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Studie je vénovana novému antimikrobialnimu peptidu (AMP) z klistéte obecného - Ixodes
ricinus. Potieba studii novych latek s antimikrobialnimi G¢inky plyne z klesajici u¢innosti
doposud znamych antibiotik (ATB), ktera je nasledkem podavani téchto 1€kt v nadmérném
mnozstvi. Vysledkem je, Ze bakterie si béhem let vyvinuly mechanizmy rezistence, a navic
jsou schopny tyto rezistence §ifit i mezidruhové. Doslo tak, naptiklad, k vyvoji methicilin-
rezistentniho zlatého stafylokoka (MRSA, z angl. methicillin-resistant Staphylococcus
aureus). Rezistence se obvykle vyvijeji na nékolik druhti 1éCiv zaroven a dochazi tak ke
zvySovani umrti lidi 1 jinych Zivocichii v disledku netc¢innosti ATB. Dalsi pfi¢inou
zvysujici se rezistence patogenu je pouziti ATB i v hospodafstvi. Z téchto diivodi je nutné
vytvofit novou generaci 1€kt proti bakteriim. Jako vhodnou alternativou antibiotik se jevi
AMPs. Vyhodou AMPs je odlisSny mechanizmus pusobeni na bakterie nez v ptipadé
antibiotik. Studie antimikrobialnich peptidi jsou provadény pifedev§im u bezobratlych
(v€etné klistat), jelikoz tyto peptidy jsou velmi dulezitou soucésti jejich ptirozené¢ho
imunitniho systému, tudiz museji byt i velmi uc¢inné (Li et al., 2012). Navic ndm nové

poznatky o AMPs prozradi vice o imunitnim mechanizmu klistéte.



1. Uvod

1.1. Antimikrobialni peptidy (AMPs)
V poslednich letech dochézi k neustdlému objevovani novych latek s antimikrobidlnimi
ucinky. Antimikrobialni peptidy (AMP) pfedstavuji jednu z nejstarSich slozek humoralni
pfirozené imunity rdznych organizmid. Antibakteridlni uc¢innost AMPs zavisi na
vlastnostech, jako je naboj, konformace, polarita, amfipaticita a hydrofobicita (Yeaman et
al., 2003). AMPs se obvykle za¢inaji syntetizovat po rozpoznani mikroba imunitnim
systétmem hostitele, popiipadé mohou byt rozmistény piedbézné v mistech s velkou
pravdépodobnosti styku s mikrobem jako je klize, gastrointestinalni trakt nebo respiracni
trakt (Epand et al., 1999, Hiemstra et al., 2013). Peptidy jsou tvofeny nejcastéji v tukovém
télisku nebo v hemocytech, odkud se vylu¢uji do hemolymfy (Nakajima et al., 2002).
AMPs jsou ochranou pied mikroby, viry a bunénymi parazity, jsou vhodnym doplitkem
k adaptivni imunité, ktera je velmi u¢inna, ale pomérné pomala, a také jsou zakladem pro

rychlou odpovéd’ (Hiemstra et al., 2013).



Tab. I: Piiklad nejéastéji se vyskytujicich AMPs v ptirod¢ (Ganz, 2003).

Struktura Reprezentujici Druh a tkan Antimikrobialni
peptid aktivita
4-disulfidické mustky, rostlinné defenziny,  rostliny, hemolymfa houby

a-helix, p-sheet

drosomycin

bezobratlych

3-disulfidické mistky,
B-sheet

a, B-defenziny

neutrofily savca

bakterie, houby, viry

3-disulfidické mistky, hmyzi defenziny hemolymfa G+ bakterie
a-helix, p-sheet bezobratlych
3-disulfidické miistky, y-thioniny rostliny bakterie, savéi
2x a-helix, p-sheet bunky, houby
2-disulfidické mustky, protegriny, neutrofila prasat, bakterie, houby, viry
B-sheet tachyplesiny, hemocyty krabt
polyphemusiny
1-cyklicky disulfid bactenecin-1, leukocyty bakterie
cyklicky ptezvykavci, klize
dodekapeptid obojzivelnika
ranalexin, brevinin
a-helix cecropiny, hemolymfa hmyzu, bakterie
magainin, PGLa, leukocyty savcu, kiize
LL 37 obojzivelnika
linearni s opakujicimi bacteneciny-5a7, leukocyty savcd, bakterie
se motivy PR-39, indolicin, hemolymfa hmyzu
diptericin,
apidaecin

1.1.1. Déleni AMPs
e Naboj

Nejcastéji u defenzinli je naboj kladny s neutrdlnim pH. Kladny nédboj je dilezity pro

usnadnéni vaznosti AMPs na zaporné nabité struktury mikrobialni stény. Nejmensi kladny

naboj pro vaznost na membranu je +2, normalné se pohybuje od +2 az +10. Naboj je dany

aminokyselinami (AMK), které se ve struktufe vyskytuji (Yeaman et al., 2003).



Zaporny naboj u antimikrobialnich latek byl objeven v 80. letech 20. stoleti a od té doby je
uznavanou nedilnou soucéasti vrozen¢ho imunitniho systému rostlin, bezobratlych a
obratlovcli. Antimikrobidlni peptidy jsou aktivni proti bakteriim, houbdm, virim a
Skiildctim jako je hmyz. Zda se, Zze u n¢kterych AAMPs (anionic antimicrobial peptides)
(Harris et al. 2016). AAMPs mohou byt i podpirnymi peptidy pro funkénost kladné
nabitych AMPs (Wang Z. et al, 2003). Pro AAMPs je charakteristicky naboj -1 az -7, délka
peptidu je od 5 po 70 AMK a pro vétSinu je typicka posttranslacni modifikace, ktera je
esencidlni pro antimikrobiadlni aktivitu. Membranové interakce se zdaji byt klicové pro

funkénost AAMPs. Nejcastéji vyuzivaji amfipatické struktury (Harris et al., 2016).
o Konformace

AMPs maji strukturu slozenou z a helixu a B sheetu (Yeaman et al., 2003). Na zakladé
konformace jsou AMPs rozdélené do 4 skupin: a-helix, B-sheet, af-struktury, non-of-
struktury (Wang G. Et al., 2010). U vSech AMPs dochazi k tvorbé disulfidickych mustkd,
které jsou nezbytné pro spravnou sekundarni strukturu. Muze dojit také ke glykosylaci

nebo amidaci peptidu (Tossi et al., 2002, Brogden, 2005).
e Polarni uhel

Polarni hel se u antimikrobidlnich peptidi vytvaii diky uspofadani hydrofobnich a
hydrofilnich AMK (Yeaman et al., 2003). ZvySeny podil hydrofobnich AMK vede ke
snizeni polarniho Ghlu. Polarni uhel je dilezity pro celkovou stabilitu vytvofenych pora
Vv membrané cilové buiky (Lee et al., 2004). Mensi polarni thel (a tedy vyssi hydrofobni
povrch) je spojeny se zvySenou schopnosti AMPs permeabilizovat bunééné membrany.
Niz8i polarni tthel ma také spojitost s vysSi odolnosti pori tvofenych v membranéach

(Uematsu et al., 2000).
e Hydrofobicita

Hydrofobicita je vlastnost dilezita pro schopnost peptidu navazat se na patogenni bunku
(Yeaman et al., 2003). Je definovana jako podil hydrofobnich AMK v peptidu (v pfipadé
AMPs piiblizné 50%). 1 kdyZz hydrofobicita je nutnd pro ucinnou permeabilizaci
membrany, nadmérné zvysSeni hydrofobicity vede k destrukci Zivoc¢isnych bunék a ke ztraté
antimikrobidlni specificity (Saido et al., 2004, Yin et al.,, 2012). Proto je vétsina

antimikrobialnich peptidi mirn¢ hydrofobnich.



e Amfipaticita

Amfipaticita je nezbytnd vlastnost pro snazS$i vazani antimikrobidlnich peptidi na
membranu cilové buiky. Nejcastéjsi u AMPs byva amfipatickd struktura o helixt.
Ampfipacita peptidu je popsana hydrofobnim momentem, ktery je vypocitany z vektorové
sumy hydrofobicity jednotlivych AMK. ZvySujici se hodnota hydrofobniho momentu
koreluje se zvySujici se schopnosti AMP integrovat se do membrany cilové bunky (Tossi

etal., 2002).

1.1.2. Mechanizmus uc¢inku

K rozpozndni cizich organizml v téle dochdzi pomoci odliSnych znakli v bunétné
membrané a stén¢ patogentl. Specificita je dana rozpoznanim amfipatickych vzori, které
zrcadli fosfolipidy mikroba. Pro vyssi organizmy je typické, Ze maji jiné sloZeni membrany
bunck nez prokaryotické builkky. Maji ve svém slozeni cholesterol, sfingomyelin,
fosfatidylicholin apod. Tyto latky nemaji zadny naboj. K negativnimu naboji u mikroba
ptispivaji glykolipidy, lipoproteiny nebo lipopolysacharidy (Yeaman et al., 2003). AMPs
maji schopnost integrovat se do buiiky, kde jsou schopné porusit bakteridlni membranu, ¢i
inhibovat syntézu proteinii, DNA nebo RNA (Bahar et al., 2013). Dal$im mechanizmem
AMPs jsou intracelularni cile jako je inhibice syntézy DNA, proteinti a enzymové aktivity,
inhibice funkci podilejicich se na sestavovani proteint, inhibice syntézy bunééné stény a
cytoplazmatické membrany, vyvolani apoptézy nebo nekrozy bunék zvySenim poctd
molekul ROS, nebo zvysenim koncentrace K* a Ca?* (Yeaman et al., 2003). Obecné plati,
Ze antimikrobidlni aktivita je nejsilné€jsi v prostiedi s nizkou koncentraci iontil, naopak
vysokda koncentrace napf. Ca?* iontii inhibuje aktivitu, stejné tak teplota pod 17°C (Kagan

etal., 1994).

Dulezitou vlastnosti AMPs je rychlost reakce na bakterie. Nékteré peptidy jsou schopné

zlikvidovat bakterii za nékolik sekund po prvotnim setkani s ni (Bahar et al., 2013).
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Obr. 1: Mechanizmus u¢inku antimikrobialnich peptidi na buiiku (Neubauerova et al.,
2009).

Tento mechanizmus plati pro vétSinu AMPs, které maji pozitivni naboj.

Mechanizmus t¢inku u zéporné nabitych AMPs neni zcela prozkoumany a u vétsiny AMP
neni ziejmy vibec. U nékterych dilezitou roli hraji kovové ionty, které vytvareji
premosténi mezi zaporne nabitou molekulou AMPs a zadporné nabitou cytoplazmatickou

membranou (Harris et al., 2009).

1.1.3. Rezistence G- bakterii na AMPs
Ackoli rezistence bakterii na AMPs neni obvykla, nékteré bakterie byly schopné vytvofit

u¢inné mechanizmy pro svou ochranu (Guilhelmelli et al. 2013). Tyto mechanizmy jsou:

a) modifikace povrchu, b) exprese efluxnich pump, ¢) sekrece proteaz a jinych enzym.
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a) Modifikace povrchu

AMPs jsou cilené predevsim na G- bakterie, které maji na svém povrchu negativni naboj.
TudiZ pfi sniZzeni negativniho naboje na povrchu bakterie dochazi ke snizené G¢innosti
AMPs. Nekteré bakterie, naptiklad P. aeruginosa nebo Salmonella Typhimurium, jsou
schopné pridavat kladné nabité molekuly, aby doslo ke snizeni zdporného naboje jejich
povrchové membrany. Témito molekulami mohou byt cukry s obsahem aminoskupin
(Nizet, 2006, Moskowitz et al., 2004, Band et al., 2015). Jiné bakterie, jako napiiklad F.
tullarensis nebo H. pyroli, jsou schopné odstraiovat zaporn¢ nabité zbytky tak, aby sniZily
svij zaporny naboj (Tran et al.,, 2006, Wang X. et al., 2007). Krom¢ zmény u
lipopolysacharidi mitize dochazet i kupravé fosfolipidi. Piikladem jsou bakterie
Salmonella Typhimurium nebo S. aureus, (Dalebroux et al., 2014, Cox et al., 2014). Dalsim
mechanizmem je produkce kapsuly, vrstvy na vngj§i membrané, kterd je tvofena
opakujicimi se sacharidy. Tato vrstva zabranuje ucinnosti AMPs. Tento mechanizmus
pozorujeme naptiklad u K. pneumoniae nebo N. meningitidis (Campos et al., 2004, Jones
et al., 2009). Dalsi modifikaci povrchu bakterie je tvorba biofilmu (Jolivet-Gougeon et al.,
2014). Naptiklad bakterie P. aeruginosa je béhem tvorby biofilmu schopna sekretovat
polymer (alginat), ktery méni konformaci AMPs a zabranuje tim jejich pfichyceni

k bakterialni membrané (Chan et al. 2004).
b) Exprese efluxnich pump

Efluxni pumpy jsou transportni mechanizmy, které jsou schopné vytlacovat toxické latky,
véetné antibiotik, ven z bakterie. Tento mechanizmus je jednou z moznosti, jak se
bakterie brani u¢inku AMPs (Poole, 2007). Ptikladem bakterie, kterd vyuziva tohoto
systému je Salmonella Typhimurium nebo E. cloacae (Buckley et al., 2006, Peréz et al.,
2012).

€) Sekrece proteaz a jinych enzymu

Nékteré bakterie jsou schopné vylucovat molekuly, které AMPs neutralizuji a AMPs pak
nejsou schopné se na povrch builky navazat. Jednim =z piikladd je SIC protein
(streptococcal inhibitor of complement-mediated lysis), ktery je produkovan bakterii
S. pyogenes sérotypu M 1. Tento protein je schopny blokovat AMPs v raném stadiu infekce
S. pyogenes (Frick et al. 2003). Dalsim ptikladem je molekula SAC (staphylokinaza)
produkovana bakterii S. aureus, ktera ma schopnost neutralizovat lidské a-defenziny HNP-

1(human neutrophil peptide) a HNP-2 tvofené v neutrofilech (Jin et al., 2004). Jednim
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Z mnoha mechanizmii rezistence na AMPs je vyplavovani zdporn¢ nabitych molekul, které
vedou K neutralizaci AMPs. Bakterie, které vyuZzivaji tento mechanismus, jsou napiiklad
P. aeruginosa, E. faecalis nebo S. pyogenes (Schmidtchen et al., 2001). Pfima proteolyticka
degradace AMPs nebo modulace exprese jejich geni jsou dal§imi mechanizmy vyvinuté
rezistence bakterii k AMPs (Guina et al., 2000).
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Obr. 2: Schématické znazornéni mechanizmi rezistence bakterii na AMPs. A — modifikace

disulfidické vrstvy u G+ bakterii, B — modifikace lipidové vrstvy A u G- bakterii, C —

vmezeteni kladné nabitych proteinti do vnéjsi vrstvy bakterie, D — tvorba zaporné€ nabitych
molekul, které jsou schopné bakterie produkovat a vypoustét do prosttedi, E — efluxni

pumpa (Bahar et al., 2013).

1.1.4. Antimikrobidlni peptidy bezobratlych

Antimikrobidlni peptidy jsou velmi dileZitou soucasti imunitniho systému bezobratlych,

ktefi nemaji adaptivni imunitu, jako je tomu u vysSich Zivo€ichi. MnoZstvi objevenych
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AMPs bezobratlych roste kazdym dnem. AMPs bezobratlych jsou rozdéleny do zékladnich
skupin podle AMK sekvence a antimikrobidlni aktivity. Tyto skupiny jsou: cecropiny,
lysozymy, hmyzi defenziny, peptidy bohaté na glycin a peptidy bohaté na prolin (Li et al.,
2002). Peptidy se tvoii predevsim v tukovém télese bezobratlych a nasledné se uvoliuji do
hemolymfy (Hoffmann et al., 1999). Krom¢ hemolymfy se AMP také hojné vyskytuji ve
fagocytarnich bunkach a to predevsim v hemocytech (Ganz, 2003).

1.2. Defenziny

Defenziny byly prvotné popsany u savct v neutrofilech a makrofazich jako ochrana pted
viry a bakteriemi. Nasledn¢ byly tyto molekuly nalezeny také u rostlin, hub, bezobratlych
a ptakl. Typické tkang, kde se defenziny produkuji, jsou granulocyty obratlovci, fagocyty,
lymfocyty, keratinocyty, panethové buiiky a epitelialni povrch. Antimikrobidlni aktivita je
pozorovana predevsim proti G+ 1 G- bakteriim. Defenziny jsou malé molekuly o velikosti
kolem 4kDa, vétsinou nesou kladny naboj a obsahuji 6 cysteint, které tvoii mezi sebou 3
disulfidické mistky. Maji 29 — 47 AMK. V kazdém defenzinu se nachazi typicky vzorec
AMK: C-X (5-16) - C-X (3) - C-X (9-10) - C-X (4-7) - C-X (1)-C. Struktura defenzinu je
velmi podobna toxinim S$korpioni (Lichtenstein., 1991, Beaty et al., 1996, Ganz, 2003,
Seufi et al., 2011).

Kromé typické antimikrobialni aktivity maji defenziny 1 jiné biologické funkce. Pfikladem
je inhibice produkce glukokortikoidu blokovanim ACTH (adrenokortikotropni hormon)
(Fuse et al., 1993). Dalsimi funkcemi defenzini jsou degranulace zirnych bunék, regulace
aktivity komplementu, chemotakticka aktivita na vybrané leukocyty atd. (Oppenheim et
al., 2003).

1.2.1. Klasifikace defenzint
Podle primarni struktury, homologie sekvenci, konservativniho uspofadani cysteinli a

disulfidickych mistkti jsou defeziny d€leny na rostlinné, bezobratlych, a, 3, and 0
defenziny (Xiao et al., 2004). VSechny defenziny, které se vyskytuji u bezobratlych, patii
do skupiny bezobratlych defenzinti (White et al., 1995).
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Obr. 3: Usporadani disulfidickych mistki u zastupct z kazdé skupiny defenzint (Kastin,
2013).

e o defenziny

Tato skupina byla popsana jako prvni ze vSech defenzinl. o defenziny se vyskytuji u savci
a jsou tvofené v savéich granulocytech, fagocytech a panethovych buikach. Tyto
defenziny tvoii 5% vsech proteini v lidskych granulocytech. Peptidy jsou vylu¢ovany do
fagocytarnich vakuol pomoci fuze (Ganz et al., 1995). Tvorba disulfidickych mistka je
mezi cysteiny v pozici 1-6, 2-4, 3-5 (Ganz et al., 1985). Obsahuji 29 — 35 AMK.
Antimikrobidlni aktivita je vyvijena proti G+, G- bakteriim, houbam, virim a protozoim

(White et al., 1995).
e [} defenziny

B-defenziny byly ptivodné popsané V neutrofilech dobytka (koz a ovci) jako 13
homologickych peptidd, ve kterych byl disulfidicky motiv a uspofadani peptidového
12



fetézce bylo vyrazné odlisné od a-defenzind (Selsted et al., 1993). Pozd¢ji byly B-defenziny
objeveny také v ktzi, pankreatu, ledvinach, slinnych zlazach, prostaté, placenté,
endocervixu, dychacich cestach a v dasnich obratlovct (Raj et al., 2002). Obsahuji 38 —
42 AMK. Aktivitu vyviji proti G+, G- bakteriim a houbam (White et al., 1995).

e 0 defenziny

VétSina defenzintt méa svou primarni strukturu stabilizovanou 3 disulfidickymi mustky.
Nicméné nedavno doslo k objeveni nové atypické skupiny defenzinti tzv. 6 defenziny, které
maji odliSnou strukturu. Dochézi u nich k zacykleni peptidu diky disulfidickym vazbam.
Tyto defenziny byly objevené v leukocytech primati. Maji kolem 18 AMK a vyskytuji se
v granulocytech makrofagli a monocytt (Tang et al., 1999) Jsou fylogeneticky nejmladsi
skupinou po o a B defenzinech (Lehrer et al., 1999).

e Ovodefenziny

Ovodefenziny jsou novou skupinou patfici mezi defenziny. Svou strukturou jsou podobné
B-defenzinim, piesto se dostate¢né fylogeneticky lisi, aby mohly tvofit samostatnou
skupinu. K jejich objevu doslo ve vaji¢ku kachny (Gong et al., 2010). Dnes je ¢leny této
skupiny 35 defenzini objevenych vétSinou v ptacich a u nékterych plazi (Whenham et al.,
2015).

e Hmyzi defenziny

Prvni defenziny byly identifikované z mouchy Sarcophaga peregrina a nezavisle na ni
z larvy Phormia terranovae (Matsuyama et al., 1988, Lambert et al., 1989). Hmyzi
defenziny maji anti-G+ 0C€inky a jsou soucasti silné antimikrobidlni obrany hmyzu.
Struktura hmyzich defenzini se li$i od ostatnich defenzind. Napiiklad od sav¢ich defenzinti
jsou nejcastéji kladné nabité molekuly, maji 6 cysteind, které vytvareji charakteristické
disulfidické mustky (Capinera, 2008). Hmyzi defenziny se nachazi v hemolymf¢, tukovém
télisku nebo ve stfevech imunizovanych organizmui. Také dochézi k jejich nalezu ve
slinéch a slinnych zlazach hmyzu (Wei et al., 2015). Objevuji se po styku s infekei nebo
po mechanickém poskozeni v hemolymfé (Cociancich et al., 1993). Obvykle maji od 36
do 51 AMK (Ezekowitz et al., 2003).
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1.2.2. Mechanizmus ucéinku defenzinu

Interakce defenzinu s buiikou je na zakladé elektrostatického a hydrofobniho charakteru a
nema zadny vliv na sekundarni strukturu defenzinu (Fujii et al., 1993). Antimikrobialni
mechanizmus je podobny jako u ostatnich AMPs: dochazi ke tvorbé port v membrané
mikroorganizmu pomoci tvorby kanalkti. Mechanizmus byl popsan u hmyziho
defenzinu A, ktery ptisobil na bakterii M. luteus (Cociancich el al., 1993). Bylo prokazano,
ze defenziny spolupracuji i s riznymi ionty, naptiklad drasliku. Defenzin zpisobuje ztratu
K" na cytoplazmatické membrané, depolarizaci, snizuje tvorbu cytoplazmatické ATP, a tak
inhibuje respiraci. Trans membranovy potencial se tudiz zmenSuje z -200 mV na -110mV,
coZ je dilezita hodnota pro aktivaci defenzinu. Diky poklesu K* dochazi k elektrostatické
interakci mezi defenzinem a bufikou a nasledné k nahromadéni molekul defenzint, které
se spojuji na membrané buniky v dimery. Na druhou stranu v piipadé piili§ vysoké
koncentrace drasliku v okoli mize dojit 1 ke sniZzeni efektivity antimikrobidlni aktivity
(Ganz et al., 1995, Lichtenstein, 1991, Ganz, 2003). Antimikrobialni aktivita je
detekovatelna pti koncentraci defenzinu 0,1-10 pg/ml (Kabelitz et al, 2005).

1.2.3. Syntéza defenzini

Vsechny skupiny defenzinl jsou syntetizovany jako preprodefenziny. Tento peptid je
sloZen z typické signalni sekvence na N terminalnim konci, ktera je nutné pro transport
do endoplazmatického retikula, nasledné z propiece a samotného peptidu. Diky
posttransla¢nim Upravam je peptid uveden do aktivniho stavu, ale aby nedoslo

k poskozeni vlastnich bungk je ¢ast propiece zaporné nabita a vaze se tak na aktivni misto

peptidu, ¢imz dochazi k jeho neutralizaci (Michaelson et al., 1992, Ganz et al., 1995).

1.2.4. Zaporné nabité defenziny

Skupina zaporné nabitych defenzinti je, co do mnozstvi, zanedbatelna ve srovnani s kladné
nabitymi defenziny. V posledni dob¢ bylo ovSem popsano nékolik peptidl, které maji
zaporny naboj. Takovymi defenziny jsou napiiklad 2 defensin-like peptidy z klistéte
Amblyomma hebraeum (Lai et al., 2004), BmdefA z ¢erva Bombyx mori (Wen et al., 2010)
nebo spliDef z ¢erva Spodoptera littoralis (Seufi et al., 2011). Z obojzivelnika (Urodele
amphibians) byl izolovan zaporné nabity defenzin PopuDef (Wei et al., 2015). N¢kolik
zaporné nabitych defenzinii bylo popsano i u lidi, naptiklad peptid HE2C (von Horsten et
al., 2004).

Mechanizmus ucinku kladné€ nabitych peptidi je ziejmy (viz 2.2). Kladny néboj defenzinii
jim umoznuje snadno se navazat na zaporn¢ nabité struktury bakteridlni membrany. Témito
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molekulami jsou lipopolysacharidy G- bakterii, polysacharidy u G+ bakterii a fosfolipidy
(Raj et al., 2002). V ptipade zaporné nabitych molekul tudiz neni zcela jasné, jak dochazi
k jejich interakci se zaporné nabitymi slozkami bakterie. Doposud neexistuje studie, ktera
by pfesn¢ vysvétlovala tento mechanizmus. Nicméné existuji riizné teorie. Naptiklad Lai a
kolegové piedpokladaji, ze v ptipadé zaporné nabitého defenzinu u klistéte A. hebraeum
by mohlo dojit k navazani defenzinu v oblasti C terminalniho konce, kde je naboj kladny i
ptesto, ze celkovy naboj defenzinu je zdporny (Lai et al., 2004). Dalsi teorii nabizeji Wu a
Bahar (Wu et al., 2003, Bahar et al., 2013), ktefi vysvétluji mozny mechanizmus interakce,
naptiklad stimulaci autolytickych enzymi, naruSenim syntézy bakterialni DNA, nebo
proteinl, integrovanim s intracelularnimi cili, stejnymi mechanizmy jako u kladné

nabitych defenzint.

Vyhodou zaporné nabitych defenzini se zdd byt moznost navazani k zaporn¢é nabité
molekule v ptipad¢ vytvareni uméle kladné nabité membrany v pribéhu vzniku rezistenci

nékterych bakterii k AMP (viz str. 6.).

Diky nedostacujicim informacim o zaporné nabitych defenzinech je dulezité, aby doslo
k dalsimu zkoumani. Proto je kazda informace velmi cenna. To se tyka i nového defenzinu
z Ixodes ricinus, ktery byl identifikovan a ¢astecné charakterizovan v této praci. Kromé
hlubsiho porozumeéni defenzinlim pomiiZze tento vyzkum i k dalSimu sceleni poznatki o

imunité klist’at.

1.3. Imunita kli§t'at
Klistata tvoti dllezitou skupinu mezi organizmy, které pfenasi nemoci. Po komarech jsou
na druhém misté v pfenosu nebezpecnych mikroorganizmli na ¢loveka. Klistata jsou
schopna ptenosu patogennich bakterii, protozoi, virti a hub. Pfi sani muze dojit k pfenosu
1 smrtelnych onemocnéni c¢lovéka a zvifat (Jongejan et al., 2004). Navzdory této

skute€nosti neni pfili§ zndmo o imunité klist'at.

Imunitni systém kli§tat funguje na zakladé vrozené imunity a pfirozenych bariér. Slozky

imunity jsou humoralni a celularni.
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Obr. 4: Schématicky obrazek imunitniho systému bezobratlych (Rowley, 2007).

Efektorovou slozku humoralni imunity zahrnuji antimikrobialni peptidy a antifungicidni
peptidy (Beaty et al., 1996, Volf et al., 2007). Antimikrobialni peptidy se ve valné vétsing
tvoii po napadeni mikrobem ¢€i pii zranéni. U krevsajich klist'at se AMPs vyskytuji i volné
ve stieve, protoze dochazi k vystaveni velkému mnozstvi mikrobti z krve (Nakajima et al.,
2002).

1.3.1. Defenziny kli§t’at

V posledni dobé doslo k mnoha objevim defenzinli u téchto clenovct. Prvni znamy
defenzin byl popsan u klistéte Dermacentor variabilis (Johns et al., 2001). Dals§i znamé
defenziny jsou: defenziny A, B, C, D (O. moubata) (Nakajima et al., 2001), varisin (D.
variabilis) (John et al., 2001), mircoplusin (R. micropulus) (Fogaca et al., 2004),
Amblyomma defensin peptide 1 a 2 (A. hebraeum) (Lai et al., 2004), scapularisin (I.
scapularis) (Hynes et al., 2005), defl a def 2 (1. ricinus) (Rudenko et al., 2005; Rudenko
et al., 2007), ixosin (l. sinensis) (Yu et al., 2006), Amercin (A. americanum) (Todd et al.,
2007), Hlgut-defensin, Hlsal-defensin (H. longicornis) (Zhou et al., 2007), persulcatusin
(I. persulcatus) (Saito et al., 2009), longicornsin (H. longicornis) (Lu et al., 2010), HIMS
— defensin (Haemaphysalis longicornis) (Zheng et al., 2012), DefMT (I. ricinus) (Tonk et
al., 2014), DS-defensin (D. marginatus) (Wang et al., 2015) a dalsi.

Ptesto, Ze je popsano a charakterizovano mnoho defenzinl klistat, jen defenziny 1 a 2

z klistéte Amblyomma hebraeum a Hlsal-defensin z Haemaphysalis longicornis jsou
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zaporné nabité. Zadny zaporné nabity defenzin z klistdte Ixodes ricinus doposud nebyl

popsan.

1.4. Klinické vyuziti AMPs
Vzristajici pocet vyzkumi v oblasti novych antibiotik jasn¢ naznacuje, Ze doposud znama
antibiotika piestavaji byt dostacujici, a je tedy nutné nalézt nové alternativy v boji proti
rezistentnim mikroblim. Vyhodou antimikrobiadlnich peptidi je, ze bakterie vyvijeji
rezistenci na antibiotika mnohem snadnéji nez na AMP. Naptiklad, n€kolikaleté uzivani
AMPs, zejména tyrothricinu, nezptisobuje rezistence na tento druh 1é¢iv (Stauss-Grabo et
al., 2014). Vice nez 100 novych defenzinli bylo zadano do databaze AMPs béhem obdobi
2000-2014. Roste tak pocet novych potencialnich 1éCiv proti bakteriim (Wang et al., 2014).

Krom¢ antibakteridlnich vlastnosti maji AMPs schopnosti byt funkéni 1 proti virtim,
protozoim a rakovinnym buiikam (Hancock et al., 1996). Dalsi jejich vyhodou je, Ze
posiluji pfirozenou imunitu a antiendotoxicky efekt. Tyto poznatky vnaseji nadéji do AMPs
jako 1é¢iv budoucnosti. V dnesni dobé¢ se jiz n€kolik AMPs pouziva v klinické praxi (Marr

et al., 2006). N¢které z nich:

e Polymyxin B — dokaze ucinné hubit G- bakterie (Hancock et al., 1999)

e Polymyxin E — pouziva se proti G- ty¢ce Pseudomonas aeruginosa (Jensen et al.,
1987)

e Gramicidin S — proti G+ bakteriim a proti plisni Candida albicans (Kondejewski et
al., 1996, Hancock et al., 1999)

o Daptomycin — patii mezi zaporné nabité lipoproteiny, t€inny je proti G+ bakteriim
véetné pneumokokovych meningitid (Cottagnoud et al., 2004, Mar et al., 2006)

e Nisin — G¢inny proti E. faecalis (Yaduka et al., 2014).
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Table 1 Anti-microbial peptides in clinical trials or in development

Product Description Indication Phase
Magainin peptide/ 22-amino-acid linear antimicrobial Diabetic foot ulcers H
pexiganan acetate peptide, isolated from the skin of the
African clawed frog (Xenopus laevis)
Omiganan Synthetic cationic peptide derived from Rosacea 2
indolicidin
0P-145 Synthetic 24-mer peptide derived from Chronic bacterial middle-ear 2
LL-37 for binding to lipopolysaccharides  infection
or lipateichoic acid
Novexatin Cyclic cationic peptide, 1,093 daltons Fungal infections of the toenail 12
Lytixar (LTX-109) Synthetic, membrane-degrading peptide  Nasally colonized MRSA 12
NVB302 Class B lantibiotic C. difficile 1
MU1140 Lantibiotic Gram-positive bacteria (MRSA, Preclinical
C. difficile)
Arenicin 21 amino acids; rich in arginine and Multiresistant Gram-positive Preclinical
hydrophabic amino acids bacteria
Avidocin and purocin Modified R-type bacteriocins from Marrow spectrum antibiotic for Preclinical
Pseudomonas aeruginosa human health and food safety
IMX924 Synthetic 5-amino-acid peptide innate Gram-negative and Gram-positive  Preclinical

defense regulator bacteria (improves survival and

reduces tissue damage)
Obr. 5: Antimikrobialnimi peptidy, které jsou v klinickém vyzkumu (Fox, 2013).

Existuji jisté nedostatky, které znesnadiuji bézné pouziti AMPs v klinické praxi a témi
jsou vysoké cena tvorby AMPs, nachylnost na degradaci protedzami, sniZzena G¢innost
Vv pfitomnosti soli v séru, atd. Dal§im znesnadnénim je nezndmy dopad systematického
uzivani AMPs pro 1é¢bu infekci, neni totiz jasné, jaké odpovédi mohou tyto AMPs
v organizmu vyvolat. V posledni fadé, AMPs jsou pfirozené vyuzité v siti interakci
ruznych komponent imunitniho systému. Nelze tedy oc¢ekavat, Ze AMPs budou samostatné
fungovat jako u pfirozené imunity (Scorpiacino et al., 2012). A proto se v dnesni dob¢
vyuziva upravy AMPs pro ziskani vyhodnéjsich vlastnosti. Dochazi ke zvySovani stability
peptidu vkladanim neptirozenych AMK, Gpravé terciarni struktury, multimerizaci peptidu
apod. Mize také dochazet k modifikaci naboje, amfipacity nebo hydrofobicity (Ong et al.,
2014). Genové inzenyrstvi vyuziva piirodnich predloh genli v tvorb& ucinnych 1é¢iv. Pro
jejich tvorbu jsou vyuzivany rGzné expresni systémy. Napiiklad rekombinantni
antimikrobialni peptid LL-37 je u¢inny pii hojeni poskozeni pokozky a je tvofen expresnim
adenovirovym systémem (Ramos et al., 2011). Dalsim piikladem je tvorba lidského
rekombinantniho B-defenzinu v adenovirovém vektoru. Tento defenzin je ucinny proti
bakterii Haemophillus influenza, ktera zpisobuje zanét sttedniho ucha (Woo et al., 2014).
18



Dalsim peptidem patiicim do této kategorie je cathelicidin, ktery se vyuziva pro 1é€bu

zanétlivych onemocnéni strev (Leake, 2015).

Novou a progresivni metodou, ktera se zabyva tvorbou 1é¢iv na bazi AMP je takzvana ,,de
novo “ syntéza peptida a vyvoj syntetickych molekul, které napodobuji vlastnosti a aktivity
AMPs. Tyto nové syntetizované peptidy se nazyvaji peptidomimetika. Naptiklad, védecka
skupina zabyvajici se mimetiky vedena D. Jureticem z univerzity Split v Chorvatsku
vyuzila moznosti vytvoieni syntetického proteinu na zaklad¢ databaze primarnich a
sekundarnich struktur ptirodnich AMPs. Byly vybrany peptidy s antimikrobialni aktivitou
a vyhodnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. K vytvofeni peptidu pouzily slozité
algoritmy a AMP designéry. Na zaklad¢ vyzkumu tato skupina vytvoftila peptid bohaty na
glycin, ktery dale podrobili testim antimikrobidlni aktivity. Tento peptid byl nazvan
adaptin 1 (z “Automatically Designed Peptide ANTIbiotic Number 1) a je z méné nez
50% podobny ostatnim AMPs (Jureti¢ et al., 2009). Dalsi moznosti jsou uméle tvorené
multimerické peptidy, které maji zesilené antimikrobidlni schopnosti. Jednim z téchto
peptidil je SB056, ktery vykazuje velmi silné antimikrobidlni schopnosti proti G- bakteriim
a omezené antimikrobialni schopnosti proti G+ bakteriim (Scorpiacino et al., 2012). Jesté
jednim ptikladem je vyzkum védct z Univerzity v Ziirichu, ktefi vytvorili antibiotika proti
druhu Pseudomonas s novym zpusobem ucinku. Vyvinuli novy protein, u kterého vyuzili
faktu, Ze motivy v sekundarni struktufe, jako jsou B-hairpiny a a-helixy, jsou obsazeny
V rozpoznavajicich proteinech (Obrecht et al., 2012). V podobném duchu se vedl i dalsi
vyzkum, kde bylo vyvinuto epitopové mimetikum protegrin I, které je cilené proti P.
aeruginosa na nano urovni (Srinivas et al., 2010). B-hairpinové mimetikum POL7080 je
v soucasné dob¢ v . fazi klinického vyzkumu a mize se stat dilezitym lékem pro 1é¢bu
chronického onemocnéni plic zpiisobeného P. aeruginosa u cystické fibrozy (Scorpiacino

etal., 2012).

Soucasné vyzkumy se zabyvaji také kombinaci AMPs a nanoc¢éstic. Naptiklad nanocastice
chitosan v kombinaci s antimikrobidlnim peptidem dermaseptinem tvoii Gcinnou latkou

proti tumorovym bunikam (Medeiros, 2014).

Dal8im novym vyuzitim AMPs je jejich aplikace v boji proti biofilmu, ktery zabranuje nicit
mikroby at' uz antibiotiky nebo pfirozen¢ imunitnim systémem. V roce 2015 byla
publikovana prace Luca a spol., kde byla zvefejnéna databaze AMPs ucinnych proti
biofilmu s volnym pfistupem (BaAMPs), kde jsou ke kazdému peptidu uvedené informace
vztahujici se k AMP sekvenci, chemické modifikace, spojeni s cilovymi organismy, a také
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experimentalni metody pouzité pii stanoveni koncentrace peptidu a procento
inhibice/redukce biofilmu. Tato data jsou dulezita pro vyzkum proti tvorbé biofilmil a jsou

dostupna na http://www.baamps.it (Funkéni ke dni 12. 1. 2016) (Luca et al., 2015).

Dalsim vyuzitim AMPs je klinickd diagnostika. Dnes pouzivané metodiky PCR nebo
imunometody jsou ¢asové a finan¢né naro¢né, proto se tato nova metoda (biosenzory),
schopna rychle detekovat n€kolik patogenu in situ, zda byt velkym piinosem. Piikladem
muze byt mikrofluidni ¢ip pro multiplexni detekci bakteridlnich bunék, ktery vyuziva
specifické antimikrobidlni peptidy. AMPs jsou imobilizovany na elektrickych
mikrosenzorech (Cipech). K pfenosu signalu pii zachyceni bakteridlniho agens pomoci
AMPs na ¢ip dochazi diky interakci cysteinu se zlatem. Takovym zptisobem Ize detekovat
patogeny do 25 minut pfi minimalnich koncentracich. Integrovanim vysoce specifického
schématu zachyceni bakterialnich bunék s rychlou elektrickou detekci tato metoda ukazuje,

ze ma velky potencial jako diagnosticka platforma piisti generace (Lillehoj et al., 2014).

Kromé¢ vyuziti v mediciné je moznost tyto peptidy aplikovat naptiklad v potravinatstvi (pfi
konzervaci potravin) (Blanco-Padilla et al., 2014), nebo v biobezpecnosti, naptiklad k
upravé vody (Cloete et al., 2010), ¢i pti dezinfekei povrchi (Siedenbiedel et al., 2012).
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2. Cile prace

1. Literarni studie k problematice antimikrobialnich peptida.

2. Optimalizace technik pro detekci a izolaci genu kodujiciho novy defenzin v klistéti
(napf. RNA/DNA purifikace, cDNA syntéza, PCR, elektroforéza, klonovani,

sekvenovani).

3. Izolace genu kodujiciho novy antimikrobialni peptid (defenzin), analyza genomové
struktury genu, prokazani profilu exprese genu v ruznych tkanich a vyvojovych stadiich
klistéte.

4. Predikce antimikrobialnich vlastnosti ziskaného peptidu na zaklad¢ in silico analyzy.

5. Interpretace vysledki a zkuSenosti se zvolenymi metodami s koneénym cilem

identifikace a izolace genu pro novy defenzin.
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3. Material a metody

3.1. Material

Tab. II: Chemikalie a kity a pouzité v této praci.

Metoda Material SloZeni
R k n
Piiprava klist’at OZtO, y ; a 70% ethanol, 95% ethanol, 10% roztok chloru (Savo)
promyvani
Izolace RNA Kit RNeasy® Protect Mini Kit (50) (Qiagen)
Syntéza cDNA  Kit Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche)
(I;(::;eové DNA Kit DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen)
Izolace
plazmidové Kit QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen)
DNA
. Taq DNA polymeraza 400 uM dATP, 400 uM dGTP, 400
bR 2XPCRpremix . \1 4CTP, 400 uM dTTP, 3mM MgCl, (Promega)
2x PCR BIO PCRBIO Ultra DNA Polymerase, 6mM MgCI2, 2mM
ultra mix dNTPs, enhancer, stabilizator (PCR biosystems)
RACE PCR Kit 5'/3' RACE Kit, 2nd Generation (Roche)
Agardzovy gel  1x TAE pufr, 0.9 az 2.5% agarosa (Serva)
50x TAE pufr 200 mM Tris - HCI, 50 mM EDTA
Gelova Marker 100 bp Gene Ruler (Promega), 1 kb Gene Ruler
elektroforéza (Promega)
6x DNA 0.03 % bromophenol blue, 0.03 % xylene cyanol, FF, 0.4
Loading dve % orange G, 15 % Ficoll™ 400, 10 mM Tris - HCI (pH
9y 7.5) a50 mM EDTA (pH 8.0) (MBI Fermentas)
Purifikace PCR Kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Machere-Nagel)
roduk . . . -
produkty Kolonky Ultrafree-DA Centrifugal Filter Unit (Millipore)
LB agar 1,5% bacto-agar v LB médium, pH 7.0
LB médium 1.0% tryptone, 0.5% yeast extract, 1.0% NaCl, pH 7.0
Antibiotika Amplicilin (kone¢na koncentrace 50pg/mL)
- o 2% tryptone, 0.5% yeast extract, 10 mM NaCl, 2.5 mM
Klonovani
S.0.Cmédium 1 10 mM MgCla, 10 mM MgSOs, 20 mM glukoza
Kit TOPO ® TA Cloning ® Kit (Invitrogen)
Kit Champion™ pET Directional TOPO ® Expression Kits
(Invitrogen)
Exprese genu 1 mM IPTG Isopropylthio- pB-galaktosid
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Ni-NTA

lagen
agardza Qiage
tivni .
Nativni Lyzacni pufr 10 mM imidazol, 300 mM NaCl, 50 mM NaHzPO, pH 8
purifikace
rekombinantnih |, o aci pufc 20 MM imidazol, 300 mM NaCl, 50 mM NaH;POs pH 8
0 proteinu
Eluéni pufr 250 mM imidazol, 300 mM NaCl, 50 mM NaH2PO4 pH 8
1x PBS 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10mM NaH2POQO4, 1,8 mM
KH2POy4, do 1 L ddH20, pH 7,4
Vzorkovy pufr  4x Laemmli Sample Buffer (BioRad)
I}.e(.iukcm 355 mM B-mercaptoethanol
¢inidlo
SpectraTM Multicolor Low Range Protein Ladder
Marker e
(Thermo scientific)
1 y .
Oxanodovy )1 rric 0,225M HCI pH 8.9
SDS - page Pufr
elektroforéza 10x  katodovy

puf

1M Tris, 1M Tricine, 1% SDS, pH 8,9

Zaostfovaci gel

40% Akrylamid/Bis-Akrylamid, 3 M Tris-HCI pH 8,45,
0,3% SDS, ddH.O, TEMED (N, N ,N° ,N’-
Tetramethylethylenediamine), 10% Amonium persulfat

Rozdélovaci gel

40% Akrylamid/Bis-Akrylamid, 3 M Tris-HCI pH 8,45,
0,3% SDS, ddH.O0, TEMED (N, N ,N° ,N’-
Tetramethylethylenediamine), 10% Amonium persulfat

Barveni gelu

PageBlue™ Protein Staining Solution (MBI Fermentas)

Western blot

Transferovyy 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% methanol

pufr

TBS pufr 10 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,5

TBS-Tween 20 mM Tris, 500mM NacCl, 0,05% Tween, pH 7,5
pufr

3% BSA v TBS

3% BSA v pufru TBS

9% NaCl v1 M Tris-HCI, pH 8, 4-chloro-1-naphthol,

HRP 100% methanol, 30% hydrogen peroxid
RT PCR Kit Enhanced Avian HS RT-PCR Kit (Sigma)

LB agar 1,5% bacto-agar v LB médium, pH 7.0
Antimikrobialni
pokus ]

LB médium 1.0% tryptone, 0.5% yeast extract, 1.0% NaCl, pH 7.0
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3.2. Metody

3.2.1. Klistata Ixodes ricinus

V experimentech byli pouzité nasaté a nenasaté larvy, nymfy, samice a samci klistat I.
ricinus z experimentalniho chovu na Parazitologickém ustavu AV CR v Ceskych

Budgjovicich.

3.2.2. Piiprava klist’at

e Promyvani klist'at

Povrch klist'at byl pfed dalSim zpracovanim dezinfikovan. Postup promyvani:

4 min 70% ethanol
4 min 10% roztok chloru (SAVO)
1 min 95% ethanol
2 min vysu$eni na sterilnim papiru

e Homogenizace klistat

Homogenizace klistat se provadéla za pomoci kovovych kulicek na mechanickém

homogenizatoru od firmy Qiagen.

Takto zpracovand kliStata byla po homogenizaci pouZita pro izolaci RNA a genomové
DNA.

e Pitva klist’at

Jednotlivé organy - stfeva, malpigické trubice, vajec¢niky, hemolymfa a slinné zlazy — byly
pitvany z 50 samic klistat I. ricinus. Jednotlivé organy byly sbirané do roztoku RNA Later

a zmrazené na -80°C do dal§iho zpracovani.

3.2.3. lzolace RNA
RNA z celych kli§tat a z jednotlivych organii byla izolovana pomoci kitu RNeasy® Protect
Mini Kit (50) (Qiagen) podle protokolu od vyrobce. RNA byla eluovana z kolon ddH-O,
koncentrace RNA byla zméfena a RNA byla ihned pouzita k dal§im ucelim nebo

uskladnéna na -80 °C.
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3.2.4. Syntéza cDNA

cDNA byla syntetizovana pomoci kitu Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit
(Roche) podle protokolu od vyrobce.

3.2.5. Méfeni koncentrace

Koncentrace RNA a DNA byla méfena na pfistroji NanoPhotometr pii vinové délce

260/280 nm.

3.2.6. Izolace plazmidové DNA

Plazmidova DNA byla izolovidna pomoci kitu QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen),

presné podle protokolu od vyrobce.

3.2.7. Izolace genomové DNA

Genomova DNA byla izolovana z celych klistat kitem DNeasy® Blood & Tissue Kit,
(Qiagen) podle protokolu od vyrobce.

3.2.8. Polymerazova fetézové reakce (PCR)

Pro amplifikaci cilového genu byla aplikovana metoda PCR, kde byla jednovlaknova
cDNA pouzita jako templat. Pro amplifikaci specifického useku byly pouzité specidlné
navrzené primery. V PCR reakcich byla pouzitd jak bézné vyuzivand Taq polymeraza
(Promega) tak i PCRBIO Ultra polymeraza (PCR biosystems), ktera byla nutna pro ziskani
vys§i specificity. PCR reakce probehla v 0,2 ml mikrozkumavkéch v ptistroji Mastercycler

personal (Eppendorf).

a) PCR reakce s Taq polymerazou (Promega)

e Reakéni smés (totalni objem reakce 20 pl):

2x PCR Master Mix (Promega) 10 pul

Primer reverse (1 mM) 1 ul

Primer forward (1 mM) 1 ul

Templat (DNA) <250 ng

H20 odvozeno od mnozstvi DNA
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e Podminky amplifika¢ni reakce:

Pocate¢ni denaturace 5 min 96 °C
Denaturace 30s 95 °C
Nasedani primert 30s podle primeru Opakovano 30x — 35X
Elongace 30s 72°C
Konec¢na elogace 5-15min  72°C

b) PCRBIO Ultra polymeraza (PCR biosystems) - pouzita pro zvySeni citlivosti
PCR reakci V prvnich experimentech pii pouziti cDNA jako templatu

e Slozeni reak¢éni smési s PCRBIO Ultra polymerazou (totalni objem reakce 25 pl) :

2x PCRBIO Ultra Mix 12,5 ul

Primer reverse (1 mM) 1,25 ul

Primer forward (1 mM) 1,25 ul

Templat (DNA) <100 ng

H20 odvozeno od mnozZstvi DNA

e Podminky amplifika¢ni reakce:

Pocatecni denaturace 2 min 95 °C
Denaturace 15s 98 °C
Nasedani primert 10s podle primeru Opakovano 40x
Elongace 30s 72°C
Konec¢na elogace 10 min 72 °C

V piipadé PCRBIO Ultra Polymerazy teploty nasedani primert byly vyssi nez v piipadé

Taq polymerdzy (Promega) (U experimentil v této praci o 5 °C).
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Tab. III: Ptehled vSech pouzitych PCR primert.

. Teplota
Prlr-ner Sekvence nasedani Reference
pro:
(O

F CGTCTGGATCGGCGGCTCTAT
Actin 55 Chrudimska et al. 2011

R CGCGCACTCTTTTCCACAATCTC

F1 ATGTCGGCTTTGAGATTCTCGC
Defensin 55 Tato prace

CATTCGTTTGCACATGCAAGTA
R1
AG
Defensin E1M CACCATGAGA(C;ITCACGTTGAC
(mature TCGTTTGCACATGCAAGTAGAA 0 Tato prace
peptid) R1M
TGA
M13 M13F GTAAAACGACGGCCA TOPO® TA Cloning®
i 50 . .
plazmid M13R CAGGAAACAGCTATAC Kit (Invitrogen)
Champion™ pET
H H ®

7 T7F TAATACGACTCACTATAGGG 50 Directional TOPO
promotor Expression Kits

(Invitrogen)

Primery pro defenzin byly navrzené na zakladé¢ znamé sekvence defenzinu z GenBank

(accession number JAC94130). Tato cCastecna sekvence byla objevena v Laboratofi

imunologie vektori (vedouci RNDr. Kopacek, CSc.) v hemocytové knihovné klistéte |.

ricinus.

3.2.9. 3’'RACE PCR
Pro ovéfeni konce genu bylo vyuzito metody 3’RACE PCR, ktera vyuziva poly-A konce a

forward primeru pro ptislusny gen. Reakce se provadéla pomoci kitu 5°/3° RACE Kit, 2nd

Generation (Roche) podle protokolu. Pro tuto reakci byla syntetizovana CONA se specialni

kotvou na 3’konci podle protokolu z kitu. Byla vyuzita senzitivnéjsi PCRBIO Ultra

Polymeraza.
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e SlozZeni reakéni smési (totalni objem reakce 50 pl)

10x reakéni pufr
PCRBIO Ultra Polymeraza
dNTPs (10 mM)
Primer forward F1 (1 mM)
PCR anchor primer (1ImM)
Templat (cDNA)

ddH20

S5ul
0,5 ul
Il
1 ul
Il

1ul”

40,5 pl

“ cDNA byla syntetizovana z 0.5 to 2 pg RNA.

e Podminky amplifika¢ni reakce pro RACE PCR

Pocatecni denaturace
Denaturace

Nasedani primert
Elongace

Konec¢na elongace

5 min

30s

30s

30s

5—-15min

96 °C

95 °C

60 °C

72°C

72 °
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3.2.10. RT PCR
U vsech sledovanych RNA byla méfené koncentrace a doslo k vyrovnani koncentraci na

jednotnou hodnotu.

e SloZeni reakéni smési (na 50 pl reakce):

10x PCR pufr Sul
1x 25 mM MgCI2 3ul
dNTPs 1ul
RNase 1l
RNA 20 ng/ul
eAMV-RT 1l
primer F 1l
primer R 1l

JumpStart AccuTag LA DNA polymerase 1 ul
Voda zavisla na mnozstvi RNA

e Podminky amplifikacni reakce a zaroven syntézy cDNA

Syntéza sSDNA 50 min 47°C

Pocatec¢ni denaturace 2 min 94 °C

Denaturace 15 sec 94 °C \

Nasedani primert 30 sec 50 °C Opakovano v cyklech 35x

Elongace 1 min 68 °C /

Konecna elongace 5 min 68 °C
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3.2.11. Gelova elektroforéza

Amplifikovany vzorek byl kontrolovan pomoci elektroforézy v agar6zovém gelu a 1x TAE
pufru. Koncentrace agarézového gelu se odvijela v zavislosti na velikosti produktu (0,8%
- 2,5%). Ke vzorktim byl pfidan 6x koncentrovany vzorkovy pufr (loading dye) (Promega)
s barvou SYBR GreenER™ (Invitrogen, USA). Pro porovnani velikosti byl pfidan marker
100 bp nebo 1kb Gene Ruler (MBI Fermentas). Vysledky byly zaznamenany pfistrojem
MiniLumi (Dnr Bio Imaging Systems).

3.2.12. Purifikace PCR produktu z gelu
PCR produkty z vice nez 1% gelu byly purifikovany pomoci QIAquick®Gel Extraction Kitu

(Qiagen) a PCR produkty z méné nez 1% gelu byly purifikovany pomoci kolon Ultrafree®-
DA (Millipore). Purifikace probihala ptesn¢ podle protokold.

3.2.13. Klonovani PCR produktu do vektoru a transformace kompetentnich One Shot
TOP10 E. coli bun¢k
Purifikovany PCR produkt byl podle protokolu zaklonovan do pCR® 4-TOPO vektoru.

Reakce byla inkubovana 30 minut pii pokojové teploté. Z reakéni smési byly 2 pl ptidany
k E. coli One Shot® TOP10 kompetentnim buiikdm. Reakce byla inkubovana 25 minut na
ledu. Po inkubaci byly bunky ptesunuty do vodni lazné na 42 °C po dobu 30 s a znovu byla
reakce piemisténa na led. K bunkam bylo pfidano 250ul S.O.C. média. Reakce byla
inkubovana dalsi hodinu pti 37 °C v tfepacce. Transformacni reakce byla rovnomérné
rozetfena na LB agaru, ktery obsahoval amplicilin o koncentraci 50pg/ml. Petriho misky
byly umistény do inkubatoru na 37 °C a inkubace probéhla pies noc. Dalsi den byly
jednotlivé kolonie pieo¢kovany do 1,5 ml LB média samplicilinem o koncentraci
50 pg/ml. Kolonie v mikrozkumavkach byly opét inkubovany pifes noc pii 37 °C
v tfepacce. Nasledujici den doslo ke stoc¢eni kolonii v centrifuze pfi maximalnich otackéach
po dobu 10 minut. Zbylé médium bylo odstranéno a buiiky byly pouZity pro purifikaci
plazmidové DNA.

3.2.14. Purifikace plazmidové DNA

Plazmidové DNA byla purifikovana pomoci kitu QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen).
Plazmidova DNA byla eluovana 30 pL ddH20.

3.2.15. Screening rekombinantl pro pfitomnost inzertu

Pro ovéfeni pfitomnosti genu zaklonovaného v plazmidu byla pouzita metoda PCR se

specifickymi primery a primery pro plazmid (M13 F/R). Plazmidy, V nichz doslo
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Kk potvrzeni pfitomnosti inzertu, byly osekvenovany v sekvenacni servisni laboratofi

spole¢nosti BIOGEN PRAHA s.r.0.

3.2.16. Analvza sekvence

Sekvence genu byla ovéfena v GenBank a nasledné porovnadna pomoci programu
MegAlign (DNA Star) s defenziny z ostatnich druht klistat. Dale byla predikovana
sekundarni struktura, 3D struktura, rozlozeni disulfidickych mustkd, signalni sekvence a
predpokladany naboj molekuly pomoci volné dostupnych programi online. Byla navrzena
1 predbéznd biologickd funkce proteinu. VSechny programy byly funkéni ke dni
10.12.2015.

Pouzité odkazy:

e Seckundarni struktura -http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/image/?imageid=33573772
¢ 3D modelace - http://swissmodel.expasy.org

e Disulfidické mustky - http://disulfind.dsi.unifi.it/

e Signalni sekvence - http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

e Kalkulace naboje - http://protcalc.sourceforge.net/cgi-bin/protcalc

e Motiv peptidu - http://www.genome.jp/tools-bin/search_motif_lib

e Predikce biologické funkce - http://www.shg.bio.ic.ac.uk/~mwass/combfunc/

3.2.17. Klonovéani PCR produktt do expresniho vektoru Champion™ pET101/D-

TOPO® a exprese rekombinantniho proteinu

PCR metodou byl ziskan gen bez signdlni sekvence z plazmidu, ktery obsahoval tiZzeny
inzert. PCR produkt byl purifikovan a klonovan do expresniho vektoru Champion™
PET101/D-TOPO® (Invitrogen) podle protokolu od vyrobce. Po nasledné transformaci
kompetentnich bun€k E. coli One Shot TOP10 byl proveden screening na pfitomnost
inzertu. Byla pouzita metoda PCR. Sekvenovanim plazmidu obsahujiciho spravny inzert s
T7 promotor primerem byl ovéfen spravny Cteci ramec. V piipadé pfitomnosti inzertu ve
spravném sméru byly kompetentni buriky BL21 start (DE3) One Shot® transformovany

rekombinantnim expresnim plazmidem. Postupy byly nasledovany podle protokolu.

Transformované buiiky BL21 StarTM (DE3) One Shot® byly pieo¢kovany do 10 ml LB
média, které obsahovalo amplicilin (50 pg/ml). Vzorky byly pfes noc inkubovany
Vv tfepacce na 37 °C. Dalsi den doslo k ptresazeni 500 pl bun€k do 10 ml nového LB média

se stejnym obsahem amplicilinu jako v pfedeslém kroku a takto presazené bunky byly
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tiepany v 37 °C po dobu 2 hodin. Narostlé buiiky byly rozdélené do dvou zkumavek po
5 ml. Do jedné ze zkumavek byl ptidan IPTG (Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside -
cilova koncentrace 1mM) pro indukci exprese rekombinantniho proteinu. JeSté pied
pfidanim IPTG do reakce, byl odebran nulty (neindukovany) vzorek. Zkumavky byly
vraceny do tfepacky. Kazdou hodinu po dobu 6 hodin byl odebiran vzorek z kazdé
zkumavky. Odebrané vzorky byly sto¢eny a zbytek LB média byl odebran. Bunky byly
rozpustény ve 150 ul 1x PBS a sonikované pomoci sonikatoru (Bandelin Sonoplus).
Sonikované vzorky byly stoc¢eny po dobu 20 minut na maximalnich otackach v centrifuze

na 4 °C. Supernatant byl odebran a uschovan na -20 °C.

3.2.18. Western blot
Vzorky z pilotni exprese rekombinantniho proteinu byly rozdéleny pomoci SDS-page
elektroforézy. Proteiny byly pfeneseny na PVDF membranu (Millipore), kterd byla
zaktivovana 100% methanolem a nasledné promyta ve vod¢ a transferovém pufru. Pfenos
z gelu na membranu se uskute¢nil v pfistroji Idea Scientific Company (USA). Pfenos trval
1,5 hodiny pii 10 V. Po pfenosu doslo k promyvani membrany 2x po 10 minut v pufru
TBS. Membrana po promyvani byla blokovana 1 hodinu v TBS pufru s 3%BSA a znovu
3x promyta po dobu 10 minut v pufru TBS-Tween. Promyta membrana byla nasledné
hybridizovana 1 hodinu v TBS-Tween pufru, ktery obsahoval Ni-NTA konjugat.
Membrana byla znovu promyta 3x po 10 minutach v pufru TBS-Tween. Pro zviditelnéni

signdlu na membrané byla pouzita HRP (horse raddish peroxidase, kifenova peroxidaza).

3.2.19. Purifikace rekombinantniho proteinu pii nativnich podminkdch

Transformované buniky BL21 StarTM (DE3) One Shot® byly pifeockovany do 10 ml LB

média, které obsahovalo amplicilin (50 pg/ml). Vzorky byly pfes noc inkubovany
v tiepaCce na 37 °C. Nasledn€ doslo k presazeni 1 ml bunék rostoucich ptes noc do 50 ml
LB média s amplicilinem (50 pug/ml). Buiky rostly 2 hodinu v tfepacce na 37 °C, po této
dobé byl pfidan IPTG (1 mM) a kultura byla inkubovéana dalsi 4 hodiny. Nasledn¢ doslo
ke stoceni bun¢k a pelet byl rozpustén v 5 ml lyzacniho pufru. Do smési byl ptidan lysozym
(1 mg/ml). Reakce byla inkubovana na ledu 30 minut. Nasledovala sonikace 6x po 10 s pii
20 kHz. Bunky byly sto¢eny a supernatant byl pfenesen na kolonku s1 ml Ni-NTA
agardzy, ktera byla predem promyta dd H»O a ekvilibrivovana lyza¢nim pufrem (30 min
pii 4°C). Ni-NTA agardza s bunéénym lyzatem byla inkubovana pii 4 °C pfes noc na
rotatoru. Pfed nanaSenim na kolonu ze supernatantu byl odebran 1. vzorek pro dalsi

analyzu. Dalsi den nasledovala purifikace rekombinantniho peptidu. Kolonka byla promyta
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(5x po 2 ml) promyvacim pufrem a cilovy protein byl eluovan z kolonky elu¢nim pufrem

(5x po 0,5 ml). Vsechny frakce byly uschovany pro dalsi analyzu.

Pro vylepSeni podminek purifikace doslo k odebrani imidazolu z lyza¢niho pufru a ke

snizeni imidazolu v promyvacim pufru.

3.2.20. Analvyza vzorkt pomoci SDS — page elektroforézy

14 ul supernatantu bylo smichano s 5 pl vzorkového pufru a 1 pl redukéniho Cinidla.
Vzorky byly denaturovany 10 minut na 99 °C a poté ihned zchlazeny na ledu. Vzorek byl
nanesen na polyakrylamidovy gel, ktery obsahoval zaostfovaci gel (4%) a rozdélovaci gel
(16%). Eletroforéza probihala v piistroji Hoefer SE 250 pii 30 V na zaostfovacim gelu a
nasledné pti 150 V na rozfazovacim gelu v katodovém a andédovém pufru. Po skonceni
elektroforézy byl gel promyt 3x vodou po dobu 10 minut a nasledné byl pfes noc barven v
roztoku PageBlue™ (MBI Fermentas). Po promyti vodou (3x po 20 min) byl gen vyfocen

na bilém svétle.

3.2.21. Antimikrobialni aktivita rekombinantniho proteinu - pilotni pokus

Transformované butiky BL21 StarTM (DE3) One Shot® byly pieockovany do 10 ml LB

média, které obsahovalo amplicilin (50 pg/ml). Vzorky byly pfes noc inkubovany
Vv tiepaccee na 37 °C. Dalsi den doslo k ptesazeni celého objemu bunék do 500 ml nového
LB média se stejnou koncentraci amplicilinu jako v pfedeslém kroku a takto ptesazené
bunky byly tiepany v 37 °C po dobu 2 hodin. K LB médiu byl pfidan IPTG (1mM) a bunky
byly vraceny do 37°C do tfepacky na 4 hodiny. Po uplynuti inkubaéniho ¢asu doslo ke
sto¢eni bun€k. Bunky byly nasledné rozpustény v 5 ml lyzaéniho pufru. Do smési byl
pfidan lysozym (1 mg/ml). Reakce byla inkubovana na ledu 30 minut. Nésledovala
sonikace 6x po 10 spii 20 kHz. Bunky byly stoCeny a supernatant byl pfenesen na
Ultrafree-CL microcentrifuge filters (MWCO 30 000 Da) pro odstranéni proteinil vyssi

molekulové hmotnosti. Supernatant byl stacen 3 hodiny pii 5 000 X g.

K analyze antimikrobialni aktivity rekombinantniho proteinu byly pouZity kultury bakterii
Escherichia coli (G-), Chryseobacterium meningosepticum (G-), Enterococcus faecalis
(G+) a Staphylococcus aureus (G+). Tyto bakterie byly ze zmrazené kultury klickou
odebrany do Cerstvého LB média. Nasledné byly bakterie naockovany na Petriho misky
s LB agarem a byly inkubovany ptes noc ve 37 °C. Buniky byly dalsi den pifeockovany na
novy LB agar a po uschnuti kultury byl aplikovan hruby bunéény lyzat AnlrDef peptidu

po indukci. Hruby bunéény lyzat byl rozdélen na frakce pted filtraci a po filtraci ptes
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kolonu s 30 kDa cut-off membranou (Ultrafree-CL microcentrifuge filters (MWCO 30 000
Da)). Frakce byly rozdéleny na dvé poloviny, jedna byla ptefiltrovana pies 0,22 um filtr
pro odstranéni necistot (sterilaci) a jedna bez prefiltrovani. Obé frakce byly naneseny ve
dvojim opakovani po 1 ul a 5 ul. Jako pozitivni kontrola byl pouzit amplicilin (50 pg/ml)
a jako negativni kontrola lyzac¢ni pufr, ve kterém se peptid vyskytoval. Takto pfipravené
kultury byly inkubovany 8 hodin ve 37 °C. Koncentrace proteinu byla méfena pomoci

spektrofotometru.

34



4. Vysledky

4.1. Izolace RNA, DNA a syntéza cCDNA
RNA byla izolovana z maximalné 30 mg tkané, popfipad¢ jednotlivych stadii klistat. Na
izolaci DNA byla pouzita vZdy jedna nasata samice, 5 nenasatych samic nebo samcu a 30
nymf. Koncentrace izolované RNA a DNA z jednotlivych organt klistéte a z celého klistéte

jsou zaznamenany v tabulce IV.

Tab. IV: Koncentrace vzorka.

Vzorek DNA (ug/mL) RNA (png/mL)
Larvy nenasaté - 33
Larvy nasaté - 194
Nymfy nenasaté - S7
Nymfy nasaté 428 582
Samice nenasata 62 96
Samice nasata 139 232
Samec 45 10
Slinné Zlazy - 20
Vajecniky - 62
Stireva - 31
Malpigické trubice - 25
Hemolymfa - nasata ¢ - 22
Slinné Zlazy — nasata ¢ - 159
Vajefniky — nasata - 397
Sti‘eva — nasata ¢ - 150
Malpigické trubice — nasata ¢ - 136

Z RNA nasatych nymf, nasatych samic a nenasatych samic byla syntetizovana cDNA.
Kvalita cDNA byla zkontrolovdna metodou PCR za pouziti primer pro aktin klistéte.
Vysledky byly analyzovany na 1% agar6zovém gelu. Ziskany PCR produkt (440 bp)

odpovidal spravné velikosti fragmentu genu pro aktinu.
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Marker

Obr. 6: Kontrola kvality cDNA pomoci aktinovych primeri (- negativni kotrola, 1 — nasata

nymfa, 2 — nenasata samice, 3 — nasata samice, marker 100 bp).

4.2. lzolace fragmentu defenzinu
Metodou PCR, za pouziti specifickych primert, byl ziskan fragment kodujici gen AnlrDef
peptid. Primery byly navrzené podle sekvence, ktera byla objevena z knihovny
transkiptomt vytvofené z nasatych samic Ixodes ricinus (GenBank: JAC94130.1). PCR
produkty ziskané amplifikaci za pouziti Taq polymerazy od Promega nebyly dostate¢né

viditelné, proto byla pouZita senzitivn€jsi PCRBIO Ultra Polymeraza.

Marker

300 bp

Obr. 7: Amplifikovany fragment genu o velikosti 220 bp (- negativni kontrola, 1 — nasaté

nymfy, 2 — nenasata samice, 3 — nasata samice, marker 100 bp).
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PCR produkt byl purifikovan z gelu a odeslan na sekvenac¢ni analyzu. Sekvenacéni reakce
byla pfipravena pfesné¢ podle predpisi ze sekvenacni laboratofe (koncentrace PCR
produktu 80 - 100 ng/ul a primeru 5 uM). Sekvenovani bylo provedeno z obou koncii
(primery F1 a R1) pro vétsi presnost.

Ziskana sekvence byla zaslana do GenBank:

ATGTCGGCTTTGAGATTCTCGCTTCTTCTCGTCCTTCTTGCAGCAGTTTCGGTG
GCATCGGGAAGAGTTCACGTTGACCATAATGAAGGTCCACCTACATATGGCT
GCCCCTTCAACGACATTCCGTGCCAGAACCACTGTCAGGAAGATGGCTACTT

GTACGGGGAATGCACAGATGCCCTTCATTCTACTTGCATGTGCAAACGATG.

Vysledky porovnani ziskané sekvence se sekvenci uvedenou v GenBank jsou uvedeny na

obrazku 8.
Score Expect Identities Gaps Stranc
316 bits(171) 2e-91 200/214(93%) 2/214(0%) Plus/P
Query 1 TTCTCGCTTCTTCT CCTTCTT GCAGTTTCGGTGGCATCG 68
, ||||I|||II|||I||||I|||II|||I| FOLCLEEQ ULty
Sb]ct 1 CTCGCTTCTTCT CCTTCTT GCAGTTTCGGTGGCATCG 6@
Query 61 ATAATGAAGGTCCAC “ATG GCCCCTTCAACGAC 120
, ||||I|||II|||I||||I|||II|||I||||I| LR LTl
Shijct 61 CATAATGAAGGTCCAC ATG GCCCCTTCAACGAC 120

Query 121 A GCCAGAACCACTGTCAGG ATG ACTTGTACG AATGCACAGATGCC 188
SmtMLQQMMmmaﬁﬁm@mum@mm&mgB@
Query 181 CTTgAYT ACTTGCATGTGCAAACG GATT 212
R ittt At

Obr. 8: Porovnani ziskané sekvence se sekvenci z GenBank (putative defensin [Ixodes

ricinus], accession number JAC94130).

4.3. 3’'RACE PCR
Cela sekvence genu byla ziskdna pomoci RACE PCR za pouziti PCRBIO Ultra
polymerazy. Po Gspésném zaklonovani RACE PCR produktu do PCR-4-TOPO vektoru a

sekvenovani rekombinantt byla pfectena cela sekvence genu az do poly-A konce.
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500 bp

Marker

Obr. 9: Amplifikovany gen koédujici AnlrDef za pouziti primeru F1 a reverse primeru pro

polyA konec (Marker 100 bp, - negativni kontrola, 1 — nymfy, 2 — nasata samice).

Marker

500 bp

Obr. 10: ,,Screening® rekombinantll na pfitomnost inzerti pomoci gen specifickych
primertt a M13 primerd na plazmidu (- negativni kontrola, 1 - 3 gen specifické primery

F1/R1, 1p - 3p M13 F/R primery na plazmidu, marker 100 bp).
Sekvence celého genu:

ATGTCGGCTTTGAGATTCTCGCTTCTTCTCGTCCTTCTTGCAGCAGTTTCGGTG
GCATCGGGAAGAGTTCACGTTGACCATAATGAAGGTCCACCTACATATGGCT
GCCCCTTCAACGACATTCCGTGCCAGAACCACTGTCAGGAAGATGGCTACTT
GTACGGGGAATGCACAGATGCCCTTCATTCTACTTGCATGTGCAAACGATG3’
UTR:

*attttagcaaaagcaacgatagttgtcgttctataaataaaccatctagctgagttgctaataaacatgtgaaacaagggaaa

Cela sekvence genu byla opét porovnana se sekvenci ziskanou z GenBank.
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7e.7% identity; Global alignment score: BOE

1a 2a 30 44 5@ &8
744525 ATOTCOOCTTToAGATTCTCGCTTCTTCTCATCCTTCTTGCAGCAGT TTCAGTGOCATIG

1a 28 30 4a 5@ o8

7a ga 9a laa 11a 1@

744525 OLGAAGAGTTCACGTTGACCATAATGAAGGTCCACCTACATATGRCTOCCCCTTCAACGAL
GOAAGAGTTCACGTTGACCATAATGAAGOTCCACCAGCTTATGETTOCCCCTTCAACGAL

7a 88 =15 laa 11@ 1z2a

13a 14a 15@ laa 170 18a
744525 ATTCCGTOCCAGAACCACTOTCAGGAAGATGECTACTTGTACGEGGAATGCACAGATGEC

13@ 148 15@ laa 17@ 18@&

19@ 2ae 21@a 228 23a
744525 CTTCATTCT-ACTTGCATATGCAAACGA-TGATTTTAGCASAAGCAACOATAGTTGTCAT
CTTCTTTCTTACT TGCATGTOCARACOAATOATTTTAG- -~~~ ~- -~~~ --------
19a 2ga 21@

248 25a 268 27a 28e 29a
744525 TCTATAAATAAACCATCTAGCTGAGTTOCTAATAAACATETGAAACAAGEEAAS

Obr. 11: Porovnani ¢asteénych sekvenci v NCBI (accession number JAC94130).

Cela nukleotidova sekvence genu byla pomoci online programu piepsana do

aminokyselinové sekvence.

5'3' Frame 1
MetSALRFSLLLVLLAAVSVASGRVHVDHNEGPPTYGCPFNDIPCQNHCAQE
DGYLYGECTDALHSTCMetCKR StopF StopQKQRStopLSFYKStopTIStopLSC
StopStop TCETRE

Obr. 12: Piepsana sekvence genu do AMK sekvence pomoci

http://web.expasy.org/translate/ (Funk¢ni ke dni 1. 2. 2016).

Porovnani AMK sekvence ukazalo 92% shodu mezi peptidy.
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ide*‘tit"-,' in 63 residues overlap; Score: 312.8; Gap frequency: @.8%

Userseql 1 MSALRFSLLLVLLAAVSVASGRVHVDHNEGPPTYGCPFNDIPCONHCQEDGY LYGECTDA
Userseql 1 MSALRFSLLLFLLVAVSVASGRVHVDHNEGPPAYGCPFNDMPCONHCQEDGY LYGECTDA
Userseql 61 LHS
Userseq2 6l LLS

Es ES

Obr. 13: Porovnani AMK sekvence v programu ExPASy (horni sekvence je AnlrDef, dolni
je puvodni z GenBank (JAC94130)).

4.4. Insilico charakterizace proteinu

Cely protein (v¢etné signalni sekvence) ma 68 AMK, molekulové véha je 7556,6 daltont,

pl 5,64, néboj -3,3.

e AMK sekvence nového defenzinu byla porovnand se sekvencemi v riznych
databazich. Nejvyssi shody (46%) ukazal hypoteticky protein z klistéte |.

scapularis a defenziny z riznych organizmd, v¢etné klistat.
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Description

hypothetical protein IscW_ISCW023545 [Ixodes scapularis]

Defensin [Argas monolakensis]

Defensin [Stegodyphus mimosarum]

defensin 2 [Haemaphysalis longicornis

RecName: Full=Defensin; AltName: Full=Varisin A1; Flags: Precursor

Defensin [Argas monolakensis]

antimicrobial peptide [Haemaphysalis longicornis

arthropod defensin [Actinomyces sp. oral taxon 171]

Defensin [Stegodyphus mimosarum]

hypothetical protein H101_03483 [Trichophyton interdigitale H6

secreted salivary gland peptide, putafive [Ixodes scapularis]

scapularisin preproprotein, putative [Ixodes scapularis]

putafive secreted salivary gland peptide [Ixodes scapularis

persulcatusin [Ixodes persulcatus]

micasin precursor [Arthroderma otael

Obr. 14: Porovnani AMK sekvence s databazi NCBI.
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score
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ADAD90XDK1_IXORI - Putative defensin - Ixodes ricinus ... - View alignment

E-value: 490E-45
Score: 340

——— 8

Ident.: 92.1%

V5H3N8_IXORI - Putative secreted protein - Ixodes ricinus ... - View alignment

E-value: 90E-15
Score: 160

e e —————

Ident.: 48.5%

B7QIW0_IXOSC - Putative uncharacterized protein - Ixodes scapulari... - View alignment

E-value: 110E-12
Score: 140

. ——— 5

Ident.: 46.4%

QO09JE6_ARGMO - Defensin - Argas monolakens... - View alignment

E-value: 0.000026
Score: 104

e ——

Ident.: 41.2%

AOAOB7TGEB_9ARAC - Defensin - Stegodyphus mimo... - View alignment

E-value: 0.000086
Score: 100

— -1

Ident.: 33.8%

AQOAD23FMK1_9ACAR - Putative tick defensins 1 - Amblyomma cajenn... - View alignment

E-value: 0.00011
Score: 100

e ———— E— i

Ident.: 37.8%

QO09]E4_ARGMO - Defensin - Argas monolakens... - View alignment

E-value: 0.00041

Crarmn- OA

Obr. 15: Porovnani AMK sekvence v databazi UniProt.

e Motiv peptidu

In silico analyza AnlrDef peptidu ukazala piitomnost motivu charakteristického pro

defenziny.

I Ffan

Quer I !
4 0

Pfam (3 motifs)

Defenzin_2

Gamma—-thionin

Toxin_38

Pfam Position(Independent E-value) Description
Defensin_2 35..67(3.2e-05) | Detail (|PFO1097, Arthropod defensin
Gamma-thionin  [38..68(0.0017) | Detail |PFOO304, Gamma-thionin family
Toxin_38 33..67(0.0061) | Detail |PF14866, Potassium channel toxin

Obr.

(http://www.genome.jp/tools-bin/search_motif _lib).

16: Identifikace motivu charakteristického pro defenziny u AnlrDef peptidu

Nov¢ ziskanému peptidu byl ptidélen pracovni nazev AnlrDef (anionic Ixodes ricinus
defenzin). Motiv AnlrDef: C-(6)-C-(3)-C-(9)-C-(7)-C-(1)-C je typicky pro hmyzi
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defenziny, ktery je: C-X (5-16) — C-X (3) - C-X (9-10) — C-X (4-7) — C-X (1)- C (Seufi et
al., 2011).

e Struktura defenzinu

Pro modelaci struktury nového defenzinu byly vyuzity volné dostupné programy na

internetu, které pracuji na zaklad¢ nejvyssi shody v jejich databazich.

cont : JinaNNRNNNNRERENRNn-noni RN RRRRNRNRERNNN
Pred: —£7 —

Pred: CCHHHHHHHHHHHHHHHHC CCEEECCCCCCCCCCCCCCCE
Of: MSALRFSLLLVLLAAVSVASGRVHVDHMEGEE TY GCEFMND

140 20 30 41

Conf : JinNEEEEzonnnllnzniinannnsnll
Pred:

Pred: CCCCCCCCCCCEEEEECCCCCCCCLECCO
of: IPCOMHCOEDGYLYGECTDALHSTCHMCK

50 ad
le=g=nde
I:I = h=lix Confr LJIII[ = confidenc= of prediction
- I8
= strand Pr=dr predicted s=condary structur=
= ooil Afr target =s=qu=nce=

Obr. 17: Predikce sekundarni struktury AnlrDef (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk).

Obr. 18: Predikce 3D struktury (vlevo - AnlirDef, vpravo pro porovnani jiny defenzin

¢lenovcen) (http://swissmodel.expasy.org).

Pro defenziny jsou typické 3 disulfidické mistky ve struktute peptidu. AnlrDef ma ve své
struktute typicky pocet mustkil se specifickym spojeni cysteini C1-C4, C2-C5 a C3-C6.
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e e + |
+--- - |---|--------- + | |
| [ \ ||

......... 19........20........30........40........50........60.......
AA MSALRFSLLLVLLAAVSVASGRVHVDHNEGPPTYGCPFNDIPCQNHCQEDGYLYGECTDALHSTCMCK
DB_state 1 1 1 1 11
DB_conf 7 8 8 8 77

DB_bond  bond(36,57)
DB_bond  bond(43,65)
DB_bond  bond(47,67)

Conn_conf ©0.659006

Obr. 19: Predikce disulfidickych mistka (http://disulfind.dsi.unifi.it/).

SignalP-4 1 prediction (euk networks). Sequence

' ' ' ' " C-score
10 ¢ Sscore
Y-score ———
08 r .
08 r .
&
3
mn 04} .
02 ¢ .
00 _|H|HH|H|HHH‘ T |
MEALRFSLLLYLLAAVSVASGRYVHVDHNEGPPTYGCPFND | PCONHCOEDGY LYGECT DA LHSTCMC K
0 10 20 30 40 50 g0 70

Position

Obr. 20: Predikce ptitomnosti signalni sekvence

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).

Zjisténi signalni sekvence je dulezité vzhledem ke klonovani genu do expresniho vektoru

bez signalni sekvence. Signalni sekvence AnlrDef se odstépuje mezi 21 a 22 AMK.

Bylo zjisténo, Ze naboj AnlrDef 1 po odstépeni signalni sekvence zlstava zaporny. Tento
defenzin je tak tfetim popsanym zapornym defenzinem u klistat. Prvni zaporné nabity
defenzin byl popsany u klistéte A. hebraeum a druhy u H. longicornis. AnlrDef je prvnim

popsanym zaporné nabitym defenzinem z klistéte |. ricinus.
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Estimated charge at pH 7.00 =-3.3

ed residues. For a folded protein this iz not valid. However.

Estimated charge over pH range

pH Charge
400 351

450 31

500 13

5530 01

600 -08
630 -20
700 -33
750 44
800 -39
830 -78
900 -98
950 -114
10.00 -12.8

Obr: 21: Kalkulace naboje peptidu (http://protcalc.sourceforge.net/cgi-bin/protcalc).

Predikci biologické funkce doSlo k utvrzeni, Ze peptid by mohl mit antimikrobialni

vlastnosti.

Biological Process Predictions

GO Term Description Number SVM Probability
530:0050829G0 defenseresponsetoGram-negativebacterium 10 0.291
50:0050830G0 defenseresponsetoGram-positivebacterium 10 0.251

Obr. 22: Predikce biologické funkce (http://www.shg.bio.ic.ac.uk/~mwass/combfunc/).

Pomoci databaze antimikrobialnich peptida (The antimicrobial peptide database,

http://aps.unmc.edu/AP/main.php) byla sekvence AnlrDef srovnana se sekvencemi

antimikrobidlnich peptidi v databazi.

Podle databaze antimikrobidlnich peptidi vykazuje AnlrDef nejvétsi homologii
s antimikrobialnim peptidem defenzinem z klisté¢te O. moubata, dale pak se zaporné
nabitym defezinem z klistéte A. hebraeum a defenzinem (mytilinem) ze slavky jedlé
Mytilus edulis. VSechny vySe uvedené antimikrobialni peptidy maji ptfedpokladanou
aktivitu proti G+, nebo G- bakteriim, nebo i k obéma najednou.
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Prediktivni fylogenetické zatazeni AnlrDef mezi ostatni klistata a mezi klistata rodu
Ixodes ukazalo, ze nové popsany defenzin je mezi vSemi klistaty nejblize k defenzinu
z klistéte A. hebraeum a O. moubata. Pti srovnani s jinymi druhy klistat rodu Ixodes

vykazoval nejvyssi shody s defenzinem 1. scapularis USA.

Dermacentor variahilis varisin LUSA
Rhipicephalus micraoplus Brazil
Ornithodoros maoubata USA

I. ricinus putative defensin LISA 3

I. scapularis LSA 4

Haemaphysalis longicarnis Japan 3
. ovatus ovatusin japan

. scapularis secreted salivary gland p
- persulcatus Japan

Cricinds MT3 Czech Republic

. ricinus MT4 Czech Republic
Cscapularis LISA 3

. ticinus defensin France
cscapularis LISA

Amblyomima americanum amercin USA
Amblyamima hebragum U
|_scanilar 2}
ricinus anltDef C

I rinus CZec
Lo ‘| I. ricinus sputative defensin LISA
Ornithodoros moubata defensin A Japan
Rhipicephalus pulchellus L1ISA 1
Haemaphysalis longicornis Japan
Haemaphysalis longicornis China
Haemaphysalis longicarnis longicarnsin
Dermacentor variabilis defensin-like pr
I. ricinus putative defensin LISA S
Rhipicephalus pulchellus USA
Haemaphysalis longicarnis Japan 2
Rhipicephalus pulchellus LISA 1T
I. ticinus putative defensin USA
Dermacentor andersoni ABKEZB6E LUSA
I. ricinus putative defensin LISA
Rhipicephalus sanguineus Brazil
Rhipicephalus pulchellus LISA 15

Tra8

T I T T I T T
&00 200 100 &0 20 10 A 201 a0
Mucleotide Substitutions 1000

Obr. 23: Fylogenetické zatazeni AnlrDef mezi defenziny riznych rodu klist’at.
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. ricinus putative defensin LISA
_ticinus putative defensin LUSA 4
. ticinus putative defensin USA 2
L ticinus putative defensin LUSA 8
. ricinus putative defensin LUSA 9
. ficinus Putative defensin USA T
ticinus preprodefensin 2 CE
ticinus MT2 CL
ticinus MT4 C£
. ricinus France
- -mmmmmmmmmmmmmmee- I. scapularis LISA 4
_____________________ [ I. ticinus defensin France
I. scapularis LISA 3
=1 j= LISA 1
_ricinus anlrDef C
l. ricinus
I. scapularis LISA
_[ I. ricinus sputative defensin LISA 11
|
|

L scapularis LISA 2

. ovatus ovatusin japan

|. scapularis secreted salivary aland p
l.scapularis USA S

I. persulcatus Japan

I. ricinus putative defensin LUSA 1

G001
T T T T T T 1

GO0 500 400 300 200 100 0
Mucleotide Substitutions 1000

Obr. 24: Zafazeni AnlrDef mezi defenziny klist'at rodu Ixodes.

4.5. Produkce rekombinantniho proteinu
Pro klonovéani do expresniho vektoru byly navrzeny nové primery. Primer forward byl
navrzen na oblast za signdlni sekvenci a primer reverse na konec sekvence, ktera byla

ziskana pomoci RACE PCR.

500 bp

Obr. 25: Amplifikovany fragment genu bez signalni sekvence a se signalni sekvenci (-

negativni kontrola, 1 — zraly peptid (bez signalni sekvence), 2 — cely gen, marker 100 bp).
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Jako templat byl pro PCR pouzity plazmid, ktery obsahoval tizeny inzert. PCR produkty
byly purifikoviny z gelu a zaklonovany do expresniho vektoru pET101/D-TOPQ®.
Rekombinanty byly nasledné kontrolovany pro pfitomnost inzertu a plazmid byl odeslan
na sekvenac¢ni analyzu s T7 primery. Sekvence potvrdila pfitomnost inzertu ve spravném
¢tecim ramci. Sekvence fizniho proteinu (vCetné ¢asti plazmidu nutné pro expresi proteinu

v *y .
— oznacena ):

AGAGTTCACGTTGACCATAATGAAGGTCCACCTACATATGGCTGCCCCTTCAA
CGACATTCCGTGCCAGAACCACTGTCAGGAAGATGGCTACTTGTACGGGGAA
TGCACAGATGCCCTTCATTCTACTTGCATGTGCAAACGA “aagggcgagctca

agcttgaaggtaagcctatcectaaccctetecteggtctegattctacgegtaccggtcatcatcaccatcaccattga.
Aminokyselinova sekvence proteinu:

RVHVDHNEGPPTYGCPFNDIPCQNHCQEDGYLYGECTDA
LHSTCMCKR *kgelklegkpipnpllgldstrtghhhhhh Stop.

Fuzni protein ma molekulovou vahu 8,795 kDa.

Exprese rekombinantniho proteinu byla docilena transformaci expresnich bunék E. coli
BL21 star. Nasledoval pilotni pokus pro ovéfeni exprese proteinu. Zndzornéni exprese

cilového fuzniho proteinii pomoci SDS-page elektroforézy je predstaveno na obr. 26.
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Obr. 26: Casovy harmonogram exprese rekombinantniho proteinu a PVDF membrana
S pfitomnymi proteiny z ¢asové exprese rekombinantniho proteinu (1. hodina, 2. hodina, 3.

hodiny, 4. hodina).
Tteti hodina ukazuje nejvétsi nardst exprese.

Ptitomnost rekombinantniho proteinu byla potvrzena pomoci anti-His protilatek prenosem

proteinti z SDS-gelu na obr. 26 na membranu PVDF membranu diky metodé¢ Western blot.

Po prokazani pfitomnosti rekombinantniho AnlrDef peptidu doslo k nativni purifikaci
proteinu za piedepsanych podminek v protokolu Ni-NTA Spin Kit Handbook. V tomto
piipadé protein na Ni-NTA agarézu nebyl navazan. Proto byly zménény purifikaéni
podminky. Z lyzaéniho pufru byl k odstranén imidazol uplné a v pfipadé promyvaciho

pufru bylo snizeno mnozstvi imidazolu na 10 mM.
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1. 2. 3. Makerd. 5.

Obr. 27: Nativni purifikace proteinu (1 — lyzat, 2 — vzorek protekly kolonou, 3 — promyvaci
pufr protekly kolonou, 4 — 5 — eluce).

4.6. Antimikrobialni aktivita rekombinantniho proteinu - pilotni pokus
Pro odstranéni nepotiebnych proteint v bunééném lyzatu byl prefiltrovan supernatant pres
filtr Ultrafree-CL microcentrifuge filters (MWCO 30 000 Da).

Obr. 28: Rozdéleni smési proteint pres filtr (1 — frakce pted filtraci, 2 — piefiltrovana
frakce).
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Kultury Escherichia coli, Chrysobacterium meningosepticum, Enterococcus faecalis a
Staphylococcus aureus byly naneseny na LB agar s amplicilinem a bez amplicilinu.
VSechny bakterie rostly pouze na LB agaru bez amplicilinu. Po pfesazeni bunék na novy
LB agar byl pouzit pro kontrolu antimikrobialnich vlastnosti AnlrDef hruby lyzat, vzorek

pted filtraci a po filtraci. Byly vybrané tyto frakce pro nejvyssi koncentrace proteinu.
Pomoci spektrometru byla zmétena orientaéni koncentrace proteinu jednotlivych frakei.

Tab. V: Koncentrace proteinli v jednotlivych frakcich.

Vzorek Koncentrace (ng/ nl)
Hruby lyzat 40,8

Frakce proteinu vétSich nez 30 kDa 36,3

Frakce proteini mensich nez 30 kDa 2,206

Obr. 29: Ptiklad Petriho misky s bunikami Staphylococcus aureus a s nanesenymi frakcemi
(1 — hruby lyzat (5 pl — sterilni), 2 — hruby lyzat (1 pl — nesterilni), 3 — hruby lyzat (5 pl —

nesterilni), 4 — frakce proteint vétsi nez 30 kDa (5 pul — nesterilni)).
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Obr. 30: Ptiklad Petriho misek s buitkami Staphylococcus aureus s pozitivni kontolou (+)

a negativni kontrolou (-).

Tab VI: Piehled vysledkl z antimikrobialniho pokusu.

Vzorek E.coli St aureus E. faecalis ch. _ _
meningosepticum
Hruby lyzat - + - +
Frakce prot. vétSich nez 30 kDa - + - -
Frakce prot. menSich nez 30 kDa - - + +

Pilotni analyza antimikrobialniho potencidlu rekombinantniho proteinu AnlrDef zfetelné
prokazala omezeni rustu bakterii Enterococcus faecalis (G+), Staphylococcus aureus
(G+) a Chryseobacterium meningosepticum (G-). Tyto bakterie byly vybrany jako

zastupci predstavitelti gram pozitivnich a gram negativnich bakterii.

4.7. Exprese genu kodujiciho AnIrDef v riznych tkanich a vyvojovych stadiich

I. ricinus
Pro analyzu exprese AnlrDef v rtznych tkanich a vyvojovych stadiich I. ricinus byla
pouzita RNA (koncentrace 20 ng/ul) vyizolovana ze slinnych zlaz, hemolymfy, vaje¢niku,
sttev, malpigickych trubic nasatych a nenasatych samic a také z celych nasatych a

nenasatych samic, samci, nasatych a nenasatych nymf a larev.

Pro kontrolu byla provedena reakce s aktinovymi primery klistéte. Kontrola byla provedena

u vSech stadii klistéte a vSech tkani.

52



500 bp

Obr. 31: Potvrzeni ptitomnosti aktinu v cDNA z jednotlivych stadii klistéte - negativni

kontrola, 1 — nymfa, 2 — nenasata samice, 3 — nasata samice).

e Exprese genu kodujiciho AnlrDef v jednotlivych stadiich I. ricinus a tkanich nasaté

a nenasaté samice

Ke zjisténi exprese genu byly vyuzity primery F1/R1M na cely gen defenzinu.

Obr. 32: Exprese genu v jednotlivych stadiich I. ricinus (- negativni kontrola, 1 — nenasaté
larvy, 2 — polonasaté nymfy, 3 —nenasaté samice, 4 —nasata samice 5 — samci, 6 — nenasaté

nymfy, 7 — nasaté larvy).

Tkané nasaté a nenasaté samice byly analyzovany stejnym zpisobem. Exprese genu byla
zkoumana ve vajenicich, slinnych zlazach, stievech a malpigickych trubicich. Vysledky

exprese genu Vv tkani viz tab. VIL
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Tab. VII: Exprese genu a aktinu v tkanich a stadiich klistéte.

Vzorek Actin AnlrDef
Larvy nenasaté + -
Larvy nasaté + +
Nymfy nenasaté + -
Nymfy nasaté + +
Samice nenasata + -
Samice nasata + +
Samec + -
Slinné Zlazy + -
Vajecniky + -
Stieva + -
Malpigické trubice + -
Hemolymfa - nasata ¢ + +
Slinné Zlazy — nasata ¢ + +
Vaje¢niky — nasata ¢ + +
Stfeva — nasata ¢ + -
Malpigické trubice — nasata ¢ + +

Analyza ukazala, Ze k expresi genu dochazi vyrazné¢ u nasatych klistat v porovnani
S nenasatymi kliStaty a stddium klistéte nehraje roli. Nejvyrazné&j$i exprese byla
zaregistrovana V ptipad¢ nasatych nymf. V piipad¢ tkani nenasaté samice nebyla exprese
genu prokazana u zadné tkané. Ve tkanich nasaté samice se AnlrDef exprimuje

vV hemolymf€, slinnych zlazach, malpigickych trubicich a vaje¢nicich stejnou mérou.

4.8. Analyza genomové struktury genu kédujiciho AnlrDef
Genomova struktura genu kodujiciho AnlrDef byla zkouméana na pfitomnost piipadnych
intronti. Pro tento ucel byla izolovana genomové DNA ze samcl, samic a nymf. Ani u

jednoho ze stadii nedoslo k prok4zani pfitomnosti intronii v genomové sekvenci.

Prvni experiment byl proveden za bézn¢ pouzivané annealingové teploty (50 °C). U vSech

stadii vzdy vznikal PCR produkt jedné velikosti. PCR produkt byl osekvenovan a sekvence
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se shodovala se sekvenci ziskanou z CDNA. Pro tyto ucely pouzita PCRBIO Ultra

polymeraza.

Marker

500 bp

Obr. 33: Amplifikovany fragment genu o velikosti 220 bp (- negativni kontrola, 1 — nasaté

nymfy, 2 — nenasaté samice, 3 — nasaté samice) z genomové DNA.

U druhého experimentu doslo ke snizeni annealingové teploty. Doslo k amplifikaci
riznych nespecifickych produktii. Pfitomnost intronii vV genomové sekvenci AnlrDef

nebyla prokazana.
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5. Diskuze

Klistata se béhem sani krve setkavaji se znaCnym mnozstvi patogent, které se v Krvi
vyskytuji. Efektivni imunitni systém klist'at zabranuje patogentim proniknout pies bariéry
do jejich téla. Jednou z ucinnych a rychlych odpovédi imunitniho systému klistat je
produkce antimikrobialnich peptidd pusobicich proti infekcim a traumatim. AMPs maji

schopnost pusobit na riizné patogeny diky své vysoké variabilité.

S rostoucim problémem rezistence patogenti na antibiotika se nabizi moznost vyuzit
klistata jako zdroj pro vytvofeni novych G€innych antimikrobialnich terapeutik. Obecné
jsou klistata I. ricinus schopna prezit infekce, které jsou jinak pro ¢lovéka Zivot ohrozujici.
Navic tyto infekce nezptsobuji klistatim zadna omezeni. Konkrétné v piipadé Lymské
boreliozy (LB), hemocyty klistéte eliminuji vétSinu spirochét pomoci fagocytozy
v hemocelu jesté pied tim, nez patogen dorazi do slinnych zlaz. Je patrny rozdil mezi
reakcemi imunity kliStéte na uréité patogeny. Reakce imunity klistéte na virus TBEV
(Tick-borne encephalitis virus) neni Zadna, na rozdil od reakce na spirochéty zptisobujici
LB, na které je odpovéd’ silna. Rtiznorodost reakci plyne z evoluce a to nejspis proto, Ze

Klisté je se spirochétami obeznameno podstatné del$i dobu nez s virem TBEV.

AMPs bezobratlych byly studovany velmi intenzivné jiz nékolik dekad. Vyzkumy AMPs
prinesly odpovédi na to, pro¢ jsou klistata tolik uspéSnym vektorem mnoha nebezpecnych
patogentl, zatimco samotna klistata si s t€émito patogeny snadno uméji poradit. Doposud
bylo popsano mnoho AMPs klistat. Bylo také prokdzano, Ze tyto AMPs jsou piedev§im
aktivni proti G+ bakteriim. Jisté druhy defenzinti jiz byly identifikovany v klistéti I. ricinus
(napt. Rudenko et al, 2007, Chrudimska et al., 2011, Tonk et al., 2014).

Antimikrobidlni aktivita defenzinl je obecné zaméfena na membrany bakterii, pies to, ze
mechanizmus neni zcela znamy. U Kladné nabitych defenzini dochazi k interakci
S negativné nabitymi ¢asticemi mikrobidlnich membran, napt. s lipopolysacharidy G-
bakterii, s polysacharidy G+ bakterii a s fosfolipidy (Raj et al., 2002). Tudiz se diky naboji
a zapornému pl zda byt nepravdépodobné, ze AnlrDef je pfitahovan zdporné nabitymi
Casticemi bakterialni membrany. Nicméné, posledni studie Romenstanda a kol. (2003)
vysvétluje, Ze v defenzinu z musle existuje funkéné vyraznd smycka. Tato smycka je
charakteristicka pfitomnosti jak pozitivné nabitych tak hydrofobnich AMK a ma funk¢ni
vyznam pii navazovani defenzinu musle na bakterialni membrany. Pozd¢ji po popsani a

charakterizovani prvniho zaporn¢ nabitého defenzinu klistat Lai a kol. (2004) provedli
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sekvencni porovnani v rodinach defenzinti bezobratlych a pfisli k zavéru, ze pfitomnost
pozitivné nabité a hydrofobni smycky, jako v ptipadé defenzinu musle, je konzervativni
vlastnost vSech defenzint. Tudiz, v pfipadé zaporn¢ nabitého defenzinu, véetné pravé
Vv této studii charakterizovaného AnlIrDef, se pravdépodobné muze vazat K bakterialni
membrané pies pozitivni a hydrofobni smy¢ku blizko C terminalniho konce, dokonce pies
to, ze celkovy naboj je negativni. Jind moznost je, ze AnlrDef plsobi antibakterialné ptes
alternativni mechanizmy jako je stimulace autolytickych enzymi, naruseni syntézy
bakterialni DNA, nebo proteintl, interagovani s intracelularnimi cili (viz 1.2.4 Zaporné

nabité defenziny).

Von Horsten a kol. v roce 2004 popsali atypicky zaporné nabity defensin-like peptid
Z primati a navrhli, ze defenziny jsou schopné fungovat jako lektiny, a tudiz se jsou
schopné spiSe vazat na bakteridlni povrch nez bezprostiedné lyzovat membrany buiky. To
znamena, ze funkce téchto peptidl je mozna vice komplexni a mize zahrnovat i jiné ukoly

nez jen imunitni obranu proti patogeniim.

V soucasné dobé jsou zndmé zpusoby, jakymi se patogeny dokazi u¢inné branit proti ataku
kladné nabitych AMPs. Mikroby ¢asto vyuzivaji pravé naboje k jejich obrané. Proto doslo
k vyvoji zaporné nabitych AMPs, které jsou schopné byt Géinné i proti jinak imunnim
mikrobim (Guilhelmelli et al. 2013). Tudiz je pfedmétné blize prozkoumat mechanizmus
pusobeni zaporné nabitych AMPs, a to i pravé popsaného AnlrDef. Nalez teprve tietiho
zaporn¢ nabitého defenzinu klist’at je nejen piinosem pro pochopeni komplexity rozmanité
rodiny antimikrobialnich proteinti bezobratlych, ale je také pokrokem v porozuméni

antimikrobialnich mechanizma.

Vysledky ukézaly, ze k expresi AnlrDef dochéazi vZdy u nasatych klist’at a stadium klistéte
nehraje roli. Regulace exprese defenzinu jako odpovédi na sani krve byla poprvé
pozorovana u krevsajiciho hmyzu Stomoxys calcitrans (pomoci Northern-blot analyzy)
(Lehane et al., 1997), nasledné¢ v klistéti Ornithodoros moubata (pomoci reverzni
transkripce PCR) (Nakajima et al., 2001, 2002) a pozd¢ji i v Ixodes ricinus (Rudenko et al,
2005). Bézné se ovsem vetilo, Ze genova exprese v téchto druzich je indukovana az po
septickém zranéni nebo infekci (Raj and Dentino, 2002). Nicméné v roce 2004 Lai a kol.
dokazali, ze ke zvySeni exprese dvou gent kodujicich defenziny v klistéti Amblyomma
dochazi jiz béhem sani klistéte na mysich. Prokazali, ze koncentrace defenzinu rostla
v prib¢hu sani kliStéte. Regulacni cesty pfi sani kliStéte jsou zapojené také v piipadé
genové exprese peptidu AnlrDef, ackoli tyto cesty prozatim nejsou znamé. Tento fenomén
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muze byt vysvétlen faktem, Ze klist'ata jsou pfi sdni ohroZena znacnym mnozstvim bakterii,
a tudiz musi dojit k i¢inné obrané proti tomuto riziku (Cociancich et al., 1993). Nebo se
muze jednat o funkce defenzinii, které doposud nebyly brany v potaz, jako je traveni krve.
Bylo prokazano, ze defenziny klist'at se exprimuji v riznych tkanich. Diskutovalo se, ze
exprese AMPs v téle vektoru odrazi jistou funkcni vlastnost v antimikrobialnich peptidech
bezobratlych (Brossard et al., 2004). Hmyzi defenziny jsou syntetizovany predominantné
Vv tukovém télisku (ekvivalent jater) a jsou sekretovany do hemolymfy (Dimarcq et al.,
1998). Nicméné, také krevsajici komaii a mouchy maji silnou expresi defenzinli ve
sttevech (Lehane et al., 1997). Nékteré¢ defenziny klistat byly detektovany s veétsi expresi
ve stievech (Nakajima et al., 2002), v hemocytech (Fogaca et al., 2004), ve slinnych
Zlazach a v jinych organech dilezitych pro krmeni a patogenni pienos (Valenzuela et al.,
2002). V nasi studii bylo prokazano, ze AnlrDef vykazuje nejvyssi expresi U nasatych
stadii klistéte, nasledné v hemolymf¢ odebrané z nasatych samic, ve slinnych zldzach,
malpigickych trubicich a vajecnicich z nasaté samice. Tyto vysledky ukazuji, ze AnlrDef
se tvori v klistéti béhem sani, kdy je pravdépodobné, ze se klisté setka s infek¢nim
materidlem, ale nemusi byt produkovan jen jako reakce na setkani se klistéte s infekénim

materialem.

In silico analyza funk¢énich aktivit AnlrDef potvrdila, ze peptid by mohl mit
antimikrobidlni vlastnosti, a to jak proti gram negativnim tak i gram pozitivnim bakteriim,
I diive popsané AMPs jsou aktivni proti gram negativnim, gram pozitivnim bakteriim a
houbam. Je faktem, ze defenziny nékterych klistat jsou schopné ucinné likvidovat i
spirochéty B. burgdorferi. Ve studii Johnse a spol. (2000) doslo k pozorovani, ze
hemolymfa s boreliemi infikovaného klistéte D. variabilis bez obsahu bunék silné inhibuje
spirochéty B. burgdorferi (72%), obzvlast’ v pfitomnosti kuteciho lysozymu. V priabéhu
vypozorovali indukci nového peptidu o MW 5,3 kDa, identifikovaného pozdéji jako
defenzin, stejn¢ tak doSlo ke zvySeni exprese ,,lysozyme-like* peptidi. Nicméné, bez
purifikace antimikrobialnich peptidii z hemolymfy nebylo mozné vysvétlit jak defenziny
nebo lysozymy ni¢i LB spirochéty. Lysozym z kutat neni proti boreliim u¢inny sam o sob¢,
ale jen v kombinace s defenzinem z klistéte dokaze ucinné nicit vétSinu borelii béhem 1
hodiny. Pfedpoklada se, ze schopnost hemolymfy D. variabilis eliminovat tyto bakterie je
mozna kvili synergickému efektu mezi témito dvéma peptidy. Pro porovnani hemolymfa
z klistéte I. scapularis, které bylo infikovano boreliemi, nebyla schopna viditeln¢ inhibovat

sprochéty. (Johns et al., 2001). Rozdil mezi expresi defenzini téchto dvou klistat D.
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variabilis and 1. scapularis mozna pomuze pochopit pro¢ je jen posledni z nich

kompetentnim vektorem pro pienos borelie.

AnlrDef izolovany z nasatého klistéte I. ricinus ukazuje vlastnosti, které maji i jiné
doposud charakterizované defenziny jako je: proteolytické zpracovani proprepeptidu,
disulfidické mustky, stejn¢ tak sekunddrni a terciarni struktury. Tudiz se daji ocekavat
stejné funkcni vlastnosti jako u jinych defenzinii. Nicméné diky jeho zdpornému naboji
nemuzeme vyloucit, Ze AnlrDef mlize mit i jinou neZ antimikrobialni funkci nebo muize

byt aktivni vii¢i jinym organizmim.

V soucasné dob¢ se AMPs vyuzivaji 1 pro klinickou praxi. Dochézi k vyuziti i geneticky
upravenych proteinli, poptfipadé i jinych technik, aby se dosdhlo vys$s$i vynosnosti
antimikrobidlni funkce. Zajimavé by mohlo byt vyuziti AnlrDef, pravé diky zapornému
naboji, ktery by se dal vyuzit na rezistentni druhy bakterii (Marr, 2006, Jureti¢ et al., 2009,
Scorciapino et al., 2012b, Medeiros, 2014). Zaporné nabité defenziny obecné a zejména
AnlrDef jsou nevyuzitym zdrojem antimikrobialnich latek s novym mechanizmem uc¢inku,

které maji potencial byt vyuzité pro aplikaci v medicing a biotechnologii.

Vysledky této prace plné€ nevysvétluji vSechny vlastnosti a antimikrobiélni schopnosti nové
nalezeného peptidu. Nicméné antimikrobialni funkce AnlrDef musi byt objasnéna s cilem
zjistit, zda nove popsany peptid miize nebo nemiize byt u¢innym proti n€kterym piivodciim

vektory ptenasenych nemoci.

Prioritou budoucich vyzkumii bude purifikace nativniho nebo syntetického peptidu s cilem
ziskat dostatec¢né mnozstvi peptidu pro analyzu jeho antimikrobialniho potencialu, provést
analyzy funk¢nich schopnosti proti Sirokému spektru patogend, které zptisobuji lidské
choroby a prozkoumat moZzné zapojeni AnlrDef do jinych Zivotné dileZitych procest

klist’at, jako naptiklad traveni krve.

Podobné prace jsou nezbytné k popsani a porozumeéni cest imunitniho mechanizmu vektort

s cilem vylepsit metody kontroly klist'at.
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. Zavér

Gen kodujici novy defenzin s pracovnim nazvem AnlrDef (anionic Ixodes ricinus
defensin) byl izolovan z klist'ete obecného Ixodes ricinus.

Podminky amplifikace genu z CDNA byly optimalizovany za pouziti senzitivnéjsi
PCRBIO Ultra polymerazy.

Cela sekvence genu byla ziskand pomoci 3’'RACE PCR.

In silico analyza AnlrDef prokazala ptitomnost typickych struktur a vlastnosti pro
hmyzi defenziny.

AnlrDef je tfetim defenzinem kliStat se zapornym nabojem vibec a prvnim
izolovanym z klistéte obecného I. ricinus.

Predbézna fylogeneticka analyza potvrdila, ze AnlrDef je nejvice podobny zaporné
nabitému defenzinu z klistéte Amblyomma hebraeum a Ornithodoros moubata.
Srovnani AnlrDef mezi klistaty rodu Ixodes vykazuje nejvy$si podobnost
s defenzinem I. scapularis (Severni Amerika).

Rekombinantni AnlrDef byl produkovan v bakterialnim expresnim systému.

Bylo zjisténo, Ze exprese genu kddujictho AnlrDef je indukovana krmenim.
Nejvyraznéji byla exprese prokdzéana u nasatych nymf.

Ve tkanich nasaté samice se gen exprimuje v hemolymf€, slinnych zlazach,
malpigickych trubicich a vajecnicich. V pfipad¢ tkdni nenasité samice nebyla
exprese genu prokazana.

Genomova struktura ziskaného defenzinu neobsahuje zadné introny.

Pilotni analyza antibakterialniho potencialu rekombinantniho proteinu AnlrDef
prokézala jeho schopnost inhibovat riist gram pozitivnich a gram negativnich

baktertii.

Predstavena prace byla obhdjena na konferenci Studentské grantové agentury
Piirodovédecké fakulty JihoGeské univerzity v Ceskych Bud&jovicich v roce 2015

a obsadila 3. misto mezi projekty.

60



7. Pouzité zkratky

AnlrDef - Anionic l.ricinus Defenzin

AMK — Aminokyselina

AMPs — Antimikrobialni peptidy

AAMPs — Anionic antimikrobialni peptidy

ATB — Antibiotika

BSA — Bovin serum albumin

CAMP — Cationic antimicrobial peptides

cDNA — Complementary DNA

DNA — Deoxyribonucleic acid

HRP - Horseradish peroxidase

G- bakterie — Gram pozitivni bakterie

G+ bakterie — Gram negativni bakterie

LB — Lymska borelioza

MRSA — Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
PCR — Polymerase chain reaction

RACE PCR — Rapid amplification of cDNA ends
RNA — Ribonucleic acid

SDS - Sodium dodecyl sulfate

TBS — Tris - buffered salin

61


https://en.wikipedia.org/wiki/Horseradish_peroxidase

8. Literatura

Bahar A.A., Ren D (2013): Antimicrobial Peptides. Pharmaceuticals. 6. 1543-1575.

Band V.1., Weiss D.S. (2015): Mechanisms of Antimicrobial Peptide Resistance in
Gram-Negative Bacteria. Antibiotics (Basel). 4. 18-41.
Beaty B.J., Marquard W.C. (1996): The biology of disease vectors. University press of

colorado.

Blanco-Padilla A., Soto K.M., Hernandez 1. M., Mendoza S. (2014): Food antimicrobials

nanocarriers. The Scientific World Journal. 2014. 11.

Brogden K. A., (2005): Antimicrobial peptides: pore formers or metabolic inhibitors in
bacteria? Nat. Rev. Microbiol. 3. 238-250.

Brossard M., Wikel S.K. (2004): Tick immunobiology. Parasitology. 129. 161-176.

Buckley A.M., Webber M.A., Cooles S., Randall L.P., La Ragione R.M., Woodward M.J.,
Piddock L.J. (2006): The acrab-tolc efflux system of Salmonella enterica serovar

Typhimurium plays a role in pathogenesis. Cell. Microbiol. 8. 847-856.

Campos M.A., Vargas M.A., Regueiro V., Llompart C.M., Alberti S., Bengoechea J.A.
(2004): Capsule polysaccharide mediates bacterial resistance to antimicrobial peptides.
Infect. Immun. 72. 7107-7114.

Capinera J.L. (2008) Encyclopedia of Entomology, 2nd edition. Springer. 1-4. 4346.

Cloete T., Kwaadsteniet M., Botes M., Romero J. M. (2010): Nanotechnology in Water

Treatment Applications. Casteir Academic Press. 3. 79.

Cociancich S., Ghazi A., Hetru C., Hoffman J.A., Letellier L. (1993): Insect defensin, an
inducible antibacterial peptide, forms voltage-dependent channels in Micrococcus luteus.
Biol Chem. 268. 19239-19245.

Cottagnoud P., Pfister M., Acosta F., Cottagnoud M., Flatz L., Kuhn F., Muller H.P., Stucki
A. (2004): Daptomycin is highly efficacious against penicillin-resistant and penicillin- and
quinolone-resistant pneumococci in experimental meningitis. Antimicrob Agents
Chemother. 48. 3928-3933.

62


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25927010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blanco-Padilla%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24995363
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Soto%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24995363
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hern%C3%A1ndez%20Iturriaga%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24995363
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mendoza%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24995363

Cox E., Michalak A., Pagentine S., Seaton P., Pokorny A. (2014): Lysylated phospholipids
stabilize models of bacterial lipid bilayers and protect against antimicrobial peptides.
Biochim. Biophys. Acta. 1838. 2198-2204.

Chan C., Burrows L.L., Deber Ch.M. (2004): Helix Induction in Antimicrobial Peptides by
Alginate in Biofilms. The Journal of Biological Chemistry. 37. 38749-38754.

Chrudimska T., Slaninova J., Rudenko N., Ruzek D., Grubhoffer L. (2011): Functional
characterization of two defensin isoforms of the hard tick Ixodes ricinu. Parasit Vectors. 4.
63.

Dalebroux Z.D., Matamouros S., Whittington D., Bishop R.E., Miller S.1I. (2014): PhoPQ
regulates acidic glycerophospholipid content of the Salmonella Typhimurium outer
membrane. Proc. Natl. Acad. Sci. 111. 1963-1968.

Dimarcq L., Bulet P., Hetru C., Hoffmann J. (1998): Cysteine-rich antimicrobial peptides
in invertebrates. Biopolymers. 47. 465—477.

Epand R.M., Vogel H.J. (1999): Diversity of antimicrobial peptides and their mechanisms
of action. Biochemica et Biophysica Acta.F 1462. 11-28.

Ezekowitz R.A., Hofmann J.A. (2003): Innate Imunity. Humana press inc.89-107.

Fogaca A. C., Lorenzini D. M., Kaku L. M., Esteves E., Bulet P., Daffre E. (2004):
Cysteine-rich antimicrobial peptides of the cattle tick Boophilus microplus: isolation,
structural characterization and tissue expression profile. Developmental & Comparative
Immunology. 28. 191-200.

Fox J.F. (2013): Antimicrobial peptides stage a comeback . Nature Biotechnology. 31.
379-382.

Frick 1.M., Akesson P., Rasmussen M., Schmidtchen A., Bjorck L. (2003): SIC, a Secreted
Protein of Streptococcus pyogenesThat Inactivates Antibacterial Peptides. The Journal of
Biological Chemistry. 278. 16561-16566.

Fujii G., Selsted M.E., Eisenberg D. (1993): Defensins promote fusion and lysis of
negatively charged membranes. Protein Sci. 2. 1301-1312.

63


http://www.sciencedirect.com/science/journal/0145305X
http://www.sciencedirect.com/science/journal/0145305X
http://www.jbc.org/search?author1=Inga-Maria+Frick&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jbc.org/search?author1=Per+%C3%85kesson&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jbc.org/search?author1=Magnus+Rasmussen&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jbc.org/search?author1=Artur+Schmidtchen&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jbc.org/search?author1=Lars+Bj%C3%B6rck&sortspec=date&submit=Submit

Fuse N., Hayashi Y., Fukata J., Tominaga T., Ebisui O., Satoh Y., Isohara T., Uno I., Imura
H. (1993): Purification and characterization of new anti-adrenocorticotropin rabbit
neutrophil peptides (defensins). Eur. J. Biochem. 216. 653-659.

Ganz T., Selsted M.E., Szklarek D., Harwig S.S., Daher K., Bainton D.F., Lehrer R.I.
(1985): Defensins. Natural peptide antibiotics of human neutrophils. J Clin Invest. 76.
1427-1435.

Ganz T., Lehrer R.I. (1995): Defensin. Pfiarmac. Thu. 66. 191-205.

Ganz T. (2003): The Role of Antimicrobial Peptides in Innate Immunity. INTEGR. COMP.
BIOL. 43. 300-304.

Gong D., Wilson P.W., Bain M.M., McDade K., Kalina J., Hervé-Grépinet V., Nys Y.,
Dunn 1.C. (2010): Gallin; an antimicrobial peptide member of a new avian defensin family,
the ovodefensins, has been subject to recent gene duplication. BMC Immunology. 11. 12.

Guilhelmelli F., Vilela N., Albuquerque P., Derengowski Lda S., Silva-Pereira I., Kyaw
C.M. (2013): Antibiotic development challenges: the various mechanisms of action of
antimicrobial peptides and of bacterial resistance. Front Microbiol. 9. 353.

Guina T., Yi E.C., Wang H., Hackett M., Miller S.I. (2000): A PhoP-regulated outer
membrane protease of Salmonella enterica serovar Typhimurium promotes resistance to
alpha-helical antimicrobial peptides. J. Bacteriol. 182. 4077-4086.

Hancock R.E.W., Falla T.J. (1996): Antimicrobial peptides: broad-spectrum antibiotics
from nature. Clinical Microbiology and Infection. 1. 226-229.

Hancock R.E.W., Chapple D.S. (1999): Peptide Antibiotics. Int J Pept Protein Res. 43.
1317-1323.
Harris F., Dennison S.R., Phoenic D.A. (2009): Anionic antimicrobial peptides from

eukaryotic organisms. Cuur Protein Pept Sci. 10. 585-606.

Harris F., Dennison S.R., Phoenix. D.A. (2016): Anionic Antimicrobial Peptides from
Eukaryotic Organisms. Current Protein and Peptide Science. 17. 85-606.

Hiemstra P.S., Zaat S. A. J. (2013): Antimicrobial Peptides and Innate Immunity.
Springer. Kap. 1, str 1-28.

Hoffmann J.A., Kafatos F.C., Janeway, C.A., Ezekowitz R.A.B. (1999): Phylogenetic

perspectives in innate immunity. Science. 284. 1313-1318.

64


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guilhelmelli%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24367355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vilela%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24367355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Albuquerque%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24367355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Derengowski%20Lda%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24367355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silva-Pereira%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24367355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kyaw%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24367355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kyaw%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24367355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24367355
http://www.sciencedirect.com/science/journal/1198743X
http://aac.asm.org/search?author1=Robert+E.+W.+Hancock&sortspec=date&submit=Submit

von Horsten H., Schifer B., Kirchho C. (2004): SPAG11/isoform HE2C, an atypical
anionic [3-defensin-like peptide. Peptides. 25. 1223-1233.

Hynes W. L., Ceraul S.M., Todd S.M., Seguin K.C., Sonenshine D.E. (2005): A defensin-
like gene expressed in the black-legged tick Ixodes scapularis. Medical Veterinary
Entomology. 19. 339-344.

Jensen T., Pedersen S.  S., Garne S., Heilmann C., Hoiby N., Koch C. (1987): Colistin
inhalation therapy in cystic fibrosis patients with chronic Pseudomonas aeruginosa lung
infection. J. Antimicrob. Chemother. 19. 831-838.

Jin T., Bokarewa M., Foster T., Mitchell J., Higgins J., Tarkowski A. (2004):
Staphylococcus aureus Resists Human Defensins by Production of Staphylokinase, a Novel

Bacterial Evasion Mechanism. The Journal of Immunology. 172. 1169 —1176.

Johns R., Sonenshine D.E., Hynes W.L. (2001): Identification of a defensin from the
hemolymph of the American dog tick, Dermacentor variabilis. Insect Biochemistry and
Molecular Biology. 31. 857—-865.

Johns R., Sonenshine D.E., Hynes W.L. (2000): Response of the tick Dermacentor
variabilis (Acari: Ixodidae) to hemocoelic inoculation of Borrelia burgdorferi
(Spirochetales). J Med Entomol. 2. 265-270.

Jones A., Gedrg M., Maudsdotter L., Jonsson A.B. (2009): Endotoxin, capsule, and
bacterial attachment contribute to Neisseria meningitidis resistance to the human
antimicrobial peptide LL-37. J. Bacteriol. 191. 3861-3868.

Jongejan K., Uilenberg G. (2004): The global importance of ticks. Parasitology. 129. 3-
14.

Jolivet-Gougeon A., Bonnaure-Mallet M. (2014): Biofilms as a mechanism of bacterial

resistance. Drug Discov. Today Technol. 11. 49-56.

Jureti¢ D., Vukicevi¢ D., Ili¢ N., Antcheva N., Tossi A. (2009): Computational design of
highly selective antimicrobial peptides. J Chem Inf Model. 49. 2873-82

Kagan B.L., Ganz T., Lehrer R.I. (1994): Defensins: a family of antimicrobial and
cytotoxic peptides. Toxicology. 87. 131-149.
Kastin A.J. (2013): Handbook of Biologically Active Peptides. Elsevier. Kap. 18. 103.

65


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0196978104002499
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0196978104002499
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01969781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Johns%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10730498
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sonenshine%20DE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10730498
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hynes%20WL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10730498
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10730498
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15938502
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19947578
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19947578

Kondejewski L.H., Farmer S.W., Wishart D.S., Hancock R.E.W., Hodges R.S. (1996):
Gramicidin S is active against both gram-positive and gram-negative bacteria. Int J Pept
Protein Res. 47. 460-466.

Lai R., Lomas L.O., Jonczy J. Turner P.C. Rees H.H. (2004): Two novel non-cationic
defensin-like antimicrobial peptides from haemolymph of the female tick, Amblyomma
hebraeum. Biochem. J. 379. 681-685.

Lambert J., Keppi E., Dimarcq J.L., Wicker C., Reichhart J.M., Dunbart B., Lepage P.,
Van Dorsselaer A., Hoffmann J., Fothergill J., Hoffmann J., Fothergrilli J., Hoffmann D
(1989): Insect immunity: isolation from immune blood of the dipteran Phormia terranovae
of two insect antibacterial peptides with sequence homology to rabbit lung macrophage
bactericidal peptides. Proc Natl Acad Sci U S A. 86. 262-266.

Leake I. (2015): IBD: cathelicidin can reverse intestinal fibrosis in models of colitis. Nat

Rev Gastroenterol Hepatol. 12. 3.

Lee M. T., Chen F. Y., Huang H. W. (2004): Energetics of Pore Formation Induced by
Membrane Active Peptides. Biochemistry. 43. 3590-3599.

Lehane M.J., Wu D., Lehane S.M. (1997): Midgut-specific immune molecules are
produced by the blood-sucking insect Stomoxys calcitrans. Proc Natl Acad Sci USA. 94.
11502-11507

Lehrer R.I., Ganz T. (1999): Antimicrobial peptides in mammalian and insect host

defense. Curr Opin Immunol. 11. 23-27.

Li Y., Xianga Q., Zhanga Q., Huanga Y., Su Z. (2012): Overview on the recent study of
antimicrobial peptides: Origins, functions, relative mechanisms and application. Peptides.
37.207-2015.

Lichtenstein, A. (1991): Mechanism of mammalian cell lysis mediated by peptide
defensins. Evidence for an initial alteration of the plasma membrane. J. Clin. Invest. 88.
93-100.

Lillehoj P.B., Kaplan C.W., He J., Shi W., Ho C.M. (2014): Rapid, electrical impedance
detection of bacterial pathogens using immobilized antimicrobial peptides. J Lab
Autom. 19. 42-49.

66


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kondejewski%20LH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8836773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Farmer%20SW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8836773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wishart%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8836773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hancock%20RE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8836773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hodges%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8836773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8836773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8836773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Van%20Dorsselaer%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2911573
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hoffmann%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2911573
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fothergill%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2911573
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2911573
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23850865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23850865

Lu X.,Che Q., Lv Y., Wang M., Lu Z., Feng F., Liu J., Yu H. (2010): A novel defensin-
like peptide from salivary glands of the hard tick, Haemaphysalis longicornis. Protein
Sci. 2010. 19. 392-397.

Luca M., Maccari G., Maisetta G., Batoni G. (2015): BaAMPs: the database of biofilm-
active antimicrobial peptides. Biofouling. 31. 193-199.

Marr A.K., Gooderham W.J., Hancock R.E.W.(2006): Antibacterial peptides for
therapeutic use: obstacles and realistic outlook . Current Opinion in Pharmacology. 6. 468—
472.

Matsuyama K, Natori S. (1988): Purification of three antibacterial proteins from the culture
medium of NIH-Sape-4, an embryonic cell line of Sarcophaga peregrina. J Biol Chem. 263.
17112-17116.

Medeiros K.A., Joanitti G.A.,, Silva L.P. (2014): Chitosan  nanoparticles
for dermaseptin peptide delivery toward tumor cells in vitro. Anticancer Drugs. 25. 323-
331.

Michaelson D., Rayner J., Couto M., Ganz T. (1992) : Cationic defensins arise from charge
neutralized propeptides: a mechanism for avoiding leukocyte autocytotoxicity. Institute

Journal of Leukocyte Biology. 51.

Moskowitz S.M., Ernst R.K., Miller S.I. (2004): PmrAB, a two-component regulatory
system of Pseudomonas aeruginosa that modulates resistance to cationic antimicrobial

peptides and addition of aminoarabinose to lipid A. J Bacteriol. 186. 575-579.

Nakajima Y., van der Goes van Naters-Yasui A., Taylor D., Yamakawa M. (2001): Two
isoforms of a member of the arthropod defensin family from the soft tick, Ornithodoros
moubata (Acari: Argasidae). Insect Biochem Mol Biol. 31. 747-751.

Nakajima Y., Taylor D., Yamakawa M. (2002): Involvement of antibacterial peptide
defensin in tick midgut. Experimental and Applied Acarology. 28. 135-140.

Neubauerova T., Mackova T., Macek T., Koutek B. (2009): Kationické antimikrobiélni
peptidy. Chem. Listy. 103. 460—-468.

Nizet V. (2006): Antimicrobial peptide resistance mechanisms of human bacterial

pathogens. Curr Issues Mol Biol. 8. 11-26.

67


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lu%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20027626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Che%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20027626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lv%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20027626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20027626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lu%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20027626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feng%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20027626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20027626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yu%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20027626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20027626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20027626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25760404
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25760404
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Medeiros%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24252980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Joanitti%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24252980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silva%20LP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24252980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=medeiros+2014+dermaseptin
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moskowitz%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14702327
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ernst%20RK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14702327
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miller%20SI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14702327
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14702327
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nakajima%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11378409
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20der%20Goes%20van%20Naters-Yasui%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11378409
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taylor%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11378409
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamakawa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11378409
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11378409
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16450883

Obrecht DI., Chevalier E., Mohle K., Robinson J. A. (2012). 3-Hairpin protein epitope
mimetic technology in drug discovery. Drug Discovery Today. 9. 63-69.

Ong Z.Y., Wiradhama N., Yang Y.Y. (2014): Strategies employed in the design and
optimization of synthetic antimicrobial peptide amphiphiles with enhanced therapeutic
potentials. Advanced Drug Delivery Reviews. 78. 28-45.

Oppenheim J., Biragyn A., Kwak L., Yang D. (2003): Roles of antimicrobial peptides such
as defensins in innate and adaptive immunity. Ann Rheum Dis. 62. 1i17-ii21.

Poole K. (2007): Efflux pumps as antimicrobial resistance mechanisms. Ann. Med. 39.
162-176.

Peréz A., Poza M., Fernandez A., Fernandez M.C., Mallo S., Merino M., Rumbo-Feal S.,
Cabral M.P., Bou G. (2012): Involvement of the AcrAB-TolC efflux pump in the
resistance, fitness, and virulence of Enterobacter cloacae. Antimicrob. Agents Chemother.
56. 2084-2090.

Raj P.A., Dentino A.R. (2002): Current status of defensins and their role in innate and
adaptive immunity. FEMS Microbiol. Lett. 206. 9-18.

Ramos R., Silva J.P.,Rodrigues A.C., Costa R., Guardao L., Schmitt F., Soares
R., Vilanova M., Domingues L., Gama M. (2011): Wound healing activity of the human
antimicrobial peptide LL37. Peptides. 32. 1469-1476

Romenstand B., Molina F., Richard V., Roch P., Granier C. (2003): Key role of the loop
connecting the two beta strands of mussel defensin in its antimicrobial activity. Eur J
Biochem. 13. 2805-2813.

Rowley A.F., Powell A. (2007): Invertebrate Immune Systems—Specific, Quasi-Specific,
or Nonspecific?. The Journal of Immunology. 179. 7209-7214.

Saido-Sakanaka H., Ishibashi J., Momotani E., Amano F., Yamakawa M. (2004): In vitro
and in vivo activity of antimicrobial peptides synthesized based on the insect defensin.
Peptides. 25. 19-27.

Rudenko N., Golovchenko M., Edwards M.J., Grubhoffer L. (2005): Differential
expression of Ixodes ricinustick genes induced by blood feeding or Borrelia
burgdorferi infection. J Med Entomol. 42. 36-41.

68


http://www.zora.uzh.ch/view/authors_for_linking_in_citation/Obrecht=3ADaniel=3A=3A.html
http://www.zora.uzh.ch/view/authors_for_linking_in_citation/Chevalier=3AEric=3A=3A.html
http://www.zora.uzh.ch/view/authors_for_linking_in_citation/Robinson=3AJohn_A=3A=3A.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Biragyn%20A%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kwak%20L%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silva%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21693141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rodrigues%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21693141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Costa%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21693141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guard%C3%A3o%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21693141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmitt%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21693141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Soares%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21693141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Soares%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21693141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vilanova%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21693141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Domingues%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21693141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gama%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21693141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Molina%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12823551
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Richard%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12823551
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roch%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12823551
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Granier%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12823551
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12823551
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12823551
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Powell%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18025161

Rudenko N., Golovchenko M., Grubhoffer L. (2007): Gene organization of a novel
defensin of Ixodes ricinus: first annotation of an intron/exon structure in a hard tick
defensin gene and first evidence of the occurrence of two isoforms of one member of the

arthropod defensin family. Insect Molecular Biology. 16. 501-507.

Saito Y., Konnai S., Yamada S., Imamura S., Nishikado H., Ito T., Onuma M., Ohashi K.
(2009): Identification and characterization of antimicrobial peptide, defensin, in the

taiga tick, Ixodes persulcatus. Insect Mol Biol. 18. 531-539.

Schmidtchen A., Frick .M., Bjorck L. (2001): Dermatan sulphate is released by proteinases
of common pathogenic bacteria and inactivates antibacterial alpha-defensin. Mol.
Microbiol. 39. 708-713.

Scorciapino M.A., Rinaldi A.C. (2012): Antimicrobial Peptidomimetics: Reinterpreting

Nature to Deliver Innovative Therapeutics. Front Immunol. 3. 171.

Selsted M.E., Tang Y.Q., Morris W.L., McGuire P.A., Novotny M.J., Smith W., Henschen
A.H., Cullor J.S. (1993): Purification, primary structures, and antibacterial activities of -
defensins, a new family of antimicrobial peptides from bovine neutrophils. 268. 6641-
6648.

Seufi A.M., Hafez E.E., Galal F.H. (2011): Identification, phylogenetic analysis and
expression profile of an anionic insect defensin gene, with antibacterial activity, from
bacterial-challenged cotton leafworm, Spodoptera littoralis. BMC Molecular Biology. 12.
47.

Siedenbiedel F., Tiller J.C. (2012): Antimicrobial Polymers in Solution and on Surfaces:
Overview and Functional Principles. Polymers. 4. 46-71.

Srinivas N., Jetter P., Ueberbacher B.J., Werneburg M., Zerbe K., Steinmann J., Van der
Meijden B., Bernardini F., Lederer A., Dias R.L., Misson P.E., Henze H., Zumbrunn J.,
Gombert F.O., Obrecht D., Hunziker P., Schauer S., Ziegler U., Kich A., Eberl L., Riedel
K., DeMarco S.J., Robinson J.A. (2010): Peptidomimetic antibiotics target outer-
membrane biogenesis in Pseudomonas aeruginosa. Science. 19. 1010-1013.

Stauss-Grabo M, Atiye S, Le T, Kretschmar M. (2014): Decade-long use of the
antimicrobial peptide combination tyrothricin does not pose a major risk of acquired
resistance with gram-positive bacteria and Candida spp. Pharmazie. 69. 838-841.

69


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/imb.2007.16.issue-4/issuetoc
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saito%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19604312
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Konnai%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19604312
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamada%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19604312
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Imamura%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19604312
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nishikado%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19604312
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ito%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19604312
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Onuma%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19604312
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ohashi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19604312
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19604312
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scorciapino%20MA%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rinaldi%20AC%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Selsted%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8454635
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tang%20YQ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8454635
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morris%20WL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8454635
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McGuire%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8454635
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Novotny%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8454635
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8454635
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Henschen%20AH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8454635
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Henschen%20AH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8454635
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cullor%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8454635
http://www.mdpi.com/search?authors=Felix%20Siedenbiedel&orcid=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20167788
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20167788
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stauss-Grabo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25985581
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Atiye%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25985581
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Le%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25985581
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kretschmar%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25985581
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25985581

Tang Y.Q., Yaun J., Osapay G., Osapay C., Tran D., Miller C., Quellette A., Selsted M.
(1999): A cyclic antimicrobial peptide produced in primate leukocytes by the ligation of
two truncated []-defensins. Science. 286. 498-502.

Todd S.M., Sonenshine D.E., Hynes W.L. (2007): Tissue and life-stage distribution of a
defensin gene in the Lone Star tick, Amblyomma americanum. Med Vet Entomol. 21. 141-
147.

Tonk M., Cabezas-Cruz A., Valdés J.J., Rego R., Chrudimska T., Strnad M., Sima R., Bell-
Sakyi L., Franta Z., Vilcinskas A., Grubhoffer L., Rahnamaeian M. (2014): Defensins from
the tick Ixodes scapularis are effective against phytopathogenic fungi and the human
bacterial pathogen Listeria grayi. Parasites & Vectors. 7. 554.

Tossi A., Sandri L. (2002): Molecular deversity in gene-encoded, cationic antimicrobial
polypeptides. Curr. Pharm. Des. 8. 743-761.

Tran A.X., Whittimore J.D., Wyrick P.B., McGrath S.C., Cotter R.J., Trent M.S. (2006):
The lipid A 1-phosphatase of helicobacter pylori is required for resistance to the
antimicrobial peptide polymyxin. J. Bacteriol. 188. 4531-4541.

Uematsu N., Matsuzaki K. (2000): Polar angle as a determinant of amphipathic a-helix-
lipid interactions: a model peptide study. Biophysical Journal. 79. 2075-2083.

Urbanova V., Hartmann D., Grunclova L., Sima R., Flemming T., Hajdusek O., Kopacek
P. (2014): IrFC - An Ixodes ricinus injury-responsive molecule related to Limulus Factor

C. Developmental & Comparative Immunology. 46. 439-447.
Volf P., Hordk P. (2007): Paraziti a jejich biologie. Triton. kap. 4., 262 — 264.

Wang Z., Wang G. (2003): APD: the Antimicrobial Peptide Database. Nucleic Acids
Research. 32. 590-592.

Wang X., Ribeiro A.A., Guan Z., Abraham S.N., Raetz C.R. (2007): Attenuated virulence
of a Francisella mutant lacking the lipid a 4'-phosphatase. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 104.
4136-4141.

Wang G. (2010): Antimicrobial Peptides: Discovery, Design and Novel Therapeutic
Strategies. GABI.

Wang J., Bian G., Pan W., Feng T., Dai J. (2015): Molecular characterization of a defensin
gene from a hard tick, Dermacentor silvarum. Parasit Vectors. 8. 25.

70


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Todd%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17550433
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sonenshine%20DE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17550433
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hynes%20WL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17550433
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17550433
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Urbanov%C3%A1%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24924263
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hartmann%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24924263
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grunclov%C3%A1%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24924263
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C5%A0%C3%ADma%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24924263
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Flemming%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24924263
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hajdu%C5%A1ek%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24924263
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kop%C3%A1%C4%8Dek%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24924263
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kop%C3%A1%C4%8Dek%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24924263

Wei L., Che H., Han Y., Ly J.,, Mu L., Ly L., Wu J., Yang H. (2015): The first anionic
defensin from amphibians. Amino acids. 47. 1301-1308.

Wen H. Lan X, Zhang Y. Zhao T. Wang Y., Kajiura Z., Nakagaki M. (2010):
Transgenic silkworms (Bombyx mori) produce recombinant spider dragline silk in cocoons.
Mol Biol Rep. 37. 1815-1821.

Whenham H., Lu W.H., Maidin M.B.M., Wilson P.W., Bain M.M., Stevenson L.M.,
Stevens M.P., Bedford M.R., Dunn I.C. (2015): Ovodefensins, an Oviduct-Specific
Antimicrobial Gene Family, Have Evolved in Birds and Reptiles to Protect the Egg by
Both Sequence and Intra-Six-Cysteine Sequence Motif Spacing. Biology of Reproduction.
92.1-13.

White S.H., Wimley W.C., Selsted M.E. (1995): Structure, function, and membrane
integration. Current Opinion in Structural Biology. 5. 521-527.

Woo J., Oh S., Webster P., Lee Y.J., Lim D.J., Moon S.K. (2014): OD2/RICK-Dependent
-Defensin 2 Regulation Is Protective for Nontypeable Haemophilus influenzae-Induced
Middle Ear Infection. PLoS One. 9. €90933.

Wu Z.B., Hoover D. M., Yang D., Boulegue C., Santamaria F., Oppenheim J. J.,
Lubkowski J., Lu W. Y. (2003). Engineering disulfide bridges to dissect antimicrobial and
chemotactic activities of human beta-defensin 3. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 100. 8880-
8885.

Xiao Y., Hughes A.L., Ando J. (2004): A genome-wide screen identifies a single beta-
defensin gene cluster in the chicken: implications for the origin and evolution of

mammalian defensins. BMC Genomics. 5. 56.

Yaduka P., Sharma S. (2014): Novel intracanal medicaments and its furute scope. IntJ
Pharm Bio Sci . 4. 65-69.

Yin L.M., Edwards M.A., Li J., Yip C.M., Deber C.M. (2012): Roles of Hydrophobicity
and Charge Distribution of Cationic Antimicrobial Peptides in Peptide-Membrane
Interactions. J Biol Chem. 10. 7738-7745.

Yeaman M.R., Yount N.Y. (2003): Mechanisms o f Antimicrobial Peptide Action and

Resistance. Pharmacological reviews 55. 27 — 55.

71


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wen%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19633923
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lan%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19633923
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19633923
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhao%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19633923
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19633923
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kajiura%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19633923
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nakagaki%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19633923
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19633923
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3953203/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3953203/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3953203/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yin%20LM%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Edwards%20MA%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20J%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yip%20CM%5Bauth%5D

Yu D., Sheng Z., Xu X., Li J., Yang H., Liu Z. (2006): A novel antimicrobial peptide from
salivary glands of the hard tick, Ixodes sinensis. Peptides. 27. 31-35.

Valenzuela J.G., Francischetti I.M., Pham V.M., Garfield M.K., Mather T.N., Ribeiro J.M.
(2002): Exploring the sialome of the tick Ixodes scapularis J Exp Biol. 205. 2843-2864].

Zheng H., Zhou L., Yang X., Wang D., Liu J. (2012): Cloning and characterization of a
male-specific defensin-like antimicrobial peptide from the tick Haemaphysalis

longicornis. Dev Comp Immunol. 37. 207-211.

Zhou J., Liao M., Ueda M., Gong H., Xuan X., Fujisaki K. (2007): Sequence
characterization and expression patterns of two defensin-like antimicrobial peptides from

the tick Haemaphysalis longicornis. Peptides. 28. 1304-1310.

72


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zheng%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22033149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhou%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22033149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22033149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22033149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22033149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22033149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhou%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17521774
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liao%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17521774
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ueda%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17521774
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gong%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17521774
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xuan%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17521774
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fujisaki%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17521774
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17521774

