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1. Uvod

Antimikrobialni peptidy a proteiny (AMP) jsou soucasti obrannych mechanismu vsech
zijicich organismu. Jejich studium je dulezité pro vyvoj novych antibiotik proti
multiresistentnim kmendim patogennich mikroorganisma.

Klistata patii mezi krev sajici parazity prenasejici patogenni mikroorganismy na své
hostitele. Mezi klistata schopna pienaset patogeny na ¢lovéka patii klist¢ i Dermacentor
marginatus, které je rozSifené po celé severni polokouli. Mezi zavaznad onemocnéni
zpusobené patogeny, ktera D. marginatus prenasi, patii napiiklad krymsko-konzska
hemoragicka horecka, sttedomotsky tyfus, TIBOLA ¢i klistova encefalitida (TBE).

Piestoze ma klisté D. marginatus podobné rozsifeni a vesmés totozné hostitele jako
klisté Ixodes ricinus (pienase¢ Borrelia burgdorferi s. 1.), tak je zajimavé, ze nepisobi jako
pfenase¢ onemocnéni nazvané Lymska borelioza. Stejné tak tomu je i na americkém
kontitntu, kde klisté l. scapularis pfenasi pivodce lysmké boreliézy, zatimco D. variabilis
nikoliv. Imunitni systém kli§tat rodu Dermacentor je schopny eliminavat spirochéty z téla.
Pfesny mechanizmus eliminace neni dosud znam. Studium antimikrobialnich proteint/peptida
klistat rodu Dermacentor mize ptispét k identifikaci proteinu schopného zabijet spirochéty
B. burgdorferi s.1.



2. Cile prace

Tato prace vychazi z problematiky feSené v Laboratofi molekuldrni ekologie parazitii

BC, PARU AVCR a je zaméfena na charakterizaci antimikrobialniho peptidu, defensinu,

ktery je soucasti pfirozené imunity klistéte Dermacentor marginatus.

V ramci této prace byly stanoveny nésledujici cile:

Vypracovani literarni reSerse na dané téma
Izolovat gen pro defensin z klistéte D. marginatus

Analyzovat diferencidlni expresi genu pro defensin v jednotlivych tkanich klistéte

D. marginaus

Pfipravit rekombinantni konstrukt defensinu kliStete D. marginatus v expresnim

vektoru Champion™ pET 100/D-TOPQ®

Optimalizovat podminky exprese, purifikace a Western blotu pro dany protein
Exprimovat a purifikovat rekombinantni protein

Vysledky exprese ovéfit pomoci SDS-PAGE, Western blotu a MS analyzy

Piipravit krali¢i polyklonalni protilatky a ovéfit jejich sensitivitu a specifitu pro

dany protein

Otestovat antimikrobidlni aktivitu pfipraveného rekombinantniho defensinu



3. Literarni prehled

3.1. Klistata (Ixodida)

Klistata jsou taxonomicky fazena do kmene Cclenovei (Arthropoda), do tfidy
pavoukovci (Arachnida) a jeji podtiidy rozto€i (Acari). Z této podtiidy se dale vyclenuje fad
Parasitiformes, ktery zahrnuje podiad Ixodida (klist’ata).

Ixodida se déli do tfi Celedi: Ixodidae (,,tvrda klistata- klist'ata), Argasidae (,,mékka
klistata®- klist'aci) a Nuttallidae. Zastupci téchto celedi se od sebe 1isi morfologii, fyziologii,
ontogenezi i reprodukéni strategii.

Vsechny druhy klistat se zivi krvi obratlovc. Béhem sani krve klisté produkuje
mnoho biologicky aktivnich latek, které maji riznou funkci. Ve slinach klistéte bylo nalezeno
velké mnozstvi farmakologicky aktivnich latek zabranujicich koagulaci krve, agregaci
krevnich desticek a ptsobicich proti imunitnim mechanismim hostitele. Ve stfevé jsou
pritomny travici enzymy a dal$i molekuly dulezité pro zpracovani piijaté potravy. Imunitni
systém klistat produkuje nespocet molekul hrajici dalezitou roli v boji proti invadujicim
patogeniim.

Klistata pfenaSeji nejvice druhi patogennich organismi ze vSech krevsajicich
¢lenovcd, avsak pouze 10% ze vSech druhi klistat je mize prenaset na ¢loveka (Sonenshine,

1991, 1993; Taylor, 2006).

3.2. Zivotni cyklus kli§tat

Zivotni cyklus klistat ¢eledi Ixodidae se sklada ze 4 vyvojovych stadii: vajicko, larva,
nymfa a dospélec. Pohybliva stadia (larva, nymfa, dospélec) saji krev na svych hostitelich
a poté prodélavaji pfeménu na stadium nasledujici. V posledni fazi svého vyvoje se samice po
pfijmu krve pafi se samcem a klade vajicka.

Klistata mohou mit 3 typy Zivotnich cykli, které se 1i$i poctem hostitelt. Typ cyklu
neni rodove specificky.
| - jednohostitelsky cyklus mizeme najit napiiklad u klistéte Boophilus annulatus. U tohoto

cyklu maji vSechna stadia stejného hostitele.



Il - pokud ma larva a nymfa nebo nymfa a dospélec stejného hostitele jedna se
o tzv. dvouhostitelsky cyklus. Tento cyklus je charakteristicky napiiklad pro severoamaricky
druh Dermacentor variabilis a africky druh Rhipicephalus evertsi.

Il - u tfihostitelského cyklu ma kazdé stadium klistéte jiného hostitele. Mezi trojhostitelska
klistata patii napiiklad Ixodes ricinus, Dermacentor marginatus, Dermacentor andersoni
¢i Rhipicephalus sanguineus. (Sonenshine 1991; Baty, Marquart 1996; Volf, Horak a kol
2007).

3.3. Imunitni systém kliSt’at

T¢lo klist’at je vystaveno mnoha riznym patogennim organismim, které mohou klisté
infikovat. Pii kazdém sani riziko infekce vzrusta. Eliminace téchto mikroorganismu z téla je
hlavnim ukolem obranného systému klistat.

Jako ostatni bezobratli zivoc¢ichové maji klistata pouze tzv. piirozenou (nespecifickou,
pamét’ postradajici) imunitu. Jejich imunitni systém je schopen reagovat velice rychle
a zahrnuje dvé¢ slozky: bunéénou a humoralni, které se vzajemné dopliuji.

Bunéénd imunita je zastoupena hemocyty (buiikami hemolymfy). Morfologie
a ultrastruktura hemocytt je velice slozita a u jednotlivych druhti klist'at se pocet typi a jejich
struktura a funkce muze lisit (Borovickova a Hypsa, 2005). Nejjednoduseji se tyto bunky déli
na tf1 zakladni typy dle jejich ultrastruktury: granulocyty typu I, granulocyty typu II
a plasmocyty, které maji ve své strukture pouze mal4 granula (Kuhn a Haug, 1994). Hlavnimi
funkcemi hemocytli jsou fagocytoza, enkapsulace a nodulace, stejné tak 1 produkce riznych
imunitnich molekul.

Funkce hemocytu je silné spjata s funkci humoralnich latek. Slozky humoralni imunity
jsou schopny rozpoznavat povrchové molekuly (f-1,3-glukany, lipopolysacharidy (LPS) nebo
peptidoglykany (PGN)) invadujicich mikroorganismi a tim je oznacovat (opsonizovat) pro
vykonnou slozku - hemocyty. Nejvice prostudovanymi opsoniny u klistat a dalSich
bezobratlych zivocicht, jsou lektiny, latky schopné rozpoznavat a vazat se na cukernaté
zbytky molekul v membranach a bunéénych sténach cizorodych organismi. Humoralni slozka
imunity dale zahrnuje antimikrobialni proteiny, jako jsou napiiklad defensiny a lysozymy
(Taylor, 2006).



3.3.1. Antimikrobialni proteiny a peptidy klist’at

Vyznamnou slozkou imunitniho systému klistat jsou antimikrobidlni proteiny
a peptidy (AMP), které jsou soucasti jak bunécéné, tak humoralni imunity klistat. AMP jsou
Vv piirod¢ Siroce rozsitené, vyskytuji se nejen u klistat, ale také u jednobunéénych organizmi
a vSech 1i$§1 mnohobunécnych organizmii.

AMP se vzijemné velice lisi ve své aminokyselinové sekvenci a tim 1 v sekundarni
struktufe. VSechny AMP vykazuji rtizné silné piisobeni proti Siroké skdle mikroorganisma,
jakymi jsou naprtiklad viry, bakterie, kvasinky ¢i jednobunééni @ mnohobunééni parazité.

AMP Kklistat mohou byt klasifikovany podle sekven¢ni podobnosti a funk¢ni aktivity
do nékolika skupin: (i) lektiny, (ii) lysozymy, (iii) linedrni antimikrobidlni peptidy,
(iv) antimikrobidlni proteiny bohaté na histidin a (v) defensiny (Bulet et al., 2004).

I — Lektiny se vaZzou na bunécné stény mikroorganismi. Vazba se uskute¢iiuje pomoci
interakce lektind s cukernymi slozkami bunéénych stén (naptiklad na zbytky kyseliny sialové
nebo N-acetyl-D-glukosaminu). Timto zptsobem jsou schopné agregovat a opsonizovat
vniklé mikroorganismy. Prvni klistéci lektin byl charakterizovan u klistaka O. moubata.
Byl nazvan Dorin M a ma afinitu k sialové kyselin€. Bylo prokdzano, ze je produkovan
slinnymi Zlazami a hemocyty (Grubhoffer & Kovar, 1998; Kovar et al., 2000; Rego et al.,
2006). V roce 2007 byl u stejného druhu identifikovan dalsi lektin, galektin (OmGalec), ktery
ma afinitu k disacharidiim (Huang et al., 2007).

U Kklistéte Ixodes ricinus byl popsan dalsi lektin - Ixoderin. Byly nalezeny 2 isoformy
tohoto lektinového genu. Ixoderin A, jehoZz exprese byla detekovana ve slinnych Zlazéch,
sttevé a hemocytech, a ixoderin B, ktery je exprimovan pifevazné ve slinnych Zlazach.
V hemocytech byla detekovdna pouze slaba exprese (Rego et al., 2005). Lektiny byly dale
nalezeny i u dalSich druht klistat jako napfiklad O. tholozani, O. tartakovskyi, Argas
polonicus nebo R. appendiculatus (Grubhoffer et al., 2004; Grubhoffer et al., 2008).

ii - Lysozymy jsou enzymy, které maji schopnost Sté€pit B-1,4-glykosidické vazby
peptidoglykantd (mezi N-acetylmuramovou kyselinou a N-acetylglukosaminem) v bunéénych
sténach bakterii. Diky tomu maji tyto AMP piimou bakteriolytickou aktivitu. Lysozymy se
dale déli podle typu, na c-lysozymy (chicken), g-lysozymy (goose) a i-lysozymy
(invertebrates), (Kopacek et al., 1999; Grunclova et al., 2003; Simser et al., 2004).



Lysozym nalezeny u klistaka O. moubata patii do skupiny c-lysozymi, které jsou
charakteristické osmi konzervovanymi cysteinovymi residui (Kopacek et al., 1999). Tento
tzv. TGL (Tick Gut Lysozyme) ma stejné¢ jako ostatni c-lysozymy 8 konzerovovanych
cysteinovych zbytkl, ale od ostatnich lysozymu typu c se li§i vyskytem histidinu na misté
bézné se vyskytujicicho tyrosinu. Podle fylogenetickych analyz se TGL tadi do skupiny
tzv. ,,H — branched lysozymes* spolu s lysozymy nalezenymi u hmyzu rodu Drosophila
melanogaster a Anopheles gambiae (Grunclova et al., 2003).

U dvou klistat rodu Dermacentor byl také nalezen c-lysozym. U D. variabilis byla
pozorovana jeho exprese v hemocytech a u D. andersoni Vv zarode¢né bunééné linii.
Od lysozymu nalezeného u klistaka druhu O. moubata se tyto lysozymy lisi ve své primarni
aminokyselinové struktufe (Simser et al., 2004). Lysozymy byly dale izolovany i z dalSich
druhu klist'at, napt.: Alveonasus lahorensis, O. papillipes, I. persulcatus a Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Podboronov VM, 1990; Kopacek et al., 1999).

iii — Antimikrobialni peptid Ixosin byl izolovan ze slinnych Zlaz klistéte Ixodes sinensis.
Je prvnim linedrnim antimikrobidlnim peptidem nalezenym u klistat. Je slozen
z 23 aminokyselin a ve své aminokyselinové sekvenci postrada cysteiny, coz ho odlisuje od
lysozymt, defensinli ¢i proteini bohatych na histidiny. Ixosin ma Siroké spektrum
antimikrobialnich G¢inkd. Je aktivni proti bakteriim Staphylococcus aureus a Escherichia
coli, i proti kvasince C. albicans (Yu et al., 2006).

U stejn¢ho druhu klistéte byl dale identifikovan Ixosin-B. Je to také linearni peptid
izolovany ze slinnych 714z tohoto klistéte. Je sloZen z 32 aminokyselin a ve své sekvenci také
nema zadné cysteiny. Ixosin-B vykazuje silnéj$i antimikrobidlni aktivitu proti S. aureus,
E. coli i C. albicans nez Ixosin (Liu et al., 2008).

ISAMP (Ixodes scapularis antimicrobial peptide): 5,3 kDa velky peptid, byl izolovan
ze slinnych zlaz Kklistéte Ixodes scapularis. Stejné jako Ixosin neobsahuje ve své
aminokyselinové sekvenci cysteinové zbytky, coz dava predpoklad, Ze se jedna o linearni
peptid. Exprese tohoto peptidu byla prokazana v hemocytech, tukové tkéani a slinnych zlazach.
ISAMP vykazuje antimikrobialni aktivitu proti Gram-positivnim bakteriim S. aureus,

Bacillus subtilis a B. cereus, i proti Gram-negativni bakterii E. coli (Pichu et al., 2009).



iv — U klistat byly identifikovany dva proteiny bohaté na histidiny hebraein (Lai et al., 2004
A) a microplusin (Fogaca et al., 2004). Tyto dva AMP obsahuji 6 cysteintl ve své primarni
struktute.

Hebraein byl vyizolovan =z hemolymfy klistéte Amblyomma hebraeum. Ma
102 aminokyselin a na svém C-konci obsahuje charakteristicky shluk 9 histidini. Je zajimavy
svou unikdtni sekundarni ,multi-a-helical” strukturou (4-6 a-helix1). M4 velice Siroké
spektrum antimikrobidlniho pisobeni. Bylo prokazano, ze je aktivni proti Gram-positivni
bakterii S. aureus, proti Gram-negativni bakterii E. coli a proti kvasinkam
C. glabrato a C. albicans (Lai et al., 2004 A).

Z bezbunécné plasmy klistéte Rhipicephalus (Boophilus) microplus byl izolovan
antimikrobialni protein microplusin. Tento AMP je 10,204 kDa velky. Exprese genu pro
microplusin byla pozorovana v ovariich, tukové tkdni a hemocytech. Ve své struktuie ma
6 cysteinovych residui a 3 disulfidické mustky. Pfesto, Ze microplusin neptisobi na membranu
bakterii, vykazuje bakteriostatickou antimikrobialni aktivitu proti Gram-positivnim bakteriim
a kvasinkam. Pfi pokusech s Micrococcus luteus bylo dokazano, Ze je tato aktivita nasledkem
schopnosti microplusinu védzat na sebe ionty médi, které jsou diileZité pro respiraci bakterii a
dalsi Zivotné dulezité procesy. Diky tomu, Ze je schopen vazat ionty Cu®, znepiistupni tyto
zivotné dulezité ionty bakteriim a tim zpisobi jejich smrt (Fogaca et al., 2004; Silva et al.,
2009).

3.4. Defensiny

Defensiny jsou jednou ze skupin antimikrobialnich peptidt, které se vyskytuji napfic
spektrem zivociSné 1 rostlinné fiSe. V Zivocisné fiSi byly objeveny jak u obratlovci,
tak u bezobratlych. Defensiny bezobratlych zivocichti a obratloveti maji stejny mechanizmus
pusobeni, ale nevykazuji Zadnou sekvencni podobnost. Prvni defensin ¢lenovcill byl izolovan
ze zarode¢né linie masarky Sarcophaga peregrina (Matsuyama and Natori, 1988). Dalsi
hmyzi defensiny byly identifikovany naptiklad u komara Aedes aegypti (Lowenberger et al.,
1999, 2001), u musky Phlebotomus duboscqui, jejiz defensin vykazuje antiparazitickou
aktivitu proti prvoku Leishmania major (Boulanger et al., 2004), u octomilky Drosophila
melangoster (Imler and Bulet, 2005), u mravenct druhu Formica rufa (Taguchi et al., 1998),
a Formica aquilonia (Viljakainen and Pamilo, 2005). U véely medonosné Apis mellifera byly

objeveny dva strukturné¢ odlisné defensiny (Klaudiny et al., 2005). Dalsi defensiny


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Matsuyama%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Natori%20S%22%5BAuthor%5D

bezobratlych zivocicht byli identifikovany u améb (Leippe, 1999), skorpiont (Cociancich et
al., 1993; Zhu et al., 2000), pavoukt (Baumann et al., 2010), mlzia (Charlet et al., 1996)
a klistat (Johns et al., 2001; Nakajima et al., 2001, 2002; Fogaca et al., 2004; Rudenko et al.,
2005; Tsuji et al., 2007; Chrudimska et al., 2010).

3.4.1. Struktura a funkce defensinu ¢lenovcei

Defensiny c¢lenoveti se exprimuji jako prepropeptidy. Aminokyselinova sekvence
preprodefensinu ma tii ¢asti: signalni sekvenci, pro-segment a tzv. mature (zralou) funkéni
¢ast defensinu (Nakajima et al., 2001).

Zrala funkéni forma defensinu je asi 4kDa velky kladné nabity peptid. Primarni
struktura defensinu obsahuje 6 cysteinovych residui, které jsou spojené tfemi disulfidickymi
(S-S) vazbami (parovani cysteint: cysl-cys4; cys2-cysb; cys3-cys6). S-S vazby davaji
defensinim spravnou 3D strukturu. Jejich a-helix obsahuje hydrofobni i hydrofilni ¢asti a je
dvémi disulfidickymi mustky napojen na antiparalelni B-list (Baty, Marquart, 1996; Nakajima
etal., 2003 B).

Defensiny ptisobi na cytoplazmatickou membranu bakterii. Stejn¢ jako ostatni
kationické peptidy depolarizuji zaporné nabitou membranu bakterii, ¢imz v ni vznikaji
trhlinky. Ty se postupné zvétSuji v kanalky, kterymi dochazi k Gniku iontd, coz vede
k destrukci patogenu (Nakajima et al., 2003 B). Cytoplazmatickda membrana ale nemusi byt
jedinym mistem v bakterii, kam defensiny sméiuji svoji aktivitu. Mlze byt mnoho dalSich
anionickych cili pro tyto kationické AMP v buiice bakterie, jako je tfeba DNA, RNA
a enzymy (Hancock et al., 2002).

Bylo prokazéno, Ze defensiny efektivné plsobi proti Gram-pozitivnim bakteriim
(Matsuyama and Natori, 1988; Nakajima et al., 2003 B; Saito et al., 2009; Isogai et al., 2011)
a nékteré izoformy defensind vykazuji antimikrobialni aktivitu i proti Gram-negativnim
bakteriim (Kocan et al., 2008), kvasinkdm (Charlet et al., 1996; Tsuji et al., 2007) a prvokim
(Boulanger et al., 2004; Tsuji et al., 2007).
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3.4.2. Defensiny klist’at

U klistat jsou defensiny a defensinim podobné peptidy nejvice studované
antimikrobialni peptidy. Defensiny klistat se nejvice podobaji defensintim vazek, Skorpiont
a mlzi (Nakajima et al., 2001, 2002, 2003). Defensiny byly identifikovany
u nékolika druhti klistat. Jednotlivé klistéci defensiny se od sebe lisi svou primarni

aminokyselinovou strukturou, tkanémi, ve kterych probiha exprese, i funk¢énosti.

Defensiny klist'at rodu Dermacentor

Z hemolymfy klistéte Dermacentor variabilis byl izolovan prvni defensin v ramci
Celedi Ixodidae. Tento 4,229 kDa velky kationicky defensin byl nazvan Varisin.
Aminokyselinova sekvence vykazuje 83% podobnost s defensinem nalezenym u Skorpiona
Leiurus quinquestriatus. Je aktivni proti Gram-positivnim bakteriim (Johns et al., 2001).
Exprese Varisinu byla detekovana ve stievé. V hemolymf¢ klistéte D. variabilis byla exprese
detekovana po stimulaci klistéte spirochétami B. burgdorferi.

Po infikaci bakteriemi B. subtilis, E. coli ¢i B. burgdorferi byla detekovana exprese
dalsiho defensinim podobného peptidu ve sttevé (Sonenshine et al., 2002). Nasledné byl z
hemocytti tohoto klistéte izolovan preprodefensin, identicky s Varisinem (odliSnost
1 aminokyseliny). Defensin je v hemocytech skladovan a po infikaci bakteriiemije uvoliiovan
do hemolymfy (Ceraul et al., 2003).

Velice zajimavé je, ze utlumeni exprese Varisinu pomoci RNAi (interference) ma za
nasledek snizeni poctu Gram-negativnich bakterii druhu Anaplasma marginale v klistéti
(pfedpokladany t¢inek RNAi byl opacny), (Hynes et al., 2008; Kocan et al., 2008).

Exprese dalsi izoformy defensinu, defensin-2, byla detekovana ve stfevé a tukové
tkani v D. variabilis po infikaci Rickettsia montanensis. Dalsim mistem jeho exprese jsou
ovaria (Ceraul et al., 2007). Rozsahly vyzkum na klistéti D. variabilis byl proveden tymem
Jaworski et al. Identifikovali vice nez 30 genti, které by mohly kodovat proteiny imunitniho
systému tohoto kliStéte. Mezi témito geny byl identifikovan novy gen kodujici defensin
pojmenovany Varisin B (Jaworski et al., 2010).

Gen pro defensin Dbyl nalezen také u klistat druhu D. marginatus
a D. reticulatus. Na aminokyselinové urovni se defensin z klistéte D. marginatus podoba

sekvenci Varisinu z klistéte D. variabilis z 93% (Chrudimska et al., 2010).



Defensiny klist’aka rodu Ornithodoros

U klistaka druhu O. moubata byly identifikovany 4 izoformy defensinu (defA, defB,
defC a defD). V roce 2001 byly purifikovany prvni 2 izoformy ( defA a def B) z hemolymfy
tohoto klistaka (Nakajima et al., 2001). Exprese téchto izoforem defensinu byla pozorovana
ve stfeve, v tukovém télese, v reprodukcnich organech a v hemolymfé (Nakajima et al., 2001,
2002, 2003A). Aminokyselinova sekvence tohoto defensinu je homologickéa ke Skorpionimu
defensinu. Nasledn¢ byly ztohoto klistéte postupné ziskdny dalsi izoformy defensinu.
(Nakajima et al., 2002). VSechny tyto izoformy jsou kodovany jako preprodefensin a v mature
¢asti peptidu jsou si z 78% podobné. Jejich geny jsou tvofeny Etyfmi exony a tfemi introny.

Exprese gent téchto izoforem defensinu byla prokdzéna u vSech vyvojovych stadii
klistaka (Nakajima et al., 2002). Tyto Ctyfi izoformy byly rozdélené do dvou skupin podle
mista primdrni exprese: 1) ve stfeve: u defA, defB a defC byla exprese pozorovédna nejvice ve
stieve a slabsi se prokazala exprese v tukovém télese a v reprodukcni soustave.

2) v tukovém télese: u posledni izoformy defD byla v tukovém télese
pozorovana mnohem silnéjsi exprese nez ve Streve.

Byly provadény testy s E. coli a M. luteus. Odpovédi na vstiiknuti E. coli a M. luteus
do hemocoelu bylo zvySeni exprese vSech 4 izoforem defensinu z klistaka O. moubata. Spolu
s bakteriemi byly testovany i samotné slozky bunécnych stén bakterii a to LPS (specificka pro
Gram-positivni bakterie), LTA (= lipoteichova kyselina, Specificka pro Gram-negativni
bakterie) a PGN (spole¢na pro Gram-positivni i Gram-negativni bakterie). I v téchto testech
byla pozorovana odpovéd’ organismu na infikaci a to zvySenou expresi defensinu. Pro zvyseni
exprese defensinu tedy stac¢i pouha pfitomnost slozek bunécnych stén bakterii v organismu
klistaka (Nakajima et al., 2003A).

Fylogenetické analyzy sekvenci prokazaly vysokou homologii vSech 4 izoforem
k defensintim $korpiontl, vazek a mlzi. Nakajima et al. v roce 2001 nastinil moznost existence
dvou fylogenetickych skupin defensini. Do prvni skupiny patii defensiny prastarych
Clenovcd, jako jsou Skorpioni a vazky, defensiny mlzi a defensiny klistéte O. moubata.
Do druhé skupiny pak patii Neoptera (novokiidly hmyz), (Nakajima et al., 2001, 2002).

U klistaka druhu O. tartakovskyi, O. puertoricensis, O. papillipes a O. rostratus byly
identifikovany dal$i izoformy genu pro defensin. Tyto izoformy byly porovnavany
s defensiny nalezenymi u klistaka O. moubata (defA, defB, defC a defD) a dle sekvenéni
homologie byly obdobné pojmenovany (O. tatrakovskyi a O. puertoricensis - nalezeny
izoformy A a B, O. papillipes - izoformy A, B a D; O. rostratus izoforma A). Dle vysoké

sekvenéni shody jednotlivych izoforem defensinli téchto druhti (nékde az 100% na

10



aminokyselinové urovni) je mozno oc¢ekavat nalezeni vSech 4 izoforem (A, B, C a D) genu
pro defensin u vSech zastupct rodu Ornithodoros (Nakajima et al., 2001; Chrudimska et al.,
2010).

Defensiny a defensindm podobné peptidy klist’at rodu Ixodes

U evropského klistéte Ixodes ricinus byly nalezeny dvé izoformy genu pro defensin -
Defl a Def2, jejichz exprese byla prokazana u nasaté samice ve stievé. Geny pro tyto
izoformy obsahuji tfi exony od sebe oddélené dvéma introny (Rudenko et al., 2005;
Rudenko et al., 2007).

U amerického klistéte Ixodes scapularis byla objevena jedna izoforma genu pro
defensin. Bylo dokazano, Ze tento gen se exprimuje ve stieve, tukové tkani a hemocytech, ale
nativni peptid se nepodafil v zadné z téchto tkani nasledné detekovat (Hynes et al., 2005).

U asijského klistéte Ixodes persulcatus byl identifikovan téZ jeden gen pro defensin
(Persulcatusin), ktery je primarné exprimovan ve stievé tohoto klistéte. U tohoto defensinu
byla zaznamendna antimikrobidlni aktivita proti nékolika druhiim Gram-positivnich bakterii

(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis a Corynebacterium renale), (Saito et al., 2009).

Defensiny a defensindm podobné peptidy klistéte Haemaphysalis longicornis

U klistéte druhu Haemaphysalis longicornis byl nalezen defensin Longicin. Tento
peptid je velky 5,82 kDa a kromé 6 cysteinovych residui ma ve své sekundarni struktuie
B-skladany list na C-konci. Longicin ptisobi proti parazitickému prvoku Babesia sp. (in vivo
I in vitro). Dale vykazuje silné antifungalni i antibakterialni ucinky (Tsuji et al., 2007;
Rahman et al., 2010).

Ze slinnych Zlaz tohoto druhu klistéte byl vyizolovan 5,37 kDa velky defensinu
podobny peptid Longicornsin. Diky svym 6 cysteinim ve své sekvenci se podobad dalSim
defensinu podobnym antimikrobialnim peptidim. Tento AMP je aktivni proti bakteriim
Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, E. coli a Helicobacter pylori. Proti kvasince C. albicans
vykazuje pouze slaby antifungalni ¢inek (Lu et al., 2010).

Hlgut-defensin a Hlsal-defensin jsou dalsi dva geny kodujici defensinim podobné
AMP. Exprese genu pro Hlgut-defensin byla detekovana ve sttevé, pro Hlsal-defensin ve
slinnych zldzach. Oba proteiny (ptfelozena nukleotidova sekvence do aminokyselinové) maji

stejny cysteinovy motiv, jaky nachazime u defensind, ale skladaji se ze 73 aminokyselin
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(Hlgut-defensin) a 81 aminokyselin (Hlsal-defensin). Oba proteiny nesou pravdépodobné

negativni naboj, ktery je u rodiny defensinti neobvykly (Zhou et al., 2007).

Defensin a defensinim podobné peptidy kli§t'at rodu Amblyomma

U klistéte A. hebraeum byly identifikovany dva defensinim podobné peptidy nazvané
Amblyomma defensin peptid 1 a Amblyomma defensin peptid 2, které byly izolovany
z hemolymfy. Oba tyto peptidy maji téz negativni ndboj, coz je odliSuje od ostatnich, kladné
nabitych, defensint. ZvySeni exprese Amblyomma defensin peptidu 1 bylo prokazano prvni
4 dny po sani. Druhy peptid vykazuje antimikrobialni aktivitu proti Gram-positivni bakterii
S. aureus a proti Gram-negativni E. coli. Proti kvasinkam aktivni neni. Amblyomma defensin
peptid 2 je velky 4,613 kDa (Lai et al., 2004 B).

Z klistéte A. americanum byl izolovan defensin nazvany Americin. Tento defensin
se vice podoba defensinim z klistat D. variabilis a I. scapularis nez k vySe zminénym

defensinim podobnym peptidam z A. hebraeum (Todd et al., 2007).

3.5. Klisté druhu Dermacentor marginatus (Pijak stepni)

Klist¢ Dermacentor marginatus patii do celedi Bite Animalia
Ixodidae. Klist'ata tohoto druhu jsou rozsifena po celé severni | Kmen Arthropoda
olokouli a jejich bé&Znym stanovistém jsou stepni oblasti a Podkmen Chelicerata
P 19 Y ] p Ttida Arachnida
Vv mensi mife i lesy. Podtiida Acari
C L lisex .. |Rad Parasitiformes
Pijak stepni je tfihostitelské klisté. Jeho vyvojov =
jae stepnt SVOIOVY Tpodrad Ixodida
cyklus zahrnuje 4 stadia: vajicko, larva, nymfa a dospélec | Celed Ixodidae
(imago). Z vajicka se lihne larva, ktera saje na prvnim hostiteli, rod Dermacgntor
druh D. marginatus

kterym je vétSinou drobny hlodavec. Hostiteli dalsiho stadia, 457 systematické zarazeni

......

nymfy, byvaji pak jiz vétsi obratlovci, naptiklad zajici, jezci, pijdka stepniho

veverky, psi nebo kocky. Po metamorféze z nymfy na imago

dochazi k sani na poslednim hostiteli, kterym byva jiz vétsi zvite, jako jelen, srnec, liska, ale
také pes Ci kocka. Po nakladeni vajicek samice hyne. Cely vyvojovy cyklus miZe v naSich

zemépisnych Sitkach trvat 2 az 3 roky (Sonenshine, 1991; Volf, Horak et al., 2007).
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3.5.1. Dermacentor marginatus jako prenase¢ patogennich organismu

Pijak stepni je cizopasnik malych i vétSich savcei, clovéka napadd jen ziidka.
Je pfenaSecem, virovych, bakteridlnich i protozoalnich onemocnéni.

K virim pfenasenym klistétem D. marginatus patii RNA virus z ¢eledi Bunyaviridae
vyskytujici se vJizni a Vychodni Evropé, ktery zplsobuje onemocnéni nazvané
Krymsko-konzska hemoragicka horecka. (Sonenshine, 1993). Dal$im virovym onemocnénim,
které toto klist¢ pienasi je klistova encefalitida, kterou zplsobuje virus z ¢eledi Flaviviridae
(Kozuch & Nosek, 1971).

Z pavodci bakterialnich onemocnéni jsou Kklistétem D. marginatus pienaseny
predevsim bakterie rodu Rickettsia. Rickettsia conori, ptvodce stfedomoiské eruptivni
horecky (stfedomotsky tyfus), pfendsi i dalsi klistata jako Ixodes ricinus a D. reticulatus
(Sonenshine, 1993). Dalsi rickettsiosou ptfenasenou klistaty rodu Dermacentor
je severoasijsky klistovy tyfus, zpusobeny R. sibirica, ktery se rozsifil z Blizkého vychodu az
na izemi Ceské republiky. Pienadeci této bakterie jsou prevazné klistata rodu Dermacentor
(D. marginatus, D. nuttalli, D. silvarum, D. reticulatus), (Sonenshine, 1993; Gosteva et al.,
1991). Pijakem stepnim je bézné ptenaSena Rickettsia slovaca a to na Slovensku (Boldis,
Spitalska, 2009), ve Spanélsku (Ortufio et al., 2006), ve Francii (Sanogo et al., 2003) &
v Chorvatsku (Punda-Polic et al., 2002). Rickettsia slovaca je pivodcem onemocnéni zvané
TIBOLA (nemoc lymfatickych uzlin).

Babesiosa psovitych Selem, zptisobena prvoky Babesia canis a B.gibsoni je pfenasena
klistétem D. marginatus, ale i dal§imi druhy klistat jako je napiiklad Rhipicephalus
sanguineus nebo D. reticulatus. Hlavnimi pfiznaky této choroby je anemie, hypoxie a horecka
(Sonenshine, 1993; Pietrobelli et al., 2007).

13



4, Pouzité chemikalie a primery

4.1. Pouzité chemikalie

RNA elektroforéza

1x TBE pufr 89 mM Tris base, 89 mM kyselina borita,
2 mM Na, EDTA, pH 8,0

Agaroza RNA Agarose (bez RNas) (Invitrogen)

Vzorkovy pufr pro RNA 2X RNA Loading Dye Solution (Fermentas)

Marker RNA Ladder High Range (Fermentas)

DNA elektroforéza

50x TAE pufr 200 mM Tris-HCI,50 mM EDTA

Agaroza Agarose SERVA

Vzorkovy pufr pro DNA 6x Orange Loading Dye Solution
(Fermentas) + SYBR Green (Sigma)

Marker GeneRuler ™ 100 bp DNA Ladder
(Fermentas)

Expresni a klonovaci plazmidy (vektory)

pPET 100/D-TOPO®

Invitrogen — selekce pies ampicilin

pCR® 4 TOPO®

Invitrogen — selekce pies ampicilin

Zivna media a pidy pro péstovani bakterii

S.0.C. medium (Invitrogen)

2% bacto-trypton, 0.5% bacto-yeast extract,
0.05% NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCl,,
10 mM Mg SO4, 20 mM glukoza, pH 7,0;

Sterilni

LB agar 1.5% bacto-agar v LB médiu

LB medium 1% bacto-trypton, 0.5% bacto-yeast extract,
0.5% NacCl, pH 7,0; Sterilni

Antibiotika Ampicilin (SIGMA), (zasobni roztok 50

mg/ml H,0)
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SDS page

30 % AA Acrylamid a bisacrylamid (37.5:1)
10 % SDS Laurylsulfat sodny
10 % APS Amonium persulfat

TEMED (MERC)

N,N,N",N’-tetramethylethylendiamine

10x Running pufr E

250 mM Tris, 1.92 mM glycin, 1% SDS

Barvici roztok

Page Blue™ (Invitrogen)

5x vzorkovy puftr pro proteiny

250 mM Tris-HCI (pH 6,8),
500 mM dithiothreitol, 10% SDS,
0.2% bromophenol blue, 50% glycerol

Western Blotting

Acetatovy blotovaci pufr

100 mM amonium acetat, 10 % methanol,
pH 5,0

Klasicky blotovaci pufr

20 % methanol, 25 mM Tris-Base,
150 mM glycin, pH 7,0- 9,5

Purifikace

Promyvaci pufr

8 M mocovina, 20 mM Tris-HClI,
0.5 M NacCl, 10 mM imidazol, pH 8,0

Eluéni pufr 1

8 M mocovina, 20 mM Tris-HCI,
0.5 M NacCl, 250 mM imidazol, pH 8,0

Elu¢ni pufr 2 8 M mocovina, 20 mM Tris-HClI,
0.5 M NaCl, 1 M imidazol, pH 8,0
Refolding
Pufr 1 8 M mocovina, 50 mM Tris-HCI,
150 mM NaCl, pH 7,0
Pufr 2 50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl,
20% Glycerol, pH 6,5
Pufr 3 50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, pH 6,0-7,0

Solubilizaéni roztok

8 M modovina, 20 mM tris-HCI, 0,5 M NaCl,
5 mM imidazol, 1 mM beta-
merkaptoethanol, pH 8,0
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Imunodetekce Ni-NTA konjugaty

Ix TBS

10 mM Tris-Cl, 150 mM NacCl, pH 7,5

1x TBS-Tween

20 mM Tris-Cl, 500 mM NacCl, 0.05%
Tween, pH7,5

Blokovaci pufr

3% BSA v 1x TBS

10x Tris-saline

9% NaCl v 1M Tris-Cl, pH 8,0

Barvici roztok

18 mg 4 chloro-1-naftol, 6 ml methanolu,
24 ml 1x Tris-saline, 60 ul 30% H,0,

4.2. Pouzité primery (Generi Biotech, Hradec Kralové)

D.margF-mature

5'-CACCGG CTT CGG ATGCCCACT G -3’

D.margR-mature

5'-TTAATT CCT GTA GCA GGT GCA GG -3

4

DEF-Dermac.F

5-ATG CGC GGA CTT TGC ATC -3’

DEF-Dermac.R

5-TTAATT CCT GTA GCA GGT GC -3’

ACThbetaDM-F

5’- ATG TGT GAC GAC GAG GTT GCC GC -3’

ACTbetaDM-R

5-GTA CAG CGA CAG CACGGC CTG G -37

T7-Forw 5'-TAATAC GACTCACTATAG GG -3’
T7-Rev 5’-GCT AGT TAT TGC TCAGCG G -3’
M13-Forw 5’- GTA AAA CGA CGG CCA -3

M13-Rev

5’- CAG GAA ACA GCT ATG AC -3°
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5. Material a metody

5.1. 1zolace RNA

Pro izolaci RNA byly pouzity 2 samice klistéte D.marginatus, které saly na zdravych
morcatech po dobu 6ti dni. Klistata byla homogenizovana ve sterilni zkumavce
za pouziti Trizol® Reagent (Invitrogen) v poméru 1 ml roztoku na 50-100 mg tkané. RNA
byla izolovana dle ptiloZeného navodu.

Pro izolaci RNA ze slinnych zlaz, stfeva, hemolymfy, malpigickych trubic a ovarii
plné nasatych klist'at bylo pouzito 8 nasatych samic D. marginatus. Z odebranych tkani byla
provedena izolace RNA pomoci RNeasy® Mini Kit (QIAGEN) dle doporuceného postupu.

Kvalita RNA byla zhodnocena pomoci elektroforézy v 1,2 % agarosovém gelu v
1x TBE pufru a spektrofotometricky. Vysledek byl kontrolovan pod UV svétlem
a fotograficky zaznamenan fotoaparatem Olympus CAMEDIA C-5060. Alikvoty izolované
RNA byly uloZeny pfi -70°C.

5.2. Syntéza jednovlaknové cDNA (,,single strand cDNA*“ = ss cDNA)

Pozadovana cDNA byla syntetizovana pomoci kitu RevertAid™ H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit (Fermentas). Syntéza ss ¢cDNA probihala dle protokolu ptilozeného
vyrobcem (byl pouzit random hexamer primer). Pro reakci bylo pouzito 5 ng RNA.

Koncentrace ziskané¢ ss CDNA byla zméfena pomoci spektrofotometru NanoDrop

1000 3.7.1. Poté byly vzorky zamrazeny a uchovany piti -20 °C.

5.3. PCR (Polymerazova retézova reakce)

Amplifikace pozadovanych gent byla provedena na ss cDNA nafedéné na stejnou
koncentraci (200 ng/ul). Byly pouzité specifické primery (DEF-Dermac.F a DEF-Dermac.R,
Generi Biotech), které byly navrzeny dle nukleotidové sekvence pro defensin klistéte
D. marginatus (Chrudimské et al., 2010) piistupné v databazi GenBank™ (pfistupovy kéd

sekvence: FJ222583). Jako pozitivni kontrola GspéSnosti amplifikac¢ni reakce byly pouzity
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specifické primery pro klistéci ,,house-keeping* gen S-actin: ACThetaDM-F a ACThetaDM-R

(Generi Biotech). Primery pro tento gen byly navrzeny dle dostupnych sekvenci

z GeneBank™ z klistéte Dermacentor variabilis (piistupovy kod sekvence: EF 488512)

a Rhipicephalus (Boophilus) microplus (pfistupovy kod sekvence: AY 255624). Pro PCR

reakci byly pouzity 0,1 mM roztoky primerii. Reakce probihala v 0,2 ml tenkosténné

zkumavce, v pristroji Mastercycler (Eppendorf)

Slozeni PCR reakce:

2x PCR Master Mix (Promega)..... 10 pl

O5°C. i,
95°C. ...
A1 °C . i,
0 O 80 sec
T2OC i, 10 min

Pro amplifikaci S-actin genu byla nastavena nasedaci teplota primeru 60 °C (30

sekund) a amplifikace probihala 28 cyklu.

5.4. DNA elektroforéza

Vysledek PCR reakce byl analyzovan pomoci DNA elektroforézy v 1,5% agarozovém gelu
v 1x TAE pufru. Elektroforéza byla provadéna na aparatufe GEL XL ULTRA V-2, Pagnet
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(Pagnet International, Inc.) pti napéti 100 V piiblizné 30-40 minut. Vysledek byl kontrolovan
pod UV svétlem a fotograficky zaznamenan fotoaparatem Olympus CAMEDIA C-5060.

5.5. Purifikace PCR produktu

Izolace PCR produktu vyfiznutého z gelu byla provedena pomoci kitu QIAquick® Gel
Extraction Kit (QIAGEN), dle navodu poskytnutého vyrobcem. Produkt byl eluovan
30 pl ddH,0.

5.6. Ligace PCR produktu do vektoru pCR® 4-TOPO® (Invitrogen)

Purifikovany PCR produkt byl ligovan do vektoru pCR® 4-TOPQO® (Invitrogen) dle
navodu poskytnutého vyrobcem. Liga¢ni smés obsahovala 2 pl PCR produktu, 0,5 pl SALT
Solution a 0,5 pul vektoru pCR® 4-TOPO® (Invitrogen). Ligaéni smés byla inkubovéna pfi
pokojové teploté po dobu 15 minut a nésledné byla pouZita pro transformaci kompetentnich

bungk One Shot® TOP 10 E. coli Chemically Competent Cells (Invitrogen).

5.7. Transformace One Shot® TOP 10 E. coli Chemically Competent Cells

(Invitrogen)

Kompetentni buiiky One Shot® TOP 10 E. coli Chemically Competent Cells
(Invitrogen) byly skladovany pii -70 °C. Po rozmrazeni na ledu byly k bunikam ptidany
2 ul ligac¢ni smési z predeslého kroku. Smés byla jemné promichana a inkubovéna na ledé
30 minut. Bunky byly vystaveny tepelnému Soku (42°C, 30 sekund) a nasledn¢ ihned
ochlazeny na ledu. K bunkam bylo ptidano 250 pl S.O.C. media (Invitrogen). Nasledovala
inkubace 1 hodinu pii 37 °C na tfepacce. Poté byla transformaéni smés rozetfena na Petriho
misku s LB/agarem (50 pg/ml ampicilin). Misky byly inkubovany ptes noc pii 37 °C.

Druhy den byly vybrané kolonie pifeockovany do LB media sampicilinem
a kultivovany pfes noc na tifepacce pii 37 °C. Nasledujici den bunky stoceny (5000x g,

5 minut) a bakterialni pelet byl uchovan pii -20°C do dalsiho pouziti.

19



5.8. Izolace plazmidové DNA z bakteridlnich bunék

Plazmidova DNA byla izolovana z bun&&ného peletu pomoci kitu GeneJET™ Plazmid
Miniprep Kit (Fermentas) podle protokolu doporuceného vyrobcem. Plazmid byl eluovan
50 ul ddH,0.

5.9. Ovéreni piitomnosti inzertu v plazmidu

K ovéfeni pritomnosti inzertu v plazmidu pCR® 4-TOPO byla pouZita metoda PCR se
specifickymi primery pro defensin (DEF-Dermac.F a DEF-Dermac.R) Produkty PCR byly

analyzovany na 1,5 % agarozovém gelu (1x TAE pufr).
5.10. Sekvenace

K sekvenaci byly pouzity plazmidy, u kterych byla prokazana piitomnost inzertu.
Vzorky byly nafedény (3 ul plazmidové DNA a 4 ul H,0O) a pro reakci byly pouzity 3,2 pmol
primery - M13-Forw a M13-Rev. Vzorky byly sekvenovany vV servisni laboratofi
Piirodovédecké fakulty Jihodeské univerzity a Biologického centra Akademie véd v Ceskych
Budgjovicich na sekvenatoru ABI 3130 (Applied Biosystems) za pouziti sekvencniho kitu

,Big Dye® Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit“ (Applied Biosystems).

5.11. Priprava rekombinantniho konstruktu v expresnim vektoru

Champion™ pET 100/D-TOPQO®

PCR produkt vhodny pro klonovani do expresniho plazmidu pET 100/D-TOPQO®
(Invitrogen) byl pfipraven pomoci specifickych primerti: D.margF-mature a D.margR-mature,
kde 5" konec forward primeru byl navrzen tak, aby na zacatku (pfed start kodonemATQG)
obsahoval sekvenci CACC, ktera je dulezita pro spravnou orientaci PCR produktu do vektoru.
Reverse primer obsahoval na svém 3" konci stop kodon. PCR produkt byl amplifikovan za
pouziti Pfu DNA polymerazy (Fermentas) a purifikovan dle pfedchoziho postupu (viz. 4.5.).

Ligace inzertu do expresniho plazmidu probéhla dle pokyni vyrobce. Do ligacni
reakce byly pouzity 2 pul PCR produktu, 0,5 ul SALT Solution a 0,5 pl vektoru ChampionwI
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pET 100/D-TOPO®. Liga¢ni smés byla po dobu 20 min inkubovana pii pokojové teploté
a nasledng byla pouZita pro transformaci One Shot® TOP 10 Chemically Competent E.coli
buné¢k. Transformace probéha dle jiz uvedeného postupu (viz. 4.7.)

Plazmid byl vyizolovan dle protokolu pomoci kitu QIAprep Spin Miniprep Kit
(QIAGEN) a pomoci sekvenace (viz. 4.1.) za pouziti T7-R a T7-F primera byl vybran vektor

obsahujici inzert ve spravném ¢tecim rameci.

5.12. Exprese proteinu v buikach ,,BL 21¢

Expresni vektor Champion™ pET 100/D-TOPO®, obsahujici inzert ve spravném
Stecim rameci, byl pouzit pro transformaci expresnich kompetentnich bunék BL21 Star™™
(DE3) One Shot® Cells (Invitrogen), (viz. 4.7.).

Pro ziskani vétsiho poctu bunék v kultute byla do LB média pfidavana glukoza, ktera
buitkdm dodéava energii. Po odebrani glukdzy doslo u bunck k zpomaleni mnoZeni a zéroven
se spustil laktézovy operon, ktery je v upravené podobé soucasti expresniho plazmidu
Champion™ pET 100/D-TOPQ®, coz vedlo k produkci rekombinantniho proteinu.

K transformovanym bunkdm bylo pfidano 10 ml LB media (ampicilin 50 pg/ml,
glukéza 20 mM) a smés byla inkubovana pies noc na tfepacce pii 37 °C (= kultura /).
Nasledujici den bylo k °/, kultufe pfiddno 200 ml LB media (ampicilin 50 pg/ml, glukoza
20 mM). Natedeéna kultura byla inkubovana 5 hodin na tfepacce pii 37 °C. Poté byla zbavena
glukozy promyvanim v Cistém sterilnim LB mediu (centrifugace: 2500xg, 10 min;
3 opakovani). Po promyti byla kultura rozsuspendovana ve 400 ml LB media a opét
inkubovana ptes noc na tfepacce (37 °C). Nasledné byla kultura bun&k stoc¢ena a lyzovana
V solubilizacnim roztoku pifes noc za stalého michani pii pokojové teploté. Pro odstranéni
bunéénych komponent byl lyzat stocen (10 000 x g, 4 °C, 20 minut) a supernatant piefiltrovan
ptes bakterialni filtr (GyroDisk 0,45 um (Orange Scientific)). Prefiltrovany supernatant byl

uschovéan pro purifikaci.

5.13. Denatura¢ni purifikace pomoci afinitni chromatografie

Rekombinantni proteiny pfipravené v Champion™ pET 100/D-TOPO® expresnim

vektoru obsahuji na svém N-konci tzv. histidinovou kotvu slozenou ze 6 histidind, ktera ma
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vysokou afinitu k niklovym ¢i kobaltovym iontim, ¢ehoz se vyuziva naptiklad pfi metalové

). Interakce

afinitni chromatografii na agar6zové kolon¢ s navazanymi ionty kobaltu (Co
histidinové kotvy ionty s Ni** konjugovanymi pies kyselinu nitrilotrioctovou (NTA)
s kfenovou peroxidazou (HRP) se vyuziva také pro kolorimetrickou detekci rekombinantniho
proteinu na membrané pomoci Ni-NTA HPR konjugéti (viz. 4.18.).

Pro denatura¢ni purifikaci rekombinantniho proteinu byla pouzita kolonka His Trap
IMAC FF (GE Healthcare) s navazanymi ionty Co”". Kolonka byla nejdfive ekvilibrovana
promyvacim pufrem (30 ml). Po aktivaci kolonky byl na kolonku nanesen bakterialni lyzat,
ktery byl piipraven v pfedchozim kroku. Rekombinantni protein obsahujici histidinovou
kotvu se navazal na kobaltové ionty obsazené v kolonce, zatimco ostatni bakteridlni proteiny
protekly skrze kolonku pfi nasledném promyvani kolonky promyvacim pufrem (80 ml).

Po vymyti nespecificky navdzanych bunéénych proteinti nasledovaly dvé eluce
rekombinantniho proteinu pomoci pufri se zvySujici se koncentraci imidazolu. Prvni a druhd
eluce rekombinantniho proteinu byla provedena pomoci elué¢niho pufru 1 (250mM imidazol;
8 ml) a eluéniho pufru 2 (1 M imidazol; 8 ml). Diky vysoké koncentraci imidazolu dochézi
k vyvazani histidinové kotvy z vazby na Co** ionty a tim k vymyti rekombinantniho proteinu
z kolonky.

V kazdé fazi (naneseni vzorku na kolonku, promyvani, eluce) byly odebirany vzorky
pro kontrolu uspésnosti purifikace.

Vysledek purifikace byl kontrolovan pomoci SDS PAGE (viz. 4.14).

5.14. SDS-PAGE

Vzorky, které byly odebirany v prubéhu purifikace, byly kontrolovany pomoci
SDS-PAGE.

Pufry a gely (viz. Tabulka 1. a Ill.) pro SDS-PAGE byly piipraveny podle
standardnich postuptli pro tuto metodu (Laemmli, 1970). Ke vzorklim byl pfidan 5x vzorkovy
pufr pro proteiny. Smés byla denaturovdna 3 minuty pii 99 °C. Nasledné byly vzorky
zchlazeny na ledu. Po ochlazeni byly vzorky naneseny na gel. Jako standard molekulovych
hmotnosti byl pouzit marker PageBlue™ Prestained Protein Ladder Plus (MBI Fermentas).
Vzorky byly analyzovany v 15 % polyakrylamidovém gelu s pouzitim 5 % zaostfovaci
polyakrylamidové c¢asti gelu. Elektroforéza probihala na aparatute Hoefer SE 250 (Hoefer

Scientific Instruments — Amersha Biosciences) pii napéti 100 V v 1x Running pufru E
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piiblizné¢ 90 minut. Po skonceni elektroforézy byl gel promyt v destilované vodé a pies noc
barven v barvicim roztoku (Page Blue™, Invitrogen). Po obarveni byl gel opé&t promyt

destilovanou vodou. Vysledek byl fotograficky zaznamenan.

Chemikalie Mnozstvi (ml) Chemikalie Mnozstvi (ml)
Destilovana deionizovana voda 2,3 Destilovana deionizovana voda 2,7

30 % acryl-bisacrylamid 5 30 % acryl-bisacrylamid 0,67

1,5 M Tris-HCI ; pH=8,8 2,5 1,5 M Tris-HCI ; pH=8,8 0,5

10 % SDS 0,1 10 % SDS 0,04

10 % APS 0,1 10 % APS 0,04

TEMED 0,004 TEMED 0,004

Tab. Il.: slozeni 15% separacniho gelu Tab. l.: slozeni 5% zaostrovaciho gelu

5.15. Refolding

Rekombinantnimu proteinu bylo tfeba zpét dodat jeho 3D strukturu, protoze
v ptedchozich krocich doslo k jeho denaturaci pfi izolaci z bakterii a nasledné purifikaci za
pouziti vysoké koncentrace mocoviny.

Refolding byl provadén pomoci tii refoldovacich pufri. Postupnym sniZovanim
koncentrace mocoviny dialyzou ptes dialyzacni membranu doSlo k postupnému sbaleni
proteinu (refoldingu).

Po ukonceni dialyzy byl vzorek 10 minut centrifugovdn na maximalni otacky.
Pelet (srazeny protein) i supernatant, ktery obsahoval nesrazeny rekombinantni protein, byl

uchovan. Koncentrace proteinu v supernatantu byla méfena dle Bradford M, 1976.
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5.16. Western blot

Vzorky rozdélené na SDS-PAGE byly pfeneseny na PVDF membranu (Millipore,
0,2 um) pomoci metody Western blot. Membrana byla pied pouzitim aktivovana v methanolu
(30 sekund). Blotovaci sendvi¢ byl sestaven dle nésledujiciho schématu:
zéaporna elektroda
2 miizky
1 houbicka
2 chromatografické papiry (3 mm, Whatman )
SDS-PAGE gel
membrana
2 chromatografické papiry (3 mm, Whatman )
2 houbicky
2 mtizky
kladna elektroda

Pro ptenos rekombinantniho proteinu na membranu byly pouzity rizné blotovaci pufry

(viz. Tabulka 1V.),(Blotovaci pufry I. - lll.: pH 7,0 — 9,5). Proces probihal 2 hodiny pfti 250
mA na aparatufe od firmy Idea Scientific Company (USA).

Blotovaci pufr L. 25 mM Tris Base; 150 mM glycin; 4 % metanol

Blotovaci pufr IL 25 mM Tris Base; 150 mM glycin; 20 % methanol

Blotovaci pufr II1. 25 mM Tris Base; 150 mM glycin, 20 % metanol; 0,1 % SDS
Running elektrofor pufr 5x koncentrovany; 20 % methanol

Acetatovy blotovaci pufr 100 mM amonium acetat; 10 % methanol; pH 5,0

Tab. IV.: SloZeni pouzitych blotovacich pufru.

Po pfenosu proteinu na membranu byla membrana oplachnuta v destilované vodé

a skladovéna pfi -20 °C do dalSiho pouZiti.

5.17. Detekce rekombinatniho proteinu

Detekce byla provedena pro zjiSténi piitomnosti rekombinantniho proteinu

na membrané¢ po Western blotu. Byly pouzity Ni-NTA HRP konjugity (QIAGEN)

24




s naslednou chromogenni reakci pro vyvolani. Ni-NTA HPR konjugaty se vazi

na histidinovou kotvu, ktera je soucasti fuzni ¢asti rekombinac¢niho proteinu (viz. Obrazek 1).

NH

0
N/ 2
Cc

| ~C™=cH
CH-CH 4 / % cH,cH, NH CHOH RO
2 O B 2 2 N
| .\l—;N\/\/\/\/\__Q
O NH // Tl /\ CH CH, CH, CH, CH;=O §
\\C/ PN CHzl "y
S e w
CH-CH X
| 5 O~ .
I
NH 0
R

Obr. 1.: Interakce mezi aminokyselinovymi zbytky histidinové kotvy proteinu a Ni-NTA

matrix.

Membrana s navazanymi proteiny byla promyta v TBS pufru (2 x 10 minut),
blokovana v 3 % BSA (bovin serum albumin, Sigma) v TBS, promyta v TBST (3 x 10 minut),
inkubovana s Ni-NTA HRP konjugaty (fedéni konjugatd: 1 : 1000 v TBST) a promyta v
TBST (3 x 10 minut). Nasledné¢ byla membrdna vyvolana chromogenni reakci pomoci

barviciho roztoku.

5.18. Priprava krali¢ich polyklonalnich protilatek

Pro ptipravu krali¢ich polyklonalnich protilatek byl pouzit refoldovany protein
o koncentraci 100 pg/ml. Protein byl dialyzou pfeveden do 1x PBS pufru a nasledné k nému
bylo pfidano nekompletni Freundovo Adjuvans (SERVA) v poméru 1:1. Takto vytvofena
vakcina byla podkozné aplikovana dospélému kralikovi ve 4 davkach po 14-ti dennich

intervalech.
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Tyden po posledni imunizaci byla odebrana krev. Po koagulaci byla krev
centrifugovana (2000 rmp, 10 minut, 4 °C). Odd¢lené krevni sérum bylo odséto, rozdéleno do
sterilnich zkumavek a uschovéno pfi -70°C.

Polovina imunniho krali¢iho krevniho séra byla piecisténa pro ziskani gama-
globulinové frakce specifickych polyklondlnich protilatek. Za stalého michéani byly k séru
pfidany 2 objemy 50 mM Na-acetatového pufru (NaAc, pH 4,0). Srédzeni krevniho séra
probihalo pomoci kyseliny kaprylové, ktera byla postupné do roztoku ptidavana (25 ul
kyseliny kaprylové na Iml celkového objemu po 1 minut€). Roztok byl nasledné ponechan 90
minut pii pokojové teploté bez michani, aby doslo k vysrazeni makroglobulinové frakce. Poté
byla srazenina oddé¢lena centrifugaci (5000 rmp, 10 minut) a supernatant byl prefiltrovan pies
skladany papirovy filtr. Supernatant obohaceny gama-globulinovou frakci specifickych
polyklonalnich protiladtek byl déale ptes noc dialyzovan proti 5SmM Nay;HPO,. Nésledujici den
byla ziskand gama-globulinovéa frakce specifickych polyklondlnich protildtek po dialyze

rozpipetovana a rozplnéna po 1 ml a uskladnéna pii -70 °C.

5.19. Imunodetekce proteinu krali¢imi protilatkami

Imunodetekce rekombinantniho proteinu na membrané byla provedena pro zjisténi
specifity a senzitivity polyklonalnich protilatek v krali¢im séru. Testovano bylo, jak
kompletni krali¢i sérum, tak 1 gama-globulinova frakce specifickych polyklonalnich
protilatek. Pro detekci cilového proteinu — rekombinatniho defensinu byla pouzita Siroka skala
fedéni specifickych protilatek. Sérum i gama-globulinova frakce specifickych polyklonalnich
protilatek byly fedény od 1 : 50 aZpo 1 : 1000 v PBST.

PVDF membrana s navazanymi proteiny (viz 4.16) byla promyta v 1x PBS pufru
(2 x 10 minut), blokovana v odtu¢néném 3 % mléce (60 minut) a promyta v PBST pufru
(3 x 10 minut). Nasledovala tfithodinova inkubace se ziskanymi polyklondlnimi protilatkami
(primarni krali¢i protilatky). Membrana byla po inkubaci sérem promyta v PBST
(3 x 5 minut) a nasledn¢ byla 1 hodinu inkubovana se znacenou sekundéarni protilatkou
(SWAR/PX, Sevac), které byly fedény 1 : 1000 v PBST. Po inkubaci se sekundarni protilatkou
byla membrana znovu promyta v PBST (3 x 5 minut). Chromogenni reakce byla vyvolana
pomoci barviciho roztoku s 4-chloro-1-naftolem. Promytim membrany destilovanou vodou

byla barvici reakce zastavena.
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5.20. Testovani antimikrobialni aktivity rekombinantniho proteinu

Kvalitativni odhad antimikrobidlni aktivity rekombinantniho proteinu - defensinu
klistéte D. marginatus byl proveden pomoci techniky nazvané metoda dvouvrstvého agaru
(,,double-layer technique®), (Cefovsky et al, 2008). Antimikrobialni aktivita rekombinantu
byla testovana proti Gram pozitivni bakterii (B. subtilis ) i proti Gram negativni bakterii
(E. coli). Do 2 ml tzv. mékkého agaru (0,5% LB agar) o teploté 42 °C bylo piidano 100 ul
Gerstvé bakterialni kultury (10° CFU / ml) pipravené v LB médiu. Vznikl4 suspenze bakterii
byla rovnomérné rozetfena na Petriho misku s pevnym 2 % LB agarem (20 ml). Nasledné byl
1 ul rekombinantniho proteinu (koncentrace 100 pg/ml) aplikovan na povrch ztuhlé vrchni
vrstvy agaru obsahujici bakterialni kutluru. Jako pozitivni kontrola inhibice rtstu bylo
aplikovano 0,5 pl ampicilinu (50 mg/ml). Jako negativni kontrola byl pouzit 1 x PBS pufr
(1 pl). Petriho misky byly inkubovany pies noc pii 37 °C a rdno byly odecteny inhibi¢ni zony
u jednotlivych bakterii.
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6. Vysledky

6.1. Izolace RNA z KkliStéte D. marginatus a syntéza ss cDNA

Celkova RNA byla izolovana z nasaté samice klistéte D.marginatus i z jednotlivych
tkani tohoto klistéte (slinné zlazy, stfevo, hemolymfa, malpigické trubice a ovaria). Jeji
kvalita byla zhodnocena elektroforeticky a spektrofotometricky (Obr. 2., Tab. V.). S RNA
izolovanou z hemocyt se dale neprocovalo, protoze nebyla prokazana dostate¢na kvalita a
koncentrace RNA ve vzorku vhodnd pro dals$i pouziti. Pro syntézu jednofetézcové

komplementarni DNA (ss cDNA) bylo pouzito 5 ng RNA a random hexamer primer.

Obr. 2.: vysledek RNA elektroforézy:

SG - slinné Zlazy, HM - hemolymfa, MG1 a MG2 - stieva,
OV - ovaria, MT - malpigické trubice, P — celé kliste, M -
marker

-
SG HM MG1 MG2 OV MT P M

Koncentrace RNA Koncentrace ss cDNA

vzorek | RNA [mg/ut] | %7,, | 55 CDNA [ng/ut] | %y
SG 1865 1,74 1268,7 1,72
HM 2 - - -
MG1 2490 1,84 1420,8 1,84
MG2 4398 1,87 - -
oV 478 1,76 2933,6 1,66
MT 60 1,74 11428 1,70
P 3250 1,7 1715,0 1,59

Tab. V.: koncentrace RNA a ss cDNA. RNA z HM a MG2 nebyla dale pouzita pro syntézu ss
cDNA.
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6.2. Molekularni charakterizace genu pro defensin

Pomoci PCR metody se specifickymi primery (DEF-Dermac.F a DEF-Dermac.R) byl
z cDNA Kklistéte Dermacentor marginatus ziskan cely gen pro defensin (Obr. 3.). Velikost
amplifikovaného genu byla 225 bp. Ziskany gen byl pufirikovan z gelu a zaklonovan do
pCR® 4-TOPO vektoru. Kompetentni buniky (One Shot® TOP 10 E. coli Chemically
Competent cells) byly transformovany vektorem se zaklonovanym PCR produktem.
Z vybranych jednotlivych kolonii byla izolovana plazmidova DNA. Pfitomnost inzertu
v plazmidu byla kontrolovana pomoci metody PCR se specifickymi primery (DEF-Dermac.F
a DEF-Dermac.R). Plazmidy se zaklonovanym inzertem byly osekvenovany. Ziskana
sekvence byla ovéfena metodou ,,nukleotide BLAST*. Byla prokazana 100% homologie
s genem pro defensin kli§téte Dermacentor marginatus (v GeneBank™ — pristupovy kod

sekvence: FJ222583) a tudiz bylo dokazano, ze byl ziskan spravny gen.

Obr. 3.: produkt PCR se specifickymi primery (DEF-
Dermac.F a DEF-Dermac.R). Def - gen pro defensin
ziskany z CDNA klistéte D. marginatus, M- marker,

N- negativni kontrola.

Na obrazku 4. je zobrazena nukleotidova sekvence genu pro defensin klistéte
D. marginatus i spfelozenou aminokyselinovou sekvenci. Nukleotidova sekvence
preprodefensinu je dlouha 225 bp. Protein je tvofen 74 aminokyselinami (AMK), z toho je
10 AMK siln¢ zasaditého charakteru (K, R), 2 AMK silné kyselého charakteru (D, E),
25 AMK hydrofébniho charakteru (A, I, L, F, W, V) a 23 polarnich aminokyselin (N, C, Q, S,
T, Y). Molekulova hmotnost je 8,0676 kDa, izoelektricky bod (pI) je 9,003 a naboj pii pH 7,0
je 8,135.

Pomoci programu SignalP 3.0 bylo ur¢eno misto odstépeni signalni sekvence a to na

mezi AMK na pozici 22. a 23 s 60% pravdépodobnosti. Tudiz prvnich 22 AMK proteinu tvoii
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hydrofobni signalni sekvenci. Prosegment je tvofen nasledujicimi 14 AMK a funk¢ni cast

proteinu, tzv. mature peptid, je slozen z 38 AMK a jeho molekulova hmotnost je 4,2719 kDa.

1

1
31
11
61
21
91
31
121
41
151
51
181
61
211
71

ATG
M
ATC
I
GCG
A
CAC
H
CCA
P
TGC
C
TGC
C
TGC
C

CGC
R
CTT
L
GCC
A
CTC
L
CTG
L
CGC
R
TCT
S
TAC
Y

GGA CTT TGC
G L C
GTC TGT GGT
v C G
GTC CCG GCT
v P A
CGT GTT CGT
R v R
AAC CAA GGC
N Q G
AGC ATT CGG
S I R
GGC ATA ATC
G I I
AGG AAT TAA
R N *

ATC
I
CTT
L
GAA
E
CGA
R
GCC
A
CGT
R
AAG
K

TGC
Cc
CTA
L
AGC
S
GGC
G
TGT
C
CGA
R
CAG
Q

CTT GTC TTT

L
ACC
T
GAG
E
TTC
F
CAC
H
GGC
G
ACC
T

v
GCC
A
GCG
A
GGA
G
AAT
N
GGC
G
TGC
C

F
ACG
T
GCT
A
TGC
c
CAC
H
TAC
Y
ACC
T

Obr 4. Nukleotidova sekvence genu pro defensin a jeji preklad do aminokyselinové sekvence.

Signalni sekvence je vyznacena Cervené, prosegment modie a mature peptid zelené.

(ATG - start kodon, * - stop kodon)

6.3. Diferencialni exprese genu pro defensin

Pro zjisténi diferencialni exprese genu pro defensin v riznych tkanich klistéte byla

pouzita metoda PCR — gen pro defensin byl amplifikovam ze ziskanych ss cDNA nafedénych

na stejnou koncentraci (200 ng/ul; viz. Kap. 5.1.). Vysledky (Obr. 5.) ukézaly, Ze nejsilné;si

exprese genu pro defensin je ve slinnych zlazach. Ve stievé dochézi také k expresi dané¢ho

genu, ale v daleko mensi mife. U ostatnich testovanych tkani nebyl pouZzitou metodou

detekovan transkript genu pro defensin.

Jako pozitivni kontrola amplifika¢ni reakce byly pouzity specifické primery pro

klistéci ,,house-keeping™ gen fS-actin: ACTSDM-F a ACTSDM-R.

N

MT OV SG MG

Obr. 5.: Diferencialni exprese
genu pro defensin. N - negativni
kontrola, MT - malphigické
trubice, OV - ovaria, SG - slinné

zlazy, MG - stfevo
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6.4. Pfiprava rekombinantniho proteinu

PCR produkt odpovidajici tzv. ,mature® casti defensinu (bez signalni sekvence a
prosegmentu) byl pfipraven amplifikacni reakci za pouziti specifickych primerti (D.margR-
mature a D.margF-mature) a nasledné byl zaklonovan do expresniho vektoru ( ChamiponwI
pET 100/D-TOPO®). Pomoci sekvenace (T7-R a T7-F primery) byl vybran vektor, ktery
obsahoval inzert ve spravném c¢tecim ramci. Tento vektor byl pouzit pro transformaci
expresnich bungk BL21 Star™ (DE3) One Shot® Cells. Exprese rekombinantniho proteinu
probihala po dobu 12 hodin po aktivaci lakt6zového operonu vymytim glukézy z LB media.

Na obrazku 6. je zobrazena nukleotidova a pielozena aminokyselinova sekvence
rekombinantniho proteinu. Nukleotidova sekvence rekombinantu je dlouhd 225 bp. Protein je
tvofen 74 aminokyselinami (AMK), z toho je 9 AMK siln¢ zésaditého charakteru (K, R),
6 AMK silné kyselého charakteru ( D,E), 9 AMK hydrofébniho charakteru (A, I, L, F, W, V)
a 24 polarnich aminokyselin (N, C, Q, S, T, Y). Molekulova hmotnost je 8,356 kDa,
izoelektricky bod (pI) je 8,304 a naboj pti pH 7,0 je 4,222.

1 ATG CGG GGT TCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT | Obr. 6.° Nukleotidovd a

1 M R G S . . .
31 GGT ATG GCT AGC ATG ACT GGT GGA CAG caa | @minokyselinova — sekvence
11 6 M A S M T G G Q O© rekombinantniho  proteinu.
61 ATG GGT CGG GAT CTG TAC GAC GAT GAC GAT | Mature &ast defensinu je
2. M 6 R D L Y D D D D
91 AAG GAT CAT CCC TTC ACC GGC TTC GGA TGC
3F. K D H P F T G F G C defensinu je pfipojena flzni
121 CCA CTG AAC CAA GGC GCC TGT CAC AAT CAC | &4st rekombinantniho
41 P L N Q G A C H N H . histidi
151 TGC CGC AGC ATT CGG CGT CGA GGC Gae Tac | Proteinu s histidinovou
59 ¢ R S I R R R G G Y kotvou (oznaCena oranzove).
181 TGC TCT GGC ATA ATC AAG CAG ACC TGC ACC ( ATG — start k0d0n1 * _ Stop
61 C S G I I K Q T C T kodon)
211 TGC TAC AGG AAT TAA '
71 ¢ Y R N *

oznacena zelené, na N-konci
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6.5. Denaturacni purifikace rekombinantniho proteinu

Pro denatura¢ni purifikaci rekombinantniho proteinu (rekombinant DR) byla pouzita
kolonka His-trap s navazanymi ionty kobaltu. Pii promyti kolonky promyvacim roztokem
doslo k uvolnéni nespecificky vazanych bunéénych proteint (viz. Obr. 7. — 1W-4W). Eluce
cilového rekombinantu DR byla provedena 2 elu¢nimi pufry s 250 mM a 1M imidazolem.
Protein se z kolonky zac¢al vymyvat ve ¢tvrté frakci (4") prvni eluce. V paté (57) a Sesté (6)
frakci doslo k nejsilnéjSimu uvolnéni cilového proteinu z kolonky, protein se vymyval plynule
az do druhé frakce (2°) druhé eluce. Vysledek denaturacni purifikace rekombinantniho
proteinu byl analyzovan metodou SDS-PAGE a je zobrazen na obrazcich 7. a 8. A, B.
Purifikovany protein byl po ptfeblotovani detekovan na PVDF membrané pomoci Ni-NTA
konjugatu (viz. Obr. 8. C).

w 2w 3w 4w L F M

175

# Obr. 7.: kontrola purifikace pomoci SDS-PAGE. 1W-4W
© proteiny vymyté promyvacim pufrem, L- lyzat pied
filtraci, F- ,,flow-through* proteiny, které se nenavazaly na
e 7 kolonku, M- marker. Jamka mezi F a M byla zamérné

vynechana, aby se vzorek nesmisil s markerem.

175 —_—
80 57
58 t

46

30

25

Obr. 8.: kontrola purifikace pomoci SDS-PAGE (frakce prvni a druhé eluce A, B) a detekce
rekombinantniho proteinu Ni-NTA HRP konjugaty na PVDF membrané (C). A: 1'-8 -frakce
prvni eluce; B:1% — 8 frakce druhé eluce, M- marker, C: PVDF membrana: N- negativni
kontrola; DR- detekovany rekombinantni protein na PVDF membrang.
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MS analyza prokazala, Ze aminokyselinova sekvence purifikovaného proteinu
odpovida sekvenci predpovidané z nukleotidové sekvence. Sekvence vykazala 93% pokryti.

MS analyza byla provedena dr. Miroslavem Sulcem (Mikrobiologicky astav, AV CR, Praha).

6.6. Testovani antimikrobialni aktivity rekombinantu

Pro zjisténi antimikrobidlni aktivity rekombinantu DR byla pouzita metoda
dvouvrstvého agaru (Cefovsky et al, 2008). Rekombinantni defensin pii dané koncentraci
(100 pg/ml) nevykazoval zadnou antimikrobialni aktivitu proti bakteriim E. coli a B. subtilis.

Vysledek testu je zobrazen na obrazcich 9A a 9B. Jako pozitivni kontrola antimikrobidlniho

testu byl pouzit ampicilin (50 mg/ml), ktery vytvofil vyraznou inhibiéni zénu rustu bakterii.

Obr. 9.: Test antimikrobidlni aktivity rekombinantniho defensinu. (A) bakterialni kultura E.
coli, (B) bakterialni kultura B. subtilis. DEF- rekombinantni defensin, — - negativni kontrola

(PBS pufr), AMP (ampicilin) - positivni kontrola.
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6.7. Imunodetekce proteinu krali¢imi protilatkami

Pro zjisténi senzitivity polyklonalnich protilatek (antiDR) v krali¢im séru byla
provedena immunodetekce rekombinantniho proteinu na PVDF membrané. Na obrazku 9.
Jsou zobrazeny vysledky testovani senzitivity antiDR protilatek v kompletnim krali¢im séru
(vzorky 1-6), a purifikované gama-globulinové (IgG) frakce protilatek (vzorky 7-12). Byla
testovana Siroka skala fedéni, od 1:50 az po 1:1000.

Precisténé polyklonalni protilatky antiDR-1gG (vzorky 1-6) byly funkéni az do

koncetrace 1:750 (vzorek ¢. 5). U kompletniho krevniho séra bylo zjisténo, ze nejvetsi mozné

fedéni pro detekci rekombinantniho proteinu je 1:500 (vzorek €. 4).

Obr. 10.:  Imunodetekce  rekombinantniho  proteinu  krdlicimi  protilatkami.
1-6 — IgG frakce polyklonalnich antiDR protilatek, fedéni: 1- 1:50, 2- 1:100, 3- 1:250,
4- 1:500, 5- 1:750, 6- 1:1000; vzorky 7-12 - kompletni krevni sérum, fedéni: 7- 1:50, 8-
1:100, 9- 1:250, 10- 1:500, 11- 1:750, 12- 1:100.

Na obrazku 10. je zobrazen vysledek testu specifity antiDR-IgG protilatek.
Rekombinantni protein byl blotovan ve dvou riznych pufrech: v acetatovém blotovacim pufru
(100 mM amonium acetat, 10 % methanol, pH 5,0) a v klasickém blotovacim pufru (20 %
methanol, 25 mM Tris-Base, 150 mM glycin). Z obrazku je mozné vidét, Ze rekombinantni

protein blotovany v klasickém blotovacim pufru na PVDF membrané nebyl detekovan ani
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protilatkami a ani Ni-NTA konjugaty. Z tohoto divodu byl pouzit acetatovy blotovaci pufr,
ktery byl zvolen po optimalizaci Western-blotovani rekombinantu DR. Po pteblotovani
rekombinantniho proteinu v acetditovém blotovacim pufru byl rekombinant na PVDF
membrané detekovan jak antiDR-IgG protilatkami, tak Ni-NTA konjugaty. Dalsi proteiny,
piitomné ve stejnych elucich jako rekombinant DR (viz obr. 8.) a pienesené¢ na PVDF
membranu, nebyly antiDR-IgG protilatkami detekovany. Bylo tak prokazano, ze antiDR- IgG
protilatky specificky detekuji jen rekombinantni protein DR.

7 8

1. .2 3 4 5 6

' . Obr. 11.: test specifity protilatek. 1- acetatovy blotovaci pufr,
fedéni antiDR IgG protilatek 1:25; 2- acetatovy blotovaci pufr,
fedéni 1:50; 3- acetatovy blotovaci pufr, fedéni 1:100; 4 -
klasicky blotovaci pufr, fedéni 1:25; 5 - klasicky blotovaci pufr,
fedéni 1:50; 6 - klasicky blotovaci pufr, fedéni 1:100;
7- detekce rekombinantu Ni-NTA konjugaty — blotovani v
acetatovém blotovacim pufru, 8- detekce rekombinantu Ni-
NTA konjugaty — blotovani v klasickém blotovacim pufru.
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7. Diskuze

Klistata, stejn¢ jako ostatni Zijici organismy, se potfebuji chranit pfed patogeny.
Jakozto krev sajici jedinci maji zvysené riziko infekce jiz béhem piijmu potravy. Soucasti
jejich imunitniho systému jsou antimikrobidlni proteiny a peptidy (AMP). AMP jsou Siroce
roz§itené, vyskytuji se jak u nejjednodusSich organismi, jako jsou bakterie, tak i u
nejvyspélejsi forem zivota, obratlovci (Taylor, 2006). Jednotlivé skupiny AMP se velice 1isi a
pusobi proti Siroké Skale patogennich mikroorganismi. Proto jsou jiz mnoho let ditkladné
studovany. Studium téchto AMP je dilezité¢ jak z hlediska jejich vyuziti jako novych
antibiotik ve farmakologii, tak i, s ohledem na vyznamnost klistat, pro vyvoj vakciny proti
klistaty pfenaSenym chorobam ¢i piimo proti klistatiim.

Vyznamnou skupinou AMP jsou pravé defensiny. Byly nalezené u mnoha druht

klistat. Nam se podafilo blize charakterizovat defensin u klistéte Dermacentor marginatus.

7.1. Charakterizace defensinu klistéte D. marginatus

Gen pro defensin klistéte D. marginatus je velky 225 bp a koéduje peptid, jehoz
mature ¢ast ma molekulovou hmotnost 4,27 kDa. Podobné velké peptidy byly nalezeny u
dalsich druhu klistat (D. variabilis, A. americanum, O. moubata a dalsi), jen defensiny
klistéte H. longicornis se svou velikosti lisi (5,82 - 5,37 kDa), (Johns et al., 2001;
Nakajima et al., 2001; Tsuji et al., 2007; Todd et al., 2007; Lu et al, 2010).

Aminokyslinova sekvence tzv. ,,mature Casti defensinu klistéte D. marginatus je
297 % homologickd s aminokyselinovou sekvenci defensinu klistéte D. variabilis
(Varisin A). Vysoka podobnost byla prokazana s defensinem S$tira nejejdovatéjsiho
(Leirus quinquestriatus) - 89 % i S§tira tlustorepého (Androctonus austalis) — 86%. Mezi
defensinem klistétem D. marginatus a defensiny slavky jedlé a Sidla modrého je jiz
s defensiny komara tropického, mravence borealniho a véely medonosné (viz. Obr. 12.).

Vzé4jemna sekvencni podobnost defensinti ¢lenovct poukazuje na prastary ptivod této

molekuly a vzadjemné evolu¢ni vztahy.
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D.marg GFGEPL-------NQGACHNHECRSIR-RRGGYESGIIKQTECTCYRN

D.var GFGECPL-------NQGACHNHCRSIR-RRGGYCSGIIKQTCTCYRN
LEIQU GFGECPL-------NQGACHRHCRSIR-RRGGYCAGEFKQTCTCYRN
ANDAU GFGECPF--—-----NQGACHRHCRSIR-RRGGYCAGLEFKQTCTCYR~-
MYTED GFGEP-—----—---NDYPCHRHCKSIPGRXGGYCGGXHRLRETCYR~

AESCY GFGCPL-- -DOMQECHRHCOTITGRSGGYCSGPLKLTCTCYR~

AEDAE ~ATCDLLSGEG-VGDSACAAHCIARG-NRGGYCN-SKKV-CVCRN-
FORAQ ~FTEDLLSGAG-VDHSACAAHCILRG-KTGGRCN-SDRV-CVCRA~
APIMEL ~VTCDLLSFKGOVNDSACAANCLSLG-KAGGHC---EKVGCICRKT

Obr. 12.: Srovmnadni sekvenci defensini (mature casti). D.marg — klist¢ D. marginatus;
D.var — kliste D. variabilis (pristupovy kod sekvence v GeneBank™ (= PKS): AY181027),
(Varisin A); LEIQU - Leirus quinquestriatus (Stir nejjedovatéjsi), (PKS: P41965);
ANDAU — Androctonus austalis (stir tlustorepy), (PKS: P56686); MYTED — Mytilus edulis
(slavka jedla), (PKS: P81610); AESCY — Aeshna cyanea (Sidlo modré), (PKS: P80154);
AEDAE — Aedes aegypti (komar tropicky), (PKS: AY625500); FORAQ — Formica aquilonia
(mravence borealni), (PKS: AY875720); APIMEL — Apis mellifera (véela medonosna),
(PKS: C55392).

7.2. Diferencialni exprese genu pro defensin

Lokalizace exprese genu pro defensin a jeho izoforem se u riiznych druht klist’at 1isi.
Slinné zlazy a stievo klistat jsou organy, které mohou vyznamné ovlivnit pfenos patogennich
mikroorganismu do téla klistéte. Stfevo se dostava do pitimého styku s nasatou krvi, sekrety
slinnych Zlaz zase ovliviiuji mikroprostiedi nasavané krve jiZz v hostiteli. Da se tedy
predpokladat, Ze praveé v téchto tkanich by mohli byt AMP exprimovany v nejvyssi mife.
V praci byla tato domnénka potvrzena. Exprese genu pro defensin klistéte D. marginatus byla
detekovana ve slinnych zlazach a ve stfevé u nasaté samice (Obr. 5). I u dalsich klistat byla
detekovana exprese genu pro defensin piednostné ve stievé jako napt. u klistéte D. variabilis,
. ricinus, 1. scapularis, I. persulacatus, H. longicornis ¢i u klist'aka O. moubata (John set al.,
2001; Nakajima et al., 2003 A; Hynes et al., 2005; Rudenko et al., 2007; Zhou et al., 2007;
Saito et al., 2009). Naproti tomu isoforma defensinu (Hlsal-defensin) z klistéte
Haemaphysalis longicornis je uvedena jako viibec prvni izoforma defensinu s dominantni
expresi ve slinnych zlazach (Zhou et al., 2007).

Ovaria a hemocyty jsou dalsimi organy, ve kterych byly defensiny detekovany
(at’ uz na urovni mRNA ¢i proteinu). V piipadé klistéte D. marginatus nebyl gen pro defensin
Vv téchto organech exprimovan. Da se ptfedpokladat, ze exprese AMP v ovdriich je diilezita pro
ochranu potomstva pfed moznou infekci. V tomto organu byl defensin detekovéan u klist'aka
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O. moubata nebo u klistat R. microplus a D. variabilis (Nakajima et al., 2001,2002, 2003 A;
Fogaca et al., 2004; Ceraul et al., 2007). Hemocyty, piedstavujici bunéénou slozku klistéci
imunity, jsou v pfimém kontaktu s patogeny, které se dostanou pfes stfevni bariéru ¢i piimo
pies kutikulu do hemocoelu klistéte. Ackoliv primarni funkci téchto bunék je fagocytoza
cizorodych mikroorganismd, jsou zaroven i mistem syntézy AMP. Defensin byl v hemocytech

detekovan u klistéte 1. scapularis a D. variabilis (Ceraul et al., 2003; Hynes et al., 2005).

7.3. Testovani rekombinantniho proteinu

Rekombinantni defensin (DR), pfipraven v bakteridlnim expresnim systému, byl
tvofen 74 aminokyselinami a jeho izoelektricky bod (pl) byl 8,3. Pravé hodnota pl byla
pti¢inou zna¢nych potizi pii pokusech pienést dany rekombinat na PVDF membranu pomoci
Western blotu. Optimalizovani pH klasického blotovaciho pufru ¢i zména poméru jenotlivych
slozek tohoto pufru (Tris-base, glycin a methanol, viz kap. 5.16) nepfinesla zadné zlepSeni.
Nakonec byl pouzit acetatovy blotovaci pufr, ktery mél velmi nizké pH (pH 5,0) a
rekombinant DR byl béhem blotovaciho procesu Gspésné pfenesen na membranu.

Pfipraveny rekombinantni protein nevykazoval antimikrobialni aktivitu proti
B. subtilis ani proti E. coli. Prace Tsuji a kol. (2007), zabivajici se defensinem Kklistéte
H. longicornis (longicin), popisuje funkénost rekombinantniho longicinu. Longicin byl
exprimovan v bakterialnim expresnim systému za pouziti vektoru pTrcHisB, (Invitrogen).
Vznikly rekombinant obsahoval téZ na svém N konci fuzni protein, ktery byl nasledné
odStépen pomoci enterokinazy. Takto upraveny rekombinant vykazoval Siroké antimikrobialni
ucinky (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Pichia pastoris).
(Tsuji et al., 2007). Pro dalsi praci s nasim rekombinantim defensinem by tudiz bylo vhodné
fazni protein odStépit pomoci enterokindzy. Dalsi moznosti vylepSeni stdvajici metodiky pro
piipravu rekombinantu DR je pouziti napt. vektoru pET101/D-TOPO® (Invitrogen), ktery
umoZiuje exprimovat proteiny bez fuzniho proteinu. Takto pfipraveny protein by bylo mozné

purifikovat pomoci jiz pfipravenych anti-DR protilatek.
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8. Zavér

Pomoci specifickych primert byl z ¢cDNA klistéte Dermacentor marginatus ziskan
cely gen pro defensin. Sekvence obashovala ¢teci ramec kodujici 8,07 kDa velky peptid -
preprodefensin.

Exprese defensinu byla detekovdna ve slinnych zldzach a ve stfevé plné nasaté
samice metodou RT-PCR. V malphigickych trubici a v ovariich se nepodafilo transkript genu
pro defensin detekovat.

Byl ziskan rekombinant DR, ktery ve své struktuie obsahoval sekvenci opovidajici
mature Casti preprodefensinu. Antimikrobialni aktivita proteinu nebyla pfi koncentraci 100
pg/ml prokazana. Pro protein DR byla optimalizovana metoda Western blotu. Dale byly proti
tomuto rekombinantu pfipraveny specifické polyklonalni protilatky (antiDR-IgG), které byly

schopny tento protein detekovat az do fedéni 1:750.
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