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1. Uvod

vewr

ektoparazity v Evrop€. Na hostiteli saje krev n¢kolik dni (Volf & Horak, 2007).
Stievo klistat je nejveétsim organem a slouzi zejména ke skladovéani a trdveni krve
(Sonenshine, 1991) .

Traveni proteinové slozky krve, zejména degradace hostitelského hemoglobinu a
albuminu, probiha ve stfevnich bunkach klistéte (Sojka et al.,, 2013). Béhem
zpracovavani krve dochazi k velké produkci aminokyselin (Sterkel & Oliveira, 2017).
Ze¢jména degradace tyrosinu je citlivou drahou pro nékteré krevsajici ¢lenovce
(plostice, komar, klist¢), jejiz naruseni vede k letalité béhem traveni hostitelské krve
(Sterkel et al., 2016). Predpoklada se ze, smrt je zpusobena zvySenym mnoZzstvim
tyrosinu v hemolymfé a usazenim tyrosinovych krystalkt v tkanich (Sterkel et al.,
2016).

Bylo zjisténo, Ze ve stfevé u krevsajici plostice Rhodnius prolixus byly béhem
traveni pfitomny v nadmérmém mnozstvi transkripty kodujici prvni dva enzymy
degrada¢ni drahy tyrosinu (tyrosin aminotransferazu a 4-hydroxyfenylpyruvat
dioxygenazu) (Ribeiro et al., 2014).

Cilem této prace bylo provést bioinformatickou a laboratorni analyzu exprese
tyrosin aminotransferazy (tat) a 4-hydroxyfenylpyruvat dioxygenazy (hppd)
v klistécich a vyvojovych stadii pomoci RT-gPCR. Jejich funkce a nezbytnost pro

kliStéci sani a reprodukci byla zkouméana pomoci metody RNAL.



2. Literarni prehled

2.1. Clenovci a jejich piechod k parazitismu

Clenovci patii mezi druhové nejbohatsi skupinu Zivocichti. Doposud je jejich pocet
odhadovan pies milion druhti (Edward & Fox, 2004). Mezi nejznaméjsi skupiny ¢lenovc
patii klepitkatci (Chelicerata), korysi (Crustacea), stonozkovci (Myriapoda), Sestinozi
(Hexapoda) a nesmime opomenout vymielé moiské prvohorni zivocichy trilobity (Sedlak,
2000).

Na prvni pohled je patrné charakteristické nestejnocenné (heteronomni) ¢lankovani
téla (Kratochvil, 1966). T¢lo ¢lenovci je déleno na hlavu (cephalon), hrud’ (thorax) a
zadecek (abdomen). Jednotlivé segmentované ¢lanky koncetin jsou mezi sebou spojeny
kloubem a kloubné jsou také ptipojeny k télu (Sedlak, 2000).

Povrch téla je tvofen kutikulou obsahujici a-chitin a proteiny. Za normalnich
podminek je kutikula mekka, pruzna, ale ¢asem tvrdne. Dokonce muze byt sklerotizovana
nebo inkrustovana a tim se podili zejména na vnéj$i opote té€la - exoskeletu. Tato
povrchova vrstva téla je pravidelné svlékana. Proces ekdyse je fizen rdstovymi
hormony - svlékaci hormon ekdyson (Edward et al., 2004).

V pribéhu evoluce se u ¢lenovenu nékolikrat objevil paraziticky zptsob ziskavani
potravy. Na Zemi Zije vice nez milion druht ¢lenovci, z nichZ pouze asi 14 000 druht je
schopno paraziticky sat krev na obratlovcich. Tento tidaj naznacuje existenci zdvaznych
fyziologickych omezeni pti vyvoji tzv. hematofagie (Graga-Souza et al., 2006).

Hematofagni chovani se u mnoha skupin ¢lenovct vyvinulo nezavisle. Prikladem
jsou krevsajici v§i a blechy, jejichz monofyleticka povaha, ziskana od mnoha linii piedkd,
je nezpochybnitelna (Mans, 2011).

Prvni ptekazkou, se kterou se musi hladovy krevsajici ZivoCich vypotadat, je
proniknuti do pokozky hostitele a poskozeni dostatku krevnich cév k uvolnéni krve.
Nevyhnutelnou piekazkou je hemostaza. Jedna se o ucinny obranny mechanismus
hostitele, ktery zabranuje ztraté krve otevienou ranou (Mans & Neitz, 2004). Dalsi, ne
uplné ziejmou piekazkou Vv hematofagii je vysoké mnozstvi hemoglobinu samotného.
Hemoglobin (Hb) je nejhojnéjSim proteinem v krvi savcl. Sdm o sobé pifedstavuje asi
60% vsech bilkovin v krvi. Degradaci Hb v travicim systému krevsajicich Zivo¢ichti ma
sice za nasledek uvolnéni velkého mnozstvi aminokyselin, dulezitych pro tvorbu
vajec¢nych bilkovin (vitelogenezi), ale zaroven i velmi vysoké koncentrace hemu, které

mohou pusobit cytotoxicky (Graga-Souza et al., 2006).



V neposledni fad¢ parazitismus a jeho vyvoj také uzce souvisel s vyvojem

transportniho systému zivin po téle parazitujiciho jedince (Mans, 2011).

2.1.1. Krevsajici ¢lenovci

Parazitické ¢lenovce délime na parazity docasné (temporarni) a trvalé (permanentni).
Permanentni parazité (vsi, klo$i) saji na hostiteli opakované a po cely sviij zivotni cyklus.
Mezi docasné krevsajici ektoparazity fadime roztoce, plostice, dvoukiidly hmyz a blechy.
Tito krevsajici zastupci byvaji Casto oznaCovani jako mikropredatofi (Volf & Horak,
2007).

Hostitele vyhledavaji za G¢elem sani krve. Samotny proces sani muze trvat nékolik
minut (dvouktidli), ale i n€kolik dni (klistata). K sani krve jsou tyto rody pfizplsobeni
kousacim nebo bodavé sacim ustnim ustrojim. Krevsajici parazité velmi Casto prenaseji
zavazné nemoci (lymeskou boreliozu, klistovou encefalitidu, Chagasovu nemoc,
malarii aj.) (Hiibner, 1995).

2.1.1.1. Roztoc¢i (Acari)

Roztoci jsou velmi pocetnou skupinou bezobratlych zZivoéicht.. Zptisob parazitizmu u
roztocl, jaky zndme dnes, je znam jiz z fosilnich nalezi starych ptiblizn¢ 400 milionti let
(Mans, 2011). Télo rozto¢d muZeme rozli§it na dvé odlisné &asti. Cést tstni
(gnasthonoma) nese Ustni koncetiny (klepitka, chelicery) uzptisobené k piijmu potravy.
Na zadni ¢asti téla (idiosoma) jsou koncetiny a mohou byt pfitomny i o€i. Roztoci dychaji
vzdusnicemi, které Gsti na povrchu otvory tzv. stigmaty. Na zakladé stigmat rozliSujeme

Ctyfi podiady (Tab. I) (Volf & Horak, 2007).



Tab. I: Systematicky pi‘ehled hlavnich skupin rozto¢i.
Acariformes

Astigmata Zakozkovci Zakozky (Sarcoptidae)
(stigmata chybi) (Sarcoptiformes) Skladokazi (Acarididae)
Prostigmata Sametkovci (Actinedida) | Trudnici (Demodicidae)
(na piedni Gast t&la) Sametky

(Trombiculidae)

Parasitiformes

Mesostigmata Cmelikovci (Gamasida) | Cmelici
(na bocich téla podél (Dermanyssidae)
2. az 4. par nohou) Klestici (Varroidae)

Metastigmata Klist’atovci (Ixodida) Klistata (Ixodidae)

(za 4. parem nohou) Klist’aci (Argasidae)

2.1.1.2. KIisté obecné (Ixodes ricinus)

Klisté obecné je velmi bézny krevsajici ektoparazit, patfici do tfidy roztoct. Objevuji
se jiz na zacatku dubna a aktivni jsou az do konce fijna (Motycka & Roller, 2001).
Dospélci maji na hibetni ¢asti téla viditelny tvrdy Stitek (scutum). Zatimco samecek je
tmavy a ma Stitkem pokryté témeéf celé télo, samicka je zbarvena vice do oranzova a Stitek
ji zasahuje pouze do tretiny téla. Samicka tedy mize mnohonasobné zvétsit svllj objem
pfi sani krve a zajistit tak dostatek potravy pro tvorbu vaji¢ek (Rysavy, 1989).

Hladova kliStata ¢ekaji na svého hostitele na vrcholu vegetace, naptiklad na travnich
stéblech (Kerles, 2015). Jelikoz jsou klistata slepa, dulezité jsou pro né chemické signaly.
Hostitele vyhledavaji pomoci Hallerova organu, umisténého na konci ¢lanku prvniho paru
nohou. Jedna se o slozity senzoricky organ, ktery je schopen detekovat rtizné ving,
vlhkost, teplotu, mechanické podnéty a mnozstvi oxidu uhli¢itého (Sonenshine, 1991) .

Pro zastupce Celed¢ Ixodidae je charakteristicky tzv. tfi-hostitelsky cyklus. Béhem
svého vyvoje (larva-nymfa-dospélec) vystiidaji téi rizné hostitele, na kterych saji nékolik
dni krev. Po jejich opusténi, se pfeméni na vys$si vyvojové stadium, popi. dospéla samice
naklade vajicka (RySavy, 1989). N¢ekteré druhy klistat vSak po naséati na svém hostiteli
zUstavaji a mluvime tak o dvou- ¢i dokonce jedno-hostitelskych klistatech (Volf &
Hordk, 2007). Zména hostitele hraje dllezitou roli v pfenosu nemoci (klistova

encefalitida) (Horn et al., 2009).



Samci . ricinus krev nesaji, a na hostiteli dochazi ke kopulaci se samici. Pohlavni
bunky samec ptedava pomoci hypostomu piimo do pohlavniho otvoru samice (Obenchain
& Galun, 1982).

Po vyhledani hostitele a nasati krve, dochazi k jejimu zpracovani. Na rozdil od
ostatnich hematofagnich ¢lenovci, kdy je krev travena extracelularné a pomérné rychle
(Billingsley, 1990), samotny proces traveni krve u klist'at probiha pomalu a intracelularné
(heterofagie) ve stfevnich bunkach.

Stievo jako nejvétsi organ slouzi zejména jako zasobarna krve (Sonenshine, 1991) .
Béhem traveni krve dochazi k degradaci zejména hemoglobinu a albuminu. Tato
degradace u klistat je zpisobena aktivitou souboru cysteinovych (katepsin B, L, C,
legumain) a aspartatovych proteaz (katepsin D) (Sojka et al., 2013). Degradaci
hemoglobinu se uvoliiuje velké mnozstvi hemu, které mize byt pro klisté nezadouci kvili
jeho potencialu vytvafet oxidativni stres. Klistata nejsou schopna vlastni biosyntézy
hemu (Braz et al., 1999). Vyuzivaji pouze malou ¢ast paraziticky ziskaného hemu, ktera
je uklddana do endogennich hemoproteinti. Nedostatek hemu vede k potlaceni

embryogeneze (Perner et al., 2016).

2.2. Zisk a degradace aminokyselin

Krevsajici ¢lenovcei (zejména komaii, plostice a klistat) jsou nuceni travit velké
mnozstvi Zivin z nasaté krve hostitele, ktera je velmi bohata pfedevsim na bilkoviny. Pfi
traveni dochazi k velké produkci volnych aminokyselin (Tab. Il) (Sterkel & Oliveira,
2017). Uloha metabolismu aminokyselin hraje velmi vyznamnou roli i v regulaci
reprodukce a imunity. Metabolity specifickych aminokyselin jsou dilezité pro tvorbu a
zrani vaje¢ného obalu-chorionu (Fuchs et al., 2014). Proces melanizace je zodpovédny za

tvorbu chorionu. Produkce melaninovych pigmentii pfedstavuje jedinecnou vrozenou

MV



Tab. 11: Procentualni zastoupeni aminokyselin hlavnich proteinii hostitelské krve podle
(Sterkel & Oliveira, 2017).

Hemoglobin (o+p) Albumin
Leucin 12,55% Leucin 10,51%
Alanin 11,74% Alanin 10,34%
Valin 9,72% Kyselina glutamova 10,18%
Lysin 7,69% Lysin 9,85%
Glycin 6,88% Valin 7,06%
Serin 6,48% Kyselina asparagova 5,91%
Histidin 6,07% Fenylalanin 5,75%
Threonin 6,07% Cystein 5,75%
Kyselina asparagova | 6,07% Threonin 4,76%
Fenylalanin 5,26% Serin 4,60%
Prolin 4,86% Arginin 4,43%
Kyselina glutamova | 4,45% Prolin 3,94%
Asparagin 3,24% Glutamin 3,28%
Arginin 2,43% Tyrosin 3,12%
Methionin 2,02% Asparagin 2,79%
Tyrosin 1,62% Histidin 2,63%
Tryptofan 1,21% Glycin 2,13%
Cystein 0,81% Isoleucin 1,48%
Glutamin 0,81% Methionin 1,15%
Isoleucin 0,00% Tryptofan 0,33%

2.2.1. Prijem a degradace hemoglobinu a albuminu u krevsajicich ¢lenovcu

Na primarni kultufe klistécich stfevnich bunék bylo demonstrovano, ze hemoglobin
a albumin je ziskdvan do travicich sttevnich buné€k rliznymi zpiisoby. Zatimco albumin je
ziskavan nespecifickou endocytézou/pinocytézou, hemoglobin je ziejmé internalizovan
pomoci receptoru urcujici endocytozu (Lara et al., 2005).

Pii traveni krve probiha degradace hemoglobinu a albuminu (Sojka et al., 2016). S
degradaci hemoglobinu je spojeno uvoliiovani nadmérného mnozstvi hemu, které¢ je pro
hematofagy skodlivé (Sojka et al., 2013). Hem, hlavni slozka hemoglobinu, katalyzuje
tvorbu volnych kyslikovych radikali a navic dokaZe reagovat s fosfolipidovymi
membranami a narusit tak jejich struktury (Lara et al., 2003). S degradaci hemoglobinu

(hemu) se hematofagni zastupci vyrovnavaji riznym zptisobem. Evolu¢né vzniklo hned



nékolik mechanismi zaméfenych na detoxikaci hemu (Paiva-Silva et al., 2006 ; Graca-
Souza et al., 2006). Zastupci rodu Rhodnius ukladaji ptebytecny hem v podobé
krystalickych struktur (Oliveira et al., 1999). Komaii (Aedes aegypti) dokazi hem
pfeménit v odlisny produkt, ktery dale zpracovavaji (Pereira et al., 2009). Klistata jsou

schopna ukladat hem do specialnich organel zvanych hemosomy nebo-li residualni téliska

(Lara et al., 2003).

2.2.2. Hlavni degradacni draha tyrosinu

Prekurzorem pro tyrosin je fenylalanin. Jednd se o zdkladni esencidlni
aminokyselinu nezbytnou pro syntézu bilkovin, kterd je pfijimdna v potrave.
Para-hydroxylaci je fenylalanin pfeménovan na tyrosin (Obr. 1). Tato pfeména je
katalyzovana enzymem fenylalanin hydroxylazou (PAH). Alternativni metabolismus
L-fenylalaninu probiha dekarboxylaci nebo transaminaci za vzniku produktii, které se

vyluéuji moc¢i (Williams at al., 2008).

OH OH

o PAH + BH, )

-
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Obr. 1: Pfeména L-fenylalaninu na L-tyrosin. Reakce je z(¢astni enzym fenylalanin hydroxylaza (PAH),
kofaktor (tetrahydrobiopterin) BH4 a molekularni kyslik (Williams et al., 2008).

Genetické poruchy degradace fenylalaninu a tyrosinu vyvolavaji u lidi fadu
zavaznych onemocnéni (napt. fenylketonurie, tyrosinémie typ I, typ II a typ III) (Scott,
2006). Deficit pravé zminovaného enzymu PHA u ¢lovéka vede k vaznému onemocnéni,
fenylketonurii (Widaman, 2010). Fenylketonurie je autosomalné recesivné dédi¢né
onemocnéni a vétSina jejich forem je zpilisobena mutacemi na chromosomu 12q23.2.
Charakteristickym znakem je selhani rtustu, Spatnd pigmentace pokozky, mikrocefalie,
zachvaty, zavazné trvalé poruchy mozku vedouci az k mentalni retardaci (Williams,
Mamotte, & Burnett, 2008). V lidském téle se tak zvySuje hladina fenylalaninu a naopak
snizuje obsah tyrosinu v krvi (Widaman, 2010).

Genetické tyrosinémie jsou charakterizovany akumulaci tyrosinu v télnich
je porucha détstvi, bolestivé neurologické obtize, rachitida, ¢asto hepatokarcinom vedouci
k selhani jater. Toto onemocnéni je zpusobeno nedostatkem fumarylacetoacetat

hydrolazy (FAH). Nemoc se projevuje brzy po narozeni, a pokud se neléci, umrti



nasleduje do dvou let pacienta. Frekvence tohoto onemocnéni je ptiblizné 1 na 100 000
novorozencu v celkové populaci. Lé¢bou je mysleno zejména dodrzovani ptisné diety s
nizkym  obsahem fenylalaninu a tyrosinu pro kazdou ztyrosinemii a
2-(2-nitro-4-trifluormethylbenzoyl)-l,  3-cyklohexandionu (nitisinon, NTBC) pro
tyrosinémii typ I (Scott, 2006).

Tyrosin (Obr. 2) je semi-esencialni aminokyselina, ktera vznika hydroxylaci
z fenylalaninu nebo se ziskava ptimo z potravy (Sterkel & Oliveira, 2017). Je také
dalezitym prekurzorem klicovych neurotransmiterii a hormont, vcéetné epinefrinu,
norepinefrinu a dopaminu (Widaman, 2010). Eukaryotické bilkoviny, véetné proteint
vyskytujicich se v krvi nejsou zvlasté bohaté na tyrosin (cca 3% ze vSech aminokyselin)
(Kopacek & Perner, 2016).

Odbouravani tyrosinu probihd v nésledujicich péti dil¢ich reakei, které vedou ke
kone¢nym produktim a to k fumaratu a k acetoacetatu (Obr. 2). V hlavni degradaéni
draze tyrosinu je zahrnuto pét dulezitych enzymu (Tab. Ill) (Voet et al., 2006), z nich
kazdy je kédovan jednim genem (Kopacek & Perner, 2016).

Tab. l1I: Enzymy zahrnuté v degradaci tyrosinu.

Tyrosinova aminotransferaza (TAT)
p-hydroxyfenylpyruvat dioxygenaza (HPPD)
Homogentisat dioxygenaza
Maleylacetoacetat izomeraza
Fumarylacetoacetat hydrolaza (FAH)

€Oy . COy” OH
Tyrosine- p-Hydroxiphenylpyruvate-
—_— _—
NH3* transaminase o] dioxygenase COy
HO HO HO
Tyrosine p-Hydroxyphenylpyruvate Homogentisate
Homogentisate-
dioxygenase

o
0 c\)J\
? CH,
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Obr. 2: Hlavni degradaéni draha tyrosin (https://en.wikipedia.org/wiki/Tyrosine#Metabolism).

U krevsajicich zivoCichti dochazi béhem zpracovavani krve K velké produkci
volnych aminokyselin (Tab. Il) (Sterkel & Oliveira, 2017). Ukéazalo se, zZe pro samotné
preziti téchto organismil je nezbytna nejen U¢inna degradace proteint, ale i fungujici
katabolismus tyrosinu (Kopacek & Perner, 2016). Zatimco katabolicka draha tyrosinu u
savcu je soustiedéna pouze do jater a ledvin, u krevsajicich ¢lenovct konkrétné u plostice

R. prolixus byly detekovany potiebné enzymy pro tento katabolismus ve vsech tkanich a



to predevsim ve stievé (Sterkel et al., 2016). Bylo zjisténo, Ze ve stieveé krevsajici plostice
byly béhem traveni pfitomny v nadmérném mnozstvi pravé prvni dva enzymy degradaéni
drahy tyrosinu (tyrosin aminotransferaza a 4-hydroxyfenylpyruvat dioxygenaza) (Ribeiro
et al., 2014). Nedostatek téchto enzymut u tohoto krevsajiciho hmyzu neni slucitelny se
zivotem. Ptedpokladda se, ze smrt je zpusobena zvySenym mnozstvim tyrosinu
vV hemolymf€ a usazenim tyrosinovych krystalkia v tkanich (Obr. 3). Nejvice postizenou
tkani je stfevo, kde jsou patrné viditelné krystalky tyrosinu, které mohou narusit epitel

tkan¢ a tim zpusobit smrt jedince (Sterkel et al., 2016).
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Obr. 3: Utlumeni exprese enzymu tyrosinové aminotransferazy (TAT) a 4-hydroxyfenylpyruvat
dioxygenazi (HPPD) v degrada¢ni draze tyrosinu u plostice Rhodnius prolixus. A: Kontrola - injikace
dsMAL 7 dni po dokonéeni sani (PBM = post-bloodmeal). B: Utlumeni exprese HPPD pomoci injikace
dsRNA hppd, 7. den PBM. Sipky naznaGuji viditelné bilé krystalky. C: Bilé krystalky byly ru¢nd
vyizolovany, omyty, rozpu$tény ve vodé a byla provedena jejich identifikace kapalinovou chromatografii
jako tyrosin. D: Utlumeni exprese TAT pomoci injikace dsRNA tat, 4. den PBM. Sipky naznaéuji krystalky
tyrosinu, lokalizované v predni Casti stfeva, interagujici se stfevnim epitelem. E: Piedni Cast stfeva po
utlumeni exprese TAT. Viditelné tyrosinové krystalky uvniti epitelu. F: Predni ¢ast stieva bez krystalki
tyrosinu u kontrolni plostice (Sterkel et al., 2016).

Dalsim ptikladem krevsajiciho ¢lenovce je komar rodu Anopheles, vektor malarie.
Opakovanym sanim krve zvysuji samicky komarii nejen svou reprodukéni kapacitu, ale 1
potencial pfenosu nemoci diky Sifeni paraziti rodu Plasmodium od hostitele k hostiteli.
Velmi vyznamnou roli v reprodukci a v imunité hraje pravé tyrosin. Jeho metabolity jsou
dilezité pro tvorbu a zrani vajecného obalu-chorionu. Tyrosin, ktery je soucasti potravy
nebo ziskan pfeménou z fenylalaninu, je povazovan za vyznamny faktor v melanizacni
reakci (Fuchs, 2014).

Produktem, vedlejsi degradacni drahy tyrosinu, je dopamin (prekurzor melaninu).
Zaroven je také silnym neurotransmiterem, ktery musi byt pfisné regulovan. NaruSeni

regulace pfemény aminokyselinovych prekurzori, jako je pravé fenylalanin a tyrosin, na

9



dopamin vede Kk porucham chovani (pfedevS§im u obratlovci) a ke snizeni
zivotaschopnosti organisma (Williams et al., 2008).

Utlumenim fenylalanin hydroxylazy (pha) u komara Anopheles gambiae mélo za
nasledek nedokonéeny proces dozravani vajiCek s vyrazné nizSim obsahem zloutku.
Enzym PHA vyznamné ovliviiuje pocet a vyvoj vajicek. Nedostatek tyrosinu a dopaminu

se u samic projevi pierusenim melanizace chorionu (Obr. 4) (Fuchs et al., 2014).

NBF 1 day PBM 5 days PBM
dsLacZ

dsPAH

dsLacZ

dsPAH

Obr. 4: Utlumeni enzymu fenylalanin hydroxylazy (pha) vede ke sniZeni plodnosti komara Anopheles
gambiae. Po injikaci dsRNA pha (double-strand RNA pro fenylalanin hydroxylazu) a dsLAcZ
(double-strand non-related bacterial gene) jako kontroly byla provedena disekce ovarii (N = 6 na jeden
Casovy interval, NBF = Non-blood-fed = nenasaté samice, 1 day PBM = 1 day post-blood-meal = 1 den po
nasati, 5 days PBM = 5 days post-blood-meal = 5 dnl po nasati). Ovaria samic injikovanym dsRNA pha
byly vyrazné¢ mens$i. Zaroven ovaria u samin 5 days PBM obsahovaly velké mnozstvi nevyvinutych vajicek.
U samic, injikovanych dsRNA pha, byla pozorovana nemelanizovana vajicka (Spatna biosyntéza melaninu)
(Fuchs et al., 2014).

Pro ovéteni fyziologické dileZitosti fungujici degradace tyrosinu u klistat, které
jsou rovnéZ nuceni pro svij vyvoj zpracovavat velké mnozstvi krve, bylo vybrano

modelové klisté obecné (I. ricinus).
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2.2.3. Tyrosin aminotransferaza

Enzym tyrosin aminotransferaza (TAT) je enzym katalyzujici pfeménu tyrosinu na
4-hydroxyfenylpyruvat (Obr. 5) (Voet et al., 2006).

Nedostatek tohoto enzymu u ¢lovéka muize vést k onemocnéni zvané tyrosinémie
typ Il (Richner-Hanhart syndrom, RHS). Dochazi ke hromadéni tyrosinu v disledku
nepodléhani aminotransferazové reakci (Rettenmeier et al., 1990). Toto onemocnéni je
autosomalné recesivné dédicné a charakterizované zvySenou hladinou tyrosinu v Krvi,
mentalni retardaci a keratitidou (Natt et al., 1992).

Keratitida u pacientt s tyrosinémii typu Il je zpiisobena ukladanim tyrosinovych
krystal do rohovky a vede pozdéji k zanétu rohovky (Minami-Hori et al., 2017).

Gen tat se nachazi na lidském chromozému 16q22-24 a doposud je popsano

dvanact rozdilnych genovych mutaci (Rettenmeier et al., 1990).

OH 0.0 OH "0._0
EC26.1.5
+ - +
o : o :
HyN 0 © o H N7
o} O O (0]

L-tyrosin + 2-oxoglutarat 4-hydroxyfenylpyruvat + L-glutamat
Obr. 5: Pfeména L-tyrosinu na 4-hydroxyfenylpyruvat v piitomnosti enzymu
tyrosin aminotransferazy (https://en.wikipedia.org/wiki/Tyrosine_aminotransferase).

V prvni fazi degradacni drahy tyrosinu je zapotiebi pfitomnost samotné molekuly
tyrosinu a molekuly pyridoxal-fosfatu (Obr. 6A). Prabéh této chemické reakce
(transaminace) je katalyzovan tyrosin aminotransferazou a vyslednym produktem je
molekula 4-hydroyfenylpyruvatu (Voet et al., 2006). Enzym TAT je dimer (Obr. 6B) a
kazdy monomer obsahuje pyridoxal-fosfat (PLP), ktery je kovalentné vazany na zbytek
molekuly lysinu tyrosin aminotransferazy (Moreno et al., 2014). Vysledkem transaminace
mezi tyrosinem jako donorem aminové skupiny a pyruvatem jako aminoakceptorem je
p-hydroxyfenylpyruvat (HPP). Pyruvat dale reaguje za vzniku alaninu (Moreno et al.,
2014).
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Obr. 6: A: Struktury dvou hlavnich molekul zapojenych do chemické reakce katalyzované

enzymem tyrosin aminotransferazy (https://en.wikipedia.org/wiki/File:3strucfinal.jpg).

B: Schéma dimeru tyrosin aminotransferazy. Pyrodixal fosfat (PLP) je viditelny u obou monomerd.
(https://en.wikipedia.org/wiki/Tyrosine_aminotransferase#/media/File:DimerTAT.jpg).

2.2.4. 4-Hydroxyfenylpyruvat dioxygenaza

Enzym 4-hydroxyfenylpyruvat dioxygenaza (HPPD) je enzym Kkatalyzujici
pfedevsim preménu 4-hydroxyfenylpyruvatu na homogentisat (Obr. 7) (Voet et al., 2006).
Dale také katalyzuje konverzi fenylpyruvatu na 2-hydroxyfenylacetat (Kohlmeier, 2015).

Zmény v aktivité i struktufe HPPD jsou u ¢lovéka spojeny se dvéma rdznymi
metabolickymi poruchami, tyrosinemii typu III a hawkinsinurii. Nedostatek tohoto
enzymu vede k onemocnéni zvané tyrosinémie typ IIl. Jedna se o extrémné vzacnou
autozomalné recesivni nemoc (Tomoeda et al., 2017), charakterizovanou ataxii, mentalni
retardaci, zhorSenym zrakem a nadmérnym vylu€ovanim derivati tyrosinu do moci
(Scott, 2006). Hawkinsinurie je autosomalni dominantni porucha charakterizovana
vylu€ovanim "hawkinsinu". Hawkinsin je siru obsahujici aminokyselina se
systematickym nazvem (2-1-cystein-S-yl, 4-dihydroxycyklohex-5-en-1-yl) octova
kyselina. Pacienti s hawkinsinurii vylucuji tento metabolit ve své mo¢i po cely sviij zivot,
1 kdyZ se symptomy metabolické acidozy a tyrosinémie v prvnim roce Zivota zlepSuji
(Tomoeda et al., 2017).

S genetickou poruchou hppd je také spojovana jedna nejstars$i znama metabolicka
porucha znama jako alkaptonurie, ktera je zpisobena nizkou hladinou homogentisatu

Vv krevnim obé&hu (Garrod, 1902).
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Obr. 7: PFeména 4-hydroxyfenylpyruvatu na homogentisat v piitomnosti enzymu
4-hydroxyfenylpyruvatu dioxygenazy
(https://en.wikipedia.org/wiki/4-Hydroxyphenylpyruvate dioxygenase).

Enzym HPPD ma obvykle u prokaryot strukturu homotetramert, avSak u eukaryot
predstavuje homodimery (Obr. 8) (Rijksen & Staal, 1976). U eukaryotnich organismu se
hppd pouziva zejména k regulaci hladiny tyrosinu v krvi, avsak u rostlin je tento enzym
vyuzivan pro vyrobu kofaktord plastochinonu a tokoferolu-slozky chloroplastu u vyssich
rostlin (Gunsior et al., 2004), které jsou nezbytné pro pieziti rostliny (Goodwin & Mercer,
1983). Inhibitory enzymu HPPD maji velky zeméd¢€lsky vyznam jako Gc¢inné herbicidy
(Huber et al., 2004). Je zajimavé, ze molekuly HPPD maji i terapeuticky Géinek na fadu
vrozenych vad v degrada¢ni drdze tyrosinu (tyrosinémie typ I). Brani akumulaci

toxickych metabolitd (Moran, 2005).

Obr. 8: Schéma homodimer 4-hydroxyfenylpyruvat dioxygenazy. Cervena barva schématu piedstavuje
katalytickou doménu obsahujici Zelezo (Sipky naznacuji oblasti s Fe?* - oranzova kulicka). Modra barva
predstavuje oligomerni doménu (https://en.wikipedia.org/wiki/4-Hydroxyphenylpyruvate dioxygenase).
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3. Cile prace

1. Shromazdeéni a sepsani soucasné relevantni literatury.

2. Ziskani celé sekvence gent tat a hppd z klistéte 1. ricinus.

3. Mikrodisekce tkani klistéte I. ricinus.

4. Extrakce totalni RNA a syntéza cDNA.

5. RNA a DNA elektroforeticka separace.

6. PCR, RT-gPCR.

7. Klonovani, syntéza dsSRNA a fenotypizace RNAi-klist’at.
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4. Materialy a metody

4.1. Klistata a ziskani tkani

Samice klistat I. ricinus byly nechany sat na laboratornich morcatech. Na zada
morcat byl pfipevnén pryzovy kloboucek a posléze uzavien sitovinou. Po uplynuti
pfedem stanovenych casovych intervalll byla klistata odebrana a pod binokularnim
stereomikroskopem Stemi DV4 (Zeiss) byly vypitvany jednotlivé tkané (Tab. IV). Tkané
byly dukladné¢ promyty v roztoku PBS v diethyl pyrokarbonat vodé (DEPC voda),
pfeneseny do RA1 pufru s beta-merkaptoethanolem (143 mM) z kitu NucleoSpin RNA

(Macherey-Nagel) a zhomogenizovany pomoci 29G insulinové stikacky.

Tab. IV: Casové intervaly sani a jednotlivé tkané. 3D = 3 denni klistata, FF = pIn& nasata klistata, GT =
intervaly sani kli$t'at pouze pro stievo, GUT = stievo, SG = slinné Zlazy, OV = ovaria, TR = tracheje, MT =
Malphigiho trubice, REST = zbytek, UF = nenasata klist'ata, 3D = 3 denni kli§tata, 5D = 5 denni klist’ata,
FF = plné nasata kli§t'ata, 2AD = 2 dny po ukonéeni sani, 6AD = 6 dni po ukonceni sani.

3D GUT, SG, OV, TR, MT, REST
FF GUT, SG, OV, TR, MT, REST
GT UF, 3D, 5D, FF, 2AD, 6AD

4.2. Bioinformaticka analyza

Kompletni sekvence gend tat a hppd z I. ricinus byly ziskany pomoci serveru
National Center for Biotechnology (NCBI). Sekvence byly nalezeny pomoci programu
blast v dostupnych databazick klistéte 1. ricinus. Identifikované sekvence gend tat a hppd
z klistéte 1. ricinus byly porovnavany v Bioeditu pomoci ClustelW programu s
dostupnymi sekvencemi Ixodes scapularis, Rhodnius prolixus, Aedes aegypti,

Arabidopsis thaliana a Homo sapiens.

4.3. 1zolace RNA a syntéza cDNA

Z ptipravenych vzorkli (Tab. IV) byla izolovdna totalni RNA podle protokolu
dodavatele (Macherey-Nagel). Posléze byla syntetizovana ¢cDNA z oligo-dT primert
pomoci kitu Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche), jejimz templatem
byla pouzito 200 ng vyizolované RNA.
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4.4. RT-qPCR reakce
Kvantitativni real-time PCR (qRT-PCR) byla pouzita pro identifikaci relativniho
mnozstvi mRNA a analyzu  exprese  tyrosin aminotransferazy  (tat) a
4-hydroxyfenylpyruvit dioxygendzy (hppd) v klistécich tkanich a vyvojovych stadii (Tab.
IV). Reakce byly provedeny v technickych triplikatech. S pouzitim Master mix FastStart
Universal Sybr Green Master (Roche) byly ptipraveny reakéni smeési (Tab. V). Reakce
probihaly vzdy v 50 cyklech v pfistroji LightCycler 480 (Roche). Vysledné Ci hodnoty
byly zaznamenany diky programu LightCycler 480 Software release 1.5.0 SP4 (Roche).
Ziskana data byla vyhodnocena pomoci delta ct metody (Excel, GraphPad Prism6).
Relativni hladina tat a hppd byla normalizovana relativni hladinou referen¢niho (tzv.

housekeeping) genu, elongacniho faktoru (ef).

Tab. V: Reakéni smés pro 1 PCR reakci.
Master Mix 12,50 pl

Primery (100 uM) 0,15 ul
Templat + sterilni Ho2O 12,20 pl

4.5. PCR reakce, elektroforéza a izolace z gelu

PCR reakce byla provadéna s Taq Purple polymerazou (Top-Bio), s navrzenymi
primery (Tab. VI) a vhodnym cDNA templatem vV pfistroji T100 Thermal Cycler
(Bio-Rad). Reakce probihaly ve 25-30 cyklech. Ziskané PCR produkty byly separovany
pomoci elektroforézy v agarézovém gelu (1% agardza v 1x Tris-acetat-EDTA pufru
(TAE), ethidium bromid 0,5 pg/ml) probihajici cca 25 minut pii konstantnim napéti

100 V. V UV transiluminatoru pomoci UV zéieni byly separované produkty zviditelnény.
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Tab. VI: Seznam pouZitych primeri. Podtrzena restrikéni mista pro Apal a Xbal.

Primery pro qRT-PCR

TATgPRCforw 5'TGG CTG ACG AAG TGT ACC AA-3’
TATqPCRrew 5’ATA GGG CGA CCC CAT TTC-3°
HPPDgPCRforw 5'"GGA ACG TGG CAT GGA GTT-3"
HPPDgPCRrew 5’ACT GTG ATC TTG GCG GTC TT-3’

Primery pro RNAI

TATRNAIforw 5’atg ggc ccA GGT GAA GAA GGT CCT GCT C-3°
TATRNAIirew 5’att cta gaC GTT CCT TCA GCG AAC TCA G-3°
HPPDRNAIiforw 5’atg ggc ccT GTG CTA CAA GGG TCT GGA G-3°
HPPDRNAIrev 5’att cta gaG AAA GTG TGG GTC GTG TCT C-3°
Primery pro sekvenaci

M13forw 5'"GTAAAACGACGGCCAG-3

M13rev S'CAGGAAACAGCTATGAC-3’

4.6. Klonovani, transformace a izolace plazmidové DNA

Produkt, ziskany pomoci standartni PCR reakce, byl vyfiznut z gelu a posléze
vycistén pomoci kitu NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) a eluovan do
20 pl PCR H20. Takto ziskany produkt byl s pouzitim kitu TOPO TA Cloning Kit For
Sequenci ng (Life technologies) ligovan do vektoru pCR 4-TOPO. Metodou Heat Shock
(teplotni Sok, 42 °C) byl plazmid zatransformovan do kompetentnich bun¢k One Shot
TOP10 Chemically Competent Escherichia coli (Lifetechnologies). K buiikam bylo
ptidano 200 pl S.0.C. média a byly inkubovany cca 45 minut ve 37 °C. Po uplynuti
¢asového intervalu byly buiiky rozetieny na agarovou plotnu (1,5% agar v LB médiu,
ampicilin 50 pg/ml) a inkubovany ptes noc ve 37 °C.

Uspé&snost transformace byla ovéfena pomoci PCR z jednotlivych kolonii (pouzity
primery pro RNAi a sekvenaci) (Tab. VI). Jednotlivé kolonie bakterii byly
resuspendovany ve 20 pl PCR H:0, pticemz vzdy 1 ul byl pouzit jako templat do 10 pl
PCR reakce 0 25-30 cyklech. Pozitivni klony byly posléze ptidany do 4ml LB/amp média
(LB médium: 1% trypton, 0,5% kvasnicovy extrakt, 0,5% NaCl, pH 7,0; ampicilin-amp:
50 pg/ml) a opét inkubovany pies noc (220 RPM, 37 °C). Plazmidova DNA byla ziskana
pomoci Kitu High Pure Plasmid Isolation kit (Roche) a eluovana do 50 ul PCR H20 a poté

sekvenovana.
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4.7. Syntéza dvouvlaiknové RNA

Syntéza dvouvlaknové RNA (dsRNA) byla provedena nasledovné:
Z ovarii plné nasatych samic I. ricinus (zjisténa nejvétsi exprese) byl z cDNA pomoci
PCR (Tab. VII) amplifikovan fragment genu tat o velikosti 92 bp. Ze slinnych zlaz z 3D
samic |. ricinus (opét nejvetsi exprese) byl z cDNA amplifikovan fragment genu hppd o

velikosti 84 bp. Navrzené primery (Tab. V) obsahovaly restrik¢ni mista pro Apal a Xbal.

Tab. VII: PCR reakce o objemu 50 pl.

Buffer S5ul
dNTP 1ul
Primery (100 uM) 0,5 ul
Taq Purple polymeraza | 4 pl
Templat + sterilni H2O | 39 ul

Precistény PCR produkt byl ligovan do vektoru pll10. Restrikce samotného
plazmidu a ziskaného PCR produktu pro ligaci byla provedena nasledovné (Tab. VIII):

Tab. VIII: Restrikce plazmidu a PCR produktu.

Restrikce plazmidu pll110 (30 pl)

Buffer TA NGO 10x 3ul
Enzym (Apal, Xbal) 1+1 pl
DNA 3ul
Sterilni H.0 22 ul

Restrikce PCR produktu (30 pl)

Buffer TA-NGO 10x 3ul
Enzym (Apal, Xbal) 1+1 pl
DNA 20 ul
Sterilni H.0 Sul

ODbg¢ restrik¢ni reakce byly inkubovany ve 37 °C po dobu 2 hodin. Po piecisténi
restrikénich smésich pomoci kitu NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel)
byl PCR produkt zaligovan do vektoru pl10 (Tab. IX).
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Tab. IX: Priprava liga¢ni smési 10 pl.

Buffer 2x Sul
Stipnuty plazmid pl10 | 2 ul
DNA 2 ul
T4 ligaza 1l

Liga¢ni smés byla inkubovana hodinu pfi laboratorni teplot¢ a néasledovné pies
noc ve 4 °C. Metodou Heat Shock (teplotni Sok, 42 °C) byl plazmid zatransformovan do
50 ul kompetentnich bunék TOP10 (Life technologies). Nasledn¢ po kultivaci bun¢k byla
provedena izolace plazmidové DNA pomoci kitu High Pure Plasmid Isolation kit (Roche)
a ovéfeny pozitivni klony. Osekvenovany pozitivni klon byl kultivovan ve 100ml LB
média. Plazmid byl izolovan pomoci kitu Nucleo Bond Xtra Midi (Macherey-Nagel).
Plazmid, ktery obsahoval sekvenci amplifikovaného tiseku tat a hppd byl linearizovan ve
dvou odd¢lenych 50 ul restrikénich reakcich (Tab. X).

Tab. X: Reakéni smés pro linearni plazmid.

10 pg plazmidu X ul
Buffer TA NGO S5ul
Enzym Apal 6 ul
Enzym Xbal 6 ul
Sterilni H.O do 50 pl

Ziskany linearni plazmid byl ptecistén nasledujicim postupem:
Kplazmidu bylo pfidano 25 pl proteindzy K (zdsobni roztok: 20 pg
proteinazy K v 150 pl 10 mM Tris/HCI, pH 8.0 a 2 mM CaCly) a 3,75 ul 10% SDS. Smés
byla inkubovana v 50 °C po dobu 30 minut. Po pfidani 80 pl fenol-chloroformu (Sigma)
byla smé&s peclivé promichana pomoci vortexu a centrifugovana 5 minut pii maximalnich
otakach. K vodni fazi bylo pfidaino 80 ul chloroformu (Lach-Ner) a opét byla smés
promichana a cenrifugovana pii maximalnich otackach po dobu 5 minut. K odebrané
vodni fazi bylo pfidano 56 pul isopropanolu (Lach-Ner) a smés byla inkubovana 30 minut
v -20 °C a posléze centrifugovana opét 30 minut (max. otacky pii 4 °C). K samotnému
peletu bylo pridano 80 ul 80% ethanol (-20 °C) a smés byla centrifugovana po 8 minut pii
maximalnich otackach. Viditelny pelet byl vysuSen a nasledné rozpustén v 10-20 pl

DEPC vodé.
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Precistény linearizovany plazmid slouzil jako templat pro syntézu jednovlaknové
RNA (ssRNA) (Tab. XI) pomoci sady MEGAscript T7 High Yield Transcription kit
(Ambion).

Tab. XI: Reakéni smés pro syntézu ssRNA.

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

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

Sterilni H2O do 20 ul

Reakéni smés byla inkubovana pies noc ve 37 °C. Ziskana jednovldknova RNA
byla ptecisténa nasledujicim postupem:

K ssSRNA byl pfidan 1 pl Turbo DNazy a smés byla inkubovana 15 minut ve
37 °C. Po pridani 115 pl H20 a 15 pl octanu amonného byla smés zamichdna. Ke smési
bylo ptidano 150 ul fenol-chloroformu (Sigma Life Science) a dukladné v§e promichano
na vortexu. Po centrifugaci (5 minut, maximalni otacky) byla odebrana vodni faze, ke
které bylo nasledné pfidano 150 pl chloroformu (Lach-Ner) a smés byla opét peclivé
promichana a centrifugovana po dobu 5 minut pfi maximalnich otdckach. K odebrané
vodni fazi bylo ptidano 110 pl isopropanolu (Lach-Ner) a smés byla inkubovana 30 minut
v -20 °C a nasledné& centrifugovana 30 minut (max. otacky pii 4 °C). VysuSeny pelet byl
rozpustén ve 20 ul DEPC vodé.

V odmérném valci s vrouci vodou doslo pies noc k hybridizaci komplementarnich
vlaken RNA (3 pg/ml) v poméru 1:1. Pomoci elektroforézy v 1% agar6zovém TAE gelu
S pouzitim nanasejiciho pufru Ambion loading dye (Ambion) byla ovéfena UspéSnost
syntézy. Kvili zamezeni degradace RNA RNazami se pracovalo vzdy Setrné¢ v RNA

boxu.
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4.8. RNA interference

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

Béhem dvou nezavislych experimentt byly samice nechiny sat na morceti a po
odpadnuti byly zvazeny a uloZeny k piezivacimu pokusu. V kazdém pfedem stanoveném
casovém intervalu (3D, FF, 6AD) byla provedena extrakce RNA ze stifev a ovarii u tfech
nahodné vybranych samic I. ricinus.

V pribéhu pokusu bylo hlavnim cilem pozorovani fenotypovych projevii u KD
(knock-down, utlumeni) klistat a kontrolnich (gfp) klistat. Zaznamenan byl pocet
nasatych samic, télesna hmotnost samic, schopnost vyklast snisku, hmotnost samotné

snisky a schopnost lihnuti.
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5. Vysledky

5.1. Identifikace tat a hppd homologit v I. ricinus

Prace byla zaméfena zejména na analyzu exprese tyrosin aminotransferazy (tat) a
4-hydroxyfenylpyruvat dioxygenazy (hppd) vV jednotlivych Kklistécich tkanich a
vyvojovych stadii pomoci metody RT-qPCR.

K ziskani kompletni sekvence tat a hppd z klistéte I. ricinus byl vyuzit genom tzce
ptibuzného klistéte I. scapularis. Porovnavanim sekvence metodou BlastN z plostice
Rhodnius prolixus jsme =ziskali sekvence homologii zgenomu |. scapularis (tat:
ISCWO014463, hppd: ISCW018238). Oba homology jsou kédované jen jednim genem a
nemaji v genomu |. scapularis dalsi paralogy. Porovnavanim sekvence metodou BlastN
proti dostupnym transkriptomtm klistéte I. ricinus jsme ziskali sekvence i ortologl
naseho klistéte. Aminokyselinové sekvence pro TAT (Obr. 9) a HPPD (Obr. 10) z obou
druht klistat byly srovnany v sekvenénim alignmentu s homology z plostice (R.

prolixus), komara (A. aegypti), husenic¢ku (A. thaliana) a ¢lovéka (H. sapiens).
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Obr. 9: Srovnani aminokyselinové sekvence TAT z kli§téte Ixodes ricinus a pravdépodobnymi
ortology z jinych organisma. Rhodnius prolixus (RPRC000370), Aedes aegypti (AAEL008963), Ixodes
scapularis (ISCW014463), Ixodes ricinus (1r2-31032), Arabidopsis thaliana (BAB10727.1), Homo sapiens
(NP_000344.1).
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Obr. 10: Srovnani aminokyselinové sekvence HPPD z kli§téte Ixodes ricinus a pravdépodobnymi
ortology z jinych organisma. Rhodnius prolixus (RPRC003878), Aedes aegypti (AAEL014600), Ixodes
scapularis (ISCW018238), Ixodes ricinus (1r2-24382 ), Arabidopsis thaliana (AEE28006.2), Homo sapiens
(CAA51082.1).
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5.2. Zjisténi tkanové exprese tat a hppd

Pro identifikaci relativniho mnozstvi mRNA a analyzu exprese tat a hppd
v klistécich tkanich a vyvojovych stadii (Tab. V) byla pouzita metoda kvantitativni real-
time PCR (RT-gPCR, Obr. 11). Pfekvapivé nizka hladina ve stfevé naznacuje, Ze spise
periferni tkang&, zejména tukové téleso asociované s trachejemi nebo ovaria budou
hlavnimi tkdnémi podilejicich se na katabolismu tyrosinu.

Nejvétsi exprese tat byla zaznamenana u plné nasatych samic v ovariich (Obr.
11B). Pro hppd byla nejvétsi exprese zaznamenana u polonasatych samic ve slinnych
Zlazach (Obr. 11C).

Dale jsme analyzovali, jak je regulovana hladina jednotlivych transkripti ve stfevé
klistéte v prib&hu sani a po odpadnuti z hostitele. Zatimco exprese tat se ve stieve
zvySovala béhem sani, a po dosati opét klesala (Obr. 12A), exprese u hppd se piimo

umérné zvysovala se sanim i odpadnutim (Obr. 12B).
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Obr. 11: RT-qPCR analyza exprese tyrosin aminotransferazy (tat) a 4-hydroxyfenylpyruvat

dioxygenazy (hppd) v kliStécich tkanich. A: Exprese tat v klistéci tkani polonasatych samic. B: Exprese
tat v klistéci tkani plné nasatych samic. C: Exprese hppd v klistéci tkani polonasatych samic. D: Exprese
hppd v klistéci tkani plné nasatych samic. (Gut =
Trachea = tracheje, MT = Malphigiho trubice, Rest = zbytek). Grafy znazoriuji primér a smérodatnou

odchylku, n = 3.
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Obr.

12: RT-qPCR analyza exprese tyrosin aminotransferazy (tat) a 4-hydroxyfenylpyruvat

stftevo, SG slinné zlazy, Ova

dioxygenazy (hppd) v kli§técim stievé. A: Exprese tat ve stievé u nenasatych samic, béhem sani a po
odpadnuti samice klistéte. B: Exprese hppd ve stievé u nenasatych samic, béhem sani a po odpadnuti
samice klistéte. (UF = nenasata klist'ata, B3D = 3 denni kli§t'ata, BSD = 5 denni klistata, BFF = pIn¢ nasata
klistata, B2ZABM = 2 dny po ukonéeni sani, BEBABM = 6 dni po ukonéeni sani). Grafy zndzoriiuji pramér a
smérodatnou odchylku, n = 3.
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5.3. Priprava dsRNA tat a hppd pro RNAi analyzu

5.3.1. Vysledky PCR reakce

PCR reakce, amplifikujici cileny usek sekvence pro RNAI, byla provadéna s Tag
Purple polymerazou, navrzenymi primery (Tab. V) a vhodnym cDNA templatem. Jako
cDNA templat pro dsRNA tat byl pouzit vzorek s nejvétsi expresi pro tat - OV (ovaria) u
pIné nasatych samic (Obr. 11B). Pro dsRNA hppd byl pouzit vzorek s nejvétsi expresi
pro hppd - SG (slinné Zlazy) u polonasatych samic (Obr. 11C). Ziskané PCR produkty
byly separovany pomoci elektroforézy v 1% agar6zovém gelu (Obr. 13). Navrzené
primery TATRNAiforw, TATRNAirev, HPPDRNAIiforw a HPPDRNAIrev (Tab. VI)
obsahovaly restrikéni mista pro Apal a Xbal. Po extrakci z gelu pak byla DNA danymi

enzymy vystipnuta, stejn¢ jako plasmid a zaligovana.

\k\\ \\\‘\“\

Obr. 13: Amplifikovany fragment genu tyrosin aminotransferazy (tat) a 4-hydroxyfenylpyruvat
dioxygenazy (hppd) pomoci PCR reakce. DNA marker. Elektroforeticka separace na 1% agarézovém
TAE gelu. Amplikony byly vizualizovany pomoci ethidium bromidu.

5.3.2. Vysledky syntézy dvouvlaknové RNA

Zaligovany plasmid poté Slouzil k syntéze jednovlaknovych RNA. Hybridizaci
vzniklych komplementarnich vldken RNA (3 pg/ml) doslo pfes noc v poméru 1:1.
Usp&snost syntézy dsRNA pro tat & hppd byla ovéfena pomoci elektroforézy v 1%

agarozovém TAE gelu s pouzitim nanasejiciho pufru (Obr. 14).
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5.4.

Obr. 14: Ovéreni spéSnosti syntézy pro obé dsRNA pomoci elektroforézy v 1% agarézovém TAE
gelu. A: DNA marker syntetizovana ssRNA (templat-plazmid pll10 se zaklonovanym inzertem pro tat
linearizovanym restrikéni endonukledzou Apal), syntetizovand ssRNA (templat-plazmid pll10 se
zaklonovanym inzertem pro tat linearizovanym restrik¢éni endonukleazou Xbal), dsSRNA tat, marker. B:
zleva: syntetizovana ssRNA (templat-plazmid pll10 se zaklonovanym inzertem pro hppd linearizovanym
restrikéni endonukledzou Apal), syntetizovana ssRNA (templat-plazmid pll10 se zaklonovanym inzertem
pro hppd linearizovanym restrikéni endonukleazou Xbal), dSRNA hppd.

RNAI tat a hppd a jeji ovéfeni béhem a po sani dospélych samic klist’at |. ricinus

Pro RNAi pokusy a pozorovani fenotypovych projevi u KD klistat bylo 60
nenasatych samic I. ricinus injikovano do haemocoelu ptiblizné 0,5 pl (3 pg/ul) dSRNA
pro tat ¢i hppd (Obr. 14). Stejné mnozstvi dsRNA pro gfp bylo injikovano kontrolni
skuping€. U dvou nezavislych experimenti (Tab. XII) byl zaznamenan pocet dosatych

samic |. ricinus a pocet samic pro piezivaci pokus.

Tab. XII: Praubéh dvou nezavislych experimenti p¥i injikaci 0,5 pl dsRNA tat, hppd, gfp (3 pg/ul).
(tat= tyrosin aminotransferaza, gfp = green fluorescent protein, hppd = 4-hydroxyfenylpyruvat
dioxygenaza, izolace totalni RNA stfeva a ovarii u tfech nahodné vybranych samic I. ricinus byla
provedena dle stanovenych casovych intervalii béhem sani klistéte-3D = 3 denni klist'ata, FF = pIn¢ nasata
klistata, 6AD = 6 dni po ukonceni sani).

Pocet
Pocet Extrakce RNA | Pocet jedinct
prichycenych
Exp. 1/ Exp. 2 injikovanych . pro ovéreni na prezivaci
samic na
samic . ricinus 5 RNAI pokus
morce
TAT 1 TAT 2 30 30 26 26 3/3/3 | 3/3/3 17 17
GFP 1 GFP 2 32 30 32 27 3/3/3 3/3/3 23 18
HPPD 1 | HPPD 2 25 30 16 21 3/3/3 3/3/3 7 12
GFP 1 GFP 2 25 30 15 27 3/3/3 3/3/3 6 18
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Na obrazku 15, 16, 17 a 18 jsou ukazany vysledky analyzy RT-gPCR pro dva
nezavislé¢ experimenty. Podle vysledkli RT-qPCR analyzy hladinu mRNA ze stiev a
ovarii tat a hppd se podafilo snizit oproti dsRNA gfp injikované kontrolni skupiné
(Obr. 15,16,17,18).

A B

Gut Gut
[£] tat dsRNA [C] tat dsRNA
100+ B gfo dsRNA 100 I gfp dsRNA

804 80

60-

60

wl [ 40

Relative expression/efia

Relative expression/ef1a

wl | S i

Obr. 15: RT-qPCR analyza exprese tyrosin aminotransferazy (tat) v kli§técim stifevu béhem sani. A:
Exprese tat v klistécim stfevu u samic I. ricinus b&hem sani a po odpadnuti klistéte po prvni injikaci
ptiblizné 0,5 ul (3 pg/ul) dsSRNA TAT do haemocelu (Experiment 1). B: Exprese tat v klistécim stfevu u
samic |. ricinus béhem sani a po odpadnuti klistéte po druhé injikaci pfiblizné 0,5 ul (3 pg/ul) dsRNA tat
do haemocelu (Experiment 2). Pro kontrolu bylo injikovano stejnym mnozstvim dsRNA pro gfp (green
fluorescent protein) 30 nenasatych samic I. ricinus. Intervaly sani klistat: Day 5 = 5 denni kli§t’ata, Day 8
(FE) = pln¢ nasata klistata, Day 14 (6 ABM) = 6 dni po ukonleni sani. Grafy znazorfiuji primér a
smérodatnou odchylku, n = 3.

Z grafi (Obr. 15) je patrné, ze doslo ke snizeni hladiny exprese tyrosin
aminotransferazy v klistécim stfevé béhem sani. Zejména v prubéhu prvniho experimentu
se povedlo vyrazn¢ snizit hladinu exprese tat u samic I. ricinus v ¢asovém intervalu 6 dni
po ukonéeni sani (6 ABM) oproti kontrolni skupiné, které byla injikovana dsRNA gfp.
Opakovany druhy experiment nebyl tak Gspésny.
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Obr. 16: RT-qPCR analyza exprese tyrosin aminotransferazy (tat) v kliStécich ovariich béhem sani.
A: Exprese tat v klistécich ovariich u samic I. ricinus béhem sani a po odpadnuti klistéte po prvni injikaci
ptiblizné 0,5 pl (3 pg/ul) dsSRNA TAT do haemocelu (Experiment 1). B: Exprese tat v klistécich ovariich
b&hem sani a po odpadnuti klistéte po druhé injikaci ptiblizné 0,5 ul (3 pg/ul) dSRNA TAT do haemocelu
(Experiment 2). Pro kontrolu bylo injikovano stejnym mnozstvim dsRNA pro gfp (green fluorescent
protein) 30 nenasatych samic I. ricinus. Intervaly sani klistat: Day 5 = 5 denni kli$tata, Day 8 (FE) = pln¢
nasata klistata, Day 14 (6 ABM) = 6 dni po ukonleni sani. Grafy znazorfiuji primér a smérodatnou
odchylku, n = 3.

Z grafu (Obr. 16) je patrné, Ze doslo k vyraznéjsimu snizeni hladiny exprese tyrosin
aminotransferazy v klistécich ovéariich béhem sani. V prubéhu prvniho experimentu se
povedlo signifikantné snizit hladinu exprese tat u samic I. ricinus v ¢asovém intervalu
5 dni sani (Day 5) a 6 dni po ukonceni sani (6 ABM) oproti kontrolni skuping, které byla
injikovana dsRNA gfp. V ptfipadé opakovaného druhého experimentu opét doslo

k signifikantnimu sniZeni a to zejména v ¢asovém intervalu Day 5 a Day 8.
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Obr. 17: RT-qPCR analyza exprese 4-hydroxyfenylpyruvat dioxygenazy (hppd) v Klistécim stfevé
béhem sani. A: Exprese hppd v klistécim stievé u samic 1. ricinus béhem sani a po odpadnuti klistéte po
prvni injikaci pfiblizn¢ 0,5 pl (3 pg/ul) dsSRNA HPPD do haemocelu (Experiment 1). B: Exprese hppd
v klistécim stfeveé u samic I. ricinus béhem sani a po odpadnuti klistéte po druhé injikaci pfiblizné 0,5 ul (3
pg/ul) dsRNA HPPD do haemocelu (Experiment 2). Pro kontrolu bylo injikovano stejnym mnozstvim
dsRNA pro gfp (green fluorescent protein) 30 nenasatych samic I. ricinus. Intervaly sani klistat: Day 5 = 5
denni klistata, Day 8 (FE) = plné nasata klistata, Day 14 (6 ABM) = 6 dni po ukoncéeni sani. Grafy
znazoriwuji primeér a smérodatnou odchylku, n = 3.

Zgrafu (Obr. 17) je patrné, Zze doSlo ke snizeni hladiny exprese
4-hydroxyfenylpyruvat dioxygenazy v klistécim stfevé béhem sani. Prvni experiment byl
Vv ¢asovém intervalu 5 dni sani (Day 5) a 8 dni sani tj. plné nasati (FE) oproti kontrolni
skuping, které byla injikovana dsSRNA gfp. Zatimco u opakovaného druhého experimentu

nedoSlo ke snizeni této hladiny v ¢asovém intervalu 5 dni sani (Day 5), v ptipade

¢asovych intervalti FE a 6 ABM se podatilo hladinu exprese hppd opét tspésné snizit.
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Obr. 18: RT-qPCR analyza exprese 4-hydroxyfenylpyruvat dioxygenazy (hppd) v kli§técich ovariich
béhem sani. A: Exprese hppd v klistécich ovariich u samic I. ricinus béhem sani a po odpadnuti klistéte po
prvni injikaci ptiblizng 0,5 pl (3 pg/ul) dSRNA HPPD do haemocelu (Experiment 1). B: Exprese hppd
v klistécich ovariich u samic I. ricinus béhem sani a po odpadnuti klistéte po druhé injikaci piiblizné 0,5 pl
(3 ng/nl) dsSRNA HPPD (Experiment 2). Pro kontrolu bylo injikovano stejnym mnozstvim dsRNA pro gfp
(green fluorescent protein) 30 nenasatych samic I. ricinus. Intervaly sani klistat: Day 5 = 5 denni klistata,
Day 8 (FE) = plné& nasata klistata, Day 14 (6 ABM) = 6 dni po ukonleni sani. Grafy znazoriuji pramér a
smérodatnou odchylku, n = 3.

Z grafu (Obr. 18) je patrné, ze doSlo téméf Uplnému snizeni hladiny exprese
4-hydroxyfenylpyruvat dioxygenazy v kliStécich ovéariich béhem sani. Béhem prvniho
experimentu se povedlo velmi vyrazné snizit tuto hladinu exprese hppd u samic I. ricinus
Vv ¢asovém intervalu zejména 8 dni sani tj. pIné nasati (FE) a 6 dni sani po ukonceni sani
(6 ABM) oproti kontrolni skuping, které byla injikovana dsSRNA gfp. Opakovany druhy

experiment byl uspéSnéjsi a podafilo se signifikatné snizit hladinu hppd ve

vSech Casovych intervalech tj. Day 5, FE, 6 ABM.
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5.5. Snizeni hppd zpiisobuje zvySenou mortalitu kli§t’at po nasati

Utinek RNAi mél vliv i na fenotyp sani a reprodukce samic. Nepatrny rozdil byl
pozorovan v dob¢ plného dosati. Samice, injikované dsRNA tat ¢i hppd, saly v praméru
delsi ¢asovy interval (8 — 10 dni) na rozdil od kontrolnich samic injikovanych dsRNA gfp

(primérné7 — 8 dni). RNA interference neméla pfimy vliv na vahu plné nasatych samic
(Obr. 19).
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Obr. 19: Kontrolni vahy samic kli§téte 1. ricinus. A: Graf sani v intervalu 5 dnii a po samovolném

odpadnuti (tj. po plném dosati). tat = tyrosinova aminotransferaza, hppd = 4-hydroxyfenylpyruvat
dioxygenaza, gfp = Green fluorescent protein. B: Interval 5 dnii sani (tat, hppd, gfp). C: Interval plné dosati
(tat, hppd, gfp).

Rozdilny fenotyp byl pozorovan az po dokonceni samotného séni. Ackoli tat-KD
klistata ptezivala podobné jako gfp kontroly, samice, injikované dsRNA hppd, po
dokonceni sani do tydne zemfely, S mortalitou sedmy den po odpadnuti 96% (Obr. 20).

a? 100+ _

2 80

g 60

S -

o

£

b

<

h ol

(]

[«

m T L]
& >
X \(\QQ

injected dsRNA

Obr. 20: Mortalita samic klistéte 1. ricinus 7 dni po nasati. gfp = green fluorescent protein, tat =
tyrosinova aminotransferaza, hppd = 4-hydroxyfenylpyruvat dioxygendza. Grafy znazoriiuji pramér a
smérodatnou odchylku, n > 6.
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Samice, injikované dSRNA tat, vykladly stejné mnozstvi vaje¢né snusky
(Obr. 21A) se stejnym pomérem vylihlych larev (Obr. 21B) jako kontrola. Naopak, hppd-

KD samice diky vysoké mortalit¢ po odpadnuti z hostitele ve dvou nezavislych

experimentech, nemohly vyklast Zadné snisky a nemohlo tedy dojit k reprodukci.
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Obr. 21: Relativni hodnoty v jednotlivych stupnich prezivaciho pokusu. A: Velikost vykladené snisky.

B: Lihnuti larev. gfp Green
hppd = 4-hydroxyfenylpyruvat dioxygenaza.
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6. Diskuze

Krevsajici ¢lenovci kvili preziti a reprodukei travi velké mnozstvi zivin z nasaté krve
hostitele. Béhem zpracovani krve dochazi k velké produkci aminokyselin (Sterkel &
Oliveira, 2017). Zejména degradace tyrosinu je velmi citlivou drahou pro nékteré tyto
zastupce (plostice, komar, klisté) (Sterkel et al., 2016).

Tyrosin je semi-esencialni aminokyselina, ktera vznika hydroxylaci fenylalaninu nebo
je pfijimana pfimo z potravy. Pouziva se pro syntézu bilkovin, biogennich amint a
melanint (Sterkel & Oliveira, 2017). Jeho hlavni katabolicka draha vede pies pét
enzymatickych reakci na acetoacetat a fumarat (Voet et al., 2006), které pak mohou byt
dale katabolizovany pies Krebsuv cyklu (Sterkel & Oliveira, 2017). U ¢lovéka je znamo
nékolik genetickych onemocnéni, které jsou zpusobeny nedostateénym katabolismem
tyrosinu. AvSak tyto nemoci jsou piipisovany piedevsim akumulaci meziproduktl
vznikajicich béhem degrada¢niho cyklu nez zvysené hladiné tyrosinu (Scott, 2006).

Vyznamem katabolismu tyrosinu u krevsajicich ¢lenovcl se blize zajimal Sterkel et
al. (2016). Autoii vyuzili metody RNAI k utlumeni exprese vsech péti gent, avSak pouze
vyfazeni enzymu tyrosin aminotransferdzy a 4-hydroxyfenylpyruvat dioxygenazy, gent
kodujici prvni dva enzymy degrada¢ni drahy tyrosinu, vedlo Kk signifikantnimu snizeni
pteziti modelového organismu, plostice R. prolixus (Sterkel et al., 2016).

Zvysenou mortalitu pfipisovali autofi akumulaci tyrosinu a tvorbé krystalti v tkanich
pti traveni (Sterkel et al., 2016). Tento mechanismus mize vzdalené¢ pfipominat dnu,
lidskou poruchu zptisobenou nadmérnou konzumaci bilkovin, kterd se projevuje tvorbou
usazenin krystalt kyseliny moc¢ové v kloubech (Kopacek & Perner, 2016).

Na zakladé mého experimentu byl potvrzen vysledek predeslé studie. V tomto
experimentu slouzil jako modelovy organismus klisté I. ricinus. U tohoto krevsajiciho
¢lenovee doslo k uspésnému umlceni gend tat a hppd pomoci metody RNAI. Experiment
ukazal, ze injikaci dSRNA hppd zpisobil piedCasné tmrti 96% nasatych klistat. Po
utlumeni hladiny exprese tyrosin aminotransferazy (tat) nebyl pozorovan tak signifikantni
pokles v letalit¢ u samic I. ricinus. Tento rozdil v pozorovaném fenotypu miuze byt
vysvétlen tim, ze klisté |. scapularis ma ve svém genomu tfi homology pro aminovou
sekvenci tat (ISCW014463, ISCW024380, ISCW013629), ale pouze jeden gen pro hppd
(ISCW018238). Obdobna situace se da piedpokladat i u klistéte I. ricinus. Snizeni hladiny
transkriptu jedné formy tak nemusi zarucit sniZzeni dané enzymatické aktivity v urcité
tkani za podminky exprese dvou a vice forem. Tento fakt tedy mohl mit vliv na projev

letality u samic I. ricinus po injikaci dsSRNA tat.
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Tyto vysledky dokladaji dulezity fakt, Ze naruseni prvnich dvou enzymatickych reakci

v degradac¢ni draze tyrosinu efektivné zabiji krevsajici ¢lenovce (Obr. 22).
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Obr. 22: Detoxifikace tyrosinu u krevsajicich €lenovci. Hematofagni ¢lenovci, jako je (zleva doprava)
plostice R. prolixus (vektor Chagasovy choroby), komar A. aegypti (vektor zluté horecky) a kliste
R. microplus, travi velké mnozstvi Zivin ziskanych z hostitelské krve bohaté predev§im na bilkoviny.
RNAi-zprostiedkované tlumeni genu kédujiciho 4-hydroxyfenylpyruvat dioxygenazu (HPPD) nebo pouziti
inhibitoru HPPD mezotrionu je pro tyto jedince smrtelné v disledku akumulace krystalti vytvofenych z
ptebytku nerozlozeného tyrosinu. (Kopacek & Perner, 2016).

Fenotypovy projev, zprosttedkovany RNAi, byl dale ovéfen pouzitim inhibitoru
HPPD mesotrionu, ktery selektivné zabil hematofagni ¢lenovce (R. prolixus, A. aegypti,
R. microplus), ale neovlivnil nehematofagni hmyz (Sterkel et al., 2016).

Nase fenotypové pozorovani bylo ovéteno také s vyuzitim inhibitoru HPPD
mezotrionu béhem umelého sani na krmitku pro juvenilni i dospéla stadia I. ricinus. Tento
experiment mél za nasledek zvySeni hladiny fenylalaninu a tyrosinu v hemolymf€ po
odpadnuti klistat, kterd vedla k nésledné mortalit¢ (Mat¢j Kucera, nepublikovana data).

Vzhledem k tomu, Ze inhibitory HPPD jsou ve velké mife pouzivany jako herbicidy
(Huber et al., 2004), bylo velmi piekvapivé, Ze inhibice mezotrionem fungovala, protoze
sekvence hppd A. thaliana ma pouze 30% shodnou aminokyselinovou identitu se
sekvenci I. ricinus (Obr. 10).

Zatimco dominantni tkani pro akumulaci tyrosinu u plostice R. prolixus bylo stfevo
(Sterkel et al., 2016), vysledky naseho experimentu na I. ricinus ukazuji, Ze dominantni
tkani jsou ovaria (Obr. 11). Zaroven jsme byli schopni detekovat mesotrion v klistéci
hemolymf€, coz ukazuje na moznou systemickou toxicitu mezotrionu a nelze tedy
jednoznacné pfisoudit esencidlnost této drahy jedné tkdni (Mat&j Kucera, nepublikovana

data).
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V I¢kaistvi se k 1éCbé tyrosinémie typ I vyuziva 1€k nitisinon (Kopacek & Perner,
2016), ktery je rovnéz inhibitorem enzymu HPPD (Obr. 23). Intracelularni akumulace
fumarylacetoacetatu (FAA) a jeho pripadna extracelularni konverze na sukcinylaceton
muze byt toxickd a zaroven zodpovédna za apoptézu hepatocytii vedouci az k selhani
jater (Scott, 2006). Lék nitisinon Gspé$né inhibuje konverzi 4-hydroxyfenylpyruvatu
(HPP) na homogentisat a tak inibuje vznik toxickych meziprodukti. (Moran, 2005). | s
timto inhibitorem, pouZzitym pro membranové krmeni klistat, bylo dosazeno podobnych

vysledku jako s mesotrionem.

Tyrosine

[ Tyrosine aminotransferase ] l Tyrosinemia, type 2

4-Hydroxyphenylpyruvate
4-OH-PP

[ 4-OH-PP dioxygenase ] * [ <4 Nitisinone ] Tyrosinemia, type 3

Homogentisic acid
HGA

| HGA 1-2 dioxidase ) l Alkaptonuria

Maleylacetoacetic acid
MAA (hepatotoxic)

[ MAA isomerase ] l

Fumarylacetoacetic acid
FAA (hepatotoxic)

[ FAA hydrolase ] l Tyrosinemia, type 1

Fumaric and Acetoacetic acid

Obr. 23: Metabolismus tyrosinu. Genetickd mutace v genech kodujicich enzymy katabolismu tyrosinu
vede Kkriznym typim tyrosinémii. Tyrosin aminotransferaza (TAT) - tyrosinémie typ II;
4-hydroxyfenylpyruvat dioxygenaza (HPPD) - tyrosinémie typ III, Hawkinsinurie; fumarylacetoacetat
hydroxylaza (FAH) — tyrosinémie typ I (www.livertox.gov/Nitisinone.htm).
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7. Zavér

Pomoci genomu tuzce piibuzného klistéte 1. scapularis byla ziskana kompletni
sekvence tyrosin aminotransferazy (tat) a 4-hydroxyfenylpyruvat dioxygenazy (hppd) z
klistéte I. ricinus. Pomoci metody RT-qPCR byla provedena analyza exprese tyrosin
aminotransferazy (tat) a 4-hydroxyfenylpyruvat dioxygenazy (hppd) V jednotlivych
klistécich tkanich a vyvojovych stadii. Nejvétsi exprese tat byla zaznamendna u plné
nasatych samic v ovariich (Obr. 11B). Pro hppd byla nejvétsi exprese zaznamenana u
polonasatych samic ve slinnych zlazach (Obr. 11C). Exprese tat se zvySovala béhem sani,
avSak po dosani opét klesala (Obr. 12A). Exprese u hppd se pfimo tumérné zvySovala se
sanim 1 odpadnutim (Obr. 12B). S vyuzitim metody RNA interference byla potlac¢ena
exprese téchto genl ve stievé a v ovdariich. Na zakladé stanovenych Casovych intervall
byla pozorovana zména fenotypového projevu pomoci injikace dsRNA tat, hppd a gfp
(kontrolni skupina samic). Potlageni exprese enzymu tat nemélo vliv na pieziti samic.
Samice, injikovanym dSRNA tat, uspé$né vykladly, avSak ze subjektivniho pohledu
snaska i vylihnuti byly mensi nez velikost sntzek i lihnuti u kontrolni skupiny samic,
kterym byla injikovana dsRNA gfp. Vyrazny fenotyp byl pozorovan po RNAi umlceni
genu kodujictho HPPD, které vedlo k vysoké pred¢asné umrtnosti pln€ nasatych samic

l. ricinus.
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