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1 Uvod a cile prace
Klisté obecné (Ixodes ricinus) je vyznamny krev-sajici parazit, jejichz nebezpeci tkvi ve

schopnosti ptfenaset Siroké spektrum lidskych a zvifecich onemocnéni, které jsou
zpusobeny viry, bakteriemi, houbami ¢i prvoky (Jongenaj & Uilenberg 2004). Ixodes
ricinus je prenaSe¢ klistové encefalitidy, Lymské borelidzy, anaplazmdzy
a babésiozy (Fuente, 2008). Je dostupna komeréni vakcina pro ¢lovéka proti klistové
encefalitidg, ale pro borelidzu bohuzel zatim z4dna neni (Steere et al., 1998). V Ceské

Republice se vyskytuje zejména klisté obecné (1. ricinus).

Cile prace

1. Analyza ptislusné literatury.

2. Ziskani sekvence geni syntézy mastnych kyselin klistéte Ixodes ricinus a navrhnuti
primerda.

3. Charakterizace gent acetyl koenzym A carboxylase (acc), fatty acid synthetase (fas)
a fatty acid binding protein (fabp).

4. Piiprava dvouvlaknové RNA pro fabp za i¢elem umlceni genu.
Sledovani fenotypi klistat.

6. Pochopeni mechanismu syntézy mastnych kyselin u klistéte . ricinus.

2 Literarni piehled

2.1 Systematika klist'at
Kmen: ¢lenovci (Arthropoda)

Podkmen: klepitkatci (Chelicerata)
Ttida: pavoukovci (Arachnida)
Rad: rozto¢i (Acari)
Podrad: klistata (Ixodida)
Celed: klistakoviti (Ixodidae)

Rod a druh: klisté obecné (Ixodes ricinus)

2.2 Morfologie
Na téle klistéte lze rozlisit dvé Casti (Sonenshine & Roe 2014). Hlavova cast

(tzv. capitulum) a samotné télo neboli idiosoma. Na hlavové ¢asti se nachazi makadla,

klepitka a hypostom. Na hypostomu se nechazeji zpétné hacky, které klistatiim slouzi



k uchyceni se v kiazi hostitele béhem sani (Volf & Horak, 2007). Idiosoma nese
pohybové koncetiny. Dospélci a nymfy maji 4 pary, larvy 3 pary koncetin. Diky
Hallerovu organu, ktery se nachéazi na prvnim paru nohou, si klisté najde svého hostitele,
rozpozna jeho pach a zvySenou koncentraci CO,. Hrbetni strana téla dospélého klistéte
je chranéna tvrdym chitinovym Stitkem (Volf & Votypka, 2007). Samci maji tento Stitek
po celé hibetni ¢asti. Dospélé samice, nymf a larvy maji Stitek jen do poloviny téla a
zbytek tvori elastickd kutikula, kterd umoziiuje mnohonasobné zvétSeni objemu téla, ke

kterému dochazi pii sani krve (Roberts & Janovy, 2000).

2.3 Zivotni cyklus kliStéte
Vyvoj klistéte obecného (1. ricinus) prochézi ctyfmi vyvojovymi stadii — vajicko, larva,

nymfa, dospélec, které piehledné popisuje ve své knize napf. Bellmann (2003). Zivotni
cyklus nejcastéji trva jeden az tii roky v zdvislosti na vnéjSich podminkéch a druhu
(Bowman & Nuttall, 2008).

Ixodidae (tvrda kliStata) maji typicky sklerotizovany hibetni Stitek (scutum) a
prochdzeji vicehostitelskym Zivotnim cyklem; tfihostitelsky, dvouhostitelsky ¢i
jednohostitelsky (Sonenshine & Roe, 2014a). U vétSiny druht prevlada tihostitelsky
cyklus. Pro tspéSnou pfeménu do dalSiho stadia se klistata pottebuji jednou nasat krve,
a to v kazdém stadiu a dale se svlékaji do dalSiho stadia (Balashov, 1972). Po nasati
velkého mnozstvi krve samice nakladou tisice vaji¢ek. Sani kazdého stadia trva nékolik
dni a rozdélujeme je na faze: ptipravna, pomald a rychla faze sani; rychla faze je u samic
podminéna predchozim oplozenim. Cely Zivotni cyklus trva az tii roky. Samci vétSiny
druhti nesaji krev vlbec nebo pouze v malém mnozstvi, které je potfebné pro
spermatogenezi. Nasledné se mohou pafit se samicemi. Oplozeni samic probiha pouze
jednou a je velice dilezité pro uspésnost dosati a nasledné kladeni vajicek po opusténi
hostitele. Klade nékolik tisic vaji¢ek v jedné snisce a poté umira. Vétsina téchto klist'at
zije v lesich a houstinach (Sonenshine, 2014).

Agrasidae (mékka kliStata) se vyskytuji po celém svéte a jejich zéstupci obvykle ziji
v ptacich hnizdech ¢i v jeskynich netopyrt. (Roberts 1970). Mekkymi klistaty jsou
nazyvany kvili chybéjicimu sklerotizovanému hibetnimu $titku (scutum). Jejich ploché
télo je pokryto kozovitou kutikulou, ktera kryje capitulum nesouci ustni ustroji. Za sviij
zivotni cyklus vystiidaji n¢kolik hostitelt (Hoogstraal & Aeschlimann, 1982). Sani
meékkych klistat je rychlé a trva obvykle v fadech minut ¢i n¢kolika hodin (Binnington
& Kemp, 1980). Pfijimaji mensi mnozstvi krve nez tvrda kliStata, ale mohou se nasat

vicekrat v jednom vyvojovém stadiu (Estrada-Pena, 2015). Samci i samice pfijimaji



v dospélosti potravu a pfilis se od sebe morfologicky nelisi (Roberts 1970). V kazdém
stadiu se musi nasat a znovu svléct do dalSiho stadia. Samice kladou jen né€kolik stovek
vajic¢ek a jsou schopné se beéhem Zivota nékolikrat znovu nasat a vyklast vajicka. Cely
zivotni cyklus je pomérn€ dlouhy. Hostiteli mohou byt ektotermni i endotemni

zivocichové (Sonenshine, 2014).
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Obr. 1. Schéma zivotniho cyklus klistéte I. ricinus. Larva saje krev na hostiteli, kterymi jsou
napriklad ptaci a drobni hlodavci, pousti se a svléka se do dalSiho stadia, kterym je nymfa.
Nasledné nenasata nymfa saje na hosteteli, kterym muaze byt ptak, drobny hlodavec nebo i vétsi
obratlovec. Po plném nasati odpada z hostitele a sviéka se do dalSiho stadia a tim je samec
nebo samice. Dospélci hledaji téZ hostitele, vétSinou jsou to vétsi savci. Pro reprodukci se
samice potfebuji nasat a sparovat se samcem, poté opousti hostitele nasledné nakladou tisice
vajiek a umiraji (Sonenshine, 2014). Clovék muizZe byt nahodnym hostitelem ve véech téchto
stadiich (Volf & Horak, 2007). Schéma M. HajduSkova (Biographix).

2.4 Mastné kyseliny
Matné kyseliny jsou z biochemického hlediska vys$si monokarboxylové slouceniny s

4-26 uhliky, které délime podle délky fetézce nebo nasyceni. Existuji volné mastné
kyseliny nebo je nalezneme vazané jako soucést biologicky dulezitych latek (forma
esterd s alkoholy — glycerol, cholesterol, sfingosin) (Tvrzicka 2009). U lidi tvoii z 90%
zasobni metabolickou formu energie. Mastné kyseliny najdeme v bunééné membrané
jako fosfolipidy membran, glykolipidy v nervové tkani, eikosanoidy, derivaty eikosa-

polyenovych mastnych kyselin, tedy latky jako leukotrieny, thromboxany nebo



prostaglandiny, jsou to vnitrobuné¢né signaliza¢ni molekuly, které ovlivituji svalovy

stah, bolest, srazeni krve nebo naptiklad zanét.

2.4.1 Syntéza mastnych kyselin
Syntéza mastnych kyselin je proces, pfi némz vznikaji mastné kyseliny prodluzovanim

acetylu koenzymu A. Probihda jako kondenzace jednotek C, tedy jako obracena
B-oxidace (Voet, Voetovd, a Kotyk 1995). Syntéza mastnych kyselin probiha
v cytoplasmé. Jelikoz acetyl koenzym A neni schopen projit z mitochondrie do cytosolu,
reaguje s oxalacetatem za vzniku citratu, ktery projde do cytosolu. Zde se u¢inkem lyazy
oxiduje na acetyl koenzym A, oxalacetat a malat, ktery se oxiduje a dekarboxyluje na
pyruvat. Dale acetyl koenzym A vstupuje do reakce, kde se karboxyluje na malonyl
koenzym A, tato reakce je katalyzovana acetyl koenzym A karboxylazou (acc). Pro
vytvoreni fetézce je vSak potieba, aby se acetyl koenzym A prevedl na acetyl-ACP (acyl
carrier protein) pomoci transacylazy na acetyl-ACP. Polypeptid acyl carrier protein
obsahuje segmenty fosfopantetinu, ktery se pfesunuje k syntetizujicimu enzymu zvany
syntaza (fas). Dale malonyl koenzym A kondenzuje s acetyl-ACP za vzniku acetoacetyl-
ACP. Poté se B-oxocyl nejprve hydrogenuje, hydratuje a zase hydrogenuje na acyl
kyseliny maselné. Retézec mastnych kyselin se prodluzuje o dva uhliky zacyl
koenzymu A. Aktivovanym donorem dvou uhliki je malonyl koenzym A, a
prodluzovani fetézce je pohanéno odstépovanim CO». Zdrojem H" je NADPH" H', kdy
je oxalacetat redukovan za ti¢asti NADH + H" na malat, ten je oxida¢né dekarboxylovan
enzymem NADP" a vznikd pyruvat, ktery vstupuje do mitochondrie kde je
karboxylovan. Pfesun mastnych kyselin probiha pomoci proteinu fabp, jehoz funkci
jsem dale studovala u klistéte 1. ricinus. Prodluzovani fetézce syntézy mastnych kyselin
kon¢i tvorbou palmitatu (Cie) (Voet, Voetova, a Kotyk 1995). Jestlize se ma fetézec dale
prodluzovat, néasleduji reakce, které probihaji v mitochondriich a v endoplazmatickém
retikulu. Syntézu mastnych kyselin u obratlovei reguluje citrat, insulin a glukagon.
Pisobi na acetyl koenzym A  karboxyldzu. Insulin dale ovliviluje
pyruvatdehydrogenazovy komplex a tim posiluje pfeménu glukozy na acetyl koenzym
A.

2.4.2 B-oxidace
B-oxidace je proces, pii kterém dochazi k postupné oxidaci mastnych kyselin az na

acetyl koenzym A, ktery dale postupuje do Krebsova cyklu (Voet, Voetova, a Kotyk
1995). K oxidaci kyselin dochazi na 8 uhliku (C3), proto podle toho vznikl nazev



B-oxidace. Probiha v mitochondrii a je zdrojem energie (pfedevsim pro srdce a jatra
savcil). Proces je zahdjen dehydrogenaci acetyl koenzymu A za vzniku enoyl koenzymu
A s dvojnou vazbou mezi druhym () a tietim (B) uhlikem v pozici trans. Nasleduje krok
hydratace, kdy dochazi k adici molekuly vody na dvojnou vazbu enoyl koenzym A za
vzniku L-3 hydroxyacyl koenzym A. V dalsi reakci dochazi k dehydrogenaci
hydroxylové skupiny a B uhliku na karbonylovou skupinu, za vzniku NADH + H".
Vznika B ketoacyl koenzym A, ktery je v poslednim kroku rozstépen B — ketoacyl
koenzym A thioldzou na acetyl koenzym A a acyl koenzym A krat$i o dva uhliky
(Ledvina et al., 2005)

2.5 Fatty acid binding protein (fabp)
Fatty acid binding proteins (FABPs) je skupina genti zodpovédna za pienos mastnych

kyselin a také dalSich jinych lipoidnich latek, jako napiiklad retionidy a eikosanoidy.
Hlavni uloha vSech gent této skupiny je regulace pfijmu mastnych kyselin a
intracelularni transport. Doposud bylo identifikovano 9 riznych FABPs s tkanovou
specifickou distribuci; jatra, stievo, srdce a svaly, mozek, myelin, varlata, adipocyt
(tukové buiika), ileum (kycelnik) (Chmurzynska 2006). Nékteré geny z této skupiny
jsou téz schopny transportovat lipofilni molekuly z vnéjsi bunééné membrany do
urcitych intracelularnich receptorti. S prvnim pokusem pftisel Clarke et al., (2004). Byl
proveden v sav¢ich tkanich, kde byla nadmérnéa exprese genu fabp a tedy mohla zvysit

transport mastnych kyselin.

3 Molekuliarni metody
Pro studium gent drahy syntézy mastnych kyselin u klistat jsem pouzila tfi metody;

obecnou PCR, kvantitativni PCR a RNA interferenci. V odstavcich nize jsou metody
popsany.

3.1 Polymerazova retézcova reakce (PCR)
Je to metoda rychlého a snadného namnozeni useku DNA, ktera je zalozena na principu

replikace nukleovych kyselin. Pro spravnost namnozeni tiseku musi byt iseky DNA
ohraniceny od zacatku po konec tzv. primery (kratké oligonukleotidy DNA). Vytvofeni
mnoha miliont exaktnich kopii DNA umoziuje provést analyzu DNA i z velmi malého
vzorku. Pro syntézu nového vldkna se Casto pouziva Taq polymerdza a probiha
v pristroji zvaném termocykler. Tento pfistroj dokaze béhem nékolika sekund zménit
teplotu o desitky stupiiti Celsia. PCR metoda je slozena z nékolika krokt: 1. Denaturace,

pii které se DNA po dobu 20-30 sekund zahtiva na 94-98 °C. Dochazi pti tom k naruseni



vodikovych mustkti v molekule DNA a rozpleteni dvousroubovice, coz v dal$im kroku
umozni primerim nasednout na jednovldknovou DNA. 2. krok je nasedani primerd, kde
se teplota snizi na 50—65 °C a umozni tak nasednuti na specifickd mista. 3. krokem je
samotna syntéza DNA, v tomto kroku teplota zavisi na pouzit¢é DNA polymeraze. Ve
sméru od 5’konce ke 3’konci pfirtsta vlakno DNA komplementarni k ptivodni molekule
DNA. Kroky se n¢kolikrat cyklicky opakuyji.

3.2 Kbvantitativni PCR (qRT PCR)
gqRT PCR je metoda zalozena na principu klasické PCR, kterd vSak umoziiuje

kvantifikaci sledovaného useku DNA v redlném case (Higuchi et al., 1998). Je to
zakladni metoda pro studium genové exprese konkrétniho genu v bunkach. Je vzdy
zaznamenavan kazdy cyklus PCR ve skute¢ném case, na rozdil od klasické PCR, kde se
analyzuje amplifikovand DNA (vysledny produkt) pomoci elektroforézy v agaroze.
qRT PCR je metoda zalozena na principu fluorescence (Cikos & Koppel 2009), pii které
se pouzivaji fluorescencni reportéry, které se vazi specificky nebo nespecificky na
amplifikované DNA. Pro kazdy sledovany vzorek je vytvotena tzv. amplifikacni kiivka
na zakladé¢ namétenych fluorescencnich intenzit (Rutledge 2004). Nasledné je na
zaklad¢ dané prahové hodnoty pro kazdou amplifikacni kiivku urcen bod tzv. Crossing
point. Linearni regresi crossing pointu od standardi je sestavena standardni kiivka, ktera
predstavuje zavislost pocateCni koncentrace vzorkli na intenzit¢ naméfeného

fluorescenéniho zafeni.

3.3 RNA interference
RNA interference (RNAIi) je evoluéné stary mechanismus, ktery se vyskytuje u fady

eukaryotickych i prokaryotickych organismt (Tijsterman et al., 2002). Slouzi jako
ochrana ptfed cizorodym genetickym materidlem a to procesem, kdy interferuji
nekodujici molekuly RNA s cilovymi tiseky mRNA. RNAi byla popsana v roce 1992,
studiem modelového organismu Caenorhabditis elegans, kterym se zabyvali Fire a
Mello (Fire et al.,1998). Po injikaci dvouvlaknové RNA (dsRNA) do vajicek had’atka,
zaznamenali vyznamné utlumeni exprese genti ¢i biochemickych drah v organismech.
Dalsi analyza byla provedena u Drosophily melanogaster, kterd vyrazné¢ pomohla
k porozuméni RNAi drahy (Elbashir et al., 2001). RNAI se stala dilezitym standardnim
nastrojem pro vyzkum a pomoci této metody bylo mozné studovat funkce gent klist'at
(Hajdusek et al., 2009).

Injekce dsRNA vede k degradaci pfirozené mRNA a nasledné nedostatecné produkci

nebo dokonce k iplné eliminaci koédujicich proteinti. RNA intereferce je spusténa



pritomnosti cizi dSRNA, ktera je v bunice Stépena specifickou endonukleazou Dicer-2,
na kratké RNA useky, kterymi mohou byt siRNA (short-interfering RNA).
Dicer-2 zachycuje a navadi siRNA, které jsou dale usporddany do umléovaciho
komplexu, ktery se nazyvd RISC a tam se stanou aktivnimi
(RNA — inducted silencing complex; Hammond et al., 2000). RICS komplex vaze
protein Argonaute2 a nasledné $tépi cilovou komplementarni mRNA (Carmell et al.,

2002). Metoda se provadi in vivo injikaci do hemolymfy klistcte.



4 Metody

4.1 NavrZeni primert
Na zékladé homologie s fabp z obratlovcti a bezobratlych zivocichi jsem nalezla

v cDNA databazich (RefSeq) vytvofenych pfedem v na$i laboratofi gen pro fabp
z klistéte I. ricinus. Genové specifické primery byly navrzeny ze ziskanych sekvenci pro
gen fabp. Primery pro qRT-PCR (IR 1104 + 1105) byly navrzeny tak, aby nasedaly na
templat pfi teploté 60 °C (Primer 3). Primery pro RNAi (IR 1106 + 1107) byly navrzeny
s obsahem restrik¢nich mist pro enzymy Apal a Xbal (GGGCCC, TCTAGA), teplota

pro nasedani byla nastavena na 55 °C. Primery byly vyrobeny a dodany Generi Biotech.

43 PCR
Primery genu fabp pro qRT — PCR a RNAI byly otestovany pomoci polymerazové

fetézcové reakce (PCR). cDNA z plné nasatych nymf byla pouzita jako templat. Ostatni

primery pro acc, fas byly navrzeny a otestovany piredem v nasi laboratofi (viz. Pfiloha

1).

Tab. 1. Slozeni PCR reakce

PCR Ix

(uh)
FastStart PCR

Master (2x) 12,50
F (IOmM) 1’00
R ( 10 mM) 1’00
DNA 4,00

Celkem 25

PCR reakce byla provedena v celkovém objemu 25 ul obsahujici FastStart PCR Master
(Roche), DNA a primery pro fabp (viz. Ptiloha 1.). Celé slozeni reakce je uvedeno
v tabulce 1. Jako negativni kontrola byla pouzita dH>O. Vzorky byly amplifikovany za
danych PCR podminek (Tab. 2.).



Tab. 2. Jednotlivé cykly PCR

Faze Teplota | Cas | Pocet cykli
PocateCni denaturace | 94 °C | 10 min
Denaturace 94 °C | 30 sec
Hybridizace 60 °C | 30 sec 40 x
Elongace 72 °C | 40 sec
Inkubace 72°C | 7 min

Po dobéhnuti reakce byly vzorky analyzovany na 1% agarézovém gelu a pomoci
elektroforézy bylo ovétovano, ze PCR probéhla spravné. Elektroforéza bézela 25 minut
100 V.

4.4 Kvantitativni polymerazova retézcova reakce v redlném case (QRT-PCR)
Pied samotnou qRT-PCR, byly testovany primery pomoci PCR. Poté byla tato metoda

pouzita pro stanoveni genové exprese v ruznych tkanich samic I ricinus. (stfevo,
vajeCniky, slinné Zzlazy, tracheje, Malphigiho trubice, zbytek téla) a taktéz
ve vyvojovych stadiich (larvy, nymfy, dospélci). Jako templat byla vyuzita cDNA ze
vzorkl jiz ziskanych v Laboratofi klistaty pfenaSenych onemocnéni. Analyza larev,
nymf a dospélych samic byla provedena po dosati. Pro celkovou reakci o objemu 10 pl
bylo pouzito 5 ul SYBR Greenu (Roche), 0,5 pl z kazdého primeru pro fabp (IR 1104 +
1105), 2 pl cDNA a objem byl doplnén sterilni vodou do potfebného mnozstvi.

gRT-PCR byla také pouzita pro oveéfeni umlceni genu fabp u plné nasatych nymf. Jako
templat byla pouzita cDNA z pIné€ nasatych nymf. Funk¢énost umlceni u genti acc a fas
byla pfedem ziskana v nasi laboratofi. Na reakci 25 pl bylo pouzito 5 pl cDNA z celych
tél nymf. 12,5 ul SYBR Greenu (Roche), 1 pl od kazdého primeru pro fabp (IR 1104 +
1105) a zbyvajici objem byl doplnén sterilni vodou. Vzorky byly vzdy v triplikatech a
relativni exprese fabp byla stanovena pomoci referenc¢niho ,housekeeping® genu —
elongacni faktor (viz. Pfiloha 1.). Na zaklad¢ amplifika¢ni kiivky a kiivky tani, prob¢hla
po skonceni reakce kontrola spravnosti prubéhu reakci. Relativni exprese fabp byla
vyhodnocena na zékladé exprese. Uspé&$nost uml&eni genu byla vyjadiena procentualni
poklesem exprese oproti kontrolni skupiné gfp. VSe bylo provedeno za teplotnich
podminek uvedené v tabulce 3. Pro prubéh qRT-PCR a analyzy dat byl pouzit pfistroj
Light-cycler 480 (Roche).



Tab. 3. Podminky pouzité pro kvantifikaci gfp pfi

qRT — PCR
Teplota Cas
Zahajeni 95 °C 10 min
Denaturace 95°C 15s
Nasednuti
primert + 60 °C 1 min S0x
elongace

4.5 RNA interference
Tato metoda byla pouzita pro umlceni geni gfp, acc, fas, fabp v nymfach a dospélych

samicich /. ricinus. Cely postup byl proveden pomoci protokolu, ktery je zaveden

v Laboratofi klist'aty pfenaSenych onemocnéni (Hajdusek et al., 2009).

4.5.1 Klonovani a sekvenovani
Pozadovana sekvence genu fabp byla namnozena metodou PCR, pii podminkach

40 cyklta a 55 °C. Bylo postupovano podle pfilozeného navodu a pro namnozeni byla
pouzita Taq Purple polymeraza (Top Bio). Jako templat pro tento postup byla pouzita
cDNA z pln¢ nasatych nymf s RNAi primery (IR 1106 + 1107) obsahujici restrikéni
mista pro enzymy Apal a Xbal. Namnozeny tsek cDNA byl vyfiznut z agar6zového
Gel and PCR
(Macherey — Nagel). PCR produkt a plazmid pll10 byly Stépeny restrikénimi enzymy
Apal a Xbal (Thermo Scientific, Fast Digest Apal / Xbal) po dobu 2 hodin pti 37 °C

gelu a purifikovin pomoci NucleoSpin — clean-up kitu

v reakci uvedené v tabulce 4.

Tab. 4. SloZeni restrikéni reakce pro plazmid pll10 a PCR produkt.

Slozka Plazmid (pl) PCR produkt (pul)
Pufr TANGO (10x) 3 3
Apal 1 1
Xbal 1 1
DNA 3 20
H20 22 5
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Plazmid a PCR produkt byly déle purifikovany. (NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit,
Macherey — Nagel). Vycistény PCR produkt a plazmid byly ligovany po dobu 1 hodiny
pti pokojové teploté, nasledné ptes noc pii 4 °C. Slozeni ligacni reakce je uvedena

v tabulce 5.

Tab. 5. Slozeni liga¢ni reakce.

MnoZstvi
Komponenta (ul)
Pufr 2x (pGEM T-easy kit) 2,5
Stépeny plazmid pl110 1,0
Stépeny PCR produkt 1,0
T4 ligdza (pGEM T-easy kit) 0,5

Poté byla provedena transformace plazmidu do bakterii £. coli. 50 pul One Shot TOP10
(Invitrogen — Life Technologies) chemokompetentnich bun¢k E. coli bylo smichano s
5 wl plazmidu, ktery obsahoval vlozeny gen a smés byla 30 minut na ledu. Dale byl
proveden teplotni Sok pii 42 °C a po 1 minuté byla smés ihned zchlazena na ledu.
Trasformované bakterie byly vysety na LB-agarové plotny s ampicilinem a kultivovany
ptes noc (37 °C). Pomoci PCR s genové specifickymi primery pro gen fabp (IR 1106 +
1107) byl proveden vybér pozitivnich klond, které se dale inkubovaly ve 100ml LB
média ptes noc. MidiPrep byl pfipraven z vybrané kolonie a plazmid byl izolovéan za
pouziti Midiprep kitu (Macherey-Nagel). Pfitomnost fabp sekvence byla potvrzena

sekvenovanim (SEQme).

4.4.2 Priprava dvouvlaknové RNA
Nejprve byly izolované plazmidy jednotlivé Stépeny enzymy Apal a Xbal. Reakce je

uvedend v tabulce 6 a probihala po dobu 2 hodin ve 37 °C.

Tab. 6. Slozeni restrik¢éni reakce.

Slozka MnoZstvi (pul)
30 ul plazmidu 10
pufer TANGO 10x 5
Enzym (Apal, Xbal) 6
H>0 29
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Linearizované plazmidy byly purifikovany nésledujicim zpisobem:
Plazmidy byly inkubovany s proteinazou K (25 ul) a 10% SDS (3,75 ul) pfi teploté
50 °C po dobu 30 minut. Extrakce plazmidi dale probéhla pfidanim 80 pl
fenol-chloroformu (Lach — Ner), sto¢enim v centrifuze na maximalni otdcky po dobu
5 minut a pfidanim 80 pl chloroformu do odebrané vodné faze. Dale byla smés opét
sto¢ena v centrifuze a poté prob¢hlo vysrazeni plazmida pfiddnim 56 pl izopropanolu
do odebrané vodné faze. Smés byla inkubovana 15 minut pfi -20 °C a poté stocena
v centrifuze pii 4 °C po dobu 30 minut. Vysrazeny pelet byl promyt etanolem (80%) a
rozpustén v DEPC vodé (voda oSetiené diethyl pyrokarbonatem).

Syntéza jednovlaknovych RNA (ssRNA) byla provedena pomoci kitu MEGAscript™
T7 Transcription kit (Ambion) podle pfilozené¢ho navodu. Reakci znazoriuje tabulka 7.
Smés byla inkubovana ptes noc pii 37 °C.

Tab. 7. Slozeni reakce pro syntézu ssRNA

Slozka MnoZstvi (pl)
NTPs 8
Pufr (10x TF Reaction )
Pufr)
linearizovany plazmid 1
T7 enzym mix 2
H>0 7

ssRNA byly purifikovany néasledujicim postupem:

Do smési byl ptidan 1 ul DNA4zy (MEGAscript™ T7) a byla poté inkubovéna 15 minut
pti 37 °C. Dale se ptidalo 115 pl amonium acetatu. Pfidanim 150 pl fenol-chloroformu
probéhlo vycisténi a néasledovalo stoceni v centrifuze po dobu 5 minut na maximalni
otacky (13 000 RPM). Do vodné faze bylo ptidano 150 pl izopropanolu (Lach — Ner) za
ucelem vysrazeni ssSRNA. Déle prob&hla inkubace smési po dobu 15 minut v —20 °C a
poté stoceni v centrifuze pti 4 °C po dobu 30 minut. Vysrazeny pelet byl vysusen pfi
pokojové teploté, dale rozpustén v DEPC vod¢. Nakonec byly vzorky nafedény na
finalni koncentraci 3 pg/pl.

Hybridizace odpovidajicich komplementarnich ssRNA byla provedena v poméru 1:1
pres noc v horké lazni s postupné klesajici teplotou (95 °C klesajici na 20 °C). Byla
zmétena koncentrace a nafedéna na finalni koncentraci 3 pg/pl. Kvalita a velikost byla
kontrolovana na 1% agar6zovém gelu. Kontrolni gen pro zeleny fluorescencni protein

(gfp), acetyl-koenzym A carboxylase (acc) a fatty acid synthetase (fas) dsRNA byly
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vytvoreny stejnou metodou Laboratofi klist'aty pfenaSenych onemocnéni. dsSRNA byly
uskladnény v -80 °C.

4.4.3 Injikace dsRNA do nymf a dospélych samic kliStéte I. ricinus
Pro umléeni kazdého genu (gfp, acc, fas, fabp) bylo napichnuto do hemolymfy

nenasatych nymf (70/gen) a samic (30/gen) dsRNA o koncentraci 3 pg/ul o mnozstvi
32 nl/nymfa a 5x64 nl/samice pomoci mikromanipulatoru se sklenénou mikrokapilarou
(Narishige). Nasledné byla klist'ata skladovéna v jednotlivych zkumavkach ve vlhkém

prostiedi pfi pokojové teploté po dobu 3 dnt.

4.5 Sani klist'at na pokusnych zviratech 5
Pomoci metody vlajkovani byly nasbirani v lese u Ceskych Budé&jovic dospélé samice a

samci klistéte 1. ricinus. Nymfy byly ziskdny z chovu Parazitologického tustavu
(Biologické centrum, AVCR). Kli§tata injikovana dsRNA sala pro uéely pokusu na
mysSich/morc¢atech. Pro sdni nymf byly pouzity mysSi kmene BALB/c (Velaz). Na
vyholenou hibetni ¢ast mysi byl umistén kloboucek, do které bylo dano 20 nymf/mys,
které se nechaly nasat do plného nasati. Pro sani dospélych samic byla pouzita morc¢ata
ziskana zchovil Parazitologického ustavu (Biologické centrum, AVCR). Na
laboratornich morcatech saly dosp€lé samice v poctu 25 samic/morce. Klistata byla
z laboratornich zvirat postupné odebirana v jejich plné nasatém stavu. 3-5 den u mysi, u
morcat 5-8 den. Nésledn¢ byla klist'ata jednotliveé vazena a poté uskladnéna pii pokojové

teplote ve vlhkém prostiedi.

4.6 1zolace RNA a priprava cDNA
Izolace RNA zplné¢ nasidtych nymf probihala podle stanoveného protokolu

laboratorniho kitu NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel). RNA byla ovétena v 1%
agar6zovém gelu a na spektrofotometru NanoDropTM 1000 (NanoDrop, USA) byla
zmétena jeji koncentrace. Dle instrukci vyrobce byla RNA prevedena reverzni
transkripci do cDNA s pouzitim oligo-dT primert (Transcriptor High Fidelity cDNA
Synthesis Kit, Roche). cDNA byla nakonec 10x nafedéna sterilni vodou a uskladnéna

pfi teploté -20 °C.
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4.7 Svlékani do dalSiho stadia, kladeni, lihnuti
Jednotliva klistata byla dana do zkumavek, skladovana ve vlhku a pokojové teploté po

dobu 2 mésict. Klistata odebrand z mys$i jsme nechali svliéknout do dospélce a
pozorovali jsme jejich fenotyp. Klist'ata odebrana z morcat jsme nechali jednotliveé ve

zkumavkach a pozorovali jejich kladeni vajicek a nasledné lihnuti larev.

4.8 Analyza dat
Pro statistickou analyzu a tvorbu grafti byl pouzit program GraphPad Prism 6, ve kterém

byla ziskana data zpracovdna. Pro porovnani vzorkl byl vyuzit neparametricky test
ANOVA, ale za statisticky vyznamnou hodnotu byla povazovdana hodnota

p <0,05.
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5 Vysledky

5.1 Identifikace genu fabp
V naSich cDNA databazich (RefSeq) byl nalezen gen fabp klistéte Lricinus. Byly

ziskany kompletni sekvence pro gen fabp. cDNA transkript fabp obsahuje 1109 bp,
délka kodujici sekvence (od start kodonu ATG po stop kodon TAG) je 399 bp. Po
ptepisu genu do proteinové sekvence obsahuje 133 aminokyselin. Sekvence neobsahuje
signalni peptid a je tudiz predikovéana lokalizaci do cytoplasmy (SignalP). Dale byly
navrzeny primery pro RNAi a qRT-PCR. Primery po jejich otestovani fungovaly
(Obr. 2 a 3).

M SLIN. ZLAZY  VAJECNIKY STREVO -

1000 -

500
400 -
300
200

100 -

Obr. 2. Testovani qRT — PCR primerd pomoci PCR na jednotlivych tkanich. Jako templat byla
pouzita cDNA z pIné nasatych nymf. O¢ekavana délka produktu byla 126bp. Jako negativni
kontrola byla pouzita dH20 (-), M = velikostni marker 100bp (Thermo Scientific)

M SLIN. ZLAZY VAJECNIKY STREVO -
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Obr. 3. Testovani RNAi primerd pomoci PCR na jednotlivych tkanich. Jako templat byla pouzita
cDNA z pIné nasatych nymf. O¢ekavana délka produktu byla 242bp. Jako negativni kontrola
byla pouzita dH20 (-), M = velikostni marker 100bp (Thermo Scientific)
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5.2 Exprese acc, fas, fabp v jednotlivych tkanich a stadiich kliStéte
Mezi stadiovymi profily a riznymi tkanémi byla zaznamendna znac¢nd variabilita

v expresi genti. Ve vSech tfech stadiich klistéte byla regulace genu zvySena sanim.
U nymf je zvySena regulace ve vSech genech az v pln¢ nasatém stavu jak ve stieve, tak
ve slinnych zlazach. U dospélct je pak exprese detekovana hlavné ve stievé a
vajecnicich v polo nasatém a v plné nasatém stavu. V ostatnich tkénich byla exprese

relativné nizsi (Obr. 4-6).

FABP - tkanovy a stadiovy profil
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Obr. 4. Relativni exprese fabp v jednotlivych klitécich tkanich samic a ve stadiovych profilech.
(SZ = slinné Zlazy, Vaj = vajeéniky, MT = Malphigiho trubice, Tra = tracheje; 5D = 5 dni sani,
4DPS = 4 dny po plném nasati, NS = nenasaté, PS = pIné nasaté, 6D = polonasaté). Jako 100%
byl nastaven vzorek s nejvyssi expresi (relativni exprese).
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Obr. 5. Relativni exprese acc v jednotlivych klitécich tkanich samic a ve stadiovych profilech.
(SZ = slinné Zlazy, Vaj = vaje¢niky, MT = Malphigiho trubice, Tra = tracheje; 5D = 5 dni sani,
4DPS = 4 dny po plném nasati, NS = nenasaté, PS = pIné nasaté). Jako 100% byl nastaven
vzorek s nejvyssi expresi (relativni exprese).
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Obr. 6. Relativni exprese fas v jednotlivych klistécich tkanich samic a ve stadiovych profilech.
(SZ = slinné Zlazy, Vaj = vajeéniky, MT = Malphigiho trubice, Tra = tracheje; 5D = 5 dni sani,
4DPS = 4 dny po plném nasati, NS = nenasaté, PS = pIné nasaté). Jako 100% byl nastaven
vzorek s nejvyssi expresi (relativni exprese).
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5.3 Umléeni fabp
Klonovani a sekvenovani

Pozadovana cast genu fabp (délka 242 bp) byla namnozena pomoci PCR a separovana

v agar6ézovém gelu (obr. 7.)

M FABP

1 000 ﬁ
so00 -
w00
00
00
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Obr. 7. Namnozené useky fabp a jeho separace v agarézovém gelu (M = velikostni marker
100 bp (Thermo Scientific), FABP = experimentalni gen fabp (242 bp), - = negativni kontrola).

Dale byl usek DNA vytiznut z agar6zového gelu a purifikovan pomoci NucleSpin-Gel
a PCR clean-up kitu (Macherey-Nagel). PCR produkt a plazmid pll10 byly Stépeny
restrikénimi enzymy Apal a Xbal. Déale byl PCR produkt zaligovan do rozstépeného

plasmidu a zatransformovan do kompetentnich bungk.
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Obr. 8. Elektroforeticka separace plazmidové DNA u testovanych kolonii
(1-10 = testované kolonie - 242 bp, M = velikostni marker 100 bp (Thermo Scientific).
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5.4 Syntéza dsRNA
Plazmidova DNA pozitivnich kolonii (Obr. 8.) byla sekvenovana (SEQme) a po ovéieni

spravnosti sekvence byl pro syntézu ssRNA pouzit produkt z kolonie €. 8. s 99% shodou
v nukleotidech s cilovou sekvenci.
Jednotlivé ssRNA byly nasyntetizovany a bylo provedeno spojeni komplementarnich

vlaken za vzniku dsRNA, vysledek ukazuje obrazek 9.
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Obr. 9. (A): priprava dsRNA pro uml&eni fabp: M = velikostni marker 100 bp (Thermo Scientific,
1 — nestépeny (kruhovy) plazmid, 2 — plazmid Stépeny enzymem Apal, 3 — plazmid $tépeny
enzymem Xbal. (B): 4 — ssRNA z plazmidu stépeného enzymem Apal, 5 — ssRNA z plazmidu
Stépeného enzymem Xbal, 6 — dsRNA.

5.5 Ovéreni umlceni genu pro fabp po RNAi
Vyizolovand RNA z pln€ nasatych nymf byla piepsdna do cDNA. Pomoci metody

kvantitativni PCR byla zjiSténa exprese, kterd u genu fabp v plné nasatych nymfach byla
vyrazné€ snizena oproti kontrolnimu genu gfp (procentuélni pokles oproti kontrole: fabp
o 74%). Obrazek 10. znazoriiuje UspéSné umlceni genu a tedy provedena RNAI

fungovala.
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Ovéreni umléeni genu
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Obr. 10. Ovéreni umli€eni genu fabp pomoci metody gqRT — PCR. V grafu je znazornén pokles
hladiny exprese fabp, ktery je porovnavan s kontrolnim genem gfp u plné nasatych nymf. Ef =
elongacni faktor (viz Pfiloha 1.).

5.6 Vliv umléeni acc, fas, fabp na sani a vyvoj kliSt’at

5.6.1 Vliv na vahy kli§t’at po dosati

Byl sledovéan vliv umléeni genli na vahu po plném naséati u nymf a dospélych samic
L ricinus. Primérna védha nymf u genu gfp dosahovala 3,79 mg; acc = 3,18 mg;
fas = 2,81mg; fabp = 3,70 mg. Byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil u velikosti
vah nymf. gfp a fabp se pohybovaly v priméru 3,70 mg, kdezto acc a fas mély vahy
signifikantné snizené. RNA interference méla tedy vliv na vahy s uml¢enymi geny acc
a fas. Primérna vaha pozorovanych skupin u samic byla u genu gfp = 0,25 g;
acc=0,13 g; fas = 0,08 g; fabp = 0,28 g. Vahy testovanych samic se statisticky lisily od
pramérné vahy kontrolnich samic (gfp), RNAi tedy méla vliv na vahovy pokles plné¢

nasatych samic u genti acc a fas.
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Obr. 11. Vliv uml€eni gend pomoci RNAI na vahu nasatych klistat. V grafu (A) jsou znazornény
vahy nymf, (B) znazornuje vahy dospélych samic /. ricinus u kontrolni skupiny gfp a genu acc,
fas, fabp. Vodorovna ¢ara mezi jednotlivymi body v grafu (A) znazorriuje primeérnou vahu klistat
v gfp kontrolni skupiné a oddéluje tak samice od samic. Kazdy bod znazorfiuje jedno klisté.
Hvézdicky v grafu znazornuje statisticky rozdil mezi skupinami.

5.6.2 Vliv na délku sani klist'at
Byl sledovén vliv uml¢eni genil acc, fas, fabp na délku sani jak u nymf, tak dospélych

samic 1. ricinus. Nymfy saly mezi 3-6 dny v kontrolni skupiné gfp, u ostatnich geni u
nymf se délka sani taktéz pohybovala mezi 3-6. Primérnd délka sani se nelisila mezi
experimentalnimi a kontrolnimi skupinami nymf (p> 0,05).

Kdezto statisticky vyznamny rozdil byl pozorovan u dospélych samic v délce sani.
Délka sani dospélych samic se pohybovala mezi 7-10 dny, ale dospélé samice
s umlé¢enym genem acc a fas saly v pruméru od 1 az 2 dny déle nez kontrolni skupina
(gfp), (p <0,05). Dospélé samice s umlcenym fabp se od kontrolnich klistat neliSila

(p> 0,05). Tedy RNA interference m¢la vliv na délku séni samic s uml¢enymi geny acc

a fas.

21



Umiceni genu u nymf Umléeni gent u dospélct

71 sk
11 ek eoe
| —— |
6+ . (YY)
~§ ..... . 104 oo °
Sl E b
> “
- s L
_— [=] oo LYY Y] XY Y]
4 e 84 cmmmmmnn ‘essssssssse ° XYY Y
3 . . . = 7
Q o ) 2 o &) R
OQ ?‘o <& Q& 5 © <% QVQ
dsRNA dsRNA

Obr. 12. Vliv umic€eni gent pomoci RNAi na délku sani nasatych klistat. V grafu (A) jsou
znazornény dny sani, (B) znazorfiuje dny sani dospélych samic . ricinus u kontrolni skupiny gfp
a genl acc, fas, fabp. Kazdy bod znazorhuje jedno klisté. Hvézdicky v grafu znazorfiuje
statisticky rozdil mezi skupinami.

GFP
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Obr. 13. Fenotypy pIné nasatych samic po umiéeni studovanych gen(i pomoci RNAi. Fenotyp
klistat u genu kontrolniho genu gfp je témér stejny jako experimentalni gen fabp. V pfipadé
uml¢eného genu acc doslo ke svrasténi kutikuly a vahovému Ubytku. fas mél snizené vahy po
dosati.
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5.6.3 Vliv na vyvoj klist’at
Nymfy se zacaly svlékat ctvrty tyden po plném nasati do dalsiho stadia a to dospélce

(tzv. ekdyse). V gfp (kontrolni skupina) se tspésné svlékly téméf vSechny nymfy viz.
Tab. 8. A, nejmensi uspésnost svliékani do dosp€lého stadia ukazaly geny acc a fas.

U dospélych samic byl sledovan vliv geni na kladeni sniiSek vajicek. Samice
s uml¢enym acc a fas vykladly minimalni nebo zadné mnozstvi sntisek vajicek. Samice
s uml¢enym fabp vykladla téméf stejné mnozstvi jako kontrolni samice (gfp) (Tab. 8. B)

Tab. 8. Uspé&Snost sviékani nymf (A) a kladeni samic (B) u kontrolni skupiny (gfp) a
experimentalnich genu (acc, fas, fabp).

A
Gen 2fp acc fas fabp
pocet/celkem 35/55 | 0/51 19/56 42/28
uspésnost (%) 64 0 34 67
B
Gen gfp acc fas Jfabp
pocet/celkem 18/22 1/20 | 3/23 18/24
uspesnost (%) 82 5 13 75
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6 Diskuze
Ixodes ricinus je nejCastéji se vyskytujicim druhem klistéte v Ceské republice a

pfenasecem dilezitych lidskych a zvifecich onemocnéni. V mé préci jsem studovala
funkci a dilezitost pro sani a vyvoj kliStéte nc¢kolika gend zucastnénych v syntéze
mastnych kyselin. Po uml¢eni né€kolika genti v této draze jsem pozorovala znacny
fenotyp na sani a vyvoj klistat. Ukazalo se, Ze tato draha je pro sajici klist'ata klicova a
jeji inhibice by teoreticky mohla byt v budoucnu vyuzita pro vyvoj vakcin nebo
inhibitord blokujicich vlastni séni klistéte, také jeho prezivani, mnoZeni a v neposledni
fad¢ taky pfenos patogeni.

Pro vyvoj téchto aplikaci je dulezité podrobné zmapovani ¢lent této drahy a jejich
exprese v jednotlivych tkanich a stadiich klistéte. Z mé studie, ktera byla provedena na
ttech genech drahy syntézy mastnych kyselin vyplyva, Ze exprese prvnich dvou
studovanych gentl, acc a fas, je témér totozna. Geny jsou nejvice exprimovany ve stieve,
vajecnicich a v pln€ nasatém stavu larev a nymf. Naopak, exprese nového kandidata této
drahy (fabp), ktery jak jsme doufali, by se mohl ucastnit pifenosu a sekreci nové
vytvotrenych aminokyselin z buriky, byla trochu odlisna. Tento gen se exprimoval hlavné
ve stfeve a vajecnicich v nymfalnim stadiu.

Na zéklad¢ téchto pochybnosti jsme se rozhodli otestovat fenotypy klistat po umlceni
vSech tii genli pomoci metody RNAi. Tato metoda je v nas$i laboratofi jiz dobie
zavedena. Funguje na principu injikace dsRNA do hemolymfy klistéte pomoci
mikroinjikatoru a sklenéné kapilary. Jak je patrno z obrazku 10., ktery znézorniuje miru
exprese umlceného vs. kontrolniho (gfp) genu (umléeni fas a acc bylo ovéfeno predem
v ¢leny nasi laboratote a dosahovalo urovné fas = 14%, acc = 42%), tato metoda je pro
studium gent této drahy plné€ vyuzitelna. Po umlceni genu pro acc a fas jsem pozorovala
vahu a délku séani klistat. Déle svlékani nymf do dospélcti a u dospélych samic kladeni
vaji¢ek s postupnym lihnutim viz. Tabulka 8. Fenotypy se zna¢né liSily od kontrolniho
genu gfp, klistata huiie sala, nesvlékala se do dalsiho stadia, umirala a nekladla vajicka.
Navic u genu acc doslo ke zvrasténi kutikuly a naslednému usychani klistat. Myslim si,
ze by to mohlo byt zplsobeno nedostatecnou tukovou vrstvou v kutikule. Jedinci
s uml¢enym genem fas dosahovaly mensich vah nez kontrolni gen gfp. Naopak, obdobné
jako u expresnich profild, také zde se fenotyp fabp genu lisil od ostatnich gent. Jeho
umlceni nezplsobovalo tak znac¢ny fenotyp jako u ostatnich gent. Klistata neméla
problém se svlékani ani sanim. Dospélé samice pak bez problému vykladla vajicka, ze

kterych se vylihly larvy. Jeho fenotyp byl témét srovnatelny s kontrolnim genem gfp.
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Parvy et al., 2012 studovali acc u Drosophily melanogaster v tukové tkani a
oenocytech. Nejprve studie provedena na mysim acc, enzymu ovliviiujicim syntézu
tukili, upozornila na hemostatickou ulohu acc v jatrech a tukové tkani. Dale vyuzili
Drosophilu melanogaster pro studium acc v tukové tkani a oenocytech. Hlavni illohou
tukové tkan¢ Drosophily melanogaster je zasobni funkce, zatimco oenocyty jsou
navrzeny k produkei kutikularnich lipidi. Po RNA interferenci bylo zjisténo, ze umlceni
acc nemd vliv na zivotaschopnost Drosophily melanogaster, ale ma vliv na redukci
skladovéani triglyceridu a soucasné se zvySuje hromadéni glykogenu v téle. Umléeni acc
v oenocytech zpusobuje letalitu. Piekvapiveé, je tato letalita spojena se selhdnim
vodotésnosti spirakul.

U Aedes aegypti byl studovan efekt gentli acc a fas na tvorbu vajicek a traveni krve.
Alabaster et al., 2011 ve svém vyzkumu nejprve kvantifikovali acc a fas v krvi, kterou
sali komati. Déle pouzili metodu RNA interference za ti¢elem umlceni gent acc a fas.
S pouzitim aminokyselin, zjistili Ze po umlceni téchto genti dochazi k signifikantni
redukci obou genil, coz potvrzuje, ze tyto geny jsou dilezité béhem sani. Dale zjistili,
ze redukce acc zpusobuje Spatnou produkci oenocytl, coz je spojeno s narusenim vrstvy
vajicek a fas zpisoboval zpozdéné traveni krve, to naznacuje, ze tento mechanismus by
mohl koordinovat syntézu mastnych kyselin a traveni ve stfevé béhem sani.

Zaveérem mé prace lze shrnout, Ze mnou charakterizovany gen koédujici pravdépodobny
protein drahy pro syntézu tukd, transportér mastnych kyselin v cytoplasmé, se znacné
1i81 od dobte zndmych clenil této drahy expresnim profilem a fenotypy po jejich umlceni.
Lze tedy ptedpokladat, Ze tento gen do této drahy nepatii, poptipadé je zastoupen jinymi
sekvenéné ptribuznymi homology. Je také mozné, Ze obrat (,,turnover*) téchto proteinii
v butice je tak pomaly, ze ikdyz pozorujeme pokles exprese tohoto genu po RNA
interferenci, protein miiZze byt v buiice stale pfitomen. Abychom tyto tvrzeni vyvratili, v
dalsi praci bychom chtéli nalézt a podobné analyzovat dal$i homology tohoto genu a
potvrdit vymizeni proteinu po RNAi pomoci western blotu. VE&fim, ze studium této
dréhy u klistéte Ixodes ricinus mé velky potencial a chtéla bych se tomuto tématu i v

budoucnu dopodrobna vénovat.
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7 Zavér

Byl nalezen gen fabp v klistéti Ixodes ricinus a byla zjisténa jeho sekvence. Podafilo se
ptipravit dSRNA pro fabp za Gcelem umlceni genu metodou RNA interference. Dale
v ramci této prace byla stanovena exprese v tkanich a jednotlivych stadiich klistéte 1.
ricinus u vSech tfech gend. Genova exprese byla ve vSech skupindch zvysSena sanim.
Také se sledoval fenotyp klistat po umlceni vSech genil, kde zna¢né€ odlisny byl gen acc
a fas oproti kontrolnimu gfp. Ukazalo se, ze tato drdha je pro klistata klicova a

v budoucnu by se jeji inhibice mohla vyuzit pti vyvoji protiklistécich pfipravk.
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9 Priloha

Ptiloha 1. Pouzité primery pro qRT-PCR a RNAi

velikost
Nazev Popis (ID) Sekvence produktu
(bp)
fabp - QRT-PCR -F | IR1104 GGTGACAAGCTGGTTCAGAAG 126
fabp - qRT-PCR -R | IR1105 TCGCTGGTACTTGCGAATAG
fabp - RNAi-F IR1106 ATGGGCCCGTCTTCTCGGCAAGTGGAAGC 247
fabp - RNAi-R IR1107 ATTCTAGACAGCGACTTGACATTGACACC
fas - qRT-PCR-F | IR1006 AGCGCCTTCTACGACTTCC 139
fas - qRT-PCR - R IR1007 ACTCGGAGAGGCCGTAGTC
fas - RNAi-F IR1008 ATGGGCCCCATCCTAGGTGTGAAGGACC
; 540
fas - RNAi-R IR1009 ATTCTAGACCTGCAGCTGCACCGCCAGC
acc - qRT-PCR - F IR564 ACCTGTGGGAGAATGACCTG 133
acc - qRT-PCR - R IR565 AGGCTCTTGATGTGCGAGAT
acc - RNAi - F IR566 ATGGGCCCGCATCCCCGTCGGGGTAGTG
; 467
acc - RNAi -R IR567 ATTCTAGACTTCACCAGGTCCTTCTTGC
elongacni faktor IR524 ACGAGGCTCTGACGGAAG 81
elongacni faktor IR525 CACGACGCAACTCCTTCAC
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Ptiloha 2. Nukleotidova sekvence fabp. Start a stop kodon jsou oznaceny zelené, primery

pro RNAI jsou oznaceny zluté a primery pro qRT-PCR jsou oznaceny fialove.

CGCCATTAAATTGCAAACGCTCTCCAGGTTTTGAGTTGCTCCCACCCTCACT
AGAGCCTCACTAGAGCTTCATAGGATCTTTAGCAGAGCAGAGCCGTATCTC
TACGAGCTTCCGGCGACGACGGCGGATAGCAGCGGCGCGCGCGTCGACGC
AAAGGGAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAGAAAACGCAAAAAGGGAG
CACTTGCCGGCGTCTCCCTCCCATTCACGCGCCTCGCTCAGTCGTCGTGTTC
CTTCGTTCTTCGCACTACCACCACCCCGAACCACCACCATGGCCTCCGGTC
TTCTCGGCAAGTGGAAGCTCACCGAAAGCGAGAACTTCGACGATTTCCTCA
AGGAACTCGGTGTGGGCCTGACGTGGCGGAAGCTGGCCCAGACGTCCAAG
CCCTCGGTGGAGCTCAAGTGCGACGGCGACAAGTGGTCCATCAAGACGTC
GACGCTGCTCAAGACATCGGACGTCTCCTTCACCTTGGGCCAGGAGTTCGA
GGAGGGCAGGATCGACGGTGTCAATGTCAAGTCGCTGTGTACCCTGGACH

CIGACAAGETCGETTCAGAAG C AGTTTGGTGACAAGGAAGTCACCATTGTC

CGCGAGTTGGACAACGGACAGCTCAAAGTGACTTGCAAGTTGAACGACGT
GGTGGEIATICCEAAGTACCAGEEGAGA TGAATAGGCCCCTTTCTAGAGAA
GTCTGCATCAAGTCAAGGGAACCCGTCCCTAGGACGCCTTCTGTTCTCTGC
GTGGAGGGGTAGGGTAGGTTGGGGTGGGGGCGCCAAGAGCAGGCGTGGC
CACAAAGGCAACGGCCACAGTGACTCCACTGTCGGTTCCCACATTCATTTC
TTTAATCTAAAAATAAAAAAAAATGTAAAAAATCTTAATCTGCTTTTTTTTT
TCCCCAATTTTTGTTTATTTTGTATGTGGGACTTGGACATCTGTGTAGCCCC
ATCCGTGGTTCGTACCTCGTCTTCCCTGCATATTGCCTGCCGTTATTCTTCC
AGTATCTGCGGATAAAGTTTGAAACTTTATTTTTATCCTACTGATCCAATAA
AGTTTATATTTTGATACTGCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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