSechny nymfy. OvSem unymf
s knock-outovanymi geny byla zaznamenana nizsi schopnost sani, konkrétné¢ IRS-10 KO
88,9 % a IRS-20 KO 96,4 %. Snizena schopnost sat byla u klistat zjisténa jiz pfi silencingu
proteinu Salp14 (Narasimhan et al., 2004) nebo inhibici homologu synaptobrevinu a nSecl
u klistéte A.americanum (Karim etal., 2004). Umléenim serpinovych gentu z klistéte
Rhipicephalus haemaphysaloides, RHS-1 a RHS-2, se také zjistilo, Ze negativné ovliviiuji

schopnost klist'at se pfisat, ¢imz snizuji i budouci schopnost metamorfozy do dalsiho stadia
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(Yu etal., 2013). V porovnani s kontrolnimi nymfami byla rovnéz zjisténa odlisnost v dob¢
sani, kdy tfeti den po nasazeni salo jesté pres 40 % nymf s KO geny, zatimco u GFP nymf
salo uz pouze 27,5 %. Lze tedy fici, Ze silencing téchto dvou gent ma vliv na schopnost
adobu sani unymf klistéte . ricinus. Po 2-3 meésicich bylo zkontrolovano, zda doslo
U nasatych nymf k pfeméné do stadia dospélce. 1V tomto piipadé byla zjiSténa snizena
schopnost metamorfozy. U nymf sumlcenym genem IRS-10 metamorfovalo jen 83 %,
s kontrolni skupinou, kdy byla metamorfoza Gspé$na z 94,4 %, je ziejmé, ze i zde silencing
IRS10/20 ovliviuje schopnost promény do dal§iho vyvojového stadia. OvSem nebyl
prokazan  vyznamny rozdil v hmotnosti kontrolnich nymf (4,35mg) anymf
s knock-outovanymi geny (IRS-10 KO ~ 4 mg, IRS-20 KO ~ 4,28 mg).

Nekteré studie se zabyvaly funkci subolesinu, u kterého byl prokazan vliv na ubytek
hmotnosti klist'at, na schopnost samic klast vajicka a celkové ovliviioval vitalitu jedinct,
pokud byla sniZzena koncentrace mRNA tohoto proteinu diky RNAi (de la Fuente et al.,
2006a; 2006b; Nijhof etal., 2007). Silencingem genu pro ferritin 2, jez je vyznamny
pro vstiebavani zeleza b&hem sani, doSlo rovnéz k problémim pfisani nymf klistéte
I. ricinus (Hajdusek et al., 2009). Pokud nymfy nejsou schopny sat, dochazi ke snizeni
hmotnosti a schopnosti proménit se do dospélce. Geny IRS-10 a IRS-20 maji sice vliv
na schopnost sani, ukazala se rovnéz isnizena schopnost metamorfozy, ale ve hmotnosti

odpadlych nymf nebyl prokazan vyznamny rozdil.

Nymfy nakazené B. afzelii saly na mysich po dobu 3-4 dnti. Béhem této doby mohlo
dojit k pfenosu borelii do mysi prostiednictvim SAT efektu. Po dvou tydnech byly mysi
usmrceny a byly jim odebrany organy, konkrétné ucho, srdce, mocovych méchyi a kloub.
Pokud byl alespon jeden z téchto organli napaden boreliemi, byla tato myS povazovana
za infikovanou. Zajimavé je, Ze u obou testovanych genti jedna mys$ nebyla infikovana
vibec. U nymf s IRS-10 i u nymf s IRS-20 KO geny bylo zji§téno snizené mnozstvi borelii
v srdci amocCovém méchyii, coz ale neplatilo pro ucho akloub. OvSsem kvuli vysoké
variabilité v ramci skupiny ony zminéné rozdily nejsou statisticky vyznamné. Doposud bylo
zjiSténo, ze napf. skupina proteini ISAC ma4 signifikantni vliv na pfenos borelii
(B. burgdorferi) v travici soustavé klistéte (Soares et al., 2005), nebot’ snizenim exprese
téchto proteinli doslo ke sniZeni poctu borelii béhem pfenosu. SniZzenim exprese mRNA
TROSPA gent rovnéz doslo ke snizenému poctu bakterii v klistéti (Pal etal., 2004).

U klistéte rodu Ixodes byla zkoumana V pfenosu borelii role proteinu Salpl5,
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unéhoz se ukazala pfitomnost komplementdrnich vazebnych domén k povrchovym

proteiniim B. burgdorferi (Hojgaard et al., 2009).

V nasi praci bylo zjisténo, ze geny IRS-10, -16, -20, -22, -23, -24, -25, -26 a -27 jsou
charakteristické stejnym expresnim profilem, kde je maximalni exprese genu dosazeno
Vv prvnim dni po pfisati. Vyjimku tvoii IRS-13, jez se fadi mezi serpiny, u nichz je nejvyssi
exprese genu az V poslednich dnech sani. Podafilo se dosdhnout silencingu genu IRS-20,
ovSem progen IRS-10 se jednozna¢né nejednalo o umléeni genu, ale pravdépodobné
0 over-expresi, jez mohla byt zplsobena pfitomnosti jinych serpinovych gent
(IRS-11-IRS-12) snazicich se kompenzovat mozné potladeni exprese mRNA pro IRS-10,
coz mélo za nasledek expresi genu dosahujici vice jak 100 % vici kontrole. Oba geny ovSem
vykazuji podobné ucinky na pienos borelii B. afzelii. Zatimco v srdci a v moc¢ovém méchyti
doslo k mirnému snizeni v po¢tu borelii, pro ucho akloub to neplati. AvSak kvuli vysoké

variabilité a odchylkam v rdmci skupiny nelze tento pokles povazovat za prikazny.

| kdyz neni uml¢enim genti IRS-10 i IRS-20 vyznamny rozdil ve hmostnosti nymf, je
patrny mirny negativni Vliv na schopnost sani, dobu sani i metamorfozu do stadia dospélce,

coz naznacuje, ze dané serpiny (IRS-10, -20) teoreticky mohou mit vliv na fitness klist’at.

V budoucnu by bylo dobré udélat vicenasobné knock-outy, ¢imz by se umlcéelo vice
genll najednou, a dosahlo by se tak vyraznéj$i zmény ve fitness klist'at. Je pravdépodobné,
Ze U takového knock-outa by se ukazal opravdu silny fenotyp, respektive statisticky
vyznamny rozdil v hmotnostni nymf, schopnosti sani, dobé sani nebo vV metamorfoze

do stadia dospélce.

51



8 Shrnuti

Byla vypracovana literarni reSerSe soucasnych poznatkti o serpinech krevsajicich
¢lenovcu a jejich potencialnim vyuziti v humanni medicing.
Byla pfipravena ¢cDNA zrizné nasatych nymf klistéte Ixodes ricinus (nenasaté
nymfy, nymfy sajici 1 den, nymfy sajici 2 dny, nymfy sajici 3-4 dny).
Pomoci kvantitativni real-time PCR byly stanoveny expresni profily serpint
IRS-10, -13, -16, -20, -22, -23, -24, -25, -26, a -27 v prub¢hu sani nymf.
Byla ptipravena dsRNA pro IRS-10 a IRS-20.
Byl studovan vliv serpinti IRS-10 a IRS-20 pfi sani nymf pomoci RNA interference.
» Zbytkova exprese IRS-20 po injikaci dsSRNA ¢inila 8,9 %. Byl zaznamenan
mirny pokles v metamorfoze do stadia dospélce a mirné snizeni v uspésnosti
sdni, totéz bylo zjiSténo i U hmotnosti nasdtych nymf. Rovnéz byla zjiSténa
delsi doba sani viici kontrolni skupin€. Bohuzel nebylo mozné prokazat tyto
rozdily jako statisticky vyznamné.
» Injikace dsRNA pro IRS-10 vedla naopak k n¢kolikanasobnému zvySeni
exprese IRS-10. Oproti IRS-20 KO zde byl zaznamenan je$té mirnéjsi pokles
V uspé$nosti sani, ve hmotnosti nymf, azrovna tak idelsi doba sani.
Schopnost metamorfozy utéchto nymf byla taktéz snizena. OvSem
ani v tomto piipad¢ nebyly prokazany signifikantni rozdily.
» Prooba geny byla zaznamenana niz§i ptitomnost borelii v porovnani s GFP
skupinou, a to v mo¢ovém méchyti a srdci. Neplati to vsak pro ucho a kloub.
Nicméné ani zde nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil z davodu

vysoké variability v rdmei skupiny.

52



9 Seznam pouzitych zkratek

aPTT aktivovany ¢aste¢ny tromboplastinovy ¢as

BP binding protein

BPTI bovine pancreatic trypsin inhibitor

CRT kalreticulin

DICER endoribonukledza katalyzujici hydrolytické stépeni RNA

DCs dendritické bunky

DNA (cDNA) deoxyribonukleova kyselina (komplementarni DNA)

EDTA kyselina ethylen-diamintetraoctova

GFP reportérovy gen pro vizualizaci exprese proteini (green fluorescent
protein)

HBP protein vazajici histamin

HRF faktor uvolnujici histamin

HLS-1/-2 serpin z klistéte 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 (odd¢lené klecové systémy)

IxscS-1E1 serpin 1E1 z klistéte Ixodes scapularis

KO knock-out (,,vypnuty“ gen)

miRNA micro RNA (jednovladknové ftetézce nekoddujici RNA podilejicich
se na regulaci genové exprese)

MRNA medidtorova RNA

MIP2 macrophage inflammatory protein 2 (makrofagovy zanétlivy protein)

MCP-1 monocytarni chemotakticky protein 1

NET neutrofilova extracelularni past

nSecl hydrolyticky protein z klistéte Amblyomma americanum

PCR polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)

PGE2 prostaglandin E»

PLCyl fosfolipaza Cyl
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RAS
RCL
RISC
RHS-1/-2
RNA (dsRNA)
RNAI
RmS

RT
RT-PCR
SAT
SERPIN
SGE
SialoL
SIRNA
SPF
STAT
TFPI
tHFR
TLR
TNF-a
TRIZOL
TROSPA
gPCR

serpin z klistéte R. appendiculatus

reactive center loop (smycka reaktivniho centra)
RNA-induced silencing complex

serpin z klistéte Rhipicephalus haemaphysaloides
ribonukleova kyselina (dvouvlaknova RNA)

RNA interference

serpin z klistéte Rhipicephalus microplus

pokojova teplota

PCR spojena s reverzni transkripci (pro amplifikaci mMRNA)
saliva activated/assisted transmission (slinami aktivovany pfenos)
serin protease inhibitor (inhibitor serinovych proteaz)
salivary gland extract (extrakt ze slinnych z1az)

sialostatin L

short interfering RNA (RNA uplatiiujici se v procesu interference)
specific pathogen free

signal transducer and activator of transcription

tissue factor pathway inhibitors

tick histamine release factor

toll-like receptor

tumor necrosis factor

reagencie pro izolaci DNA/RNA/proteinu

tick receptor for OspA

kvantitativni real-time PCR
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