parazitologie —

Jak narusit
krevni hostinu

klistat

a cmeliku

Krevsajici paraziti¢ti rozto¢i predstavuiji
vyznamnou hrozbu pro lidské zdravi.
Najdeme-li unikatni proteiny esencialnich
metabolickych drah u klistat a émelikQ,
muzeme testovat nové inhibitory a sledovat
jejich akaricidni G€inek. Pokud latky pro né
toxické zplsobi roztoétiim velmi rychlou smrt,
mohou zabranit i pfenosu jejich patogenti.

text MATEJ KUGERA, JAN PERNER

PARAZITICTi ROZTOCI, jako jsou
klistata ¢i ¢melici, se Zivi vyhradné krvi
hostitela - plazti, ptakd, ale i hospodatskych
zvitat ¢ilidi. Z pohledu parazita je krev jako
druh potravy velmi dobra volba, jelikoz
predstavuje velmi vydatny zdroj bilkovin,
hemu a sérového Zeleza. Samice klistéte,
které jsou navic schopny béhem jediného
,hltu“ sporadat az stonasobek své vahy, si
tak uzivaji doslova krevni hostinu. Pfisun
tak velkého mnozstvi stravy bohaté na pro-
tein usnadniuje vysokou reprodukci parazi-
ta. Ziskané zZiviny vyuzivaji dospélé samice
klistat pro tvorbu vajec, kterych kladou az
tisic. Kombinace obligatorniho (vyhradniho)
parazitického zpusobu Zivota a vysoké re-
produkéni schopnosti déla z téchto parazit
nase skute¢né a mocné nepratele.

Ziveni se krvi (hematofagie) je spojeno
s mnoha evolu¢nimi adaptacemi fyziologic-
kych a reprodukénich drah. Jaké konkrét-
ni proteiny a jejich metabolické drahy
umoznuji parazitickym rozto¢tim samotné
nasati a posléze traveni ziskanych hostitel-
skych krevnich molekul? A které z téchto

422 Vesmir 99, Gervenec — srpen 2020

drah jsou specifické pouze pro tyto roztoce,
takZe je nenajdeme u jejich hostitelu? Od-
povédi na tyto a dalsi otazky jsou hlavnim
vyzkumnym zamérem sméfujicim k iden-
tifikaci a ovéfeni tzv. molekularnich cila
(obr. 2). Témi jsou v nasem pripadé protei-
ny (proteinové receptory ¢i enzymy) citlivé
na akaricidni latky - jsou jimi blokovatelné
(inhibovatelné). Tato aktivita se projevi
naru$enim esencidlnich metabolické drah
a zpusobuje smrt roztoct. Pokud akaricid

2. Vpravo dole: OD GENU K AKARICIDU - schematické znazornéni vyvoje
protiklistécich latek. A. V genomu klistéte jsme schopni identifikovat vhodny gen
kédujici kandidatni protein, molekularni cil (napfiklad podle sekvenéni odliSnosti
rozto¢iho a homologniho hostitelského genu). Poté na zakladé transkriptomovych
dat z jednotlivych roztoéich tkani zjiStujeme expresni profil tohoto genu (tj. v jakém
vyvojovém stadiu, v jaké tkani anebo v jakém ¢ase béhem sani na hostiteli je
pfitomna mRNA kédujici protein). B. Pomoci biochemické inhibice nebo genetické
metody RNAI (zptsobujici snizeni hladiny mRNA pro kandidatni protein) ovéfujeme
esencialitu zvoleného cile. C. Pokud mame ovéreny zvoleny molekularni cil a pro
néj vybranou nejaéinné;jsi akaricidni latku, mtizeme pfistoupit k testovani in vivo na
hostiteli. Béhem téchto experimentt testujeme stabilitu latky (tzv. farmakokinetika)

a jeji akaricidni uéinnost v Zivém systému.

1. USTNI USTROJI klistéte obecného (Ixodes ricinus). Ve spodni éasti je dobie
patrny ozubeny neparovy hypostom se zpétnymi hacky, nad nim jsou pohyblivé
parové chelicery. Na chodidle prvniho paru nohou je Hallerliv organ (hnédé),

r »Cichové” smyslové ¢idlo, s jehoZz pomoci klisté vyhledava hostitele.

ovéreni cile —>

identifikace a popis cile potvrzeni in vivo

farmakokinetika a ucinnost

transkriptom membranové sani

Navrh schématu Jan Perner, zpracovani Martina Hajduskova
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u¢inkuje velmi rychle, muze blokovat i pfe-
nos patogend.

ZISK HEMU Z HOSTITELE

Diky genomickym dattim, pofizenym mo-
dernimi sekvenovacimi metodami, za¢ina
byt zfejmé, Ze krevsajici roztoci ziskali
béhem své evoluce hned nékolik systémo-
vych adaptaci, jako je naptiklad ,zefek-
tivnéni“ genomu ztratou nadbytecnych
anabolickych drah nebo naopak nadfazeni

4. HYPERTYROSNEMIE

u émelikt indukovana
mikroinjikaci dvouvlaknové
RNA (dsRNA) nebo inhibitoru.
Po aplikaci se zablokuje
degradace tyrozinu (Y; zelena
Sipka). Tyrozinové molekuly
pochazejici z hostitelskych
krevnich proteint (napf.

z hemoglobinu ¢ervenych
krvinek; zde na snimku vievo
ptaci jaderné ¢ervené krvinky)
se pak hromadi uvnitf émelika
(Gervena Sipka) az na toxickou
uroven. Cmelici uhynou

do nékolika dnd.
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3.CO DELA KLISTE PARAZITEM? Kombinace genomickych predpovédi

a experimentalniho ovéfeni pomoci membranového sani klidtat na riznych
krevnich frakcich umoznuje nahlédnout do evoluénich adaptaci klistat. A. Klisté
(Ixodes scapularis) ztratilo pét gend kédujicich prvnich pét enzym hemové
biosyntézy (Gervené Sipky), zatimco u roztoéi nesajicich krev (Tetranychus
urticae a Metaseiulus occidentalis) jsou tyto geny v jejich genomech
zachovany. Ti tedy ziskavaji hem vlastni bunéénou biosyntézou. B. Klistata
experimentalné vystavena nefyziologické situaci - membranovému sani na séru
- kladou (ovipozice) hemuprosta vaji¢ka. V nich kvili absenci hemu nemohou
probihat zakladni pochody energetického metabolismu, a nemuze tedy dojit

k embryonalnimu vyvoji (embryogeneze) a vzniku larvy.

dsRNA inhibitor

Snimky Matéj Kucera, David Hartmann, Jan Perner, za Laboratof elektronové mikroskopie Biologického centra Jifi Vanécek, Marie Vancova
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metabolickych drah souvisejicich s degra-
daci (katabolismem) proteint ziskanych
z hostitele.

Klasickym ptikladem ,zefektivnéni“
parazitického genomu, v tomto piipadé
klistéciho, je ztrata genetického kdédovani
enzymatické drahy pro vlastni (endogenni)
biosyntézu hemu. U klistat je zasobeni he-
mem garantovano pfisunem hemoglobinu
z ¢ervenych krvinek hostitele (obligatorni
hematofagie). Draha pro vlastni syntézu
hemu se proto stala béhem evoluce klistat
nadbyte¢nou.

Podobnou analogii ve ztraté biosyntetic-
ké drahy mtiZeme najit naptiklad i u lidi
a dalsich primatt. Dostate¢ny piijem
kyseliny askorbové (vitaminu C) z potravy
u nas$ich prapfedkt vedl k tomu, Ze jsme
preckali ztratu funkce genu pro finalni
enzym vlastni biosyntetické drahy této ky-
seliny. I pfes ztratu funkénosti této drahy
askorbatdependentni enzymatické reakce
u lidi a primatt pfetrvaly a jejich funk¢-
nost je zavisld na pfijmu askorbatu z potra-
vy, ktery se tak stal nezbytnym vitaminem
(viz také Komu hrozi kurdéje, Vesmir 80,

497,2001/9). Pfikladem latek vyZadujicich
askorbat jsou napi. enzymy posttranslacni
modifikace kolagenu.

Obdobneé jako askorbat také hem reprezen-
tuje kofaktor nezbytnych enzymatickych
reakci, zejména bunécného dychani. vétsina
ZivoCicht si hem vytvari ve svych buitkach
z aminokyselinovych a karboxylovych ky-
selin a Zeleza. Klistata hem ziskavaji jen pa-
raziticky, ze svého hostitele. Vliv nepfitom-
nosti hemu v potravé na zivotaschopnost
klistat jsme experimentalné ovéfili pomoci
unikitni metody membranového sani. Diky
ni jsme schopni klistata krmit nejen krvi,
ale napfiklad jen sérem (krevni frakci bez
Cervenych krvinek, tedy bez hemu). Absence
hemu v séru dospéla klistata (samice) pre-
kvapivé béhem sani neovliviiuje. Nedostatek
této molekuly se nicméné projevi kladenim
Zivota neschopnych vajec. Samice nasaté na
séru zkratka nejsou schopny pokryt hemové
naroky svého potomstva (obr. 3).

Ztratou schopnosti vlastni syntézy
hemu je klisté nejen vyjimec¢né mezi
ostatnimi ZivoCichy, ale samo sebe tim
nevratné odkazalo pravé k parazitickému,
krevsajicimu zptsobu zivota. Klistéci
proteinovy aparat umoznujici zisk hosti-
telského hemoglobinu, zdroje hemu, pro-
teinové transportéry dopravujici ziskany
hem do kazdé télesné tkané a buniky proto
predstavuji pravé ony selektivni akaricid-
ni cile proti klistatam.

KATABOLISMUS i
HOSTITELSKYCH PROTEINU

— CMELIK A TYROSIN

Dalsi specifickou drahou, jejiZ inhibice ma
akaricidni i¢inek, muzZe byt draha degrada-
ce hostitelskych aminokyselin. Hostitelska
krev neslouZi jen jako zdroj hemu, ale jeji
proteinova slozka predstavuje pro para-
zita i velmi vydatny zdroj aminokyselin,
zéakladnich stavebnich kament pro syntézu
vlastnich enzymu a zdsobnich proteint.
Vysoka koncentrace ziskanych aminokyse-
lin muZe ale pfedstavovat problém, parazit
je schopen vyuzit pouze urcité mnozstvi.
Zbylé a nadbyte¢né aminokyseliny mohou
byt pro parazita toxické, a musi byt proto
postupné degradovany.

Piikladem jsou malo rozpustné amino-
kyseliny jako fenylalanin a tyrozin, které
sdileji stejnou katabolickou drahu. Zablo-
kovani této drahy vhodnym inhibitorem
vede k hromadéni obou téchto aminoky-
selin. Stavaji se pro bunky toxické (obr. 4)
a zaroven v jinych metabolickych drahach
ovliviiuji hladinu meziprodukti odvoze-
nych od téchto aminokyselin. Kumulace
a disbalance vedou k smrti vétSiny krevsa-
jicich ¢lenovci - nejen roztocu (klistat,
¢meliku), ale i komard nebo parazitickych
plostic. V soucasnosti se tyto inhibi-
tory dostavaji do hledacku spole¢nosti
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mikroinjekce

membranové sani

a4

Mgr. MATEJ KUGERA (*1989) jako
student doktorandského studia Jihoceské
univerzity vypracovava svoji disertacni praci
v Parazitologickém tstavu Biologického
centra. Vyhodnocuje farmaceuticky
potencidl inhibitort
katabolické drahy
tyrosinu proti krevsajicim
Glenovedm: klistatim,
¢melikim a komartim.
Svilj mikropohled z prace
si kompenzuje relaxaci
makropohledy z dronu nad
Ceskym stredohofim.

JAN PERNER, Ph.D., (*1986) je
védeckym pracovnikem Parazitologického
tistavu Biologického centra a spoluSkolitelem
Matéje Kucery. U krevsajicich ¢lenovci
se zaméruje na specifické pochody blizce
asociované se sanim krve na hostiteli.
V Biologickém centru zavedl systém
membranového sani klistat a émelikd,
ktery slouzi jako testovaci platforma
novych antiparazitik, ale i jako

inovativni a informativni

platforma zakladniho
vyzkumu. Paralelu

touhy po krmeni

(klistat) si prenesl i do

osobniho Zivota ziskem
ucnovského titulu kuchaf
— Cisnik.
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Schéma
Matéj Kucera a Jan Perner

5. EXPERIMETNALNI APLIKACE pro testovani molekularnich cilé u nymf

a dospélcu klistéte obecného (Ixodes ricinus). Mikroinjikaci dsRNA do

hemolymfy jsme schopni indukovat systemickou RNAi ve vétsiné kliStécich

tkani. Takto dokazeme aplikovat do téla roztoce i zkoumané akaricidni latky,

které mikroinjikujeme jen pfed sanim na hostiteli nebo po ném. Pomoci metody
membranového sani mGizeme testovat latky po celou dobu sani v redlném &ase, tedy
stejnym zplGsobem, jakym by byly testovany na zivém zviteti. Déje se tak v krmitkach
z akrylatového skla skrze tenkou silikonovou membranu (zhruba 100 pm).

testujicich a vyvijejicich nové akaricidy
a insekticidy.

JAK OVERIT MOLEKULARNI CILE
Identifikované molekularni cile specifické
pro krevsajici roztoce je potieba experimen-
talné ovérit, zejména jejich nezbytnost pro
Zivotaschopnost organismu. Zde vyuZivime
dva pfistupy: geneticky a biochemicky.

U krevsajicich rozto¢ti jsme zatim schopni
jen docasné genetické modifikace, produku-
jeme tim docasné mutované roztoce, ktefi
postradaji kli¢ové proteiny ¢i enzymy. Po-
sléze u nich pozorujeme jakékoliv odchylky
od nemodifikovanych rozto¢t a spojujeme
je s funkci zkoumaného proteinu (fenotypi-
zZujeme je).

Biochemicky pfistup vyuziva interakci
malych inhibi¢nich molekul s proteinovymi
cili. Pfi jeho pouziti dopravime testovanou
latku do téla klistéte nebo ¢melika, a tim za-
blokujeme metabolickou drahu nebo i néko-
lik pochodt naraz. Posléze zkoumame, jaky
dopad ma inhibice na Zivotaschopnost roz-
toct nebo na jejich schopnost reprodukce.

Moznosti, jak dopravit testovanou latku
do téla parazita, je nékolik. Pro naSe expe-
rimenty vyuZivame zejména mikroinjikaci
a membranové sani. Kazda z téchto metod
ma své vyhody a nevyhody, ne kazda mtze
byt pouzita pro dany experiment. Zatim-
co u klistat vyuzivame zejména metody
mikroinjikace a membranového sani, pro
experimenty na ¢melicich kufich volime
zejména metodu mikroinjikace.

Nalezené molekularni cile je tfeba ex-
perimentélné ovérit. To je nutny krok na
cesté k ispésnému hledani, vyvoji a testo-
vani novych akaricidt a insekticidd, které
spolu s klistaty a ¢meliky zni¢i i nebezpec-
né patogeny, zpusobujici zavazna lidska
onemocnéni. @

Perner J. et al.: Elife, 2016, DOI: 10.7554/eLife.12318.
Perner J. et al.: Trends Parasitol., 2019,
DOI: 10.1016/j.pt.2019.01.001.
Kopacek P., Perner J.. Curr. Biol., 2016,
DOI: 10.1016/j.cub.2016.06.068.
Kréber T., Guerin P. M.: Trends Parasitol., 2007;
DOI: 10.1016/j.pt.2007.07.010.





