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Seznam pouZzitych zkratek
AMP = antimikrobidlni peptidy/proteiny
(antimicrobial peptides/proteins)

Avg = primérny (average)

bp = komplementérni pér bazi (base pair)
BSA = hovézi sérum albumin

Ca = Candida albicans

CCP = complement control protein

cDNA = komplementidrni DNA
(complementary DNA)

CP = carrier protein

CRD = C-type carbohydrate recognition

domain

DAP = kyselina diaminopimelova
(diaminopimelic acid)
DAPI = fluorescencni barvivo 4',6-

diamidin-2-fenylindol

DNA = deoxyribonukleova kyselina

(deoxyribonucleic acid)

dsRNA = dvouvldaknova RNA (double-
stranded RNA)

Ec = Escherichia coli

EDTA = kyselina
ethylendiamintetraoctova

(ethylenediaminetetraacetic acid)
ef = elongacni faktor

FBG = fibrinogen

FBS = signaly tukového télesa
(fat body signals)

FPKM = fragments per kilobase million
FREPs = fibrinogen-related proteins

GFP = zeleny fluorescentni protein

(green fluorescent protein)

IMD = imunodeficience

(immune deficiency)

Ir = Ixodes ricinus

JAK = Janusovy kindzy (Janus kinases)
L15 = Leibovitz’s L-15 médium

LB médium = Luria-Bertani kultiva¢ni
médium

LPS = lipopolysacharid

MCRs = macroglobulin complement-

related

MD-2 = myeloid differentiation factor 2
MDB = membrane desalting buffer

MI = Micrococcus luteus

NCBI = National Center for

Biotechnology Information

NF-«B = Nuclear Factor-Kappa B

NI = non injected

OD = opticka hustota (optical density)

PAMPs = pathogen-associated molecular

patterns



PBS = fyziologicky fosfatovy pufr ROS = reaktivni formy kysliku

(phosphate buffered saline) (reactive oxygen species)

PCR = polymerazova fetézova reakce Sa = Staphylococcus aureus

(polymerase chain reaction) STAT = signal transducer and activator of

PGRP = peptidoglycan recognition transcription protein

proteins TAE = Tris base + Acetic acid + EDTA

PRR = pattern recognition receptors TBEV = virus kli§tové encefalitidy

gPCR = kvantitativni polymerazova (tick-borne encephalitis virus)

fetézova reakce (quantitative polymerase TEP = proteiny obsahujici thioester

chain reaction) (thioester containing proteins)

Rb = rabbit TIL = trypsin-inhibitor like

RCD = regulovana bun&na smrt TLR = Toll-like receptory

(regulated cell death)
TPM = transcripts per milion

RNA = ribonukleova kyselina

) . UV = ultrafialové (ultraviolet)
(ribonucleic acid)

. . Vg = vitellogenin
RNAIi = RNA interference

WSSV = white spot syndrome



1 Uvod

Celosvétoveé maji nemoci prenasené klistaty obrovsky dopad na zemédélstvi a lidské zdravi
(Jones et al., 2008). U nas ve stiedni Evropé€ se klistata bézné vyskytuji a mtizeme si je piinést
prakticky z kazdé prochazky v lese i v parku. Ackoliv klistata svym sanim mohou zpusobit
lokalni zanétlivé reakce ¢i alergickou odpovéd’, jejich negativni vyznam tkvi predevsim v tom,
Ze jsou prenaSeci Siroké Skaly patogent, které zpusobuji onemocnéni lidi i zvifat. Mnoho
z nich vazné ohrozuje lidské zdravi a v krajnich pfipadech i zivot. Klisté je navic schopné
prenaset patogeny na hostitele v jakémkoliv svém vyvojovém stadiu, coz ho ¢ini zajimavym
a dalezitym cilem pro studium. Dal§im alarmujicim divodem, pro¢ by méla byt klistatim
vénovana vetsi pozornost, je, ze kvlli zméné klimatu mnoho druhii kli§t'at migruje a je tak
pravdépodobné, ze béhem nékolika let se v Evropé budou vyskytovat nemoci, které se zde

dfive nevyskytovaly (Semenza & Suk, 2018).

Kompetence klistat prenést patogen je zjevné podminéna schopnosti patogenu vyhybat se
obrannym mechanismiim klistat, jeho perzistenci ve stfednim stievé, Sitenim do hemocoelu a
slinnych zlaz a pfenosem na naivniho hostitele (Hajdusek et al., 2013). Pfestoze schopnost
klistat prenaset patogeny je uzce spojena s jejich imunitnim systémem (Kopacek et al., 2010),
vime o ném stale pomérn¢ malo. Jiz dlouha léta existuje snaha o vytvoreni vakciny proti
klistatim, jako je napfiklad vakcina zalozena na antigenu Bm86 (Willadsen et al., 1989),
vakcina cilena proti ferritinu 2 (Hajdusek et al., 2010), anebo vakcina proti kli§técimu
mikrobiomu (Mateos-Hernandez, 2020), avSak zadnd z téchto vakcin zatim neméla
dostate¢nou ucinnost pro bezpecné pouziti u clovéka. Aby byl vyvoj vakciny uspesny, je
potfeba hloubéji prozkoumat a porozumeét klistécimu genomu, interakcim mezi klistétem,

hostitelem a patogenem, a v neposledni fadé¢ klistéci imunitée.

Hlubsi porozuméni imunitnim dé&jam v klistéti by pomohlo v boji proti patogenim, které tato
klistata prenaseji. Potencialné velmi zajimavym orgdnem, ktery hraje vyznamnou roli
v kli§téci imunite, je tukové téleso. Na zakladé studii na dalSich Clenovcich (Hoffmann &
Reichhart, 2002; Hetru et al., 2003; Lehane et al., 2004) pfedpokladame, ze tukové téleso
klist'at je analogem imunitniho organu u dalSich ¢lenovci, a proto jsem se v této praci zaméfila

na (nejen) imunitni geny exprimované v tomto orgénu.



2 Literarni prehled

2.1 Klistata

Klistata jsou vysoce specializovani obligatni ektoparaziticti ¢lenovci, ktefi se zivi krvi savcd,
ptaka i plazt a vyskytuji se v riznych oblastech po celé Zemi. Prestoze jejich rozsifeni saha
od tropu az do subarktickych oblasti, druhova rozmanitost klistat je nejvétsi v tropickych a
subtropickych oblastech (Anderson & Magnarelli, 2008). Klist'ata jsou rovné€z vyznamnymi
prenaseci vaznych a mnohdy az fatalnich onemocnéni zvifat i lidi, ktera jsou zpisobena
patogeny z fad virt, bakterii i protozoi (de la Fuente et al., 2008a). Prave diky tomu, Ze jsou
jednim z nejCastéjSich prenaseCt chorob, predstavuji klistata velmi vyznamnou skupinu
Clenovcd, které je potieba vénovat pozornost.

2.1.1 Taxonomické zarazeni

Klistata jsou taxonomicky fazena do kmene cClenovci (Arthropoda), tfidy pavoukovcu
(Arachnida), podtiidy roztoCu (Acari) a podiadu klistatovet (Ixodida), ktery se sklada ze tii
Celedi: Celed’ Ixodidae (tzv. tvrda klistata), Celed’ Argasidae (klistaci neboli tzv. mékka
klistata) a monotypicka Celed Nuttalliellidae, kterou reprezentuje pouze jediny druh klistéte

— Nuttalliella namaqua (Guglielmone et al., 2010; Sonenshine et al., 2014a).

2.1.2 Ixodes ricinus

Ixodes ricinus (Linnaeus, 1758) neboli klisté obecné je druhem z Celedi Ixodidae, ktery 1ze
bézné nalézt po celé Evropé€, a to pfedev§im ve vlhCich habitatech s vyssi vegetaci, napf.
na lesnich podrostech, loukach, ¢i dokonce v méstskych parcich (Parola & Raoult, 2001).
Rovnéz se vyskytuje ve vychodni Asii a v severni Africe. Jeho zivotni cyklus zahrnuje celkem
Ctyfi vyvojova stadia (vajicko, larva, nymfa, dospélec) a trva obvykle 2-3 roky, nékdy i déle
v zavislosti na podminkach prostredi. Jedinec v kazdém svém vyvojovém stupni saje vzdy na
jednom hostiteli. Po plném nasati nastava transformace do dalsiho stadia. Z dospé€lct saji krev
vylucné samice, ¢imz mohou znatelné zvétsit sviij objem a vazit az stonasobek své vahy pred
sanim (Anderson & Magnarelli, 2008). Samec oplozuje samici pred ¢i behem jejiho sani
na hostiteli, a po plném nasati oplozend samice naklade vajicka mimo hostitele a zahyne

(Sonenshine et al., 2014a).

L. ricinus je prenaseCem ruznych patogenu, z nichz asi nejvyznamnéj$im je bakterie Borrelia
burgdorferi sensu lato zpusobujici lymeskou boreliézu. Také je vektorem protozoi rodu
Babesia sp. zpusobujicich babeziozu, plivodce tularémie — bakterie Francisella tularensis;

viru klistové encefalitidy (TBEV); rickettsie Anaplasma phagocytophilum — puvodce lidské
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granulocytarni anaplazmézy a mnoha dalSich (Parola & Raoult, 2001; Deviatkin et al., 2020;

Azagi et al., 2020).
2.1.3 Morfologie

Klistata jsou svou stavbou téla velmi blizci obecné morfologii parazitickych roztocu, jelikoz
maji gnathosoma, a zaroven chybi viditelné oddéleni od zbytku téla (Sonenshine et al., 2014a;
Noble & Noble, 1976). T¢la klistat z Celedi Ixodidae maji tvar pfipominajici kapku a jsou
pokryta tegumentem sklddajictho se z vnitini vrstvy epitelidlnich bunek a z vnéjsi vrstvy
pevné kutikuly. Na dorsalni strané téla maji ptitomen tvrdy §titek zvany scutum. Télo se sklada
ze dvou casti, kterymi jsou gnathosoma a idiosoma. Anteriorni ¢ast téla gnathosoma zahrnuje
tzv. capitulum, kde se nachazi ustni ustroji s vyc€nivajicim hypostomem. Hypostom ma
na svém vnéjSim povrchu ventralni, dozadu sméfujici dentikuly a slouzi jako fixni organ a
potravni kandl (Anderson & Magnarelli, 2008). Na zadni Casti téla jsou umistény koncetiny.
Larvalni stadia kli§tat maji Sest koncetin, zatimco nymfy a dospélci maji konCetin osm.
Na prvnim paru koncetin se nachazi jejich hlavni smyslovy organ zvany Hallerav organ

(Parola & Raoult, 2001).

Vnitini organy klistéciho téla jsou obklopeny cirkulujici hemolymfou. Co se tyCe traviciho
ustroji, stfevu predchazi tzv. preoralni kanal, ktery zacina v zadni ¢asti hypostomu a funguje
jako prodlouzeni ust (Sonenshine et al., 2014a). U cCeledi Ixodidae do tohoto kanalu usti
kanalky slinnych zlaz a ptijem krve se stiida s produkci slin do rdny hostitele. Nasatd krev
prochazi diky silnému sacimu hltanu ptes jicen do stieva. Stiedni stfevo slouzi kromé traveni
krve také jako zasobni organ, ktery klistéti umoziuje travit jeho obsah postupné po mnoho
mésicti nebo dokonce let (Sonenshine et al., 2014a). Stfedni stfevo je spojeno s rektalnim
vakem, kde se nestrdveny obsah stfeva zahrnujici napf. odumfelé travici buriky, nestravené
zbytky hemoglobinu a tekutiny z lumen stieva misi s guaninem z malpighickych trubic.
Opakovany pfisun materialu do rektalniho vaku vede k otevieni fitniho otvoru kontrakci
lalokovych svalti a naslednému vyprazdinovani (Sonenshine et al., 2014a). Centrem nervového
systému je kompaktni synganglium, ze kterého vybihaji nervy do vSech oblasti téla. Vyménu
plynt zajistuje komplexni systém trachealnich trubic (vzdusnic), které jsou propojeny

s menSimi trachejemi, kolem nichz se Casto vyskytuji buiiky tukového télesa.
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2.1.4 Tukové téleso ¢lenovcu a klist’at

Tukové t€leso Clenovca je tkan, ktera je analogicka obratlov¢i tukové tkani a jatram (Li et al.,
2019). Nachazi se predevsim u hmyzu, ale mizeme ji nalézt také u dalsich skupin Clenovct
jako jsou napf. klepitkatci, stonozkovci a korysi. Tukové t€leso muaze tvorit jediny typ bunék
nebo naopak rada raznych typt bunék v zavislosti na druhu ¢lenovce a jeho zivotni fazi. Bézné
se vyskytuje jako vrstva bunék tésné pod epidermis integumentu a jako pruhy bunék kolem
organll (Arrese & Soulages, 2010). Toto umisténi umoziuje efektivni pfistup hemolymfy
k burikam tukového télesa. Tukové téleso nema na vSech mistech v organismu stejnou
prevazujici funkci. Tkan umisténa v blizkosti stfev je ¢asto metabolicky aktivnéjsi nez ta, ktera
se nachazi tésné pod kutikulou Castéji se podilejici na ukladani zivin a zdsobovani (Sonenshine
et al., 2014a). NejcastéjSim typem bunék tukového télesa jsou trofocyty, které mohou byt
kvadrového tvaru, jez jsou obvykle mens$i ale pfitomny ve vét§im mnozstvi, obklopujici
reprodukeni a jiné hlavni vnitini organy, kdy potom mluvime o tzv. vnitinim tukovém télese.
Mohou v§ak byt rovnéz tvaru kulatého, jez byvaji vétsi a vyskytuji se jako ptilezitostné shluky
pod epidermis nebo obaluji vzdusnice a byvaji ozna¢ovany jako tzv. periferni tukové téleso
(Denardi et al., 2008; Sonenshine et al., 2014a). Jednotlivé trofocyty jsou k sobé& piipojené
pojivovou tkani. Tukové téleso je u klist'at rozptylené a buiiky tvori komplex se vzduSnicemi,

coz je také divodem, proc je nelze pii pitvé oddélit.

Tukové téleso Clenovci je velmi dynamickou tkani, jez se méni a preskupuje béhem celého
vyvoje organismu. Pravé ve vyvoji hraje tukové téleso nezanedbatelnou roli, a to skrze syntézu
a sekreci riznych regula¢nich molekul zvanych ,.fat body signals (FBS)“ (Zheng et al., 2016).
Tukové téleso ma vliv na rast larev, velikost téla, diapauzu kukel a mize ovliviiovat i délku
zivota (Li et al., 2019). Nekteré metabolické procesy jsou specifické pro konkrétni stadium,
jako je napfiklad syntéza, ukladani a sekrece zasobnich proteini do hemolymfy, které se
vyskytuji u larev, nebo syntéza vitellogeninu (Vg) u dospélct (Arrese & Soulages, 2010).
Praveé Vg je u klist'at zcela kli¢ovy pro spravnou reproduketi, jelikoz u samic zajistuje transport
lipida do oocyti a jejich zrani (Sonenshine et al., 2014a). Bylo také prokazano, ze produkce

Vg souvisi se sanim krve u komara (Wang et al., 2017; Roy et al., 2018).

Tukové téleso zaujima beéhem vyvoje vyznamnou roli také pfi ukladani a vyuziti energie a
vykazuje vysokou biosyntetickou a metabolickou aktivitu (Li et al., 2019). Hlavnimi
zasobnimi latkami v tukovém télese jsou lipidy ve forme lipidovych kapének a glykogen.
Buriky tukového télesa také zajistuji syntézu velkého mnozstvi hemolymfovych proteint a

cirkulujicich metaboliti (Arrese & Soulages, 2010). Napfiiklad trehal6za, nejhojnéjsi sacharid
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v hemolymfé€, je syntetizovana vylucné tukovym télesem (Sonenshine et al., 2014a). Jinymi
slovy, v tukovém télese se odehrava vétsina intermediarniho metabolismu ¢lenovct, veetné
metabolismu lipidi a sacharidl, syntézy bilkovin a metabolismu aminokyselin a dusiku.
(Arrese & Soulages, 2010). Tukové téleso je u klistat také jednim ze zdroji zasobniho
proteinu CP (carrier protein), ktery je béhem vyvoje pfevladajicim proteinem hemolymfy

samcu i samic.

Kromé zasobarny zivin a funkce v energetickém metabolismu ma tukové téleso i dalsi funkce
zahrnujici detoxifikaci organismu, cirkadidnni rytmus a rovnéz u né byla prokdzina role
v sekvestraci hemu a udrzovani homeostazy odstranovanim specifickych latek z hemolymfy
(Sonenshine et al., 2014a). V neposledni fadé ma tukové téleso i imunitni funkci (Arrese &
Soulages, 2010), jelikoz produkuje AMP, které maji velmi vyznamnou dlohu v humoralni
odpovédi organismu proti patogenu, a rovnéz syntetizuje a produkuje nékteré peptidy, které
pomadhaji fagocytéze hemocytu (Yi et al., 2014; Li et al., 2019). Naptiklad u rodu Drosophila
bylo prokazano, ze tukové téleso exprimuje mikroRNA (miR-8) zodpovédnou za produkci a

regulaci AMP jako je drosomycin a diptericin (Choi & Hyun, 2012).

Co se tyce klistat, naptiklad u druhu Amblyomma americanum byly nalezeny transkripty pro
AMP defensin a americin v n¢kolika tkanich vcetné tukového télesa (Sonenshine et al.,
2014a). U druhu Ornithodoros moubata je v tukovém télese exprimovan defensin D
(Nakajima et al., 2002). Tyto informace siln€ naznacuji, ze klistéci tukové téleso se podili
na vrozené imunité. Nicméné v porovndni s ostatnimi ¢lenoveci stile chybi podrobngjsi studie

odkryvajici konkrétni imunitni funkce tohoto organu.
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Obrazek 1: Snimek komplexu vzdusnice/tukové téleso klistéte I. ricinus z mikroskopu s

fazovym kontrastem; TT = buriky tukového télesa, V = vzdusnice.
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2.2 Imunita bezobratlych a klistat

Imunitni systém je komplexnim souhrnem mechanismd, jejichz hlavnimi tlohami jsou
obranyschopnost organismu a imunitni dohled, a zaroven rozpoznavani vlastniho a
autotolerance. Imunitni odpovéd’ nastava v piipadé, ze patogen piekond mechanické bariéry
organismu, jakou je u bezobratlych naptiklad kutikula na povrchu téla ¢i chitinézni membrana
sttev a vzdusnic (Wigglesworth, 1972), a dostdva se do hemocoelu, kde je rozpoznan jako

cizorody.

Imunitni systém zivoCicht je obecné tvofen dvéma zakladnimi typy: vrozenou a ziskanou
imunitou. Ziskana neboli specificka imunita je pfitomna u vyssich obratlovct. Vrozena (také
zvana piirozena ¢i nespecifickd) imunita je evolucné star§Sim systémem vyskytujicim se
u vSech eukaryotnich organismi (Christophides et al., 2004), a zaroven je jedinou imunitou
u bezobratlych. Klist'ata jsou jakozto bezobratli na této primitivni imunité zcela zavisla.
Vrozenou imunitu lze rozdélit na dvé zakladni slozky — humoralni a bunécnou odpoved’.
U klistat bunécna imunita zahrnuje fagocytujici buiky (hemocyty), humordlni zahrnuje
primitivni komplement, AMP a imunitni signaliza¢ni drahy. Mizeme u nich také nalézt
mechanismy jako je RNA interference, reaktivni formy kysliku (ROS) a regulovand bunécna

smrt, které lze téz fadit do vrozené imunity (Fogaca et al., 2021).

Bezobratli dokazou rozliSovat vlastni molekuly od molekul cizich diky pfitomnosti tzv. PRR
receptoru (Pattern Recognition Receptors), na které se vazi molekuly pochazejici z patogenti
zvané PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns). Obvykle se jednd o jejich
povrchové  struktury (lipopolysacharid gramnegativnich bakterii, peptidoglykany
grampozitivnich bakterii ¢i B-1,3-glukany hub), které byvaji spolecné pro mnoho skupin
organismu (Janeway & Medzhitov, 2002; Fjita et al., 2004). Tato vazba pak aktivuje imunitn{
signaliza¢ni kaskddy vedouci ke zniceni patogenniho organismu prostrednictvim fagocytozy,

melanizace, bunécné lyze a dal§ich mechanismu (Hillyer, 2016).
2.2.1 Imunitni signaliza¢ni drahy

Jak v bunécné, tak v humoralni imunité pasobi drahy, které jsou aktivovany po invazi
patogenu do hostitelského organismu a vedou k produkci mnoha efektorovych molekul vCetné
AMP. Mezi ty nejvyznamnéjsi a v soucasnosti 1 nejvice prostudované drahy patii IMD, Toll a
JAK/STAT. Prvni dvé zminéné patii do tzv. NF-kB (Nuclear Factor-Kappa B) signdlnich
drah, jelikoz transkripcni faktory téchto kaskad vazi urCité promotorové oblasti gent

koédujicich AMP. Tyto oblasti obsahuji nukleotidové motivy podobné savéim vazebnym
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mistim pro NF-kB/Rel proteiny. U klistéte jiz byly popsany komponenty vsech tii vySe

zminénych imunitnich drah (Fogaca et al., 2021), ale stdle chybi nékteré kli¢ové informace.
2.2.1.1 JAK/STAT signaliza¢ni draha

JAK/STAT signaliza¢ni draha je kaskadou zahrnujici interakce riznych proteina podilejicich
se na imunité€ proti virim, bunécném déleni, bunécné smrti a protinadorové imunité (Dostert
et al., 2005; Osman et al., 2012; Narasimhan et al., 2014). U mouchy rodu Drosophila hraje
JAK/STAT pouze dopliikovou ulohu béhem bakterialni ¢i houbové infekce, a predevsim

podporuje imunitni odpovéd Toll a IMD drahy (Fogaca et al., 2021).

Kaskada je spusténa chemickymi signaly zvenci buriky a zahrnuje 3 klicové signalizacni
komponenty (Morris et al., 2018). Prvnim jsou tzv. Janusovy kindzy (JAKSs). Kindzy reaguji
s Sirokou skalou cytokinovych receptort, jez predstavuji druhy komponent drahy. Tyto
receptory pienaseji signal pouze za pritomnosti Janusovych kinaz, jelikoz samy o sob& nemaji
kindzovou aktivitu. Hlavni funkci JAK enzymu je vSak fosforylace proteinti rodiny STAT
(Signal Transducer and Activator of Transcription), coz je rodina transkripénich faktort
predstavujici posledni komponent JAK/STAT dréhy. Fosforylace STAT vede k jejich

translokaci do jadra, kde ovliviiuji genovou expresi (Morris et al., 2018).
2.2.1.2 IMD signalizac¢ni draha

IMD drédha (tzv. Immune Deficiency Pathway) je signdlni drdha hmyzu, kterd je stimulovdna
predevSim gramnegativnimi bakteriemi. Muze vSak byt aktivovana i1 nékterymi
grampozitivnimi bakteriemi, jako je napfiklad rod Bacillus (Fogaca et al., 2021). Rovnéz bylo
objeveno, ze je nejefektivnéjsi imunitni obranou komara rodu Anopheles proti pivodci malarie
Plasmodium falciparum (Frolet et al., 2006; Garver et al., 2012). IMD signaliza¢ni kaskadu
aktivuje vazba peptidoglykanu typu DAP (diaminopimelic acid) na peptidoglykan
rozpoznavajici proteiny (PGRP). To vede k translokaci transkripéniho faktoru Relish do jadra

a k produkci AMP a dalsich efektort.

U klistat nebyly nalezeny vSechny komponenty této drahy, pravdépodobné kvili obtizné
anotaci genu, ale dalsi teorie zahrnuji netiplnost drahy ¢i sprazeni a aktivaci skrze Toll drahu
(Capelli-Peixoto et al., 2017). Nicmén¢ vyskyt a funkCnost alespon Casti této drahy byla
u kli§t'at potvrzena (Capelli-Peixoto et al., 2017; McClure Carroll et al., 2019).
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2.2.1.3 Toll signalizacni draha

Jednim z nejdilezitéjSich mechanisml pfirozené imunity je Toll signalizacni draha. Ta je
dobfe prozkoumana predevsim u mouchy rodu Drosophila, u niz byla rovnéz i objevena
(Morisato & Anderson, 1995). Drahu spoustéji grampozitivni bakterie, houby, a zaroven je

zahrnutd i v protivirové imunité (Ramirez & Dimopoulos, 2010; Clayton et al., 2014).

Toll drdha je aktivovdna molekulou Spitzle. Jednd se o protein se strukturou podobnou savéim
neurotrofiniim, ktery vyzaduje proteolytické §t€peni pro plnou biologickou aktivitu (Hoffman,
2003). To je indukovano kaskddou aktivovanou v asné fazi infekce. Po vazbé Spitzle na Toll
receptor a aktivaci Toll drdhy dochdzi k deaktivaci negativniho inhibitoru Cactus
a naslednému uvolnéni transkripcniho faktoru Rell (zvany také Dif ¢i Dorsal) do jadra, ¢imz

je zahajena exprese imunitnich gent, které spousti imunitni reakci proti danému patogenu.

Babesia Borrelia Anaplasma
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Obrazek 2: Toll signaliza¢ni draha u mouchy Drosophila (pievzato od Hajdusek,
nepublikovand data); Toll signalizace je spusténa vazbou molekuly Spatzle na Toll receptor.
Vazba spusti interakci dalSich molekul, jako jsou adaptér MyD88 nebo molekula Pelle.
Fosforylaci dojde k degradaci negativniho inhibitoru Cactus. Tim se aktivuje transkripéni

faktor Rell (Dif) a putuje do jadra, kde se navaze na DNA a umozni genovou expresi.
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Genomové a transkriptomové analyzy odhalily, ze klistéci genom obsahuje geny kodujici
mnoho komponentd Toll drahy (Smith & Pal, 2014; Rosa et al., 2016; Gulia-Nuss et al., 2016),
vcetne vice nez 20 genu kodujicich negativni inhibitor Cactus. Na rozdil od IMD drahy byly
identifikovany téméf vSechny komponenty Toll drahy popsané u Drosophily, a lze

predpokladat, ze Toll draha u klist'at je pln€ funkéni.

2.2.2 Bunééna imunita

2.2.2.1 Fagocytoza

Fagocytdza je obranny proces, ktery zahrnuje faze rozpoznani, pohlceni a zni¢eni patogenu
burikami zvanymi hemocyty (Sonenshine et al., 2014b). Odehrava se v kli§téci hemolymfe.
Pohlceni umoziuji pseudopodia, ktera cizorodou buiiku obejmou a tim ji pohlti do tzv.
fagozomu. Fagozom se nasledné spoji s lysozomy, jez obsahuji rizné travici enzymy a

zabijacké molekuly, ¢imz dochazi k eliminaci pozfeného patogenu.

2.2.3 Humoralni imunita

2.2.3.1 Antimikrobialni peptidy a proteiny ¢lenovcu

Jednim z klicovych aspekti vrozeného imunitniho systému clenovel je rychld syntéza
ucinnych AMP pii infekci nebo traumatu. VéEtSinou se jedna o malé peptidy vykazujici nejen
antibakterialni aktivitu, ale také mohou pulsobit proti nékterym parazitim, houbovym
patogenim a viram (Yi et al., 2014). AMP jsou obvykle syntetizovany v tukovém télese nebo
v hemocytech a doposud jich bylo identifikovano vice nez 150 (Yi et al., 2014). AMP lyzuji
bunky patogenti skrze interakci s jejich membranami (Sonenshine et al., 2014a). Kromé piimé
obrany hostitele maji téz ulohu v zanétu, kde puisobi na epitelialni a zanétlivé buriky a ovliviiuji
tak rizné procesy, jako je uvolfiovani cytokind, chemotaxe, bunécna proliferace, hojeni ran a

rovnovaha proteaz a jejich inhibitort.

AMP obvykle vznikaji z inaktivnich prekurzort ¢i pre-proteina a lze je rozdélit podle jejich
sekvence a struktury zhruba do Ctyt skupin: peptidy obsahujici a-helix (pf. cecropin, moricin),
peptidy bohaté na prolin (pf. apidaecin, lebocin), peptidy bohaté na cystein (pf. defensin,
drosomycin) a vétsi proteiny bohaté na glycin (pf. attacin ¢i gloverin, ktery lze nalézt pouze
u motyla) (Yi et al., 2014). Klist'ata s ostatnimi ¢lenovci sdileji nékteré skupiny, jako jsou
defensiny a lysozymy, ale maji i specifické AMP — naptiklad mikroplusiny (Kopacek et al.,
2010).
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2.2.3.1.1 Defensiny

Defensiny jsou jednou z nejvice prozkoumanych skupin AMP. Defensiny ¢lenovcl poprvé
izolovali Matsuyama a Natori z kultivovanych bunék pochdzejicich z mouchy Sarcophaga
peregrine (Matsuyama & Natori, 1988). Pfed vice nez dvaceti lety byly klistéci defensiny
poprvé popsany u kliStdka Ornithodoros moubata a klistéte Dermacentor variabilis
(Nakajima et al. 2001; Johns et al., 2001), pfi¢emz dnes uz byly defensiny identifikovany u
velkého mnozstvi dalSich druhi tvrdych i mékkych klistat (Rudenko et al., 2005, 2007,
Sonenshine & Hynes 2008; Saito et al., 2009; Chrudimska et al. 2010).

Klistéci defensiny jsou kratké kationtové peptidy obsahujici tfi cysteinové pary, které tvori
strukturu zvanou ,.defensin fold“ (Ganz, 2003). Jsou syntetizovany jako prepropeptidy
o velikosti cca 8 kDa (dlouhé 67-92 aminokyselin), které obsahuji signdlni peptid s vysoce
konzervovanym §tépnym motivem pro protedzu furin RVRR pro uvolnéni funkéniho peptidu
(cca 36—46 aminokyselin) s velikosti obvykle mensi nez 5 kDa (Bulet et al., 2004; Wu et al.,
2022). Defensiny jsou podle své sekvence a struktury fazeny do dvou super rodin: cis- a trans-
defensinl. Cis-defensiny zahrnuji defensiny tzv. CSof-typu (cysteinem stabilizovany a-helix
a B-list) vyskytujici se u bezobratlych, rostlin a hub, zatimco mezi trans-defensiny obecné patii
obratlov¢i a-, B-, 6- defensiny a velké defensiny bezobratlych. Obé rodiny defensint obsahuji
disulfidické mustky, diky kterym jsou peptidy stabilni viici teploté, pH a proteolyze (Maemoto
et al., 2004; Chan & Ng, 2013; Shafee et al., 2017).

U druhu D. variabilis byl nalezen defensin zvany varisin (Johns et al., 2001), ktery je aktivni
proti grampozitivhim bakteriim, ale také proti gramnegativni B. burgdorferi. Dédle byl
ve stfeveé tohoto klistéte identifikovan defensin 2, jehoz role v imunité vSak nebyla zcela

potvrzena.

U druhu I ricinus byly identifikovéany defl, def2 a def3 (Rego, 2005; Rudenko et al., 2005,
2007; Chrudimska et al. 2010), z nichz prvni dva jsou si velice podobné a pusobi proti
grampozitivnim bakteriim. Jedna se o izoformy liSici se jednou aminokyselinou v sekvenci
aktivniho peptidu. Ackoliv se lisi tak malo, aktivita def2 je znateln€ vyS§i nez u defl]
(Chrudimska et al. 2010). Def3 ma odliSnou strukturu (obsahujici pouze 2 cysteinové pary

ze 3), ktera byla zatim popsana pouze Castecne.
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2.2.3.1.2 Mikroplusiny

Mikroplusiny (také hebraeiny) jsou AMP bohaté na cystein a histidin, jez jsou specifické pro
klistata. Jejich sekundarni struktura obsahuje 4 az 6 a-helixi. Mikroplusin (10 kDa) byl
poprvé izolovan z hemolymfy R. microplus a v ptiblizné stejnou dobu byl z hemolymfy
A. hebraeum izolovan dal§i AMP bohaty na histidin, pojmenovany hebraein (11 kDa) (Fogaca
et al., 2004; Sonenshine et al., 2014a). Hebraein ma stejn¢ jako mikroplusin Sest cysteinovych
zbytkl a a-helikalni strukturu. Vzajemné sdileji 62% identitu a 73% podobnost, a vykazuji
zejména antifungdlni aktivitu. Mikroplusiny chelatuji ionty médi pravdépodobné vazbou
s histidiny, jelikoz mutanti s histidinovym deficitem méli zna¢né snizenou schopnost nicit

houbové patogeny (Lai et al., 2004).

Mikroplusiny ucinkuji proti grampozitivnim bakteriim, houbdm Aspergillus niger,
Cryptococcus a kvasince C. neoformans. Zjistény bakteriostaticky u¢inek mikroplusind proti
Microccocus luteus byl pravdépodobneé zplisoben jeho schopnosti vazat ionty médi, které jsou

nezbytné pro bakteridlni dychéni (Silva et al., 2009).
2.2.3.1.3 Lektiny

Lektiny jsou velmi dalezitou skupinou proteinti vrozené imunity a jsou povazovany za funkcni
analogy imunoglobulinll u organismu postradajicich ziskanou imunitu (Vasta & Marchalonis,
1984). Obecné se jedna o proteiny schopné vazat sacharidy a aglutinovat nekteré buriky.
V imunité plni nasledujici role — rozpoznavani a agregaci mikroorganismu, opsonizaci a
aktivaci komplementového systému (Vasta et al., 1994). Vétsina lektini izolovanych
z Clenovcu pochazi z hemolymfy a pravdépodobné jsou produkovany hemocyty a buiikami

tukového télesa (Vasta et al., 1999).

Lektiny se na zaklad€ své funkce deli do dvou skupin podle toho, zda rozpoznavaji ligandy
endogenniho ¢i exogenniho ptivodu. Strukturné je mizeme délit do mnoha skupin, z nichz
nejvyznamnéj§i jsou C-lektiny, galektiny a pentraxiny. C-lektiny (zahrnujici napt. kolektiny
a selektiny) obsahuji doménu CRD, ktera je zodpovédna za vazbu sacharidu prostiednictvim
iont vapniku (Xia et al., 2018). Funguji tedy jako receptory rozpoznavajici slozky povrchu
raznych mikrobt. Selektiny jsou patrn€ nejprozkoumanéjsi skupinou C-lektind, jsou to
membranové proteiny a u obratlovci se nachazeji na bunkach endotelu, trombocytech a
leukocytech. Od toho je téz odvozen jejich nazev — L-selektin je exprimovany na leukocytech,
E-selektin je produkovany endotelidlnimi buiikami a P-selektin se exprimuje na povrchu

krevnich desticek (platelets) (McEver, 1994).
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Co se tycCe lektinu klist'at, zatim bylo provedeno jen par studii na nékolika malo druzich, jako
napt. Ornithodoros tartakovskyi a tholozani, Argas polonicus a I. ricinus (Grubhoffer et al.,
1991). U L. ricinus byla zji§téna vazebna aktivita nového lektinu (85 kDa) s kyselinou sialovou,
D-galakt6zou a N-acetyl-D-glukosaminem, coz naznacuje, ze klistéci lektiny zajistuji
rozpoznavani mezi vlastnim a cizim (Kuhn et al., 1996). V hemolymf€ O. moubata byl nalezen
lektin pojmenovany Dorin M, u néhoz se véfi, Zze ma imunitni funkci (Kovar et al., 2000).
Dorin M vykazuje sekvencni podobnost s tachylektiny SA a 5B — nejabundatnéjsimi lektiny
z ostrorepa Tachypleus tridentatus (Kawabata & Tsuda, 2002). Tachylektiny SA a 5B obsahuji
C-koncovou fibrinovou (FBG, fibrinogen) doménu, kterd je svou sekvenci a strukturou velice

podobna FBG doméné fikolint savci (Gokudan et al., 1999).

Tachylektiny patii do rodiny proteinti obsahujici pravé FBG domény — tzv. fibrinogen-related
proteins (FREPs), a jsou spojené s imunitou obratlovct i bezobratlych (Wang et al., 2004).
S rozvojem novych molekularnich a bioinformatickych metod doslo u klistat k identifikaci
dalsich FREP proteint a proteinti piibuznych tachylektintim, které sdileji zna¢nou homologii
s Dorinem M. Piikladem takovych proteinti jsou OMFREP u druhu O. moubata, ¢i Ixoderin A
a B u druhu I ricinus (Rego et al., 2005).
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2.2.3.2 Slozky primitivnhiho komplementu
2.2.3.2.1 Proteiny obsahujici thioester (TEP)

Komplementovy systém je nadmiru dilezitym obrannym mechanismem nejen u bezobratlych,
ale i u obratlovcd. U vysSich obratlovci se jedna o komplexni systém zahrnujici vice nez
20 komponenta a fungujici skrze tfi rizné drahy (klasicka, alternativni a lektinova) vedouci
k eliminaci patogenu. Za centralni slozku komplementu se da povazovat C3 komponent, jehoz
vyskyt saha az k evolu¢né starym bezobratlym zivoCichim, jakym je napf. ostrorep
T. tridentatus (Zhu et al., 2005; Sekiguchi & Nonaka, 2015). Tito zivocichové byli pouziti

jako modelové organismy ke zmapovani primitivni formy komplementu u bezobratlych.

Jiz bylo identifikovdno a popsano nékolik molekul, které maji roli v primordidlnim
komplementovém systému clenovcu. Patii mezi né vyse zminéné FREPs (aktivace lektinové
drahy) a rodina proteini obsahujicich thioester (TEP), kterd zahrnuje a2-makroglobuliny
(a2M), molekuly souvisejici s C3 slozkou komplementu, TEP proteiny hmyziho typu (iTEPs),
makroglobulinové proteiny spojené s komplementem (MCRs) a konvertdzy (Buresova et al.,

2011; Urbanova et al., 2015; Fogaca et al., 2021).

TEP proteiny u rodu Ixodes zahrnuji konkrétné tfi a2-makroglobuliny (Ira2M), tfi molekuly
souvisejici s C3 slozkou komplementu (IrC3), dvé molekuly souvisejici s komplementem

makroglobulinu (IrMCR) a jeden TEP hmyziho typu (IrTep) (Urbanova et al., 2015).
2.2.3.2.2 Faktor B

Faktor B je C3/C5 konvertiza v alternativni drdze aktivace obratlovéiho komplementu
(Ricklin et al., 2010). Molekula IrC2/Bf nalezena v klistéti 1. ricinus sdili s Faktorem B
molekuldrni strukturu zahrnujici repetice CCP na N konci, doménu von Willebrand factor A
a konzervovanou doménu podobnou trypsinu (Urbanova et al., 2018). Bylo zji§téno, ze
IrC2/Bf je syntetizovan prevazné v tukovém télese, a po infekci kvasinkou C. albicans a

bakterii B. burgdorferi byla detekovana zvysSena exprese irc2/bf genu (Urbanova et al., 2018).
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2.2.3.3 Serinové proteazy a jejich inhibitory

Nase znalosti o t¢asti serinovych protedz v imunité klist'at jsou ponékud omezené. Co se tycCe
jejich struktury, serinové proteindzy u clenovcu sestavaji z regulacni CLIP domény na N konci
a z katalytické domény na C konci (Jiang & Kanost, 2000). Serinovd proteindza s CLIP
doménou byla identifikovana u druhu D. variabilis a byla vysoce homologni s fadou genovych

produktt ¢lenovct spojenych s imunitou (Simser et al., 2004).

V hemolymf€ klistat mizeme nalézt také proteiny s inhibi¢ni aktivitou serinovych proteaz,
tzv. serpiny (Kanost & Jiang, 1996). Serpiny se podileji na imunitni obrané pred patogeny —
zprostiedkovavaji koagulacni procesy hemolymfy, melanizaci, aktivaci cytokini a produkci
nekterych AMP (Polanowski & Wilusz, 1996; Gulley et al., 2013). Kromeé toho mohou serpiny
také branit patogenim kolonizovat hostitelské tkané a inhibovat jejich schopnost unikat

imunitnimu systému (Armstrong, 2001).

Prvnim objevenym inhibitorem serinovych protedz u klist'at je Ixodidin nalezeny u druhu
R. microplus (Fogaca et al., 2006). Ixodidin ma s nejvyssi pravdépodobnosti v klistéci
hemolymfé¢ mnoho riznych mechanisma svého ucinku. Jednak muze pusobit pfimo proti
patogenim, dale pomaha zprostiedkovat dal§i imunitni reakce v hemolymfé a rovnéz

zachovéva integritu jinych AMP (Fogaca et al., 2006).
2.2.3.4 ML-doménové proteiny

Rodina proteini ML zahrnuje rizné proteiny s tzv. ML doménou, ktera zajist'uje rozpoznavani
lipida souvisejici s MD-2 (myeloid differentiation factor 2), jez byly identifikovany
v houbdch, rostlinach a zvifatech. ML-doména obsahuje signalni peptidovou sekvenci a Ctyfi
cysteinové zbytky tvorici disulfidické mustky (Inohara & Nunez, 2002). V soucasnosti tato

proteinova rodina zahrnuje vice nez 150 protein.

Ackoli presna funkce vétsiny ML proteinti nebyla dosud popsana, vime, ze ML doména je
zodpoveédna za schopnost vazat lipidy. ML proteiny se tedy mohou podilet na rozpoznavani

patogent a imunitnich reakci (Inohara & Nunez, 2002).
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3 Cil prace

Cilem této diplomové price je najit a popsat nejvice exprimované imunitni geny v komplexu
vzdusnice/tukové téleso v Castené nasatych samicich Kklistéte 1. ricinus pomoci
transkriptomové analyzy, validace téchto transkriptii pomoci real-time PCR metody a studia
exprese téchto genti po experimentalni infekci klistat modelovymi patogeny. Dalsim z cilti
této prace je zkoumani vlivu Toll drahy na bunéénou imunitu, a to za pouziti RNA interference

a in vitro fagocytézy.
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4 Material a metody

4.1 Experiment 1: Detekce a charakterizace imunitnich gent v komplexu
vzduSnice/tukové téleso

4.1.1 Klist'ata

Ctyfi dospélé samice I. ricinus pouzité v této praci pochdzely z piirody a byly sesbirany
vlajkovanim v lese v okoli Ceskych Bud&ovic (Ceska republika). Klistata byla umisténa
v klima boxu ve sklenénych dézach o vlhkosti 95 %, teploté 24 °C a s denni a nocni periodou
15/9 hodin. Se v§emi laboratornimi zvifaty bylo zachazeno v souladu se Zakonem na ochranu
zvitat proti tyrani Ceské republiky &. 246/1992 Sb., podle schvaleného projektu pokust
¢. 25/2020.

4.1.2 Priprava tkani pro transkriptomovou analyzu

Po péti dnech sani na morcatech byly samice I. ricinus sundany. Povrch klistat byl ocistén
70% ethanolem a destilovanou vodou (kazdé omyti 3x30 sekund). Pro piipravu knihovny byl
ze samic vypitvan komplex vzdusnice/tukové téleso. Vzorky byly nasledn€ umistény do 200 ul
vychlazeného pufru RNAlater (Ambion) a ihned zmrazeny v tekutém dusiku a uskladnény

v -80 °C pro dalsi pouziti.
4.1.3 RNA izolace a piiprava sekvenacni knihovny

Vzorky byly odeslany do laboratofe North Carolina State Genomic Sciences Laboratory
(Raleigh, NC, USA), kde byla vyizolovdna RNA a provedena RNAseq analyza komplexu
vzdusnice/tukové téleso vypreparovaného ze Ctyt ¢asteCné nasatych dospélych samic 1. ricinus.
K analyze byl pouzit pfistup semi-kvantitativniho profilovani exprese zalozeném
na hodnotach FPKM (TPM) transkriptt. Vice informaci v NCBI Bioproject PRINA748353
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/?term=748353).

4.1.4 Analyza transkriptomu

Filtrace transkriptomatickych dat za aCelem vybéru nejvice exprimovanych imunitnich gent

reprezentujicich rizné imunitni tfidy probihala podle nize popsaného postupu.

Nejdiive byla nastavena minimalni hodnota Average transcript per milion (Avg TPM) a to
na hodnotu > 3, ¢imz doslo k odstranéni transkriptd, u kterych byly u vSech Ctyf vzorka piilis
nizké ¢i nulové hodnoty TPM. Tabulka byla nasledné rozdélena na jednotlivé listy podle

pfedem anotovanych skupin imunitnich gent (napf. ML domain, TLR, microplusins,
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lectins...). Transkripty byly sefazeny ve vSech listech podle TPM hodnoty od nejvyssi po
nejnizsi a byly odstranény ty transkripty, u kterych se nevyskytovaly hodnoty TPM vyssi nez
nula alesponi u3 ze 4 vzorku. Nasledné byl u kazdé skupiny vybran transkript s nejvyssi
hodnotou Max TPM. Vyjimku tvofila skupina o2-makroglobulint, kde byl proveden BLAST
vSech transkriptd proti Ixodida v NCBI databdzi. Vybrany byly transkripty, které
predstavovaly jiz znamé TEP proteiny. Dalsi vyjimkou byl vybér genu pro GILT, ktery byl
vybran na zakladé osobniho doporuceni a publikace od Dr. Martins, ve které byla exprese

GILT ovlivnéna infekci R. rickettsii (Martins et al., 2017).

Celkem bylo vybrano 20 kandidatnich gent. Nasledovalo navrzeni specifickych primerq,
jejich ovéreni pomoci PCR a detekce miry exprese vybranych gent po infekci modelovymi

mikroby pomoci qPCR.

4.1.5 Infekce modelovymi mikroby

Bakterie Micrococcus luteus (CIP A270) a FEscherichiacoli (1106) byly kultivovany
v LB médiu bez antibiotik v tfepacce pifi 37°C, 220 rpm, pfes noc.
Kvasinka C. albicans (MDMS) byla kultivovana v Sabouraud médiu, 220 rpm, pti 28 °C pres
noc. Poté, co byly mikroby centrifugovdny pfi 3.500 x g po dobu 10 minut, byly dvakrat

promyty sterilnim PBS pufrem a nafedény na optickou hustotu ODgq = 1.

Samice 1. ricinus sily 5 dni na mor&atech, poté byly odebrany. Casteén& nasaté samice byly
rozdéleny do péti skupin (Ec, M1, Ca, PBS, NI), z nichz kazda skupina obsahovala 5x5 samic.
Prvnim tfem skupindm samic bylo injikovano 69 nl dané mikrobilni suspenze (108 bunék/ml),
dal§i skupiné 69 nl sterilniho PBS pufru (injikacni kontrola) pomoci mikroinjikatoru
(Drummond) a posledni skupina klist'at byla ponechana bez vpichu jako kontrola. Samice byly
ponechany pii pokojové teploté po dobu 6, 24 a 48 hodin a poté z nich byl vypitvan komplex
vzdusnice/tukové téleso. Z komplexu byla vyizolovana RNA, kterd byla nasledné piepsana
do cDNA. Exprese vybranych gent po injikaci mikrobt v riaznych ¢asech byla vyhodnocena

pomoci metody qPCR.
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4.1.6 Izolace RNA

K izolaci RNA byl pouzit kit NucleoSpin RNA (Macherey Nagel) a postup probihal podle
protokolu vyrobce. Ke kazdému vzorku bylo pfidano 3,5 pl B-merkaptoethanolu. Vzorky byly
zhomogenizovdny a piepipetovany do novych kolonek umisténych ve sbérnych
mikrozkumavkéch a zcentrifugovany 1 minutu pii 11.000 x g. Poté bylo k proteklému roztoku
ve sbérnych mikrozkumavkach pfidano 350 pl 70% ethanolu. Vzorky byly opét prepipetovany
do novych kolonek a nasledovala centrifugace 30 vtefin pfi 11.000 x g. Odstranil se
supernatant a kolonky se umistily do novych sbérnych mikrozkumavek. Ke kazdému vzorku
bylo pfidano 350 ul MDB pufru. Opét nasledovala centrifugace po dobu 1 minuty
pfi 11.000 x g. Nasledné bylo ke kazdému vzorku pfidano 95 pl smési rDNazy a rDNazového
reak¢niho pufru. Vzorky se inkubovaly 15 minut pfi pokojové teploté. Po inkubaci byly vzorky
promyvany postupné 200 ul pufru RAW2, 600 ul pufru RA3 a 250 pl pufru RA3. Mezi
kazdym promytim byly vzorky centrifugovany nejprve 2x po dobu 30 vtefin pfi 11.000 x g a
naposledy 2 minuty téz pfi 11.000 x g. Kolonky byly umistény do novych mikrozkumavek a
nasledovalo pifidani 40 pul RNA-free vody. Vzorky byly centrifugovdany 1 minutu pfi
11.000 x g. Koncentrace ziskané RNA byla kvantifikovdna na NanoDropu a poté byla RNA

uschovidna v -80 °C pro dalsi pouziti.
4.1.7 Reverzni transkripce

K reverzni transkripci byl pouzit kit ,,High fidelity cDNA synthesized transcript" (Roche)
a postup probihal podle protokolu vyrobce.

Vzorky byly rozmrazeny na ledu. Nejprve se pfipravil template-primer mix do zkumavek
eppendorf o objemu 0,2 ml. Do kazdé zkumavky byl pfidan 1 pl primeru Anchored-oligo
(dT)1 Primer (50 pmol / pl). Nasledné byla ptidana RNA o koncentraci 1,5 pg. Jako posledni
byla pfidana voda, jejiz mnozstvi se lisilo pro kazdy vzorek tak, aby konecny objem smési byl
11,4 pl. Nésledovala inkubace v cycleru pii 65 °C po dobu 10 minut, ¢imz doslo k denaturaci
moznych sekundarnich RNA struktur. Mezitim byl namichan MasterMix, ktery obsahoval

chemikalie uvedené v tabulce (Tabulka I).
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Tabulka I: Reagenty pouzité pro reverzni transkripci.

Chemikalie Objem na 1 vzorek
Transcriptor High Fidelity Reverse 4 ul
Transcriptase Reaction Buffer 5x conc.

Protector RNase Inhibitor, 40 U/ul 0,5 ul
Deoxynucleotide Mix, 10 mM 2 ul

DTT 1 ul
Transcriptor High Fidelity Reverse 1,1 pl
Transcriptase

Ke kazdému vzorku bylo pfidano 8,6 pul MasterMixu, celkovy objem smési byl tak 20 pl.
Zkumavky se smési byly umistény do cycleru a nésledovalo spusténi programu uvedeného

v nésledujici tabulce (Tabulka II).

Tabulka II: Program pro reverzni transkripci.

Teplota [°C] Cas [min]
50 40
85 5
4 o

4.1.8 Polymerazova tetézova reakce (PCR) a qPCR
4.1.8.1 PCR a elektroforéza

Funk¢nost navrzenych primerd byla vyhodnocovana pomoci PCR reakce, ktera byla
provadéna v pristroji T100 Thermal cycler (Bio-Rad). Objem jedné PCR reakce byl 10 ul,
objemy c¢inidel jsou uvedeny v Tabulce III. Délky trvani jednotlivych kroki a teploty jsou
uvedeny v Tabulce IV. Jako templat pro PCR reakci byla pouzita cDNA z komplexu

vzdusnice/tukové téleso z klistécich samic, které saly pét dni na hostiteli.

Vysledky amplifikace vybranych gent byly ovéfeny elektroforeticky na 2% agar6zovém gelu
smichaném s ethidium bromidem (1,5 pg/ml) a pfipraveném rozpusténim agardzy (VWR

Chemicals) v 1x TAE pufru (40 mM Tris-acetit, ImM EDTA, pH 8,0). Elektroforéza
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probihala pii napéti 100 V po dobu 30 minut. Vysledky byly vizualizovany pod UV svétlem
a molekulové velikost byla urcena podle 100 bp DNA ladderu (Thermo Fisher Scientific).

Tabulka IIT: PCR reakéni smés.

Cinidlo Objem [pl]
FastStart PCR Master (Roche) 5
primer F (10 uM) 0,5
primer R (10 uM) 0,5
Nuclease-free H>O (Top-Bio) 3
cDNA 1

Tabulka IV: PCR amplifikacni program.

Proces Teplota [°C] Cas [min] Pocet cyklu

Iniciace 95 10 Ix

Denaturace 95 0,50 (30 s)

Nasedani primerd 60 0,50 (30 5) 40x

Elongace 72 1

Finalni elongace 72 10 Ix

Ochlazeni 12 o0 Ix
4.1.8.2 qPCR

Relativni exprese vybranych genti z komplexu vzdusnice/tukove téleso z klistéte I. ricinus byla
stanovena pomoci qPCR a vztazena k relativnimu mnozstvi klistéciho elonga¢niho faktoru
(ef). Reakeni smés obsahovala ¢inidla uvedené v Tabulce V, qPCR probihala v pfistroji
QuantStudio 6 (Applied Biosystems) podle programu viz Tabulka VI. Referen¢nim genem

pro normalizaci testovanych vzorki byl gen pro klistéci elongachi faktor (Tabulka VII).
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Tabulka V: qPCR reakéni smés.

Cinidlo Objem [pl]
LC SYBR Master (Roche) 5
primer F (10 uM) 0,5
primer R (10 uM) 0,5
Nuclease-free H>O (Top-Bio) 2
cDNA 2

Tabulka VI: qPCR amplifika¢ni program pro vybrané klistéci geny.

Proces Teplota [°C] Cas [min] Pocet cyklu
Preinkubace 95 10 Ix
Denaturace 95 0,33 (20 s)

Nasedani primerd 60 0.33 (20 5) 0 x
Elongace 72 0,50 (30 s)

Tabulka VII: Sekvence primeru pro klistéci elongacni faktor.

Organismus Gen Sekvence primeru
L. ricinus Elongacni ACGAGGCTCTGACGGAAG
faktor (ef)
CACGACGCAACTCCTTCAC

Primery pouzité v prvnim experimentu pro relativni kvantifikaci vybranych genl byly
navrzené za pouziti programu  Primer3  (https:/primer3.ut.ee/) s nastavenim:
Primer size: 19-20-21; Primer Tm: 59-60-60; Product Size Ranges: 100-150; a jsou uvedeny
v Tabulce VIIIL

30



http://primer3.ut.ee/

Tabulka VIII: Pouzité primery; F = forward primer; R = reverse primer.

Organismus Kod Gen Sekvence primeru (5’- 3°)
I. ricinus Irseq_2301 | Iro2M-1 AGGTGAACGAAACAGCACCT F
CTTCCAGAAGGGCCACAA R
I. ricinus Irseq_2740 | Iro2M-2 GAGCTGACACCCCTGACCT F
CGACTGATAAGCTTGCTGGA R
I. ricinus Irseq_7286 | Iro2M-3 GGGAGTCCCGTGTCAGTAGA F
AGGTAGTCGAGCACAAAGACG |R
I. ricinus Irseq_86235 | IrC3-1 TGGATGTGGGTCTCTTGACA F
TCCGACGTGTCAGTTCGTAG R
I. ricinus Irseq_64926 | IrC3-2 GGCTCTCGTAAGCAACCTCA F
TACTGTCAAGTCGGCCATGT R
I. ricinus Irseq_2599 | IrC3-3 ACGAGCGCATTAACGTGAC F
TGAGAACCTGGAATGCCTCT R
I. ricinus Irseq_35410 | 'MCR-2 CAACGTGGAGACCACATCCT F
TGTTGAGCCACTCGACAATC R
L. ricinus Irseq_99963 | Defensin-Ir GGAGAAAAACAGCTCGTTCG F
TTCAGAAAATTGCCGCAGTA R
L. ricinus Irseq_7363, | Mikroplusin GCTCTCTCGCACTCTTCGTT F
frseq 7376 | (Ricinusin) GCGTCATCAAGATGGCAGTA | R
I. ricinus Irseq_11954 | GILT AGGTGCCGAGTACAAAATGG F
GACACTGGGGTCAGGATGAT R
I. ricinus Irseq_65361 | ML-doménovy | TGTTCGACAAGGTCCTGGTG F
protein CTTGGCTGCACTTGACGTTC R
I. ricinus Irseq_93341 | Ixoderin A AGGGAACATCGGTCTATTGC F
TGGCCTCTGTTCTGAATAACG R
I. ricinus Irseq_11758 | P-selektin CTCGAACACCTGACAACCGA F
ATCTCTACGCGCTTGGACAC R
I. ricinus Irseq_33269 | Lektin ACAGCTAGGTCCCGTGTTTG F
R

CCGAAATGTAAGGGTGGCCA




regulujici TNFa

. ricinus seqSigP- 8.9 kDa protein | CATTGCAACGCGTACCTCAG F
126925
CAACCTACTCCGACCCCAAC R
. ricinus Irseq_1829 | TIL-doménovy | TGTGGAGAGAACGAGGTTGC F
i
proteim ACCATGGTCACAGTAGCAGC | R
. ricinus Irseq_2155 | CLIP-doménovy | GTCCTGTTACACCCCTGACG F
tein 1
proteim TACTIGGCTACCCGGACGTA | R
. ricinus Irseq_71524 | CLIP-doménovy | GACGACAACACCCTTCCCAT F
protein 2
GAGACCTCCTTGCTCAGCTC R
. ricinus Irseq_7589 | Faktor B CAAAGTATGCTGAAGCCAAGG F
GACGACGCCCTGCATTAG R
. ricinus Irseq_63790 | LPS-indukovany | ATGGGTTGCTGCCTCATTCC F
transkripci
AAAGTCGTCGGTAGGTGCAG R
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4.2. Experiment 2 — RNA interference Cactusu 1 a in vitro fagocytoza

4.2.1 Injikace dsRNA do samic 1. ricinus

Dvouvldknovda RNA (dsRNA) byla ptipravena podle zavedeného protokolu v nasi laboratofi
(Buresova et al., 2009). Pomoci mikroinjikdtoru (Drummond) bylo do 25 nenasatych samic
L. ricinus injikovdno 350 nl dSRNA (3pug/ul). Bylo pouzito nékolik skupin dsSRNA: GFP jako
kontrola, dsRNA pro Relish 1 (Rell) a dsRNA pro Cactus 1. Samice byly po vpichu

ponechdny jeden den pii pokojové teploté ve vlhké komiirce a poté pét dni sdly na morcatech.
4.2.2 Priprava bakterii pro in vitro fagocytarni eseje

Byly vybriny tfi modelové mikroorganismy — Staphylococcus aureus jako zéstupce
grampozitivnich bakterii, Escherichia coli jako zastupce gramnegativnich bakterii a Candida

albicans jako zastupce kvasinek.

Bakterie S. aureus a E. coli byly kultivovany v 10 ml tekutého LB média, pti teploté 37 °C,
220 rpm v tfepacce, pres noc. Po 24 hodinach byla bakterialni kultura centrifugovana 7 minut
pii 3.500 x g a byl odstranén supernatant. Pelet byl rozsuspendovan v 10 ml PBS pufru a
vzorky byly centrifugovany 7 minut pii 3.500 x g. Supernatant byl znovu odstranén a pelet byl
ziedén v5 ml PBS. Po zvortexovani vzorkii byla zméfena jejich optickd hustota
na spektrofotometru (Bio Photometr Eppendorf). Bakterie byly nafedény na optickou hustotu
(O.D. = 0,1). Presna koncentrace bakterii v 1 ml promyté kultury byla zji§t€na nanesenim
zfedéné suspenze na agarové plotny, které byly umistény do termostatu nastaveném na 37 °C

a byly ponechany riast do druhého dne. Nasledné byly spocitany narostlé kolonie.
4.2.3 Fagocytarni eseje

Pro odliSeni adherovanych a zfagocytovanych bakterii bylo pouzito dvoji zna¢eni pomoci
protilatek. Kvasinky C. albicans byly pfedem naznaCené fluorescen¢nim isothiokyandtem

(FITC) stejné jako v pfedchozich experimentech v nasi laboratoti (Urbanova et al., 2015).

Polonasaté samice 1. ricinus, u kterych byl vypnut gen pro Cactus 1 a kontrolni GFP skupina,
byly omyty 70% ethanolem a po ustfihnuti koncetiny jim byla odebrdna hemolymfa do smési
média L15 (Biosera) a inaktivovaného bovinniho séra (PAA Laboratories, koncentrace 10 %,
inaktivace pti 56 °C, 30 min). Nasledné byl spocitan pocet odebranych hemocytt v Biirkerové
komturce. Na dno jamek 24 jamkové desticky se umistila kulata kryci sklicka. Do kazdé jamky
bylo piidano 2x10* hemocyt(i. Celkovy objem byl doplnén do 240 pl médiem L15. Poté bylo
pfidano 10 pl bakterii (OD = 0,1) nebo kvasinek (2x10°). Hemocyty spolu s ptridanymi
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mikroby byly inkubovany ve vlhké komurce 2 hodiny, v pfipadé kvasinek pii 32 °C, v piipadé
bakterif pfi 28 °C. Po ubéhnuti inkubacni doby byla provedena fixace 4% paraformaldehydem
(PF), ptficemz do kazdé jamky byl pfidan objem 200 ul a vzorky byly fixovany 20 minut pfi
pokojové teploté na trepacce. Nasledné bylo vSe 3x promyto PBS pufrem po 5 minutich.
Nespecifické vazby byly vyblokovany inkubaci v 1% BSA v PBS po dobu 30 minut pfi
pokojové teploté. Poté bylo ke vzorkim piidano 200 ul primarni protilatky (Rb a-E. coli, Rb
a-S. aureus) natedéné v PBS v poméru 1:100, se kterou byly vzorky inkubovény 1 hodinu pfi
pokojové teploté. Po inkubaci bylo v§e 3x promyto po 7 minutdch v PBS. Poté bylo do jamek
pridano 200 ul fluorescencné znacené sekundarni protilatky Alexa 594 (goat anti-rabbit IgG)
nafedéné v poméru 1:500 v PBS a vzorky byly inkubovany 1 hodinu. Opét ndsledovalo

2x promyti v PBS (2x5 min). Po tomto kroku se postup li§il podle daného mikrobu.

U vzorkt s C. albicans nasledovalo obaveni bunéénych jader — inkubace 7 minut v DAPI

barvivu 10.000x nafedéném v PBS. Preparaty byly nakonec promyty v PBS 2x po 3 minutach.

U S. aureus a E. coli byly buiiky permeabilizovany pomoci 1% BSA v 0,5% PBS-Tritonu 100
(PBS-Tx), pti 4 °C, ptfes noc. Nasledujici den byla pfidana primarni protilatka (viz vyse)
fedéna v poméru 1:200 v 0,1% PBS-Tx a vzorky byly ponechdny 1 hodinu na tfepacce,
220 rpm. VSe bylo promyto pomoci 0,1% PBS-Tx 3x po 7 minutich. Poté byla pfidana
sekundarni protildtka (Alexa 488, 1:500 v 0,1% PBS-Tx), inkubace 1 hodinu. Nasledovalo
promyti skli¢ek pomoci 0,1% PBS-Tx. Jadra buné€k byla dobarvena pomoci DAPI po dobu

7 minut.

Kryci sklicka byla vyjmuta zdesticky, zalita médiem Fluoromount (Sigma-Aldrich)
a umisténa na podlozni sklicko. Preparaty byly vyhodnoceny na fluorescencnim mikroskopu
(Olympus BX53) za pouziti pfislusnych filtrd. Fotografie byly pofizeny kamerou DP73
v programu CellSens a pifipadné upraveny v programu Adobe Photoshop CS6. Na kazdém
sklicku bylo po¢itano 100 hemocytu. Pro kazdou skupinu bylo hodnoceno nejméné 16 vzorku
pro GFP skupinu a 25 pro skupinu s uml¢enym genem pro Cactus 1. Fagocytarni eseje byly

provedeny ve tfech nezavislych opakovanich.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Experiment 1: Detekce a charakterizace imunitnich genti v komplexu

vzdusnice/tukové téleso

5.1.1 Vysledky transkriptomové analyzy

Transkriptomovou analyzu provedla laboratof North Carolina State Genomic Sciences
Laboratory (Raleigh, NC, USA). Dr. José M. Ribeiro a Dr. Larissa Martins (Laboratory of
Malaria and Vector Research, NIAID, NIH, Bethesda, Maryland, USA) zpracovali v rdmci
spoluprace hruba data a poskytli upravené soubory pro finalni vybér kandidatnich genu.

Celkem bylo identifikovano pfiblizné 45.000 kontigd, z nichz asi 1 % (celkem 484) bylo

oznaceno jako geny souvisejici s imunitou (Obrézek 3).
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Obrazek 3: Funk¢ni Kklasifikace transkripta z komplexu vzdusnice/tukové téleso klistéte
I ricinus; Na ose x je znazornéno mnozstvi kontigl, na ose y funkcni klasifikace; Graf

neobsahuje vSechny skupiny transkriptii nalezené v transkriptomu.
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K dalsi analyze bylo vybrano dvacet nejvice exprimovanych imunitnich geni v komplexu
vzdusnice/tukové téleso z raznych skupin. Velké mnozstvi z nich patfi do skupiny gent
souvisejicich s komplementem (celkem 8). V transkriptomu se nachdzel hojné€ zastoupeny
jeden AMP ze skupiny defensinti. V rliznych tkanich klistéte je exprimovano mnoho dalsich
defensint. Dale byl z AMP vybran jeden mikroplusin — ricinusin, jehoz priméma hodnota
TPM byla jedna z nejvyssich. Ve vybéru se téz ocitli tfi kandidati ze skupiny lektint, dveé
serinové protedzy (CLIP-doménovy protein 1 a 2), ML-doménovy protein a dalsi geny

anotované jako imunitni. Vybrané geny jsou vypsané v ndsledujici tabulce (Tabulka IX).

Tabulka IX: Seznam vybranych imunitnich genu z transktriptomu vzdusnice/tukové téleso.

Skupina Nazev Hodnota Avg TPM
Proteiny obsahujici thioester | Ira2M-1 338,01
(TEP) a proteiny spojené s | Ira2M-2 291,73
komplementem Ira2M-3 19,11
IrMcr-2 6,45
IrC3-1 182,12
IrC3-2 35,34
IrC3-3 17,86
Faktor B/C2 (IrC2/Bf) 80,90
AMP Mikroplusin (Ricinusin) 4706,18
Defensin-Ir 47,07
Lektiny Ixoderin A 4,58
P-selektin 54,99
Lektin 36,97
Pravdépodobné imunitni geny | ML-doménovy protein 683,55
LPS-indukovany transkripci 15,29
regulujici TNFa
GILT super rodina 16,21
CLIP-doménovy protein 1 92,90
CLIP-doménovy protein 2 11,78
Ostatni hojné TIL-doménovy protein 19750,30
8,9 kDa protein, SVWC 8310,41
rodina

Hodnota TPM (Transcripts Per Milion) v tabulce je relativni hodnotou exprese, kterd
umoziuje porovnani mezi skupinami, a Avg TPM predstavuje prumér ze ¢ty TPM hodnot.
Mezi kandidity s nejvys§i hodnotou Avg TPM v transkriptomu patfili: TIL-doménovy

protein, 8,9 kDa protein a mikroplusin.
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5.1.2 Experimentélni infekce patogeny

Funk¢nost navrzenych primerd pro jednotlivé geny byla otestovana pomoci PCR amplifikace
a gelové elektroforézy. Na nasledujicim obrazku (Obrazek 4) je zndzornéna exprese genu pro
TIL-doménovy protein v komplexu vzdusnice/tukové téleso v Caste€né nasatych samicich

1. ricinus.

500 bp

Obrazek 4: Ovéreni exprese TIL-doménového proteinu v komplexu vzdusnice/tukové
téleso; Fotografie elektroforetického gelu znazornujici funkéni primery pro TIL-doménovy
protein.; L. = ladder (100 bp), 1,2 = cDNA z komplexu vzdusnice/tukové téleso z Sdennich
samic, NK = negativni kontrola, X = zadny vzorek. Velikost ziskaného produktu je 130 bp.

Infekce modelovymi patogeny byla provedena za tclelem ovéfeni role vybranych gent
v imunité. Imunitni odpovéd na infekci modelovymi mikroby znazortiuje tabulka nize
(Tabulka X). Exprese jednotlivych gent v komplexu vzdusnice/tukové téleso v riznych
Casovych intervalech a po infekci riznymi mikroby byla vyhodnocena pomoci qPCR metody.
Vysledna relativni exprese vybraného genu byla vztazena k expresi genu pro klistéci elongacni

faktor (ef).
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Tabulka X: Mira exprese vybranych gent po infekci modelovymi patogeny.

6h 24 h 48 h
Skupina Nazev
Al g = =« A g = = Al o =| &

2 & 2| O A B & 2 d) A B & B Q) Oref
Ostatni hojné TIL-doménovy protein Obr. 5
8.9 kDa protein, SVWC rodina Obr. 5
Pravdépodobné ML-doménovy protein Obr. 6
imunitni geny LPS-indukovany transkr. regulujici TNFo - Obr. 6
CLIP-doménovy protein 1 Obr. 6
CLIP-doménovy protein 2 Obr. 6
GILT super rodina Obr. 6
AMP Defensin-Ir - - Obr. 7
Mikroplusin (Ricinusin) Obr. 7
Lektiny Ixoderin A Obr. 8
P-selektin Obr. 8
Lektin Obr. 8
Proteiny Iro,M-1 Obr. 9
obsahuyjici IrayM-2 Obr. 9
thioester (TEP) a | Iro,M-3 - Obr. 9
proteiny spojené s | Jr(C3-] Obr. 9
komplementem IrC3-2 Obr. 9
IrC3-3 Obr. 9
IrMCR-2 Obr. 9
Faktor B (IrC2/Bf) Obr. 9
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Svétle Cervené je oznaCena signifikantni zména exprese s p <0,05; Cervené je oznaCena
signifikantni zména exprese s p <0,01; tmavé Cervené je oznacena signifikantni zmeéna
exprese s p <0,001; NI = neinjikovana klist'ata; PBS = skupina injikovana pouze PBS pufrem;
E.c. = E. coli; M.l. = M. luteus; C.a. = C. albicans. Mira exprese vybraného genu v dané

skupiné byla vzdy porovnavana s injikacni PBS kontrolou za pouziti t-testu.

Nejvice genu reagovalo zvySenim exprese 24 hodin po injikaci mikrobl, zna¢na Cast jiz po
Sesti hodinach. Jen nékteré reagovaly zménou exprese v pozd€jsi fazi infekce
(po 48 hodindch). Nejvyssi imunitni odpovéd’ byla detekovana po bakterialni infekci E. coli,
atou 13 z 20 vybranych gent zejména 24 hodin po injikaci. Po bakterialni stimulaci M. luteus
byla vyrazné zvySena exprese u Ctyt gent, a po infekci C. albicans byla zaznamenana zvySena
mira exprese pouze u tii gent. Exprese sedmi imunitnich gent nebyla ovlivnéna zadnym

mikrobem. Podrobnéjsi vysledky znazoriu;ji jednotlivé graty (Obrazek 5-9).

5b) .
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Obrazek 5: Relativni kvantifikace genu pro TIL-doménovy protein a 8,9 kDa protein,
vztazena ke genu pro KkliStéci ef; Na ose x je znadzornéno 5 skupin ve tfech casovych tsecich
(6 h, 24 h a 48 h po injikaci), osa y znazorfiuje relativni miru exprese; Kazdy bod predstavuje
skupinu 5 samic; NI = neinjikovand skupina; PBS = skupina injikovand PBS; Ec = skupina

injikovana E. coli; M1 = skupina injikovana M. luteus; Ca = skupina injikovana C. albicans.

U zadného z obou transkript vySe (Obrazek 5a, 5b) nebyla zaznamenana signifikantni zména
exprese po infekci mikroby. Gen pro TIL-doménovy protein byl nezavisle na dobé& od infekce

a pouzitém mikrobu exprimovan v podobné mife (Obrazek 5a).

Protein CRVP379 ze skupiny TIL-doménovych proteint byl studovany u komara A. aegypti
(Tikhe et al., 2022). V dospélych samicich byl nejsilnéji exprimovany ve vajecnicich 2 dny po
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sani krve. Exprese v tukovém télese nebyla u tohoto druhu koméara detekovana. Krome toho
bylo zjisténo, ze rizné proteiny sdilejici TIL doménu se od sebe poméme vyrazné lisily, a jen
u zlomku z nich byla skute¢né prokazana inhibicni aktivita. Z klistécich inhibitort serinovych
protedz s TIL doménou byl studovany Ixodidin, u né¢hoz byla prokdzdna antimikrobidlni

aktivita vaci E. coli a M. luteus (Fogaca et al., 2000).

U genu pro 8,9 kDa protein (Obrazek 5b) jsme nepozorovali zadnou zvySenu expresi jako

reakci na vpich ¢i na infekci danym mikrobem.

U kraba ti¢ntho Eriocheir sinensis byla vénovana pozornost proteinu EsSSVWC ze SVWC
rodiny (stejné rodiny jako u 8,9 kDa proteinu) (Qin et al., 2022). Byla pozorovana jeho vysoka
exprese ve stfevé a slinivkojaterni zlaze, kterd se mimo jiné podili na imunitni obrané
organismu (Roszer, 2014). Domnénka, ze by EsSSVWC mohl mit imunitni funkci, byla
potvrzena experimentem, ve kterém vzrostla exprese ESSVWC v hemocytech po bakteridlni
stimulaci patogeny S. aureus a Vibrio parahaemolyticus. Dal§Sim studovanym proteinem ze
SVWC rodiny je MjVago-L, ktery vykazoval antivirovou aktivitu a indukoval expresi genu
pro MjFicolin a aktivaci JAK/STAT drahy, coz vedo ke zvySené odolnosti proti infekci WSSV
(white spot syndrome) u krevety M. japonicus (Gao et al., 2021).

U genu pro ML-doménovy protein (Obrdzek 6a) nebyla zaznamenana zména exprese po
infekci patogeny, zatimco u genu LPS-indukovaného transkripci regulujictho TNFa
(Obréazek 6b) byla signifikantné zvySena odpovéd hned v né€kolika piipadech, pficemz
nejvyrazng€jsi zména exprese byla 6 hodin po infekci E. coli (1,2x) a C. albicans (1,2x) a 24

hodin po infekci E. coli (2x).

ML-doménovy protein IrML u klistéte 1. ricinus byl studovany Dr. Horackovou (Horackova
et al., 2010). Exprese genu pro IrML byla silné stimulovéana po sani krve u vSech vyvojovych
stadii. Gen pro IrML byl exprimovany predevsim ve stfeve, slinnych zlazach a v hemolymfg.
Ovsem je nutné podotknout, ze v publikovaném ¢lanku nestudovali expresi tohoto genu v
komplexu vzdusnice/tukové téleso. ML-doménové proteiny patiily mezi nejabundantnéjsi
transkripty ve stieve klistéte D. variabilis (Anderson et al., 2008), rovnéz byly detekovany ve
sttevé R. microplus (Kongsuwan et al., 2010), slinnych zlazach O. parkeri (Francischetti et
al., 2008) a vtéle I scapularis (de la Fuente et al., 2008b). K objasnéni funkce ML-
doménovych proteint v imunité, popiipadé v metabolismu lipida v riznych tkanich klistat,

bude potieba dal§ich studii.
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U obou gent kédujicich serinové protedazy byla detekovana vyrazna zména exprese 6 hodin
po infekci E. coli. Exprese genu pro CLIP-doménovy protein 1 zdstala rovnéz zvySena (1,7x)
i 24 hodin po infekci (Obrazek 6¢). U genu pro CLIP-doménovy protein 2 byl pozorovin
vyznamny nartst exprese (1,9x) u E. coli (6 hodin po injikaci). Exprese byla rovnéz mirné
zvySena (1,9x) 6 hodin od infekce bakterii M. luteus (Obrazek 6d). Exprese genu pro GILT
nebyla ovlivnéna zadnym mikrobem, nicméné s Casem infekce méla vzristajici tendenci

(Obrazek 6e).

CLIP-doménové proteiny byly objeveny a studovany napiiklad u komdra A. aegypti (Wang et
al., 2021). Gen pro Ae-CLIPB15 byl nejvice exprimovany v tukovém télese a thoraxu, Ae-
CLIP22 piedevsim ve stievé. Po infekci E. coli, S. aureus a B. bassiana byla pozorovana
zvySena exprese genu pro Ae-CLIPB15 a Ae-CLIPB22. Prukazné bylo i zvySeni exprese
téchto dvou genti u skupiny komaru, kterd byla pouze poranéna, ale nebyla infikovana zadnym
patogenem (po 6 hodinach). K potvrzeni imunitni funkce t€chto gend, byl proveden dalsi
experiment, kdy bylo porovnavano preziti skupin komart, u nichz byly pomoci RNAi umlceny
geny pro Ae-CLIPB15 a Ae-CLIPB22 s kontrolni skupinou. Jedinci s uml¢enymi geny pro
CLIP-doménové proteiny méli vyrazné snizenou odolnosti vii¢i bakterialni infekci a méli
zvySenou mortalitu. Serinovym protedzdm byla téz vénovana pozornost u plostice Rhodnius
prolixus (Salcedo-Porras et al., 2022). Ve studii provedli transkriptomovou analyzu tukového
télesa a identifikovali celkem 66 serinovych protedz, z toho vSak pouze 9 z nich obsahovalo
CLIP doménu. Nasledné byla analyzovana diferencialni exprese gent v tukovém télese po
infikaci gramnegativni (Enterobacter cloacae) nebo grampozitivni bakterii (S. aureus) ve
dvou casovych bodech (8 hodin a 24 hodin po infekci). Nejvyraznéjsi zména exprese genu
tukového télesa byla detekovana 24 hodin po infekci gramnegativni i grampozitivni bakterii.
Infekce gramnegativni bakterii vyvolala vyssi expresi AMP souvisejicich s IMD signalizacni

drahou a PRR receptort. Ze serinovych protedz vykazovala zménu exprese pouze rpSP30.
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Obrazek 6: Relativni kvantifikace genu anotovanych jako pravdépodobné imunitni,
vztazena ke genu pro kliStéci ef; * = p<0,05; ** = p<0,01;*** = p < 0,001; Na ose x je

znazornéno 5 skupin ve tfech ¢asovych usecich (6 h, 24 h a 48 h po injikaci), osa y znazoriuje
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relativni miru exprese; Kazdy bod predstavuje skupinu 5 samic; NI = neinjikovand skupina;
PBS = skupina injikovand PBS; Ec = skupina injikovand E. coli; M1 = skupina injikovana M.

luteus; Ca = skupina injikovana C. albicans.

Ke zvySeni exprese genu pro defensin doslo predevsim po injikaci E. coli, a to 6 hodin (2,6x)
a 24 hodin (2,5x) od infekce (Obrazek 7a). Exprese byla rovnéz zvySena (1,8x) 6 hodin po
infekci M. luteus. Taktéz bylo u genu pro defensin detekovano signifikantni zvySeni exprese
(2,4x) u PBS skupiny 24 hodin po injikaci oproti neinjikované kontrolni skupin€ (NI). Tato

zmeéna mohla byt vyvolana jako odpovéd na zranéni.

Vliv infekce gramnegativni bakterii Rickettsia montanensis na expresi dvou typu defensina 1 a
2 byl studovan u kli§téte D. variabilis (Ceraul et al., 2007). Na rozdil od naSeho pfistupu
(injikace mikrobu do hemolymfy) byla infekce klistat provedena pomoci kapilarniho sani a
vyznamné zvyseni exprese defensinu 2 v tukovém telese bylo pozorovano az po 72 hodinach.
U dospélcu plostice Coridius chinensis analyza genové exprese odhalila, ze gen pro defensin
CcDef2 byl nejhojnéji exprimovan v tukovém télese (Gong et al., 2022). Exprese CcDef2 genu
byla v tukovém télese vyrazné€ zvySena po injikaci smeési bakterii S. aureus a E. coli. Nejvyssi
narast exprese (57x) byl detekovan 12 hodin po infekci. Tyto vysledky potvrzuji, ze defensiny

jsou vysoce ucinné antibakteridlni peptidy ve vrozené imunit¢.

Oproti defensinu, u ricinusinu nedoslo k vyznamné zméné exprese v zadném ze sledovanych
Casovych intervala (Obrazek 7b). Exprese mikroplusinu byla prokdzana ve tkani tukového
télesa, ale téz v hemocytech a vajecnicich klistat (Fogaca et al., 2004). Mikroplusin je téz
exprimovany ve vajickach R. microplus, coz naznaCuje, ze muze mit obranou funkci nejen
v dospélcich, ale 1 ve vajickach a béhem vyvoje (Esteves et al., 2009). Je potieba pfiznat, Ze
na rozdil od mikroplusint ¢i hebraeinti nebyla dosud u ricinusint z I. ricinus antimikrobialni

¢i bakteriostaticka aktivita experimentalné prokazana.
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Obrazek 7: Relativni kvantifikace genu pro AMP, vztazena ke genu pro klistéci ef;
*=p<0,05; #* = p<0,01; Na ose x je znazornéno 5 skupin ve tfech casovych usecich (6 h,
24 h a 48 h po injikaci), osa y znazoriuje relativni miru exprese; Kazdy bod predstavuje
skupinu 5 samic; Kazdy bod predstavuje skupinu 5 samic; NI = neinjikovand skupina; PBS =
skupina injikovand PBS; Ec = skupina injikovand E. coli; M1 = skupina injikovand M. luteus;

Ca = skupina injikovand C. albicans.

U genu pro lektin a P-selektin nedoslo k prukazné zméné exprese (Obrazek 8a, 8b). U genu
pro Ixoderin A (Obrazek 8c) byla mira exprese obecné nizsi nez u zbytku gent, coz je
v souladu s hodnotami TPM z transkriptomu, které byly jedny z nejnizsich mezi vybranymi
kandidaty. Nicméne dosSlo k téméf sedmindsobnému (6,8x) nartstu exprese 24 hodin po
infekci E. coli. V na$i diivéjsi studii (Honig Mondekova et al., 2017) zamérené na expresi
ixoderinu v klistéti 1. ricinus, vzrostla 3,4x exprese Ixoderinu A po injikaci PBS, zfejmé¢ jako
reakce na vpich. AvSak exprese v této studii byla méfena 12 hodin po infekci v nenasatych
samicich (cela téla). Lehké zvySeni exprese bylo pozorovano také po infekci C. albicans a
gramnegativni Borrelii. Vyznamné zvySeni exprese po injikaci E. coli bylo pozorovano u

Ixoderinu B, ktery je exprimovan ve slinnych zlazach. (Honig Mondekova et al., 2017).
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Obrazek 8: Relativni kvantifikace genu pro lektiny, vztazena ke genu pro klistéci ef;
* = p<0,05; Na ose x je znazornéno 5 skupin ve tfech Casovych usecich (6 h, 24 h a 48 h po
injikact), osa y znazornuje relativni miru exprese; Kazdy bod predstavuje skupinu 5 samic; NI
= neinjikovana skupina; PBS = skupina injikovand PBS; Ec = skupina injikovana E. coli; M1

= skupina injikovand M. luteus; Ca = skupina injikovand C. albicans.

U gent pro Ira2M-1 a 2 bylo zaznamenano mirné zvyseni exprese (1,6x a 2,3x) 24 hodin po
infekci bakterii E. coli (Obrazek 9a, 9b). Gen pro Ira2M-1 byl navic exprimovén i po vpichu
PBS (1,5x), tedy jako reakce na zranéni. U genu pro Ira2M-3 doslo k mirnému narastu (1,4x)
exprese 6 hodin po infekci E. coli, v pozd&jsi fazi infekce (48 hodin) bylo detekovano
signifikantni zvySeni exprese u M. luteus (2x) a C. albicans (1,4x) (Obréazek 9c). U genu pro
IrC3-1 byla detekovana zména exprese t€z v pozdé€jsich fazich infekce (24 a 48 hodin — nartst
5,2x a 2,9x), ale pouze u E. coli (Obrazek 9d). U genu pro IrC3-2 vzrostla mira exprese 24
hodin po infekci E. coli (2x) a C. albicans (1,6x) (Obrazek 9e). Nejsignifikantnéjsi zvySeni
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exprese (3,4x) bylo pozorovano u genu pro IrC3-3 24 hodin po infekci E. coli (Obrazek 9f).
Gen kodujici I'MCR-2 vykazoval prikaznou zménu exprese (zvySeni 1,5x) 6 hodin po injikaci
E. coli (Obréazek 9g). Exprese Faktoru B (IrC2/Bf) byla zvySena 24 hodin (2,3x) a 48 hodin
od infekce E. coli (Obrazek 9h). Obecné lze fici, Ze u vSech proteini souvisejicich
s komplementem se projevila signifikantni zména exprese, a to piedevsim jako reakce

na infekci E. coli.

Velmi zajimavé je porovndni s vysledky z nasi diivéjsi studie (Urbanova et al., 2015), ktera
kromé dalSich experimentt také zkoumala expresi klistécich TEP proteint po injikaci stejnych
modelovych mikrobd. Ve zminéném experimentu bylo nejvétsi zvySeni exprese pozorovano
u Ira2M-1 a IrC3-1 po infekci kvasinkou C. albicans. Mirmé zvySeni exprese bylo téz
pozorovano u Ira2M-2 po vpichu a jako reakci na infekci C. albicans. Na kvasinku také
reagoval zvySenim exprese gen pro IrC3-1. Oproti tomu v nasich vysledcich u IrC3-1 byla
obecné niz§i mira exprese, kterd vyznamné vzrostla jako reakce vyhradné na E. coli. Dal§im
rozdilem mezi studiemi je reakce IrC3-2, kdy v pfedchozi studii nasi laboratote (Urbanova et
al., 2018) byla pozorovana jen mirna neprukazna vyssi exprese u PBS skupiny jako reakce na
vpich. IrC2/Bf po infekci kvasinkou C. albicans vykazoval zvySenou expresi, coz neni
v souladu s naSimi vysledky, jelikoz u infekce C. albicans nebyla detekovana vyss§i mira
exprese tohoto genu. Je vSak tfeba zminit, ze ve studii Urbanové se analyza exprese téchto
genu tykala nenasatych samic po 12 hodinach od injikace a exprese byla méfena v celych

télech I ricinus, coz mize byt divodem ziskani odlisnych vysledka.

Nase vysledky lze rovnéz porovnat s transkriptomovou studii na D. variabilis od Dr. Jaworski
(Jaworski et al., 2010). Prace se vénovala expresi imunitnich gent po infekci riznymi
bakteriemi a kvasinkami. Exprese obou a2M proteind byla zvySena po infekci E. coli a ze
zastupcl grampozitivnich bakterii — Bacillus subtilis a M. luteus. Podobnd situace byla
pozorovana i u ostatnich vybranych gent, napt. Factor D-like proteinu a defensinu Varisinu B.
Nicmén¢ transkriptomova analyza byla v této studii také provedena z celych klistat, a ne

z konkrétni tkané.
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Obrazek 9: Relativni kvantifikace genu pro proteiny souvisejici s komplementem a
proteiny obsahujici thioester, vztazena ke genu pro klistéci ef; * = p <0,05; Na ose x je
znazornéno 5 skupin ve tfech ¢asovych usecich (6 h, 24 h a 48 h po injikaci), osa y znazornuje
relativni miru exprese; Kazdy bod predstavuje skupinu 5 samic; NI = neinjikovand skupina;
PBS = skupina injikovand PBS; Ec = skupina injikovand E. coli; M1 = skupina injikovana M.

luteus; Ca = skupina injikovana C. albicans.

Jak bylo zminéno v literarnim prehledu, vypitvani samotného tukového télesa nebylo mozné,
jelikoz nelze ucinn€ oddélit od vzdusnic. Nase vzorky tedy obsahovaly i tkan vzdus$nic. Nelze
vyloucit, ze tento fakt mohl mit vliv na dosazené vysledky, jelikoz vzdus$nice jsou slizni¢ni
tkani, kterd je v kontaktu s vn&jSim prostfedim. Nicméné v podobné studii od Dr. Urbanové
(Urbanova et al., 2015) byla pro vylou€eni vlivu vzdusnic provedena in situ hybridizace
u exprese Ira2M-1. Vysledky prokazaly, ze exprese Ira2M-1 pochazela vyluéné z bunék

tukového télesa. Lze tedy predpokladat stejnou situaci minimalné u nékterych TEP proteint.

Zmapovanim transkriptomu klistéte 1. ricinus z komplexu vzdusnice/tukové téleso piispiva
tato prace do potencialni budouci databaze klistécich transkriptomd. V budoucich vyzkumech
by téz mohlo byt zajimavé porovnani proteomu z hemolymfy s proteomem z komplexu

vzdusnice/tukové téleso, a ovéfit, zda by doslo k ziskani obdobnych vysledka.
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5.2 Experiment 2 — RNA interference Cactusu 1 a in vitro fagocytoza

Fagocytarni eseje byly pouzité ke zkoumani funkce vybraného genu pro Cactus 1 (negativni
inhibitor Toll drdhy) ve fagocytéze. Gen byl uml¢en pomoci RNA interference a fagocyt6za
hemocytd byla studovana v in vitro podminkach. Pocet fagocytujicich hemocytd
v jednotlivych experimentech je vyjadien jako relativni fagocytoza, kdy kontrolni GFP
skupina (injikovand gfp dsRNA) predstavuje hodnotu 100 %. Data byla statisticky
vyhodnocena pomoci t-testu. Metoda dvojiho znaCeni mikrobi pomoci protilatek, nam
umoznila rozliSit zfagocytované a pouze adherované mikroby, ¢imz se znacné zptesnily
ziskané vysledky (Obrazek 10). Pokud neni metoda dvojiho znaceni pouzita, nelze adherované

a zfagocytované mikroby rozlisit.

Obrazek 10: Fagocytoza kvasinky C. albicans hemocyty klistéte I. ricinus; Kvasinky byly
znacené fluorescencnim isothiokyanatem (FITC) — zelen€; znaceni kvasinek pomoci primarni

anti-C. albicans protilatky a fluorescencné znafené sekundarni protilatky Alexa 549 —
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Cervené; diky dvojitému znaleni bylo mozné rozpoznat adherované (zluté) od

zfagocytovanych kvasinek (zelené); jadra bunék — modie (DAPI).

U eseji s C. albicans a S. aureus mélo umlceni genu pro Cactus 1 vliv na jejich fagocytézu
hemocyty. Mnozstvi fagocytujicich hemocyta bylo signifikantn€ vyssi u vzorkd s uml¢enym
genem pro Cactus 1, kdy oproti GFP skupiné vzrostla fagocytéza C. albicans o 125 %
(Obréazek 11a). Fagocytéza grampozitivni bakterie S. aureus u Cactus 1 skupiny vzrostla

oproti GFP o 38 % (Obrazek 11b). Umlceni genu pro Cactus 1 nemélo vliv na fagocytozu

gramnegativni bakterie E. coli (Obrazek 11c).
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Obrazek 11: RNA interference spojena s in vitro fagocytézou u C. albicans, S. aureus a
E. coli; Hodnota GFP predstavuje 100 % fagocytujicich hemocytt (relativni fagocytoza);
*=p<0,001.
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Tyto vysledky ukazuji, ze po vypnuti negativniho inhibitoru Toll drahy genu pro Cactus 1
pomoci RNA interference, doslo ke zvySeni fagocytozy kvasinky C. albicans a grampozitivni

bakterie S. aureus.

V diivéjsich studiich nasi laboratote byl zkouman vliv vybranych molekul na fagocytozu
raznych mikrobl. Naptiklad byly umlCeny geny pro jednotlivé IrTEP proteiny, Ixoderiny,
IrC2/Bf a v in vitro podminkach byla pozorovina fagocytdza kvasinek C. albicans,
gramnegaitivni bakterie E. coli a spirochét Borrelia afzelii (Buresova et al., 2011; Urbanova
et al., 2015; Urbanova et al., 2017; Urbanova et al., 2018). Umlceni téchto imunitnich gend
vedlo ve vétsing pripadu ke snizeni fagocytozy studovanych mikrobt (oproti GFP kontrole).
V naSem experimentu naopak doslo po umlceni imunitniho genu (Cactus 1) ke zvySeni
fagocytozy hemocytd. To mize naznaCovat, ze doslo k aktivaci gent, které ovliviuji

fagocytozu mikrobli hemocyty.

Ve studiich provedenych na mySich a lidskych burikach byla prokazana TLR stimulace
fagocytézy (Doyle et al., 2004). Vysledky této studie naznacuji, ze TLR pfenaseji signaly
pres MyD88, IRAK4 a p38, coz vede k upregulaci scavengerovych receptort. To vede k
vyznamnému zvySeni fagocytozy makrofagli/monocytli gramnegativnich a grampozitivnich
bakterii. Je zajimavé, Ze jednotlivé TLR podporuji fagocytoézu v rizné mife, piicemz TLR3

je nejslabs§im a TLRO je nejsilnéj§im induktorem tohoto procesu (Doyle et al., 2004).

Dile bylo prokazano, ze TLR signalizace ovliviiuje fagocytdzu na vice urovnich. TLR
mohou fungovat ptimo jako fagocytarni receptory, signalizace TLR m4 také vliv na a¢innost
tvorby fagozomi a mize ovlivnit zrani nové vytvorenych fagozomu. TLR navic mohou
zprosttedkovavat transkripcni reakce, které mohou ovlivnit geny spojené s fagocyt6zou

(Underhill & Gantner, 2004).

Vliv Toll drahy byl rovnéz studovan v hemolymf¢ komart. Vyzkumna prace Dr. Morejon a
Dr. Michel pozorovala zvysenou antimikrobialni aktivitu v hemolymf€ komart A. gambiae po
umlceni genu pro Cactus (Morejon & Michel, 2023). Pro méfeni antimikrobialni aktivity
hemolymfy ve své studii pouzili tzv. ,,zone of inhibition* metodu, kdy ponechali hemolymfu
z komarua inkubovat na agaru obsahujicim M. luteus a nasledné byla hemolymfa testovana. Po
RNAi Cactusu se u samic komara zvysila genova exprese nékolika AMP, vCetné¢ DEF1,

fagocytoza zde bohuzel nebyla studovana.
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Vysledky naseho experimentu naznacuji, ze umlcenim genu pro Cactus 1 mohlo dojit k
aktivaci Toll imunitni drahy. Tuto domnénku, ze Toll signalizacni draha ma vliv na imunitni

procesy u klistat bude tfeba potvrdit dal§imi experimenty a novymi piistupy.

Vysledky této prace mohou pomoci lépe porozumét imunitnim procesiim a jejich regulaci u
kli§tat. Pokroky v porozuméni imunité klist'at lze vyuzit k vyvoji novych kontrolnich strategii

a pristupt ke snizeni miry pfenosu nemoci prenasenych témito vektory.
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6 Zavér

e Byla provedena a zpracovana transkriptomova analyza z komplexu vzdusnice/tukové
téleso klistéte 1. ricinus.

e Byly identifikovany a ovéfeny nejhojné€§i (imunitni) geny exprimované v tomto
komplexu.

e Byla studovédna exprese vybranych gent po infekci riznymi druhy patogend.

e U vsech genu kodujicich TEP proteiny a proteiny souvisejicich s komplementem se
projevila prukazna zmeéna exprese — piedevSim po infekci gramnegativni bakterii
E. coli.

e Nejsignifikantnéjsi narGist exprese (3,4x) byl pozorovdn u genu pro IrC3-3, a to
24 hodin po infekci E. coli, také u genu pro CLIP-doménovy protein 2 (1,9x), a to
6 hodin po infekci E. coli. Nejvyrazngjsi narst exprese vykazoval gen pro Ixoderin A
(6,8x) 24 hodin po injikaci E. coli.

e Vin vitro fagocytarnich esejich mélo u C. albicans a S. aureus vypnuti genu pro
Cactus 1 vliv na jejich fagocytézu kliStécimi hemocyty — znacné€ vzrostl pocet
fagocytujicich bunék.

e Umlceni genu pro Cactus 1 nemélo vliv na fagocytozu bakterie E. coli.
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