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Abstrakt

Traveni a vylucovani odpadnich latek je pro heterotrofni organismy esencialni.
Klistata béhem svého vyvoje pfijimaji obrovské mnozstvi hostitelské krve, kterou
musi metabolicky zpracovat. Naruseni téchto procesti by mohlo byt kli¢ové pro
vyvoj a sani klist'at. V genové databazi klistéte Ixodes scapularis byl nalezen gen pro
enzym uredzu. Protoze zdaleka ne vSichni c¢lenovei timto genem disponuji,
predpokladala se jeho dilezita funkce v metabolismu klistéte. Pro studium byly
vybrany podjednotky ureA a ureD ureazy klistéte 1. ricinus. V ramci této prace byla
nejprve provedena analyza relativni exprese téchto podjednotek v jednotlivych
klistécich tkanich a stadiich. Nejvyssi exprese byla zaznamenana v Malpighiho
trubicich a ve stfevech, tedy v organech spojenych s vyluCovanim a trdvenim.
Nasledné bylo provedeno umlceni téchto genti pomoci metody RNA interference a
porovnany zakladni charakteristiky sani (délka sani nymf a dospé€lych samic, jejich
vaha po plném nasati, uspéSnost svlékani nymf a uspésnost vykladeni dospélych
samic) mezi experimentalni a kontrolni skupinou. Nebyl prokdzan vyznamny vliv
ureazy na prezivani a vyvoj klistat, s vyjimkou del$i doby sani dospélych samic u
skupiny ureD oproti kontrolni skuping. Dukladné poznani mechanismu traveni a
vylu¢ovani u klistat a jeho jednotlivych sloZzek je nezbytnym piedpokladem pro
hledani vhodnych kandidatnich gentli, na které bude mozné zaméfit vyvoj u€inné

vakciny.

Klicova slova: kliste, Ixodes ricinus, ureaza, ureA, ureD, Malpighiho trubice,

umlceni genu.



Abstract

Digestion and excretion of waste products is essential for the heterotrophic
organisms. Ticks digest during their lifetime enormous amount of host blood, which
has to be metabolically processed. Disruption of these processes can be of the key
importance for the tick development and food intake. The gene for urease was found
in genome database of the tick Ixodes scapularis. Since not all arthropods possess
this gene, it was hypothesized to have an important role in the tick metabolism.
Subunits ureA and ureD were chosen to study role of the urease in tick Ixodes
ricinus. In this study, analysis of relative expression of the chosen subunits was
performed, focusing on various tissues and tick developmental stages. The highest
relative expression was found in Malpighian tubules and guts, e.g. in tissues
connected with excretion and digestion. Subsequently, | performed gene silencing of
the chosen urease subunits and evaluated basic feeding characteristics (length of
nymph and adult female feeding, weight of fully fed nymphs and females, success of
nymph molting and success of oviposition) among experimental and control group. |
did not found any substantial influence of the gene silencing on tick survival and
development with exception of longer period of feeding of the adult females (group
ureD in comparison with control group). Thorough knowledge of digestion and
excretion mechanisms and their pathways in ticks is necessary prerequisite in search
for suitable gene candidates, on which can be aimed development of effective

vaccine.

Key words: tick, Ixodes ricinus, urease, ureA, ureD, Malpighian tubules, gene

silencing.
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1. Uvod a cile prace

Klistata jsou vyznamnymi pienaSeci lidskych i zvifecich onemocnéni zplisobenych
viry, bakteriemi, houbami ¢i prvoky (Jongejan & Uilenberg, 2004). Ve stfedni
Evropé je nejbéznéjsim druhem klist¢ obecné (Ixodes ricinus). Tento druh je
vyznamnym pienaSeCem klisStové encefalitidy, Lymské borelidzy, anaplasmozy a
babesiozy (Sonenshine, 2014). Zatimco pro klistovou encefalitidu je pro ¢lovéka
dostupnéd komeréni vakcina, pro Lymskou boreliozu doposud zadna neni (Steere et
al., 1998). Dikladné poznani metabolismu klistat je nezbytnym piedpokladem pro
hledani vhodnych kandidatnich genti, na které bude mozné zaméfit vyvoj ucinné

vakciny.

Cile prace

1. Analyza relevantni literatury.

2. Ziskani sekvence genu ureazy z genomu klistéte I. ricinus a navrhnuti primert.

3. Stanoveni exprese uredzy v klistécich tkanich a jejich vyvojovych stadiich
pomoci kvantitativni polymerazové fetézové reakce.

4. Ptiprava dvouvldknové RNA pro umlceni uredzy metodou RNA interference.

5. Posouzeni vlivu uml¢eni ureazy v nymfach a dospé€lych samicich 1. ricinus na

sani a jejich dalsi vyvoj.



2. Literarni ptehled

2.1 Systematika kli§t'at

Klistata jsou pavoukovci pattici do podtiidy Acari, nadfadu Parasitiformes a fadu
Ixodida (Sonenshine, 2014). Rad Ixodida se déle déli do 3 &eledi — Argasidae neboli
"mekkéa klistata" (186 druhti), Ixodidae tzv. "tvrda klistata" (692 druhl) a
Nuttallielidae (1 druh; Nava, 2009). Celed” Argasidae obsahuje 5 rodi — Antricola,
Argas, Nothoaspis, Ornithodoros a Otobius a celed” Ixodidae obsahuje 14 roda
(Guglielmone et al., 2010). Mezi medicinsky nejvyznamngéjsi Ixodidae patii Ixodes
(napt. . ricinus —Evropa a l. scapularis — Severni Amerika), Dermacentor,
Amblyomma, Boophilus a Rhipicephalus (Sonenshine, 2014). Celed’ Nuttallielidae je
monotypicka, obsahujici pouze jeden druh — Nuttalliela namaqua (Guglielmone et
al., 2010).

2.2 Zivotni cyklus kli§t'at

Vyvoj viech klidtat prochazi étyimi stadii — vajicko, larva, nymfa a dospélec. Zivotni
cyklus trva nejCastéji jeden az cCtyfi roky v zdvislosti na druhu a wvngjSich
podminkach. Sexualni dimorfismus je patrny pouze u dospélého stadia (Sonenshine,
2014).

Argasidae za svij zivotni cyklus vystfidaji n€kolik hostiteld (Hoogstraal &
Aeschlimann, 1982) a maji vice nymfalnich stadii (Hoogstraal, 1985). Kazdy
z téchto nymfalnich instarti se musi nasat a znovu se svléct do dal§iho instaru. Sani
nymf i dospélcii obou pohlavi trvd velmi kratkou dobu (15 aZ 30 minut). Samice
kladou jen né€kolik stovek vajicek a jsou schopné se béhem zZivota n€kolikrat nasat a
vyklast. Cely Zivotni cyklus je velmi dlouhy, v nékterych pfipadech mizZe trvat az 20
let. VSechna stadia se zdrzuji u obydli jejich hostiteli — tj. v hnizdech, jeskynich
apod. Hostiteli jsou endotermni i ektotermni zivocichové (Sonenshine, 2014).

Klistata celedi Ixodidae maji tiihostitelsky, dvouhostitelsky ¢i jednohostitelsky
zivotni cyklus. U vétSiny druht ptevlada tiihostitelsky cyklus (napf. 1. ricinus, Obr.
1). Kazdé¢ stadium saje na hostiteli pouze jednou a nasledné se svléka do dalSiho
stadia (Balashov, 1972). Na rozdil od samic dospéli samci krev nesaji, ale pouze
hledaji samici za Gi¢elem spafeni. Samice nasaji obrovské mnozZstvi krve a po dosati

nakladou tisice vaji¢ek. Sani kazdého stadia trva n€kolik dni a sklada se z fazi tzv.



pomalého a rychlého séni; u samic je faze rychlého sani podminéna ptedchozim
oplozenim. Cely zivotni cyklus vétSinou trva jeden az tfi roky. VétSina téchto klist'at

Zije na vegetaci v lesich a houstinach (Sonenshine, 2014).

K\
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Obr. 1. Schématicky diagram reprezentujici tfihostitelsky zivotni cyklus klistéte I.
ricinus. Larva saje na prvnim hostiteli (napf. drobni hlodavci, ptaci), pousti se a
svlékd se do dalSiho stadia, nymfy. Nasledné nenasatd nymfa hleda hostitele (napf.
drobni hlodavci, ptaci 1 vétsi obratlovci), saje a po dosati se pousti a svlekd se do
dospélého stadia, samce nebo samice. Obé pohlavi hledaji hostitele (napt. vétsi
savce), oplozené samice saji a po odpadnuti z hostitele nakladou tisice vajicek a
umiraji (Sonenshine, 2014). Clovék mize byt hostitelem viech téchto stadii (Volf &
Horak, 2007). Schéma M. Hajduskova (Biographix).

2.3 Morfologie klist’at

T¢lo klistéte se sklada ze dvou zakladnich ¢asti — hlavova c¢ast (tzv. capitulum) a
vlastni t€lo neboli idiosoma. Hlavovou ¢ast tvoii klepitka, makadla a hypostom. Na
hypostomu jsou zpétné hacky, které slouzi k uchyceni v kiizi hostitele béhem sani
(Volf & Horék, 2007). Na vlastnim téle jsou umisténé pary nohou, larvy maji tii pary
nohou, nymfy a dospélci maji Ctyfi pary nohou. Prvni par nohou nese Hallertv
organ, diky kterému klist€¢ najde svého hostitele, rozpozndva pach hostitele a
zvySenou koncentraci COy. ,,Tvrda® kliSt'ata maji na hibetni ¢asti tvrdy chitinizovany
stitek (Sonenshine, 2014). Samci maji tento Stitek po celé hibetni ¢asti, u samic,

nymf a larev dosahuje jen do poloviny téla, zbytek tvofi elasticka kutikula, ktera



umoziuje klistatim nékolikanasobné zvétsit svij objem béhem sani (Roberts &
Janovy, 2000). ,Me¢&kka“ klistata Stitek postradaji, misto toho maji kozovitou
kutikulu (Sonenshine, 2014).

2.4 Vylucovani odpadnich latek

Vyssi zivocichové se riznymi strategiemi zbavuji nadbytecného dusiku, ktery vznika
pii odbouravani proteint (Voet & Voetova, 1995). Proteiny jsou hydrolyzovany na
aminokyseliny, které mohou byt pouzity pro tvorbu novych proteinti. Nadbytecné
aminokyseliny jsou odbouravany na 2-oxoglutarat a toxicky amoniak. Amoniak je
bud’ vyloucen, nebo konvertovan na mocovinu ¢i kyselinu moc¢ovou V mocovinovém
cyklu. U zivocicht, kteti jsou na amoniak citlivi (napf. savci), je amoniak
transportovan krvi ve formé glutaminu ptfedtim, nez je pfeménén na mocovinu
(Wright, 1995). Amoniak také mize vznikat uvolnénim z mocoviny ¢innosti ureazy,
napt. u nékterych mékkysa (Campbell & Speeg, 1968) nebo korali (Barnes &
Crossland, 1976). Predev$im se vSak amoniak objevuje v travicim traktu mnoha
zivocichl piisobenim mikroorganismu. Prikladem muze byt aktivita mikroorganismu
Vv travicim traktu prezvykavcl, mocovina produkovana v jatrech je degradovana na
amoniak piisobenim mikrobialni ureazy (Church, 1975).

Zivogichové vyluduji dusikaté odpadni latky riiznymi zptisoby — nejéastéji ve
formé& amoniaku, mocoviny a kyseliny mocové, ale také ve formé guaninu, kreatinu,
kreatininu ¢1 aminokyselin. V jaké formé& bude dusik vyluCovan, zavisi na fadé
faktori vnéjsiho prostfedi. Zatimco vodni organismy (bezobratli, ryby a larvalni
stadia obojZivelnikl) vylucuji pfedev§im amoniak, suchozemsti Zivoc¢ichové vylucuji
nejcastéji mocovinu nebo kyselinu mocovou (Wright, 1995).

Mocovina je hlavni odpadni produkt vétSiny suchozemskych Zivocich vcetné
lidi. Je syntetizovana z amoniaku v jatrech v mocCovinovém cyklu a piendSena krvi
do ledvin a nasledné vyloucena moc¢i ven z téla (Voet & Voetova, 1995).

Kyselina mocova se vyskytuje u ptakt, plazd, n¢kterych obojzivelniki a u vétSiny
hmyzu. Vznikd z metabolismu purini (adeninu a guaninu). V malém mnozstvi se
tvofi 1 u lidi, pokud se jeji koncentrace v krvi zvys$i, mize vést az k onemocnéni dna.
Posledni enzym drahy formujici kyselinu mocovou, xanthin dehydrogenaza, chybi u

pavoukovct a proto je u nich hlavnim metabolitem guanin (Anderson, 1966).
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2.4.1 Vylucovani odpadnich latek u klistat

Jedinym zdrojem potravy klist’at je krev jejich hostitelt. Klist'ata béhem jednoho sani
pfijmou mnoho krve, kterou musi travit; jejich hmotnost se az stondsobné zvysi
oproti nenasatému stavu (Balashov, 1972). Traveni krve u klistat je pomaly proces
probihajici uvnitt stfevnich bunék (Arthur, 1965). Zasadni je zpracovani hlavnich
proteint hostitelské krve, hemoglobinu a albuminu (Akov, 1982). Z traveni téchto
proteini  vznikaji aminokyseliny, které jsou nezbytné pro metabolismus a
rozmnozovani klistat (Hamdy, 1977). Pfi tomto procesu vznikaji odpadni latky, které
musi byt dale odbourany. Hlavnim odpadnim produktem klistat je guanin
(Anderson, 1966).

Vylucovani odpadnich latek je u klistat zprostiedkovano pomoci Malpighiho
trubic a zadniho stfeva, které¢ se sklada z rektalni ampule, rekta a fitniho otvoru.
Malpighiho trubice jsou hlavnim organem zajistujicim eliminaci dusikatych
odpadnich latek, formuje se zde guanin. Jsou parové a napojené na kazdé stran¢ na
rektalni ampuli, jednim koncem jsou ptipojené ke stievu (Obr. 2A). Jsou extrémné
dlouhé a vinou se kolem vnitinich organt klistéte, (Obr. 2B), (Sonenshine, 2014).

Béhem sani a po sani se zvétsuji tim, jak se plni krystaly guaninu (Balashov, 1972).

A B

Obr. 2. Vnitini anatomie klistéte I. ricinus. A — Malpighiho trubice napojené na
rektalni ampuli a zadni stfevo. Snimek ze stereomikroskopu, zvétSeni 50x, autor
Zuzana Zemanova. B — Schématicky nakres télnich organti se zvyraznénymi
Malpighiho trubicemi (Mal. trubice) a rektalni ampuli (rekt. ampule), pievzato
z (Sonenshine, 2014).
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Vlastni zadni stfevo je kratké a jeho jedinou funkei je transport nestravenych latek
(pfedevsim hematinu a nestraveného hemoglobinu) ze stfedniho stfeva a Malpighiho
trubic do rektdlni ampule. Rektdlni ampule je velkd struktura ovélné¢ho tvaru
umisténd v zadni €asti téla kliStéte. Béhem sani €1 tésné po sdni je zbarvena do

¢ervena v dusledku nestraveného hemoglobinu a hematinu ze stieva. Mimo tuto dobu

je zbarvena do bila vzhledem k velkému mnozstvi krystald guaninu (Obr. 3)
(Sonenshine, 2014).

Obr. 3. Krystaly guaninu (Sed¢) a krystaly hemoglobinu (¢ervené) v rektalni ampuli.

Snimek ze svételného mikroskopu, zvétSeni 100x, autor Zuzana Zemanova.

Rektum je pfipojené k rektdlni ampuli a konéi fitnim otvorem. Stejné jako
predchozi ¢asti mize byt vyplnéno krystaly guaninu anebo zbytky hematinu cerné
barvy (Sonenshine, 2014). Kontrakce hladké svaloviny fitniho otvoru zvétsuji rektum

a usnadnuji defekaci (Balashov, 1972).

2.5 Ureaza

Ureaza je prvni enzym, ktery se podafilo zkrystalizovat. Zaroven se jednd o prvni
enzym, u kterého se zjistilo, Ze enzymy jsou proteiny, kdyZz v roce 1926 izoloval
Sumner ureazu z bobovité rostliny Canavalia ensiformi (Sumner, 1926). Urcaza je
enzym katalyzujici rozklad mocoviny na amoniak a karbamat, ktery se néasledné
rozklada na kyselinu uhli¢itou a druhou molekulu amoniaku (Mack & Villars, 1923).
Uredza je v piirodé hojné zastoupend, vyskytuje se v rostlinach, bakteriich, houbach,
fasach, v pudé a v fadé bezobratlych (Mobley et al., 1995; Witte, 2011). Mocovina,

substrat pro ureazu, je vSudyptitomna diky jeji exkreci zivocichy a dekompozici
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dusikatych slozek z uhynulych organismi (Wang et al., 2008). Ureaza hraje
dialezitou ulohu v celkovém metabolismu dusiku v ptirodé. Jeji kli¢ova funkce je
poskytnout amoniak organismim vyuzivajicim dusik pro svij rtst, tj. rostlindm
(Krajewska, 2009). Dale v rostlinach, diky tvorbé amoniaku, vykonava obrannou
funkci proti rostlinnym patogenim (Polacco & Holland, 1993) a navic ureaza
vykazuje insekticidni (Follmer et al., 2004) a antifungicidni u¢inky (Menegassi et al.,
2008). Ureaza je v hojném mnozstvi zastoupena piedev§im v semenech lusténin
(napf. Glycine max, Canavalia ensiformis) (Sumner, 1926).

Bakterie obsahujici uredzu, tzv. ureolytické bakterie, jsou Casto patogenni pro lidi
i zvifata. Tato patogeneze je zpusobena hydrolyzou mocoviny, ktera ziistala ve
stfevnim traktu na toxicky amoniak. Nejcastéjsi bakterii je Helicobacter pylori, ktera
kolonizuje travici trakt pii zvySeném pH a rozkladd mocovinu na amoniak.
Poskozuje tkan hostitele a miize vyustit az v zalude¢ni viedy ¢i rakovinu zZaludku
(Krajewska, 2009).

Obrovsky vyznam ma ureaza v zemédé€lstvi. Diky jeji ptitomnosti v pude, je
mozné pouzit mocovinu jako U€inné dusikaté hnojivo. Diky uredze v pudé je
amoniak dobfe pfistupny rostlinam. Tato hydrolyza ale mize mit i opac¢ny efekt.
Pokud se mocovinou intenzivné hnoji, vznikd ¢innosti uredzy pfili§ velké mnozstvi
amoniaku, ktery je toxicky pro kli¢ici zrna. Pro tyto Ucely se pouZivaji inhibitory
uredzy, které zajisti oddaleni vzniku nadmérmého mnoZstvi amoniaku do doby po

vykli¢eni (Sahrawat, 1980).

2.5.1 Struktura ureazy

Ureaza je metaloenzym obsahujici ve svém aktivnim misté dva atomy niklu (Dixon
et al.,, 1975). Sklada se ze dvou hlavnich podjednotek — strukturni podjednotky
kédované geny ureA, ureB a ureC a pridavné podjednotky kodované geny ureD,
ureE, ureF a ureG. Geny ureA, ureB a ureC dohromady tvofi strukturu (ureABC)s.
Proteiny, které jsou kddované piidavnymi geny, jsou potiebné pro inkorporaci ionti
niklu do apoenzymu uredzy a umoznuji jeji aktivaci (Obr. 4), (Park & Hausinger,
1995).

13



(UreABC), (UreABC-UreD),

UreE

& 3 T Ni*2 e

a0 ol Nl NI UreF ~

l ) . qu‘,&
Active 3 .o 3C0, +

Urease UreF, 3GTP

+3GDP + 3P,

Obr. 4. Draha aktivace ureazy u bakterie Klebsiella aerogenes. Podjednotky ureA,
ureB a ureC jsou spojeny do trimeru (ureABC)s. UreD, ureF a ureG se postupné
vazou na komplexy ureABC — ureD, ureABC — ureDF a ureABC — ureDFG. lonty
niklu umoznujici aktivaci uredzy, jsou ke komplexu dopraveny pomoci ureE

(Quiroz-Valenzuela et al., 2008).

2.6 RNA interference

RNA interference (RNAi) je prastary mechanismus, ktery se vyskytuje u fady
eukaryotickych organisma (Tijsterman et al., 2002). Slouzi jako obrana pied
cizorodym genetickym materidlem a hraje vyznamnou roli v regulaci vlastnich
vnitrobunéénych genti béhem vyvoje organismu (Myers & Ferrell, 2005). U rostlin
se vyznamné podili na obran¢ proti RNA virum (Waterhouse et al., 2001).

RNAI byla popsana vroce 1992, kdyz se Fire a Mello zabyvali studiem
modelového organismu Caenorhabditis elegans. Po injikaci dvouvlaknové RNA
(dsRNA) do had’atka, zaznamenali vyrazné utlumeni genové exprese (Fire et al.,
1998). Diky tomuto objevu je mozné studovat funkci gent ¢i biochemickych drah
v organismech.

RNAI je post-transkripéni mechanismus regulace gend. Je spusténa piitomnosti
cizi dSRNA, ktera je v bunce rozstépena specifickou endonukleazou Dicer-2, na
kratké dvouretézcové useky RNA, t€émito useky mohou byt SIRNA (short-interfering
RNA) nebo rasiRNA (repeat-associated-short interfering RNA; Meister & Tuschi,
2004). Pro umlceni gent u klistat metodou RNAI je vyuzivano vpraveni dSRNA,
kterd je Stépena na SIRNA. Tyto SiRNA jsou nasledné uspotadany do komplexu
zvany RISC (RNA-induced silencing complex; Hammond et al., 2000). RISC
komplex s navazanym proteinem Argonaute2 nasledné $tépi cilovou komplementarni

MRNA (Carmell et al., 2002).
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Vyuziva se n€kolik zptisobl vpraveni dsRNA do organismu. Bud’ in vivo injikaci
dsRNA do organismu nebo in vitro pomoci transfekce dsRNA do bunécéné kultury
(Hammond et al., 2000). U klist’at je nejucinnéjsi metodou in vivo vpraveni dsSRNA
injikaci do hemolymfy klistéte. Poprvé byla tato technika provedena u dospélych

nenasatych samic Amblyoma americanum (Aljamali et al., 2002).

15



3. Metodika

3.1 Identifikace ureazy v genomu klistéte a ziskani jeji kompletni sekvence

Pro nalezeni a lokalizaci uredzy v biochemickych drahach klistéte byla vyuzita
databaze KEGG (http://www.genome.jp/kegg/) K blizsi identifikaci ureazy a jejich
podjednotek u klistéte I. ricinus byla provedena in silico analyza genomu blizce
ptibuzného klistéte I. scapularis z databaze Vector base a bylo ovéfeno, zda jsou
geny pro ureazu eukaryotického pivodu (https://www.vectorbase.org/). Kompletni
sekvence byly =ziskdny v databazi National Center for Biotechnology
(www.ncbi.nlm.nih.gov) pomoci programu BLASTN a ve vlastnich cDNA
databazich klistéte I. ricinus. Pro zjisténi exprese a funkce ureazy v klistéti I. ricinus

byly zvoleny podjednotky kodujici geny ureA a ureD.

3.2 Navrhnuti primeri

Genov¢ specifické primery byly navrZzeny ze ziskanych sekvenci ureA a ureD
z klistéte 1. ricinus v programu Primer3 (primer3.ut.ee). Primery pro RNAI byly
navrzeny tak, aby obsahovaly restrikéni mista pro enzymy Apal a Xbal (GGGCCC a
TCTAGA), teplota pro nasedani primert na templat byla zvolena 55°C. Primery pro
kvantitativni PCR byly navrZeny tak, aby nasedaly na templat pii teploté¢ 60°C.
Vyrobené primery byly dodany firmou GENERI BIOTECH (Hradec Kralové, Ceska
republika). Primery byly otestovany pomoci polymerazové tetézové reakce (PCR),
jako templat byla pouzita CDNA z plné nasatych nymf, reakce probihala ve 40
cyklech. Vsechny pouzité primery a jejich sekvence jsou znazornény v tabulce

v ptiloze (Ptiloha 1).

3.3 Kvantitativni polymerazova ietézova reakce v realném ¢ase (QRT-PCR)

Tato metoda byla pouzita pro srovnani exprese ureA a ureD Vv jednotlivych klistécich
tkanich samic I. ricinus (vajeéniky, stfevo, slinné zlazy, hemolymfa (jen u
polonasatych samic), Malpighiho trubice, tracheje a zbytek téla) a v jejich
vyvojovych stadiich (vajicka, larvy, nymfy, dospélci). Larvy, nymfy a dospélé
samice byly analyzovany pfed sanim a po nasati. Jako templat byla vyuzita cDNA
z dlouhodobych vzorkli ziskanych Laboratofi kliStaty ptfenaSenych onemocnéni.

V celkové reakci 10 pl bylo pouzito 5 ul SYBR Greenu (Roche), 2 ul cDNA, 0,5 ul
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od kazdého primeru pro ureA (IR742+743), ureD (IR698+699) a clongacni faktor
(IR524+525) a zbyvajici objem byl doplnén sterilni vodou.

Déle byla gqRT-PCR pouzita pro ovefeni snizeni exprese ureA a ureD u
polonasatych samic a plné nasatych nymf (viz kapitola 4.5). Jako templat byla
pouzita cDNA z Malpighiho trubic a stfev dospélych samic a cDNA z celych tél
nymf. Na reakci 25 pl bylo pouzito 12,5 ul SYBR Green (Roche), 5 ul cDNA, 1 ul
od kazdého primeru pro ureA (IR742+743), ureD (IR698+699) a clongacni faktor
(IR524+525) a zbyvajici objem byl doplnén sterilni vodou. qRT-PCR byly
provedeny za teplotnich podminek uvedenych v tabulce 1.

Analyzy byly provedeny s pouzitim piistroje Light-cycler 480 (ROCHE). Po
ukonceni reakce byla zkontrolovana spravnost pribéhu reakci podle amplifikaéni
ktivky a kiivky tani. Vzorky byly analyzovany ve tfech opakovanich a hodnoty byly
srovnany s genovou expresi referenéniho genu elonga¢niho faktoru. Relativni
exprese ureA a ureD byla vyhodnocena metodou ACp hodnot s pouzitim
matematického algoritmu (Pfaffl, 2001). Usp&snost RNAi byla vyjadiena jako

procento sniZeni exprese oproti kontrolni skupiné gfp.

Tab. 1. Podminky pouzité pro kvantifikaci ureA a ureD pii qRT-PCR.

Teplota  Cas
Zahajeni 95°C 10 min
Denaturace 95°C 15s
Nasednuti primerd ~ 60°C 30s  55x
Syntéza cDNA 72°C 30s

3.4 RNA interference
RNAI byla pouzita pro umlceni ureA a ureD v nymfach a samicich I. ricinus. Cely
postup byl proveden podle protokolu zavedeného v Laboratofi Klistaty pfenasenych

onemocnéni (Hajdusek et al., 2009).

3.4.1 Klonovani

PoZzadovana nukleotidova sekvence ureA a ureD byla namnozena pomoci PCR, pfi
podminkach 40 cyklt a 55°C. Jako templat byla pro tuto reakci pouzita cDNA z pIné
nasatych nymf s RNAI primery (IR704+705 pro ureA, IR700+701 pro ureD; Ptiloha
1) obsahujicimi restrik¢éni mista pro enzymy Apal a Xbal. Byla provedena separace
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namnozené¢ cDNA v 1 % agarézovém gelu, pozadované produkty byly vyfiznuty a
izolovany z gelu (NucleoSpin - Gel and PCR clean-up kit, Macherey-Nagel).

Pro vlozeni klonovaného tiseku DNA plasmidu byl pouzit plasmid pll10 s dvéma
T7 promotory v opaéné orientaci (Levashina et al., 2001). Produkty i plasmid pll10
byly nejdfive §tépeny restrikénimi enzymy Apal a Xbal. Stépeni probihalo pti 37°C
po dobu 2 hodin v reakci uvedené v tabulce 2.

Tab. 2. SloZeni restrikéni reakce pro plasmid pll10 a PCR produkt.
Komponenta Plasmid (ul) PCR produkt (ul)

Pufr TANGO 10x 3 3
Enzym Apal 1 1
Enzym Xbal 1 1

DNA 3 20
Voda 23 6

Stépené produkty a linearizovany plasmid byly piedistény (NucleoSpin Gel and
PCR Clean-up kit, Macherey-Nagel). Vycisténé produkty byly vlozeny do
klonovaciho vektoru pll10 v liga¢ni reakci uvedené v tabulce 3. Reakce probihala pfi

pokojové teploté po dobu 1 hodinu a poté pii 4°C ptes noc.

Tab. 3. SloZeni liga¢ni reakce.

Komponenta Mnozstvi (ul)
Pufr 2x (pGEM T-easy kit) 2,5
Stépeny plasmid pll10 1,0
Stépeny PCR produkt 1,0
T4 ligaza (pGEM T-easy Kkit) 0,5

Dale byla provedena transformace plasmidu do bakterii pomoci metody teplotniho
Soku. 50 ul chemokompetentnich bunék E. coli (One Shot TOP10, Invitrogen — Life
Technologies) bylo smichano s Syl plasmidu obsahujicim vlozeny gen a smés byla
inkubovana 30 minut na ledu. Poté byl proveden teplotni Sok pii 42°C a po uplynuti
1 minuty byla smés ihned zchlazena na ledu. Transformované bakterie byly vysety

na Petriho misky s LB médiem a ampicilinem a kultivovany pies noc pti 37°C.
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Pomoci PCR (55°C, 40 cyklt) s genove specifickymi primery pro ureA a ureD
(IR704+705 pro ureA, IR700+701 pro ureD) byla provedena selekce pozitivnich
klonii, které byly déale inkubovany ve 100 ml LB média ptes noc. Poté byly plasmidy
izolovany pomoci Midiprep kitu (Macherey-Nagel). Pro ovéfeni spravné sekvence
vlozeného useku DNA byly izolované plasmidy osekvenovany (Eurofins) s pouzitim

primert M13F a M13R (Pftiloha 1).
3.4.2 Syntéza dvouvlaknové RNA
Izolované plasmidy byly jednotlivé Stépeny enzymy Apal a Xbal v reakci uvedené

v tabulce 4 po dobu 2 hodin a 37°C.

Tab. 4. SloZeni restrikéni reakce.

Slozka Mnozstvi (pul)
30 pug plasmidu 10
Pufr TANGO 5
Enzym (Apal, Xbal) 6
Voda 29

Linearizované plasmidy byly vycistény podle nasledujiciho protokolu:
Plasmidy byly inkubovany s 25 ul proteinazy K a 3,75 ul 10 % SDS pii 50°C po
dobu 30 minut. Extrakce plasmidi probéhla ptidanim 80 pl fenol-chloroformu,
sto¢enim v centrifuze po dobu 5 minut na maximalni ota€ky a pfidanim 80 pl
chloroformu do odebrané vodné faze. Smés byla opét stocena v centrifuze po dobu 5
minut na maximalni ota€ky a poté prob&hla precipitace plasmidii pfidanim 56 pl
1sopropanolu do odebrané vodné faze. Smes byla inkubovana pti -20°C po dobu 15
minut a poté stoCena v centrifuze pii 4°C po dobu 30 minut. Ziskany pelet byl
promyt 80 % ethanolem, vysusen pii pokojové teploté a rozpusStén ve vode oSetiené
diethyl pyrokarbonatem (DEPC voda).

Syntéza jednovlaknovych RNA (ssRNA) byla provedena pomoci kitu
MEGAscript T7 Transcription kit (Ambion) v reakci znazornéné v tabulce 5. Poté

byla smés inkubovana pies noc pii 37°C.
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Tab. 5. Slozeni reakce pro syntézu ssRNA.

Slozka Mnozstvi (ul)
NTP 8
Pufr 2
Linearizovany plazmid 1
Enzym 2
Voda 7

SSRNA byly piecistény nasledujicim postupem:
Do smési byl pfidan 1 pl DNazy a 115 pl ammonium acetatu. Vycisténi probéhlo
ptidanim 150 pl fenol-chloroformu a sto¢enim v centrifuze po dobu 5 minut na
maximalni otacky a pfiddnim 150 pl chloroformu do odebrané vodné faze. Smés
byla opét sto¢ena v centrifuze po dobu 5 minut na maximalni otacky. Pro vysrazeni
sSRNA bylo pouzito 150 pl isopropanolu pfidanym do vodné faze. Smés byla
inkubovéna pfi -20°C po dobu 15 minut a poté stocena v centrifuze pii 4°C po dobu
30 minut. Ziskany pelet byl vysusen pti pokojové teploté, rozpustén v DEPC vodé a
vzorky byly nafedény na finalni koncentraci 3 pg/pl.

Spojeni odpovidajicich ssRNA bylo provedeno v poméru 1:1 inkubaci pifes noc
Vv horké lazni s postupné klesajici teplotou. Poté byla zméfena koncentrace ziskanych
dsRNA a jejich kvalita a velikost byla ovéfena elektroforézou v 1% agarézovém
gelu. Hotové dsRNA byly uskladnény pfi teploté -80°C. Kontrolni gen pro zeleny
fluorescenéni protein (gfp) dSRNA byl vytvoten stejnou metodou Laboratofi klistaty

pfenasenych onemocnéni.

3.4.3 Injikace dsRNA do nymf a dospélych samic I. ricinus

Do hemolymfy nenasatych nymf (210 ks) a samic (75 ks) byly vpraveny dsRNA pro
ureA a ureD v mnozstvi 0,5 pl dsRNA/samice a 0,3 pl dsSRNA/nymfa. Injikace byla
provedena pomoci mikromanipuldtoru sklenénou mikrokapilarou (Narishige).
Kontrolni skupiny byly injikovany stejnym mnozstvim dsRNA pro gen gfp. Nasledné

byla klist'ata ponechéna ve zkumavkach ve vlhkém prostiedi pii pokojové teploté.
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3.5 Sani kli§tat na pokusnych zviratech

Nymfy klistéte |. ricinus byly ziskany na Parazitologickém ustavu (Biologické
centrum, AVCR). Dospélé samice a samci klidtéte . ricinus byli nasbirani v lese u
Ceskych Budgjovic metodou vlajkovani.

Pro ucely pokusu bylo tieba nechat jedince klistéte nasat. Pro sani nymf I. ricinus
byly pouzity mysi kmene BALB/c (Velaz). Nymfy saly na laboratornich mysich
Vv po¢tu 20 nymf/mys. Pro sani dospélych samic byla pouzita morcata ziskana
z chovného zafizeni Parazitologického tstavu (Biologické centrum, AVCR). Dospélé
samice saly na laboratornich mor¢atech v po¢tu 25 samic/morce. Na vyholenou
hibetni ¢ast laboratornich mysi a morcat byly umistény tzv. kloboucky, do kterych
byla nasledné piidana klistata. Pfed umisténim kloubouc¢kti byla mor¢ata uspana
injekcei ptipravku Narketan (Vetoquino) aplikovanou do svalu v davce 0,2 ml/morce.
Klistata byla z laboratornich zvifat odebirana v den jejich pusténi (plné nasatd),
pripadné Sesty den sani (polonasata).

Nésledné byla klist'ata jednotlivé vazena, jednotlivé skupiny nymf byly rozd€leny
na samce a samice podle vahy (samci do 3,5 mg, samice nad 3,5 mg). Poté byla

klistata ponechdna ve vlhkém prostiedi pii pokojoveé teploté.

3.6 Pitva tkani dospélych samic I. ricinus

Dospélym polonasatym samicim byly pod binolupou vypitvany Malpighiho trubice a
sttevo. Vypitvané tkané byly promyty v PBS v DEPC vod¢ a ulozeny do 300 pnl
lyza¢niho pufru (pufr RA1 zkitu NucleoSpin RNA, Macherey-Nagel) a ihned
pouzity k izolaci RNA.

3.7 Izolace RNA a priprava cDNA

Z vypitvanych tkani polonasatych dospélych samic a z celych tél plné nasatych nymf
byla izolovana celkova RNA pomoci kitu NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel) dle
instrukei vyrobee. Kvalita RNA byla ovéfena separaci v 1 % agar6zovém gelu a byla
zméfena jeji koncentrace na spektrofotometru NanoDropTM 1000 (NanoDrop,
USA). RNA byla uskladnéna pii teplot¢ -80°C. RNA (0,5 pg) byla reverzni
transkripci pfevedena do cDNA s pouzitim oligo-dT primerd (Transcriptor High
Fidelity cDNA Synthesis Kit, Roche) dle instrukci vyrobce. cDNA byla 10x

natfedéna sterilni vodou a uskladnéna pii teploté -20°C.
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3.8 Elektroforeticka separace nukleovych kyselin

Pro tuto metodu byl pouzit 1 % agarézovy gel s TAE pufrem, obarveny Ethidium
bromidem (Sigma). Do kazdé¢ jamky bylo napipetovano 0,5 ug RNA, ptipadné 10 pl
cDNA, smichané s vkladacim pufrem (Top-Bio). Velikost RNA a cDNA na gelu

byla ur¢ena podle 100bp velikostniho markeru (Thermo Scientific).

3.9 Analyza dat

Ziskana data byla zpracovana v programu GraphPad Prism 6 (verze pro Windows,
GraphPad Software), ktery byl pouzit pro statistické analyzy a tvorbu grafii. Pro
statistické analyzy byl vyuzit neparamatericky test Kruskal-Wallis a pro porovnani
mezi skupinami byl pouzit mnohovybérovy Dunniv test, pti¢emz jako statisticky

vyznamna byla povazovana hodnota p < 0,05.
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4. Vysledky

4.1 Identifikace ureazy a ziskani jeji sekvence

V biochemickych drahach klistéte I. scapularis byl nalezen enzym ureaza (Pfiloha
2). Bylo ovéifeno, ze geny pro ureazu jsou eukaryotického puvodu. Vzhledem
K tomu, Ze obsahuje introny, nejedna se o bakteridlni gen. Byly ziskany kompletni
sekvence ureA a ureD, ze kterych byly dale navrzeny primery pro gRT-PCR a RNAI
(Ptiloha 3). Primery po jejich otestovani fungovaly (Obr. 5).

A B

ureD

1000 bp
500 bp 1000 bp

500 bp

Obr. 5. Primery ur¢ené na qRT-PCR (A) a primery na RNAI (B) pro ureA a ureD (M

= velikostni marker, - = negativni kontrola).

4.2 Exprese ureA a ureD v jednotlivych kliStécich tkanich

Mezi riznymi tkdnémi byla ve stupnich exprese zaznamenana znacna variabilita.
Nejvice se ureA i ureD exprimovala v Malpighiho trubicich a ve stfevech plné
nasatych nymf. ZvySena exprese ureA i ureD byla navic detekovana ve stievé a
Malpighiho trubicich polonasatych nymf. Navic byla zaznamenana pomérné vysoka
exprese ureD ve vajecnicich. V ostatnich tkanich byla exprese ureA i ureD témér
nulova (Obr. 6).
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Obr. 6. Relativni exprese ureA a ureD v jednotlivych klistécich tkanich samic I.
ricinus (SZ = slinné zlazy, Vaj = vajeéniky, MT = Malpighiho trubice, Tra =
tracheje; 5D = 5 dni sani (tzv. polonasaty stav), 4DPS = 4 dny po plném nasati).
Standardni chyba priméru ze tii biologickych opakovéni je zndzornéna pomoci

r

chybovych tsecek. Vzorek s nejvyssi expresi byl nastaven jako 100 % (relativni
exprese).

4.3 Exprese ureA a ureD v jednotlivych vyvojovych stadiich klistat

UreA v riznych vyvojovych stadiich klistat ukazovala pomémné nizkou relativni
expresi. U larev a samic se exprese ureA vyrazné zvysila po sani, u nymf tento trend
nebyl pozorovan. Nejvétsi exprese ureA byla u pIné nasatych samic, u nenasatych
larev byla tato exprese minimalni. Exprese ureD byla zaznamendna ve vSech
vyvojovych stadiich, nejvice u pln¢€ nasatych larev a pomérné vysoka exprese byla
zaznamenana také ve vajickach. Sani zvysilo expresi ureD ve vSech vyvojovych
stadiich (Obr. 7)
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Obr. 7. Relativni exprese ureA a ureD v jednotlivych klistécich stadiich (Lar = larvy,
Nym = nymfy; NS = nenasaté, 6D = polonasaté (6 dni sani), PS = pln¢ nasaté).
Standardni chyba priméru ze tii biologickych opakovani je znazornéna pomoci

chybovych tsecek. Vzorek snejvyssi expresi byl nastaven jako 100 % (relativni
exprese).

4.4 Umléeni ureA a ureD

4.4.1 Klonovani

Pozadovana cast genu ureA (délka 500 bp) a ureD (délka 540 bp) byla namnozena
pomoci PCR (40 cykla, 55°C) a separovana v agarézovém gelu (Obr. 8).

ureA

1000 bp
500 bp

Obr. 8. Namnozené useky ureA a ureD a jejich separace v agar6zovém gelu. (M =

velikostni marker, - = negativni kontrola).

Uspé&snost transformace byla testovana u osmi kolonii, jejich plazmidova DNA

byla st€pena enzymy Apal a Xbal a vyhodnocena elektroforeticky (Obr. 9).
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Obr. 9. Elektroforeticka separace plazmidové DNA testovanych kolonii (M =

velikostni marker, 1 — 8 = testované kolonie).

4.4.2 Syntéza dSRNA
Jednotlivé ssRNA byly syntetizovany a bylo provedeno spojeni jejich
komplementarnich vlaken za vzniku dsRNA (Obr. 10).

A B

1000 bp

1000 bp 1000 bp 1000 bp

500 bp 500bp 500 bp 500 bp

Obr. 10. Piiprava dsRNA pro umléeni ureA (A) a ureD (B): M = velikostni marker, 1
— kruhovy plasmid, 2 — plasmid $tépeny enzymem Apal, 3 — plasmid St€peny
enzymem Xbal, 4 — sSRNA z plasmidu $tépeného enzymem Apal, 5 — SSRNA
z plasmidu $tépeného enzymem Xbal, 6 — dSRNA.

4.5 Ovéreni umléeni ureA a ureD po RNAI

Exprese ureA a ureD u pIn¢€ nasatych nymf byly oproti kontrolni skupiné gfp vyrazné
snizeny (procentudlni vyjadieni poklesu oproti kontrole: 78% ureA, 90% ureD),
(Obr. 11). Hladiny exprese ureA a ureD v Malpighiho trubicich a stfevech

polonasatych samic byly také vyrazné sniZzeny v porovnani s expresi gfp (ureA 73%
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v Malpighiho trubicich a 52% ve stfeve; ureD 76% v Malpighiho trubicich a 91% ve
stieve), (Obr. 12). Umlc¢eni genu tedy bylo Gspésné a provedena RNAi fungovala.
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Obr. 11. Porovnani hladiny exprese gfp s hladinou exprese ureA (A) a ureD (B) u

plné nasatych nymf I. ricinus.
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Obr. 12. Porovnani hladiny exprese gfp s hladinou exprese ureA (A) a ureD (B)
v Malpighiho trubicich (MT) a stfevé dospélych samic I. ricinus.

4.6 VIivumléeni ureA a ureD na sani a dalsi vyvoj klistat

4.6.1 Vliv na délku sani
U nymf a dospélych samic I. ricinus byl sledovan vliv uml¢eni ureA a ureD na délku
sani. Nymfy v kontrolni skupiné (gfp) saly mezi 3 a 7 dny, u experimentalnich

skupin nymf se délka sani pohybovala mezi 3 a 4 dny (ureA), piipadné 3 az 7 dny
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(ureD). Primérna délka sani se mezi kontrolnimi a experimentalnimi skupinami
nymf nelisila (p > 0,05), (Obr. 13A).

U dospélych samic byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil v délce sani. U
vSech tii pozorovanych skupin se délka sani pohybovala mezi 7 a 10 dny, ale dospélé
samice s umlcenou ureD saly v priméru del§i dobu (0 jeden den) nez kontrolni
klistata (gfp), (p < 0,05). Délka sani dospélych samic s umléenou ureA se od
kontrolnich klistat nelisila (p > 0,05). RNA interference tedy me¢la vliv na délku sani

samic s uml¢enou ureD. (Obr. 13B).
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Obr. 13. Délka sani nymf (A) a dospélych samic (B) I. ricinus u kontrolni skupiny
(gfp) a experimentalnich skupin (ureA, ureD). Hvézdicky naznacduji statisticky
vyznamny rozdil (p < 0,05) mezi skupinami. Kazdy bod reprezentuje jedno kliste.
Pficné ¢ary oznacuji primérnou vahu klist'at v jedné skupiné. Data byla analyzovana

pomoci testu Kruskal-Wallis.

4.6.2 Vliv na vahy klist'at po dosati
U nymf a dospélych samic I. ricinus byl sledovan vliv umléeni ureA a ureD na vahu

po plném nasati. Primérna vaha vSech tii pozorovanych skupin nymf dosahovala 3,7
mg (gfp — 3,69 mg, ureA — 3,69 mg, ureD — 3,65 mg). Umlceni ureA a ureD nem¢lo
statisticky vyznamny vliv na vahu pIné nasatych nymf (Obr. 14A).

Primérna vaha vSech tii pozorovanych skupin samic dosahovala 297 mg (gfp —
291 mg, ureA — 289 mg, ureD — 312 mg). Vahy testovanych skupin samic (ureA a
ureD) se statisticky nelisily od primérné vahy kontrolnich samic (gfp), (Obr. 14B).

RNAI tedy neméla vliv na vahy pIné nasatych samic.
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Obr. 14. Vahy nymf (A) a samic (B) I. ricinus u kontrolni skupiny (gfp) a
experimentalnich skupin (ureA, ureD). Kazdy bod reprezentuje jedno klisté. Pricné
cary oznacuji primérnou vahu klistat v jedné skupiné. Data byla analyzovana

pomoci testu Kruskal-Wallis.

4.6.3 Vliv na dalsi vyvoj klistat
Dva tydny po plném nasati se zacaly nymfy svlékat do dospélého stadia (tzv.
ekdyse). Ve skupiné kontrolnich klistat (gfp) se uspé$né svlékly téméf vSechny
nymfy, nejmensi uspé$nost ekdyse se ukazala u testované skupiny klist'’at ureA (Tab.
6A).

U dospélych samic byl posuzovan vliv uredzy na kladeni sntisky vajicek. Samice
s umlc¢enou ureD se vykladly ve stejném mnozstvi jako samice z kontrolni skupiny

(gfp). Samice s umléenou ureA se vsechny uspésné vykladly (Tab. 6B).

Tab. 6. Uspé&snost ekdyse nymf (A) a kladeni samic (B) u kontrolni skupiny (gfp) a u

experimentalnich skupin (ureA, ureD).

A B

gen gfp ureA ureD gen gfp ureA ureD
pocet/celkem 50/57 35/61 45/61 pocet/celkem 15/18 17/17 17/20
uspesnost (%) 88% 57% 74% uspésnost (%) 83% 100% 85%
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5. Diskuze

Tato prace ukazuje, Ze ureaza je nejvice exprimovana vV Malpighiho trubicich a ve
stieveé klistat, pficemz jeji exprese stoupa se sanim. To naznacuje, Ze by méla byt
podstatna pii procesu trdveni a vylucovani odpadnich latek u klistat. Nicméné,
V nasledujicich experimentech se nepotvrdilo, Ze by absence ureazy méla vliv na
testovana stadia klistat. Prikazné bylo pouze prodlouzeni doby sani u dospélych
samic pii umlceni podjednotky ureD.

Ackoliv vypnuti podjednotek ureazy nemélo velky vliv v nasich experimentech, je
mozné, ze vliv by se ukazal v pozdgjsi fazi, kde ale efekt RNA interference jiz
nemusi pusobit. Do budoucna by bylo vhodné zkusit nékteré inhibitory uredzy
béhem membranového sani klistat (Perner et al., 2018). Jako inhibitory ureazy by
bylo mozné pouzit napiiklad analogy mocoviny — thiomocovina, ethylmocovina a
methylmocovina ¢i thioly, naptiklad B-mercaptoethanol (Krajewska, 2009).

V ramci projektu zaméfeného na vyhleddvani genl pro vytvofeni ucinné ,,proti-
klistéci* vakciny jsou jednotlivé geny cilen¢ vypinany metodou RNA interference a
sleduje se jejich vliv na prezivani a vyvoj klistat. Pii této metodé je nezbytné, aby
cileny gen nebyl pfitomen zarovenl u hostitele (v tomto ptipad¢ u lidi), coz uredza
spliiyje. Pro jeji umlceni byly vybrany dvé podjednotky — ureA, tvofici komplex
ureABC strukturni podjednotky a ureD, jeden z ptidavnych gend.

U klist’at nebyla ¢innost ureazy zatim popsana, ale bylo publikovano nékolik praci
zabyvajicich se pfitomnosti uredzy v klistéti pfibuznych organismech. Pfitomnost
ureazy byla zjisténa i u dalSich ¢lenovct, napf. pavoukd Stegodyphus mimosarum a
Parasteatoda tepidariorum, u roztoce Galendromus occidentalis ¢i ostrorepa
amerického Limulus polyphemus (https://www.vectorbase.org/). Nelze v8ak tvrdit, ze
je vyskyt ureazy bézny u ¢lenovcl jako takovych. U dalSich ¢lenoved, humra a
velekraba japonského nebyla pfitomnost uredzy prokazana (Loeb and Bodansky,
1926). Proto byl nalez ureazy u klistat prekvapivym zjisténim a piedpokladali jsme,
ze ureaza bude mit dulezitou funkci pti vylu€ovani odpadnich latek, a mohla by tedy
byt potencidlnim kandiddtem na vySe zmiflovanou vakcinu.

Z exprese uredzy v jednotlivych testovanych tkénich klistéte 1ze soudit, Ze ureaza
v kliStéti nema pouze funkci vylucovaci (ve smyslu vylucovani odpadnich latek), ale

pravdépodobné hraje néjakou ulohu téz piti vyvoji vajicka, kde byla zaznamenana
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vysoka exprese. Tyto vysledky jsou v souladu s praci Loeba a Bodanskyho, kteti
ureazu identifikovali ve vajickach ostrorepa amerického (Loeb and Bodansky, 1926).
Ve své praci zminuji, Ze by se ureaza mohla dostat do vajicek z hemolymfy. Z nasich
dat vyplyva, ze ureaza je prakticky nepiitomnd v hemolymf€ a tudiz by méla mit
ureaza ve vajicku jiny vyznam. U ostroreptl byla ureaza nalezena v hemolymf€ a
svalové tkani. U zminovanych studii byl proveden test na bakteridlni kontaminaci
(Loeb and Bodansky, 1926), takze by se mélo opravdu jednat o ureazu pochazejici
Z testovanych zivocichu. Przylecki navic prokazal uredzu v jatrech raka (Astacus),
(Przylecki, 1922).

U mékkysa je uredza ziejmé pomérné bézna. Byla nalezena u hlemyzdé Otala
lactea a u hlemyzd¢ zahradniho (Helix pomatia), (Przylecki, 1922). Abolins-Krogis
(1986) piedpoklada, Zze ureaza se u hlemyzdu podili na tvorbé vapenaté schranky
(Abolins-Krogis, 1976). Z toho vyplyva, Ze ureaza mize mit i jiné funkce, nez jen
funkce spojené s vylucovanim.

Klistata vzhledem ke svému zpilisobu Zivota travi mnoho krve, béhem tohoto
procesu vznikd velké mnozstvi aminokyselin, které jsou déle vyuZity jako stavebni
latky pro pteziti a reprodukci. Nevyuzité aminokyseliny jsou odbourany a odpadni
latky jsou vylou¢eny ve form¢ guaninu. Ackoliv klistata jako hlavni odpadni produkt
mocovinu netvofi, uredza je u nich pfitomna a maji tedy mozZnost mocovinu Stépit.
Tato moZnost by mohla byt vyuZzita pfi traveni, kdy kliStata pfijimaji mocovinu
spolecné s hostitelskou krvi.

Tato prace se jako prvni zabyva piitomnosti ureazy u klistat. Ackoliv se uredza
relativné nejvice vyskytovala ve stfevé a Malpighiho trubicich, tedy v organech
spojenych s travicimi a vylu€ovacimi procesy, vyrazny vliv umléeni uredzy na
sledovand stadia klistat nebyl prokazan. Pro detailnéjSi poznani funkce uredzy u
klistat se nabizi zvolit vhodné inhibitory uredzy a sledovat mozny vliv na riizna

stadia klist’at.
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6. Zavér

V klistéti |. scapularis byl nalezen enzym ureaza a byla zjisténa sekvence jeho
podjednotek. V ramci naseho modelového druhu I. ricinus byly vybrany podjednotky
ureA a ureD a byla stanovena jejich exprese v tkanich a vyvojovych stadiich klistéte
. ricinus. Exprese byla nejvyssi v Malpighiho trubicich a stfevé plné nasatych klist’at
vSech tii testovanych stadii (larvy, nymfy i dosp€lé samice). Metodou RNAI byly
umlceny podjednotky ureA a ureD. Toto uml¢eni nemélo vyrazny vliv na sani a dalsi
vyvoj klistat. Umlceni podjednotky ureD prodlouzilo séni u testované skupiny o
jeden den. Jednim z pfesahti tohoto vyzkumu byla identifikace potencialniho cile
»proti-klistéci“ vakciny. Ureaza zde nevypada jako vhodny kandidat, nebot’ se

neprokazal vyrazny vliv jejiho umlceni na sani a vyvoj klist’at.
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8. Priloha

Ptiloha 1. Primery pouzité pro qRT-PCR a RNA..

Velikost

Nazev Popis Sekvence (5'—3") produktu
(bp)

IR742 ureA—-gRT-PCR-F  CCTTGGACATGCTCATCATC 104
IR743 ureA—-gRT-PCR-R GTCCTCGGCAGCAATAGTCT
IR704 ureA — RNAI-F ATGGGCCCCCATCAGCATCTACTCATCC
IR705 ureA — RNAI-R ATTCTAGACTTCCTTGAGCCGGACACG °00
IR698 ureD —gRT-PCR-F  GAGCGTGCGTGAGGACTAC 138
IR699 ureD - qRT-PCR-R TTGGAGTAGGCCTGGAAAGA
IR700 ureD — RNAI-F ATGGGCCCGTTCCTGCCACGCGATGTCG
IR701 ureD — RNAI-R ATTCTAGACCTGGCGCACAGCGAGCTG >0
IR492 M13F — seq. TGTAAAACGACGGCCAGT 500
IR493 M13R - seq. CAGGAAACAGCTATGACC

Priloha 2. Metabolismus klistéte 1. scapularis z databaze KEGG obsahujici enzym

ureazu (A), detail lokalizace ureazy (B).
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Priloha 3. Nukleotidova sekvence ureA (A) a nukleotidova sekvence ureD (B).
Primery pro gRT-PCR jsou oznaceny zlut¢ a primery pro RNAi jsou oznafeny
zelené, stop kodon je oznacen modie. Vzhledem K netplnosti celé sekvence, start

kodon zde neni vyznacen.

A

ACGACATCCAGGCGCTGATCCACACGGACACGCTGAACGAGTCCGGTTGCCTGGAGCAGA
CGGTGGAGGCCTTCGCCGGCCGCTGCATCCACGCGTACCACGCCGAGGGCGCLCGGLCGGGG
GTCATGCGCCCGACATCATCGCCGTCTGCGGAGAGCCCAACGTCATTCCCTCGTCCACCA
ACCCCACTCGGCCCTACACGAAGAACACCGTGGACGAGGCCTTGGACATGCTCATCATCT
GTCATCATCTGGACAGGAATATCAAGGAGGATCTGTCTTTCGCGGAGTCGCGAATTCGAG
CCGAGACTATTGCTGCCGAGGACGTTCTTCATGATATTGGCG CCATCAGCATCTACTCAT
CCGATGCCCTGGCCATGGGCAGGATCGGCGAAGTGGTGAGCAGGACGTGGCAGACGGCGG
ACAAGATGCGACTCGTTAGGGGAAAGCTCGATGAGGACTCCCCCAACAATGACAACTTCC
GGGTGAAGCGGTACATCGCGAAGTACACCATCAACCCTGCCCTGGCCCATGGCATCGCCT
CTTACGTCGGTTCTGTAGAGCCAGGAAAAATGGCCGACCTCGTGCTCTGGAAGCCGGGGT
TGTTTGGTGCAAAGCCTGAGCTTGTGATCAAGGGAGGGCAGATCATCAGTGCGCAGATAG
GTCTGGCAAATGGCTCCATCCCAAATGCAGAACCCATGATGCTACGGAAAATGTTTGGTG
CCTGTGGAATCTCAACTAGGAAAAACTCAGCTGTATTCGTGTCGCAGGTCTCACTGGACA
AAGGAATAGTTCAGAAATATGGAGTGAAGAAGATACTTCTTCCCGTGTCCGGCTCAAGGA
AG ATAACAAAGAGCGACTTTGTGCTGAATAGTCTGACGCCAAAACTCTCAGTTCACCCCG
AGAAGTATCTCGTGGAATGGATCAAAGAGGAAGGTGGCAAGGAGAAGAGGGTGCACCTTA
CAGTTCCTCCGTCTGACCACATTGCTCTTGCACAGACCTATTTTCTTTTCTAAGATAGCC
AAATCGACGCCATCTTGAAAATTCTGTTTTCGAGGGCGCTACTCGAAAGCCGAATTTGTT
TATATTTGTGGTGGCGAAAGATTGATAACAAAAATGTTTTACAGGGCAGCATATATTATT
TGCAGGATGTAATGTATATAATTGCGTATAATTACTGTATATTCATTATAAAATCGTTAT
GTTTTACTTTGTTTTCTTATATGAGTTTACGAACGGAACTGTATGGCTATTTTCTGAGAG
TTGAAAGAAAATCTCAAAACAAGCGAAGATATTGTATAATCATTTTAAGAAACTTTGGCT
ATTGAAAATTGCAAAAAATAATGCATTTGAACATTTATGATTTTTGATTAAGGTTACCGT
ACTTCCATGTGATAAAAATTCCTCATTCACATTCTGGCTGGAAGAGGAGTGAAATGATTA
ACGCTCGGAAATTTTGATTTGTTCTGTTTCGAGCTTCGACACGAAGGAAGGTTGTGGCGG
CACTTTGTTGAGTTATCAACACAGCATAGTGACAACACCTCATTGGATGACAAAGCCGCA
ATGCTAAATGTTTGGTGCCACATAACGAAGGTCCAACGCAGTGCATAGATTAGACCCTGG
TGCTGCGTTAACGTTCGGCTGAGACTCGCGTTCGCTTATTTTGGGTCACGCTTAGGATTC
ATTATCCAGAGAAAATTTATCTCTGCAGTTCTAGATAGCACGCCAACGAAAACGCCTGAC
TTGACACAAGTTTGGAAATCGTAATTACTTTACTTAGGTCTAATAAGGCGTAACTTAGTA
CCAGAGTACTTTTCTTTGGTGTTTTTTATAGCTTTTGTCCGGTTGGCCACTTGTTTGTTT
ATTTGTTTATTTTATTTTTGACACAATTGTCAAGGGGGTTGGGACAA
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GTTCTTATTTGTTCGGCGCTATCTCCAGACTGCGTGAAGCGTTCAGTGAGCCCGAGATCC
AGACGGAGGCGACGGCCGAGCGCCAGGATGAAGGGATCCGTTCCGTGCACACCGGGGG
TAGTGCACAAGGGAGGCTTGCGGCTGGCAACGGTCGGGGGATCCTGGTCTTCGAGGCTA
CGGACGACGACTCCTCGGGCCCTTTCTCCTGGAGCGAGGCGACGCGATGCTTCTGCACTT
ACCCCCTGAAAGTGITCCTGCCACGCGATGTCGGCCGCCCGTGCTGCCGCTGGATCTACC
CGGCTGTCTTCGGCGGGGGCCTGGTGAGCGGCGACGTCATCGACATCGACATCACGCTG
GGAGCCAAGACCTGCGTCCTGCTCACCTCGCAGTCCTTCCCAAAGGTCTACGTGGCCGAG
CCGGGTCGGGTGGCAGAGCAGCGCTGCCGCTTCTCGCTGTCCGACGGCGCTCTGCTGTGC
GTGCTGCCAGACCTGCTGACCTGCTTCCGTGACGCCTCGTACCGCCAGGAGCAGGCCGTG
CGCATGGCGGGCTCGGCCAGCCTCGTGCTGCTCGACTGGTTTCTGGCCGGACGCGTGGCC
AACGGCGAGCGCTGGGACTTCACCAGACTGACGTCCGTGGTCGAGGTGTACTTGGAAGA
GCAGATGGTCCTTCGCGAAGCCCTGGACATGGCCGATGTGCCGGGCCTGCGGCTCAGGG
CGTCCATGGGCGAGTACAACGTCGTGGGCACCTGCATCGTGGTCGGCCCCCACCTGACC
GACCTGTCCAGCTCGCTGTGCGCCAGGTTGAGCGTGCGTGAGGACTACGGGGTACCGCC
GGCGCGCGAAGTGGTCTTCGCTTGCAGCCCGTTCAGCTCGAGCTGCCAGAGGGTCCAGG
GTTGCGTGCTGCGCTTCGGGACGTGCACCTCTTTCCAGGCCTACTCCAAGCTGGAGGAAT
TGCTGCAGCCACTTTTTGCCGTCTTGGGCGGGAATCCATTCCACCTGAAATACTGACCCA
GGAGGGGCACGAACTGCGTGCGGTTTCTATCCCCATGCGCGCCTCTACGCACCTTACTCG
CGGTTTTTTTAGACTATAGAATGAGCGACTTCGTAATTTAGTGCGCGTTTCTGCGTTTGTT
TCCTGGATGTAGATGATCACAATATTTTCGTCATGTACAGCCATGTCTTTCACTCGTGCAA
ACCCGATGCAACATCTTCATGCATGGTATAACCAGCTCCGTCGTCATTGCATCAAGCGCT
GGCGGCTGGAAGCAAAGGAATTAATTAAAACAGTGTCAGATAAAGAAAAATATCAGCA
GGGTTTTTCGTAAAGCGGAATTAAACAGACGTATGTCCTATAATCTAAGAACCTGTGTCG
TGATGAAATTGCACCTATTCAAAAGTTACGGGTATTTAGAATCACTTTGAGGAAGATAAA
ATAGTGCCATATTTTTAACTGACTTAATACAGATACTAGCTGTAAATTAATTACACCGAT
TGTATAAAGAAGTGTTTTTTTGTTTGTTTTAATAGTGTAGCTATAGGCGGTTTT
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