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1. Uvod

Denrg jsme vystaveni desitkam tisic potencionalnim patiigp, khem gijmu potravy,
kontaktu s infikovanymi povrchy (Zivymi i nezivymg inhalace (Janeway C.A.Jr., 1988).
Uginnou ochranu f&d nimi poskytuje imunitni systém, obzwadileZita je jedna slozka
imunity, fylogeneticky velmi star4 a nachazejiciwseostlin i Ziv@ichi, vrozena imunitni
odpowd (Lai et al, 2004). Mezi efektory vrozené imunitni odgdv jsou tradiné
zahrnovany fagocyty, jako neutrofily a makrofagyzné leukocyty, getrg Zirnych bugk a
sérovych protei, takovych jako komplement. Mezi efektory imunitnibystému pat take
antimikrobialni peptidy (AMP).

Antimikrobialni peptidy pedstavuji stary mechanismus obrany hostitele, jgelmi
konzervované a nachazi se u vSech Zzivych tdrifgtSina antimikrobialnich peptid je
kationicka. Mezi &mito prirozert se vyskytujicimi antibiotickymi peptidy tvio defensiny
unikatni skupinu (Hancock a Diamond, 2000).

Peptidy maji izné ®&inky, ale jejich aktivity mohou byt zvySeny ve spptaci s dalSimi
faktory. Katonické AMP vykazuji s@¢innost s rozmanitoiadou konvetnich bakteriostatik,
coz vede k myslence, Ze jsou tiéitpmny dalSi molekuly, obzvldsv mis¢ zaretu, ktere
synergicky pracuji s katonickymi peptidy (Naga&kal, 2000).

Defensiny jsou syntetizované jako prekurzorow@ekuly, které zahrnuji signalni sekvenci
nasledovanou propeptidem, ktery je dale zpracovgéuzraly peptid. Bylo zji$ho, Ze tké&
exprese a inducibility antimikrobialnich peptiddrazi jejich genovou strukturu (Bevies
al., 1996; Tsutsumi-Ishit al, 2000).

Funkini studie podpigly fakta o roli antimikrobiélnich peptidv obrar hostitele, i kdyz
tyto experimenty jsou komplikovaretnymi geny defensinéasto exprimovanymi ve stejné
tkani, steji jako redundantnimi obrannymi mechanismy ve vrogemaunitnim systému.

Rozsahlé studie na tecich modelech a klinické pokusy dokazuji, Ze erogeiidané
peptidy chrani hostitelet@d lokalni a systémovou infekci bakteriemi neboliamni. Exprese
defensinu v butnych kulturach také zajifje, Ze tyto kultury maji zvySenou rezistentéiv
bakterialnim a virovym infekcim. U rostlin upregocdagenovée exprese antimikrobialnich
peptidh také zvySuje jejich rezistenci k patogem Tyto vysledky poskytuji fieswdcivy
dukaz o vyznamu katonickych antimikrobialnich pefitid obrarg hostitele proti infekcim
(Hancock a Diamond, 2000).¢koli vime hodi o antimikrobialnich peptidech u hmyzu,

detailni informace u dalSich skugilenovadi, nagiklad kli¥at, chybi.



2. Literarni prehled

2.1. Klistata

Klistata pati do kmeneArthropoda (¢lenovci), podkmené&helicerata(klepitkatci), tidy
Arachnida(pavoukovi) araduAcarina (roztcsi). Na swté se vyskytuje kolem 100Giznych
druha.

Jsou to celostové rozSteni ektoparazité, kit se zivi krvi obratlovi. Prenésejiradu
patogefi, jeZz vyvolavaji vazna onemoam lidi i zvirat. K nejznanySim pati lymeska
boreliéza, bakterialni onemoam zpisobené spirochétami kompleX@orrelia burgdorferi
sensu lato. Dale mohourgmaSet kligovou encefalitidu a tularémii. Jsou také zapojeoa d
pienosu ehrlichidzy a babesidzy (P&gdéet al, 2000; Gudderrat al, 2001).

RozliSujeme d¥velké skupiny kligat:

1. Argasidaetzv. meékka kli¥'ata (kli§aci)

2. Ixodidae tzv. tvrda kligata (kligata)

Jako penasSeéi virovych, bakteridlnich a parazitickych oneme&ch pasobi gedevsiml.
ricinusv Evrops, |. scapularisal. pacificusv Severni Americe h persulcatuss Asii (Steere,
2006).

2.2. FrenaSé |xodesricinus (kliSté obecné)
2.2.1. Vyskyt

Klis& obecné se vyskytuje po celé zapadrgdsti a jizni Evrop. Na naSem Uzemi je
nejhojrejSim druhem. Vyskytuje ser@devSim v listnatych a smiSenych lesich,cidh
loukach, pastvinach a wdwvinach. Zvlag hojreé se kli¥ata nachazeji diky vyssi vihkosti
vzduchu v okoliek. Mohou se vyskytovat az do 2000 m.n.m. (Roseatkal, 1979; revova,
vyskytu kli¥’at nastdva koncem jara. VdannoZstvi kligat wtSinou klesa, ukryvaji se a jsou

mere aktivni. DalSi o #co nizSi vrchol nastava patkem podzimu.

2.2.2. Vyvoj klistéte, spektrum hostiteli a jejich vyhledani

Klist¢e obecné pat mezi typickd trojhostitelska kliata. V kazdém vyvojovém obdobi saje
kliste jen jednou.

K p&eni dochazi mezi doslei na podzim, bd’ ptimo na hostiteli nebo mimagp a samci

kratce po pgeni hynou. Samice paktde v zavislosti na své vaze klast néjaz 5000



vajicek, poté umira. Z vajek se lihnou drobné Sestinohé larvy (0.8mm), kéajéna mensich
savcich, ptacich a zejména hlodavcich. Po nasatélpji metamorfézu na osminohé nymfy
(2.2mm). Nymfy si opt vyhledaji vhodného hostitele, jsou to zejmésidivobratlovci (zajici,
kralici, veverky, bazanti atd.), po nasati proclmetamorfézou v dosfeho jedince — imago.
Dosglci jsou jiz pohlaveé dimorfni. Saméci jsou mensi nez sadthly a potravu saji jen
kradtce. Santky cizopasi pedevsim na &Sich obratlovcich — srnci, jeleni, kozy, psi atd.
Larvy saji 2—6 dni, nymfy 2—7 dni a samice 5-14 (Rdsickyet al, 1979; BFevova, 2000;
Schaferet al, 1999; Steeret al, 2004; RySavyt al, 1989).

Cely cyklus trva v naSich podminkach zhrubald/reyjimecné za nepiznivych podminek
i 5—6 let ( hlava v oblastech s nedostatkem potravyjeiiva; 2000).

Klistata vyhledavaji hostitele pomoci smyslovychdsuHallerova organu nachazejiciho se
na koncich pednich koxetin, ktery jim umo#uje zachytit mechanické, tepelné a chemické

podreéty (Kimming et al,2003).

2.2.3. Kijem potravy

Na zaatku a v pitbéhu sani produkuje kli&tcement slouzici k ukotveni viki hostitele,
a sliny, jez obsahuji sta latek tlumicich bolest, zaligicich srazeni krve a drazdicich
okolni tkarg. Se slinami se vS8ak mohou ddat hostitele dostat iizné druhy patogennich
organisnii, které zfisobujitadu onemoami (Lai et al, 2004; Kimminget al, 2003; RySavy
et al, 1989).

2.3 Patogeny penaSené klidaty

KliStata jsou vektory celéady patogein

Viry pirenasené kliiaty sefadi docelediFlaviviridae, pati sem viry zfisobujici kli$ovou
encefalitidu, ruskou jaroletni encefalitidu, pavaasskou encefalitidu, skotskou Kki@&ou
encefalitidu a omskou hemoragickou htne Dale viry z¢eledi Bunyaviridag které
zpasobuji krymsko-konzskou hemoragickou hdae Viry z ¢eledi Reoviridaevyvolavajici
koloradskou kliBovou encefalitidu, aeled’ viru Iridoviridae zpasobujici africkou prase
horezku.

Klistata mohou fenasSet i celouradu bakterii. Bakterie fpnasené kli&ti zceledi
Rickettsiaceaezpisobuji horéku Skalistych hor R. rickettsi), japonskou encefalitiduR(
japonicg, klistovou horeéku sibiskou R. sibiricg, jihoafrickou horéku (R. africag,
gueenslandsky kli&ti tyfus R. australi3, maltskou horéku (R. ciborii), Q horéku (C.

burnetii), lidskou granulocytarni a monocytarni ehrlichigiu chaffeensjs



Dale mohou Kligata fenaSet bakterie Apobujici tularémii Francisella tularensis a
v neposlednirad® také bakterie Zeledi Spirochaetaces které mohou Zjsobovat jednak
lymeskou borelidza, tu vyvolavaji bakterie z druéloe komplexuB. burgdorferisensu lato
(B. garinii, B. afzelii B. burgdorferi sensu stricoB. spielmar), a navratnou hot&u (
zpasobendB. hermsij B. recurentisB. dutton).

Mezi parazitarni nakazyrgnasené kli&ty pati babesi6zaRabesia microtiB. divergens
B. bovig a teilerioza Theileria parvd (Kimmig et al, 2003; Bedniéet al., 1996).

2.3.1.Borreliaburgdorferi a lymeskéa boreliéza

V Ceské republice je n&stj$im onemocénim prenasenym kligty I. ricinus — lymeskéa
boreli6za. Klinické piznaky lymeské boreliézy Ize rodd na 3 stadia. Na zatku infekce
casné lokalizované stadiumjldzitym piznakem tohoto stadia je erythema chronicum
migrans, mapovité zarudnuti n@zk se z¥tSenymi uzlinami. Ve druhém diseminovaném
stadiu dochazi k &ni borelii krevni cestoufignaky jsou patrny natii, v CNS, kardiélni
piiznaky, postiZzeny mohou byt i klouby. Poté néasledppzdni stadium, kde e dojit
k postizeni kZe, kluhi a nervového systému (Bedr& al, 1996).

Bakterie zpsobujici toto onemoeéni byla objevena v roce 1982 (Burgdorfer, Barbour,
Benach a dalsi) v kli&i 1. dammini(dnesl. scapularig. Pozaji byla ozn&ena jakoBorrelia
burgdorferi(Steereet al.,, 2004).

Rod Borrelia spolu s rodyTreponemaa Leptospirapati do celedi Spirochaetacearad
SpirochetalegBednd et al, 1996; Madigaret al, 2003).

B. burgdorferijsou gramnegativni, mikroaerofilni, pohyblivé smihéty, které se mnozi
pricnym délenim a Ziji extracelulagn Jejich délka se pohybuje mezi 4-30 um a Haudhaji
0.2-0.5 um. Biiky spirochét jsou tvi@ny protoplazmatickym cylindrem, ktery je obklopen
cytoplazmatickou membranou a Wdnou sénou. Ta je slozena zeitvrstev, vnitni
peptidoglykanové, stdni lipopolysacharidové a &8i lipoproteinové. Mezi buftnou sénou
a cytoplasmatickou membranou se nachazi periplagkgaprostor, v 8mZ jsou na obou
koncich buiky ukotveny btiky (endoflagely), jejichz peet kolish mezi 7 a 20 (Bariek et
al., 2001; Roh&ova, 2005; Madigaet al, 2003; Wanget al, 1999).

Doposud bylo popsano 13 dfufgenospecies) v ramci druhového kompl&uburgdorferi
sensu lato. LiSi se rozdilnou genomovou sekvenézaym antigennim profilem, odliSnym
zastoupenim strukturalnich slozek a jejidanou funkni aktivitou. Dale se tyto druhy lisi
svym geografickym roz&nim a jsou také spojeny tenymi vektory a hostiteli. dmito

druhy jsou: Borrelia burgdorferi sensu strico,B. garinii, B. afzelij B. valaisiana B.



lusitaniag B. bissettij B. japonica B. tanukii B. sinica B. turdi, B. andersoniiB. spielmani
aB. californiensiq Steere, 2006; Postat al, 2007; Wanggt al, 1999).

2.3.2. Genom a antigeny borelii a zéma antigeni béhem sani klis&te

V roce 1997 byl publikovan kompletni gendsn burgdorferikmene B31 (Fraseet al,
1997). Genom je po&mn¢ maly (1.5 Mb) a obsahuje linearni chromozom, kted/853 geh
kodujicich proteiny zahrnuté v DNA replikaci, tr&ripci, translaci, transportu latek, pohybu
a energetickém metabolismu, ale neobsahuje genyipsyntézu aminokyselin, mastnych
kyselin, enzymovych kofaktara nukleotid, proto jsou borelie zavislé na hostiteli vzhledem
k jejich nutriénim pozZzadavikm (Purse a Norris, 2000; Frasdral, 1997, Steeret al, 2004).

Kromé toho genom zahrnuje také 9 cirkularnich a 12 lime& plazmid tvoricich 40%
bakterialni DNA. Nkteré z nich jsou nepostradatelné a mohou byt Zmxény za mini-
chromozomy (Frasest al, 1997; Steeret al, 2004). Geny kodované na plazmideétsinou
souviseji s virulenci a infektivitou, biologickd obla vSak u &Siny z nich neni znaméa
(Hinnebusch a Barbour, 1992; Xu a Johnson, 199%gnfdy kodujitadu proteid, které
hraji roli v interakci s fenasSéem i hostitelenB. burgdorferia v patogenezi lymeské nemaoci.
Mezi takové proteiny pé#t lipoproteiny vrjSi povrchové membrany, jejichz geny jsou
lokalizované na linearnich plazmidech (Hinnebus&agbour, 1992; Kraiczgt al, 1999).

VnegjSi povrchové proteiny Osp (outer surface protems)cné sény jsou zodpo¥dné za
hostitelskou imunitni odp@d’. Povrchové proteiny OspA - OspF a dalSi se nqgdiyych
Piesman, 2000). Veist¢ nenasatych kli&t exprimuji borelie na svém povrchu zejména
OspA ( zprostdkovava adhezi bakterii k epiteliiesta) a OspB, ale ne OspC.

Jakmile kli&t saje na sa¥m hostiteli, stoupa jeho teplota az na 37°C, lgewdostava do
streva a poskytuje pragidi nedefinovanych signah zivin. Restava se tutt OspA i OspB a
zaina syntéza OspC, borelie se mnoZienaSéi, migruji pres stevni sénu do hemolymfy a
odtud gestupuji doidznych tkani, ¥etrg slinnych Zlaz, kde se vazi na protein Salpl9a js
se slinami peneseny do hostitele. Kgnosu borelii nedochazi okangziPravapodobnost
infekce tedy stoupa s délkou sani ( Schwan a Ries2000; Schwaat al, 1995; de Silva a
Fikrig, 1996).

2.4.Imunita Klis tat
Béhem sani jsou &tva vystavenatiznym patogennim i nepatogennim mikiob a také

nutricnim slozkam z krve. Jakekteré patogenyiezivaji ve sew a vnitnich tkanich kligat,
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zatimco jiné jsou zgeny, je otazka, kterou se zabyvajidei mnoho let (Sonenshiret al,
2005).

Na rozdil od hematofagniho hmyzu je mnohemé&mrdamo o schopnosti kii&t rozpoznat
a zntit invadujici mikroorganismy. Kli&ta musi chranit sami sebdeg@ infekci bez
protilatek a lymfocyi normalr& zahrnutych v ziskané imuaibbratlovd. Vrozena imunitni
odpowd je jedind cesta, kterou kfita mohou bojovat s mikroorganismy, a je slozena
z buré¢nych a humoralnich odpédi (Nakajimaet al, 2002). Bui¢na obrana je narfgna
proti cizorodymcasticim a patogeim, které se dostanou do hemocoelu. M#&stice nebo
bakterie jsou fagocytovany, alétsi jsou obalenydkolika hemocyty sotasré (nodulace).

SloZkami humoralni imunity jsou antimikrobidlpéptidy jako lysozym nebo defensiny,
které se vazZzouipvazr na grampozitivni bakterie. Za dalSi obranné meishankli¥’at 1ze
povazovat rovée inhibitory proteaz, které blokuji proteolytickalktivaci patoged pri jejich
pienosu (Paskenwitz a Christensen, 1996; Gude¢mb, 2002).

Na obrag proti cizorodym¢asticim a patogém se steji jako u dalSickelenovai podili
hemolymfa. Hemolymfa je téena hemocyty a plazmou.

Hemocyty jsou schopné fagocytdézy, nodulace a esejkrfaktory, které jsou schopné
rozpoznavat vlastni a ciziastice. U Kligat I. ricinus jsou ti zakladni typy hemocyt
plazmocyty a granulocyty I. a Il. typu. Plazmocyg od granulocyt liSi tim, Ze maji
v cytoplazné pouze mala granula. V granulach byla prokazati@mnost lysozomalnich
enzymi (Paskenwitz a Christensen, 1996). Plazma obsalaile,, které napomahaji
rozpoznani a inaktivaci cizigtastic.

Stevo kli¥at bylo dlouho pokladdno za vhodné pfedt pro peziti pijatych
mikroorganisnd kvali domrglé negitomnosti intraluminalnich proteolytickych enzgm
Traveni u kligat je téndt vyhradré intracelularni. Ale i u nich byly nalezeny antimokialni
peptidy (Sonenshinet al, 2005). Nedavné studie odhalily, Z&iere antimikrobialni peptidy
jsou zahrnuté ve i®vni obrad proti invazivnim mikrobm alespéa u nekterych
hematofagnichilenovdi. Nagiklad defensiny byly pozorované verest bodavé mouchy
Stomoxys calcitran@Munks et al, 2001), malarického komarnopheles gambigRichman
et al, 1996), mouchy tse-tseGlossinia morsitangBoulangeret al, 2002), Ornithodoros
moubata(Nakajimaet al, 2001) alxodes ricinus(Rudenkoet al, 2005). Stevo je nekryté
pied Utokem mikroorganisimpiijatych krvi. Proto je pro hematofagtlienovce dinne, Zze
jsou vybaveni imunitnim faktorem v této oblastiekt jim zaji§’uje ochranu $evniho epitelu
a umoauje rozliSit patogenni mikroby od komenzalovychyabiotickych. Sitevni imunita

tak hraje dlezitou roli v kontrole parazitickych infekci. N&klad u klis&te O. moubatgsou
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do stevni obrany zapojeny 4 antimikrobialni peptidyfésiny) (Nakajimaet al, 2001,
2002, 2003; Boulanget al, 2004).

2.5. Velka skupina defensii, jejich charakteristika, rozsSiFeni u nékterych

¢lenovai, zvlasg€ klist’at, a intron/exonova organizace

2.5.1. Charakteristika defensinu

Efektory imunitniho systému jsou antimikrobigt@ptidy (AMP). Znalost vrozené imunitni
odpowdi klistat, obzvlas defensinu a dalSich AMPs, jéldzita pro pochopeni, jak mikroby
v klistatech pezivaji . Defensinglenovai jsou obvykle malé peptidyfiplizné 4 kDa velké
a dlouhé 36-46 aminokyselin, s vyjimkou defensirielva ¢meldka, jejichz délka je 51
aminokyselin. Defensiny jsou charakteristické primidstrukturou, ktera se skldda z 6
konzervovanych cysteinovych (Cys) zbytiBulet et al, 2004) tvéicich 3 intramolekularni
disulfidové pary. Pary mezi cysteiny jsou: Cysls€yCys2-Cys5 a Cys3-Cys6. Defensiny
ze SkebleMytilus galloprovincialismaji 4 disulfidové mstky (Varkeyet al, 2006). Tyto
peptidy jsou nejzna#si pro svou antimikrobidlni aktivitu proti gramptiznim bakteriim,
ale rekteré z nich také inhibuji gramnegativni baktetwuby (Gillespieet al, 1997) a
parazitické prvoky, nagklad ookinety Plasmodia(Richmanet al, 1997). Antibakterialni
aktivita defensif je zpravidla pipisovana jejich dinkaim na mikrobialni membrany, i kdyz
skut&ny antibakterialni mechanismus neni jasny. Defgngmnkladnym nabojem) reaguji
S negativl nabitymi slozkami mikrobialnich membran, které afgi lipopolysacharid u
gramnegativnich bakterii, polysacharid u grampwazith bakterii a fosfolipidy (Laet al,
2004). Risobenim defensindochézi k tvord kanali v bakterialni membréh coz usnatiuje
pranik lysozymu do biiky a naslednou destrukci patogena.

Defensiny u hmyzu byly poprvé izolované z kuwtranych busk masaky Sarcophaga
peregrina(Matsuyama a Natori, 1988).

U hmyzu jsou defensiny fipomny u endopterygot (Diptera, Coleoptera, Hyméep a
Trichoptera) a exopterygot (Hemiptera a OdonatapyFa Gurevitz, 2003). Kro#ntoho
defensiny, které vykazuji vysoké procento podohbnesaminokyselinovych sekvencich
s defensinem vazky, byly popsany u dvou relatiatarych ¢lenovadi, Skorpiori Leirus
qguingestriatugCociancichet al, 1993) aAndroctonus australi$Ehret-Sabatier, 1996). Tato
zjisténi spolu s pitomnosti defensinu u &kkysi, Mytillus edulis(Charleset al, 1996) aM.
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galloprovencialis (Hubert et al, 1996) ukazuji, Ze defensiny jsou konzervovangritia

Sirokou fylogenetickou oblasti.

2.5.2. Defensiny identifikované u &kolika druh d klist’at

2.5.2.1. Defensin objeveny u tvrdého kli&te Dermacentor variabilis

Kationicky defensinuarisin) byl identifikovan v plas a hemocytech tvrdého KIiése
Dermacentor variabilisiJohnset al, 2001; Ceraukt al, 2003). Varisin ma kladny naboj,
molekulovou hmotnost 4229 Da, 225 nt ORF, kteryrgmslatovan na 74 aminokyselinovy
preprodefensin. Sekvence varisinu je podoBleaim skupiny defensinu u hmyzu. Krém
antimikrobialni aktivity proti grampozitivnim baktém, je varisin aktivni také protB.
burgdorferi obzvld¥ v kombinaci s lysozymem (Sonenshie¢ al, 2002). Kli¥ata D.
variabilis vytvari velmi rychlou odpovd” po napadeni boreliemi (i jinymi patogeny), skupina
defensinu je v hemolymfpiitomna jiz po 15 minutach od &tku infekce a saiasré dochazi
k zvySeni exprese lysozymu. Lysozym sam cesmmi schopen &it borelie, ale ve spojeni
rychlym lyzim. Johnset al (2001) na zaklad téchto poznatk vytvorili hypotézu, Ze
schopnost hemolymfyp. variabilis inhibovat borelie rize byt prag diky spojeni Ginka
téchto dvou peptidl. | presto, Ze jsou borelie velmi rychletany v hemolym¥, zistavaji az 3
hodiny neporuSené v lumeniesta, coz neni iigkvapivé vzhledem k jasné r@pmnosti
varisinu a lysozymu v této tkabi. variabilis ( Johnset al, 2001; Sonenshirat al, 2005).
DalSi tkd& zodpowdna za produkci a usklagmi defensif je &€Ini tuk.

Za zminku stoji, Ze moznou existenci vice né&oformy defensinu u kliste D. variabilis
se zabyval Ceraul (Ceraat al, 2003). Objevili jednu isoformu defensinu v hewytech D.
variabilis, ktera byla identickd sitve purifikovanym defensinem z plazmy u tohotohdru
(Johnset al,, 2001), s vyjimkou jedné aminokyseliny v pozi@i £imZ naznaili moznost , Ze
v této pozici mohou byt fitomny 2 Gzné aminokyseliny — glutamin nebo glycinckdli
v ziskané aminokyselinové sekvendewadal glutamin, jejich hypotéza o existenci dvou
moznych isoforem defensinu . variabilis nebyla nikdy potvrzena, protoZze byl izolovan
pouze gen kddujici peptid s glycinem v pozici 27.
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2.5.2.2. Defensin u tvrdého kligte I xodes scapularis

Ixodes scapularisje vyznamny vektor patogénveetrg B. burgdorferi Znalost vrozené
imunitni odpo¥di, zvlast defensinu a jinych antimikrobialni pepiidje dilezita pro
pochopeni, jak mikrobyipzivaji v tomto druhu Klist.

Stejre jako uD. variabilisbyla i u kliSéte I. scapularisobjevena jedina isoforma defensinu,
nazvanascapularisin (Hyneset al, 2005). Tkaw, kde je scapularisin syntetizovan, nebyly
uréeny, ale transkript pro defensinovy gen sInA bylpéfikovan z mRNA izolované ze
streva, hemocyi a €Iniho tuku. Sekvence odpovidajici antimikrobialnimefensinu byla
objevena ve slinnych Zlazathscapularis(Valenzueleet al., 2002).

Preprodefensin ma 74 aminokyselin, 225 bp OR#y peptid ma 38 aminokyselin (Hynes
et al, 2005).

Zatim nebyl objeven defensin v hemolgnidhoto druhu kligat, divod je v sodasné dob
neznamy. Hemolymfd. scapularis po napadenB. burgdorferi nebyla schopna inhibovat
bakterie, coZ naziaje, Ze nedostatek bakteriolyz umaje spirochétdmigzit v hemolyms
|. scapularisdostaténé dlouho, aby byly schopné napadnout slinné zlazaldi tkag. Je
mozné, zd. scapularisbud nema signal, ktery vede k uvéii defensinu, nebo tento signal
neni aktivovan. Neschopnodt scapularis objevit B. burgdorferi by také mohla byt
nasledkem neftomnosti defensinu v hemolyf Rozdily v syntéze defensinu u dvou
odlisnych druld klistat D. variabilis a |. scapularismozna pomohou objasnit, @rgen I.

scapularisz tchto dvou je vektoravkompetentni (Hynest al., 2005).

2.5.2.3. Defensiny objevené u tvrdého kli&e Amblyomma hebraeum

Dva nekationické peptidy defensiny s antimikébbi aktivitou proti grampozitivnim a
gramnegativnim bakteriim byly identifikovany z hdgmfy samic tvrdého kliste
Amblyomma hebraeurfoch (Lai et al, 2004). Preproteiny maji 92 aminokyselinovych
zbytka. Tvorba obou peptidse zvySuje Ehem sani kligte a jejich koncentrace je zvySovana
i po ukorteni vlastniho saciho obdobi (letial, 2004).

2.5.2.4. Defensiny objevené u tvrdého kli&e Boophilus microplus

Dva na cystein bohaté antimikrobiélni peptigylgn novy 10.2 kDa polypeptid, druhy 4.29
kDa peptid, byly identifikované Boophilus microplugCanestrini). Akoli obé¢ molekuly
obsahovaly 6 cysteinovych zbytkjen mensi byla charakteristickd pro skupinu defem

hmyzu (Fogacat al, 2004).
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2.5.2.5. Defensiny objevené u #&kkého klistéte Ornithodoros moubata

Defensiny byly identifikovany v skkém kliS&ti Ornithodors moubat#sensu Walton), kde
byly charakterizovand razné isoformy z riznych tkani (Nakajimat al, 2001, 2002) -A,
B, C a D. VSechny jsou kddované jako preprodefensiny. Zpaptid vSech 4 isoforem je
z vice nez 78% stejny. Obzvitdgralé peptidy defensinu A, B a C jsou si podobriég( nez
89%).

VSechny isoformy jsou exprimované veest, télnim tuku a reproduknim traktu. Genova
exprese defensinu A, B a C jednim tuku slaba ve srovnani sd&estem. Naproti tomu
genova exprese defensinu D je &#nh v €Inim tuku, nez ve g\Ww. Zda se, Ze lze tyto 4
isoformy rozalit do dvou tymi: prvni typ vykazuje primarni expresi véesg (A, B a C) a
druhy je primarg exprimovan vdlinim tuku (D). Tyto typy defensin®. moubatajsou
Vv riznych stupnich zahrnuty do imunity hemolymfyi@ea (Nakajimaet al, 2002).

2.5.2.6. Defensiny objevené u tvrdého kli&e | xodes ricinus

Byly izolovany dva geny pro defensin z cDNA konvimy naséatych a infikovanych ki I.
ricinus. Jejich nukleotidové sekvence byly z 93% stejnédd§i dva preprodefensiny
charakterizovany 95% shodnosti a 98% podobnos# sotavzajem, se femi
aminokyselinovymi substitucemi. TotoZznost obou ase defensinu na zralych oblastech
byla 97%. Velikost ORF byla 225 bp. Defensinovy géduje 74 aminokyselinovych zbyik
prepropeptidu a zahrnuje signalni peptid 22 zibghpropeptid 15 aminokyselin, nasledovany
zralym peptidem 37 zbyik U tohoto druhu kligat byla odhalenaffiomnost2 isoforem
defensinu, Defl a Def2v poreru 4:1. Defl (s molekulovou hmotnosti 8231 Da ®{I8)
obsahuje glutamin v pozici 23 £€), glutamovou kyselinu v pozici 25 £§ a fenylalanin
v pozici 45 (ks). U Def 2 (molekulovd hmotnost 8228 Da a pl 9.J8u nahrazeny
glutamovou kyselinou (&) a asparagovou kyselinou dpv propeptidu a argininem {(g ve
zralém peptidu. Zda tyto ndhrady owiji vlastnosti peptidu je v séasné dob neznamé.
Obe isoformy byly aktivni protM. luteus, ale neinhibovaliist E. coli.

Identifikované defensinové gemyricinus se podobaji &tSin¢ katonickych defensin které
jiz byly popsany. Jsou siénindukovany jen ve #w po infekciBorrelia burgdorferi
(Rudenkoet al, 2005). Zjis¢ni, ze kliséci defensiny jsou exprimovany pouze viegt bylo
zpodatku grekvapujici. Nicmé#, protoZze je sevo casto v kontaktu s prastdim, exprese
defensinu na tomto mésse zda byt velmi vhodna. i€vo je totiz piznivym prostedim pro

preziti @ijatych mikroorganism, protoze kligata postradaji extracelularni travici enzymy.
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Proto je pro kligata girozené vyvijet imunitni odp@d’ stteva na fjaté mikroorganismy
(Nakajimaet al, 2002).

Zda se, ze preprodefendinricinus je indukovan jako satast Sirokospektralni imunitni
odpowdi s tkaowve specifickou expresi, ktera neni schopnénme odstranit patogenni
infekce. Ritomnost defensinu u klidgt napadenychB. burgdorferi byla oznamena
Sonenshine a spolupracovniky (2002). UkazalyB Zeurgdorferi, ale neBacillus subtilisani
Escherichia coli nagkované do hemolymfy kli§te, indukovaly sekreci defensinu. Také
uvazovali, Ze spirochéty moznéepivaji v gitomnosti jediného gtvniho defensinu, ale jsou
eliminovany d¥éma odliSnymi defensiny sekretovanymi do hemolyn®prienshinest al,
2002).

UZ je také znamaaste&na sekvenceretino defensinu(Def3) u I. ricinus se étyifmi z Sesti
cysteinovych zbytk nutnych pro tvorbu disulfidovych istki. PCR produkt defensinu byl
ziskan pouzitim cDNA knihovny slinnych Zlaz jakomiglatu. Nukleotidova a odvozena
aminokyselinova sekvenac&sté&ného Def3 fragmentu ukazuje vice sekirdnh shodnosti
k jinému kliStti, v porovnani se stejnyndéstmi prepropeptidDefl a Def2 U. ricinus, které
jsou exprimovany ve &w. Jeho pitomnost ve slinnych Zlazach vede k hypotéze, Ze je

zahrnut ve vrozené imusiklistat, kvili piijmu bakterii obsazenych v krvi, kterou saji.

2.5.3. Genomova organizace AMP a intron/exonova stktura defensinu

Genomova organizace AMP byla popsana u hmyzu jAkasophila melanogaster
(Dimarcqet al, 1994),Aedes aegyptfCho et al, 1997; Lowenbergt al, 1999)Rhodnius
prolixus (Lopex et al, 2003), Anopheles gambigEgglestoneet al, 2000), Stomoxys
calcitrans (Lehaneet al, 1997; Munkset al, 2001), Formica aquilonia (Viljakainen a
Pamilo, 2005).

Intron/exonova organizace nebyla {edtzpozndna u celé hmyzi defensinové skupiny.
Defensiny zZD. melanogastea S.calcitransjsou bez introfi. Defensiny komar (A. aegypti,

A. gambi¢ jsou tvdeny d¥ma exony odélenych kratkym intronem. Introny byly nalezeny
také u Skorpion&. quinquestriatugFroy a Gurevitz, 2003), SkebbMytilus galloprovincialis
(Mitta et al, 2000), hmyzuR. prolixus(Polezet al, 2003) a makkém klis&ti O. moubata
(Nakajimaet al, 2002). VSechny defensinové ge@®y moubatase skladaji ze 4 exéra 3
introna. Stejné usp@dani Ize nalézt u defensinu MGD2 Skebli (Médtaal, 2000; Nakajima

et al, 2002). Na rozdil od defensinovych @ge®. moubata geny defensinu uitve

studovanych tvrdych kifat (. scapularis, D. variabilis, A. hebraeum, B. miphas, H.
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longicornig nevykazuji pitomnost introd. Organizace defensinu u tvrdého Kiiét. ricinus

je struktural@ podobn&0. moubataDefensinovy gem. ricinus zahrnuje 3 exony (43 bp, 62
bp a 118 bp), které jsou separovanyérda introny (112 bp a 591 bp). Podobnosti
v genomové strukte defensinu a existence jeho isoforem I. uicinus a O. moubata
naznguje, Ze vrozena imunita wahto vzdalea pribuznych drufh mozna sdili spotmé
znaky.

Fritomnost introd ma& dopad na biologicky vyznam deferisikliStat. Je&t ale nebylo
potvrzeno, jestli existuje souvislost metitpmnosti introf a cetnymi isoformami defensinu
(jako v gipact O. moubatq U tvrdych kligat (1. scapularisneboD. variabilis), kde nejsou
introny, se zda, zZe je jen jedina isoforma ddafangHyneset al., 2005; Rudenkaet al,
2005).

2.5.4. DalSi antimikrobialni peptidy u rékterych druh klistat
Jedt jeden antimikrobialni peptidicinusin, ktery se liSi od klasické skupiny defensinu,

byl identifikovdn v cDNA knihova I. ricinus (Rudenko, Golovchenko, Grubhoffer,
nepublikovana data). Ricinusin ukazuje vysokou owst k isolatu ISN-L582. scapularis
k novému antimikrobialnimu preproteinuBu microplus microplusin, a novému typu
antimikrobialniho proteinu &tnymi histidiny u tvrdého kli&te A. hebraeum

U D. variabilis byl objeven lysozym, ktery zvySuje€ianost varisinu (Johnst al, 2001). U
B. microplusnovy antimikrobialni peptid, ixodidin, vykazujeqteinazovou inhikiini aktivitu
proti chymotrypsinu (Fogacat al, 2006). Peptidy schopné inhibovat jak proteinézov
inhibi¢ni aktivitu, tak mikrobidlni aktivitu, byly popsanyTachipleus tridendatugAgarwala
et al, 1996) a u rostlitelianthus annuugGuidici et al, 2000), ale ne u Arachnid.
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3. Cile prace

1. Literarni studie Kk problematice metodickychiispupr pifi studiu diferencialé

exprimovanych geain

2. Optimalizace technik pro detekci a izolaci gelefensinu z kliste ( nagiklad RNA/DNA
purifikace, cDNA syntéza, PCR, elektroforéza, kiedui, sekvenovani).

3. Interpretace vysledka zkuSenosti se zvolenymi metodami s Koge cilem identifikace a

izolace genu kli®vého defensinu po indukci patogenem.

18



4. Material a metody

4.1. Material

Pouzité primery

Primer Sekvence Ta (°C)
Def-Forw 5'- CAC CAT GAAGGT CCTTGCCGTCT -3 52
Def-Rev 5-CTATTT CAG ACG CAGATGCAGGTCC-3 52
M13-Forw 5-GTAAAACGACGG CCA-3F 50
M13-Rev 5- CAG GAAACAGCTATGAC-3 50
T7-promotor 5-TAATAC GACTCACTATAG GG -3 50

DNA a RNA elektroforéza

Chemikalie SloZeni

1x TBE pufr 2 mM NgEDTA, 89 mM kyselina borita, 89 mM Tris
50x TAE pufr 200 mM Tris-HCI, 50mM EDTA

Agar6za 1% agaroza (SERVA) pro ELFO v 1x TAE pufru
Agaréza NA 1.2% agarosa NA (SERVA) bez RNaz v LETRIfru

6x Loading dye (RNA)

0.25% (w/v) bromophenol ble25% (w/v) xyleneg

cyanol, 30% (w/v) glycerol, 1.2% SDS, 60mM podium

phosphate, 500x SYBR Green; pH 6.8

5x Loading dye (DNA)

20% Ficoll, 20mM Tris-HCIl pH@& 1 mg/ml Orange

G, 500x SYBR Green

SDS-PAGE

Chemikalie SloZeni

10% SDS Laurysulfat sodny

10% APS Amonium persulfat

TEMED N, N, N, N"- tetramethylenediamine

40% AA Acrylamide a bisacrylamide (37.5:1)

Gel. pufr C 1.5 M Tris-HCI pH 8.8

10x ELFO pufr 250 mM Tris, 1.92 mM glycin, 1% SDS

1x vzorkovy pufr 50 mM Tris-HCI| pH6.8, 100 mM dittraitol, 2%

SDS, 0.2% bromophenol blue, 10% glycerol

Barvici roztok

PageBIU¥ (Invitrogen)

30% AA

Acrylamide a bisacrylamide (19:1)
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Restrikéni analyza

Enzym Restrikéni misto

ECORI 5-QAATTC -3
3-CTTAA|G -5

Plazmid pro sekvenovani a expresni plazmid

pCR®4-TOPO Invitrogen — selekcégs ampicilin

pETlOO/D-TOP@ Invitrogen — selekceips amicilin

Média a pidy pro péstovani bakterii a pro expresi

Chemikalie SlozZeni

LB médium 1% bacto-tryptone, 0.5% bacto-yeast &ktr&.5%
NacCl, pH 7.0; sterilni

LB agar 1,5% bacto-agar v LB médiu

IPTG Isopropyl-3-D thiogalactoside (zasobni roztdu)

Antibiotikum Ampicilin (zasobni roztok 50mg/ml.Bl)

SOC médium 2% bacto-tryptone, 0.5% bacto-yeastkixt0.05 %

NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgGl, 10 mM MgSQ,
20 mM glukosa, pH 7.0; sterilni

Bakterialni p¥ijemci plazmidu

One Shdt TOP10 E.coli (Chemically Competent, Invitrogen)

BL21 Staf™ (DE3) One ShétCells (Invitrogen)

4.2. Metody

4.2.1. Izolace RNA
Pro izolaci RNA byl pouzit 1 ml homogenétu ngshtkli’at!. ricinusv TRI REAGENTU
(Sigma).
1. Homogenat byl centrifugovan 10 minui £2000 rpma 4°C.
2. Supernatant bylipnesen ddisté eppendorfky a ponechan 5 mintitgmkojoveé teplot.
3. Poinkubaci byloifdano 200 ul chloroformu a vzorek byl vortexovansékund.
4. Pak byl po dobu 10 minut inkubovan za pokojmpdoty a centrifugovan 15 minutip
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12000 rpm a 4°C.

5. Horni bezbarvéa faze obsahujici RNA bytarpesena ddisté eppendorfky a promichana s
500 pl isopropanolu.

6. Po 10 minutové inkubaci byl vzorek centrifugoy#n10 minut i 12000 rpm a 4°C.

7. Supernatant byl odstr&ma pelet RNA byl promyt 1 ml 75% etanolu.

8. Vzorek byl opt vortexovan, centrifugovanipl3000 rpm a 4°C po dobu 5 minut.

9. Supernatant byl odsan a vznikly pelet RNA byesupo dobu 15 minutigookojové
teplok.

10. K peletu bylo fidano 50 ul vody, vzorek byl opatrpromichan pipetou a
inkubovan za afasného promichani po 10 mindt $5°C. Vyizolovana RNA byla
uchovanaipteplo® -20°C pro dalSi pouZiti.

Priprava 1x TBE pufru
80 ml 5x TBE bylo dopkno do 400 ml destilovanou vodou.

Kvalita RNA byla zhodnocena pomoci gelové elekirézy na 1.2% agarézovém gelu v 1x
TBE pii napeti 110V. Red nanesenim na gel byla RNA denaturovainap°C po dobu 5

minut v gitomnosti vzorkového pufru.
7.2.2. Dvoukrokova RT-PCR —Two step RT-PCR (syntézeDNA)
Dvoukrokova RT-PCR je metoda uzivana pro synf@zmiho vlakna cDNA. V této praci

byl pouzit kit Enhanced Avian RT-PCR Kit (Sigma).

Do 0.5 ml eppendorfky umigté na ledu byly fidany nasledujici komponenty:

Rreal¢ni komponenta Objem (1 reakce) Objem (negativnir&ia)
RNase free water 3ul 8 ul

RNA templat 5ul O ul

Deoxynucleotide mix 1l 1l

Anchored oligo (dTy 1l 1l

elkovy objem 10 pl

Vzorky byly opatrig promichany, kratce centrifugovany a inkubovanyriifut @i 70°C.

Poté byly ochlazeny na ledu,&gkratce stéeny a byly pidany nasledujici slozky:
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Realéni komponenta Objem (1 reakce) Objem (negativnir&ia)
RNase free water 6 ul 6 ul

10x buffer for eAMV-RT 2 ul 2 ul

RNase inhibitor 1l 1l

Enhanced avian RT 1pl 1l

Celkovy objem 20 pl
Vzorky byly inkubovany po dobu 50 minutipeplo& 45°C (syntéza cDNA).

Priprava 1x TAE pufru a 1% agar6zového gelu

1x pufr TAE
20 ml 50x TAE bylo dopkno destilovanou vodou do 1 litru.

1% agardzovy gel

1g agardzy + 100 ml 1x TAE.

Ziskana cDNA byla ostena gelovou elektroforézou na 1% agarézovém géki VAE pxi

napsti 125V a uchovanaip-20°C.

7.2.3. PCR ( polymerazové&etézova reakce)

PCR jein vitro metoda umakujici mnohonasobnou amplifikaci vybraného Uuseku DN
ktery jsou k dispozici dva oligonukleotidové primefTy jsou komplementarni k 3'a 5°-
koncovym sekvencim uUseku, jenz ma byt namnoZenkdeeg katalyzovana termostabilni
DNA polymerazou. Tento enzym je izolovan z termbitého druhu bakterie. N&qstji je
pouZivana Taq — polymeraza nazvana podle bakiéremus aquaticusDNA polymeraza
vykazuje dostatsnou enzymovou aktivitu po celou dobu reakce a jgogna syntetizovat
komplementarni vliakno podle templatu jednovliakn®MA tak, Ze pidava k existujicimu
Useku druhého vlakna nové nukleotidy ve éam5- 3. Ktomu pdebuje krong
templatového vldkna a 4 deoxynukleosidtrifosflatatky exprimujici tsek druhého vidkna —
primer. Jako primery se pouZivaji syntetickiippavené oligonukleotidy, které zpravidla
obsahuji 18-24 nukleotida jejichZz sekvence je komplementarni k poZadovarmiigekim
DNA. Aby doSlo k hromaghi produktu, musi byt pouzity v PCR dva primer§i¢gemz kazdy
je komplementarni k sekvenci jednotezce dvouSroubovice na afpg/ch koncich useku,
ktery ma byt amplifikovan.
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Prvnim krokem je denaturace DNA zvySenim tepluy90-98°C, kdy se od sebe ¢lid
jednotliva vldkna dvouSroubovice DNA. Poté je r@dkroztok ochlazen v nadbytku obou
primeri, které nasedaji na komplementarni Usekiito jednovlaknovych DNA v protissmé
orientaci. Ve ttetim kroku nasleduje z#&dti na takovou teplotu, ktera je vhodna pro pras T
DNA polymerazy a je nasyntetizovano nové vlakno DN2oté se cely cyklus vicekrat
opakuje. V dalSich cyklech slouzi jako templat yipredchozich cyklech nasyntetizované
molekuly DNA. P@et opakovani zavisi na tom, jaké je vychozi mnozstwplatu ve vzorku,
obvykle se pouziva 25-35 cykl pricemz se v kazdém cyklu mnozstvi molekul oproti
piredchozimu cyklu zdvojnasobi.cBem rEkolika cykli tak za&nou v roztoku pevazovat
amplifikované molekuly ohraté&né z obou stran primery. Produkt se hromadi geaket
tadou, tak?e po 30 cyklech se ziska ze dvou vlakereticky celkem ¥ kopii (tj. 107
miliénu kopii).

Vyhoda PCR je, Ze ji lze pouzit k namnoZzeni kake sekvence i v fipact, kdy mame
k dispozici malé mnoZzstvi vzorku.

Zakladnim mechanismem PCR je cyklické opakoviarkiroka:
1. denaturace DNA — dojde k adiehi viaken dvousSroubovice DNA
2. annealing — nasednuti prirfaera svou komplementarni sekvenci

3 extension — syntetizovani sekvence mezi pgirpemoci DNA polymerazy

Ptiprava primelt a dNTPs

Deoxynukleosidtrifosfaty (ANTPEYBI Fermantas)

Z 100mM zasobnich roztoldNTPs byly pipraveny 10mM roztoky dNTPs, kdy bylo k 10
pl 100mM zasobniho roztokdigano 90 ul deionizované vody. Poté bytgpmvena sris ze
vSech 4 deoxynukleosidtrifostave stejnych porrech: 25 pl dATP + 25 pl dTTP + 25 ul
dCTP + 25 pl dGTP.

Primery (Generi Biotech)

0.1mM zasobni roztoky primerbyly naedény na 0.01lmM. K 10 pl 0.1mM zasobniho
roztoku bylo pidano 90 ul deionizované vody.

Byly pouzity specifické primery forward a revensro gen defensinu.
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Reakni smés pro PCR

Reakni snmés byla gipravena na ledu a co nejrychleji dana do cyclerastdrcycler
(Eppendorf), v 8mz reakce probihala. Byl pouzit 10x kompletni PGR Top-Bio) (10 mM
Tris-HCI, 50 mMKCI, 0.1% Tritofi X-100, 1.5 mM MgCJ).

Realkni komponenta Objem (1 reakce)
deionizovana voda 9.5 ul

10x kompletni pufr 2 ul

dNTPs (10mM) 1l

primer forvard (0.01mM) 1l

primer reverse (0.01mM) 1l

Taq polymeraza (1U/ ul) 0.5 ul
templatova DNA (295 pg/ml) 5 ul

Celkovy objemR@akce je 20 pl
Pro detekci fipadné kontaminace byla provedena negativni kantratera zahrnovala
vSechny reaini komponenty, ale templatova DNA byla nahrazenaniteovanou vodou. Pro
kontrolu faleSné negativity byla pouzita pozitikantrola, ktera byla aft tvorena rea&nimi

komponentami, ale jako templatova DNA byla poupizmidova DNA.

Nastaveni programu pro PCR:

Pro PCR se pouzil automaticky teplotni Mastdexy(Eppendorf).

1. paateeni denaturace 95°C..i i, 5minut

2. denaturace pro kazdy cyklus 95°C...................30 sekund
3. zchlazeni a nasedani prirfner 52°C i 30 sekund
4. extension- syntéza DNA 72°C....................30 sekund
5. opakovani od kroku 2. — celkem 35 cykl

6. finalni extension T2°C i 25 minut

7. udrzovat teplotu na 4°C

Vysledky reakce byly zhodnoceny na 1% agarozovedm\géx TAE @i napeti 125V.
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7.2.4. Purifikace PCR produktu
PCR produkt byl vifznut z agar6zového gelu a naskegrurifikovan pomoci QlAquick

Gel Extraction Kit (250) (Qiagen).

1. Byl zvazen vijiznuty kousek gelu obsahujici PCR produktidgno trojnasobné mnozstvi
QG pufru.

. Vzorek byl inkubovan 10 minu#ib0°C a vortexovan kazdé 2-3 minuty.

. Byl piidan 1 objem isopropanolu a &srbyla vortexovana.

. Cely objem byl fenesen do 2 ml kolonky.

. Vzorek byl centrifugovan po dobu 1 minuty a sapgant byl odstram.

. Bylo pidano 0.5 ml buffer QG a centrifugovano 1 minutu.

. OpEt byl odstragn supernatant,ipiano 0.75 ml buffer PE a centrifugovano 1 minutu.

o N O 0o~ WODN

. Supernatant byl odséan, vzorek byl centrifugoyaminutu @ 13 000 rpm a kolonka byla
prendana do 1.5 ml eppendorfky.
9. Bylo gidano 30 ul deionizované vody (pro dosazeni vy8atkntrace PCR produktu

v roztoku), vzorek stal 1 minutu stét pokojové teplat a byl centrifugovan 1 minutu.

7.2.5. Ligace PCR produktu do vektoru pCR 4-TOPO
Purifikovany PCR produkt byl ligovan do vektqpGR® 4-TOPO (Invitrogen).

Realéni komponenta Objem
PCR produkt 4 ul
salt solution 1l
TOPO vektor 1l

Celkovy objem 6 pl
Ligacni snes byla inkubovana 30 minutippokojové teplat a nasled#é byla gemistna na
led.

7.2.6. Transformace One Sh6t TOP10E. coli (Chemically Competent, Invitrogen)
Kompetentni biiky One Shdt TOP10E. coli (Chemically Competent, Invitrogen) byly

transformovany plazmidem obsahujicim inzert. Ba&tEr coli musi byt vystavenadgobeni

latek modifikujicich cytoplazmatickou membranu argohlém gemistni do teploty kolem

40°C (teplotni Sok) je teprve schoprigrpout vektorovou DNA.
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Kompetentni bitky One Shdt TOP10E. coli (Chemically Competent, Invitrogen) byly
skladovany p teplot -70°C. Red pouzitim byly zvolna rozmrazeny na ledu. Kikém byly
pridany :

1. 2 pl liga&ni snesi (viz. 7.2.5.) a vSe bylo opatripromichano

2. Snes byla inkubovana 30 minut na ledu.

3. Buiky byly vystaveny teplotnimu Sokdigeplot 42°C 30 sekund (bekepani), kdy se
vektor dostal ffes rozvolgnou plazmatickou membranu do kompetentnichetkun

4. Po teplotnim Soku nasledovalo okamzité zchlazanédu a v boxu bylo k Bkam
pridano 250 pul sterilniho roztoku SOC meédia.

5. Sn¥s byla kultivovana § teplot 37°C naiepaice 1 hodinu.

6. V boxu byla transforngai snes rozdlena na dva dily (100 pl a 200 ul, pro z&@jistristu
jednotlivych kolonii) a kazdy dil bykpnesen naipdem pipravenou Petriho misku
s agarem a antibiotikem, ro&at a inkubovanies noc p 37°C (beztepani).

7. Z narostlych kolonii bylo 10 vybrano a kazdagkované v boxu do 1.5 ml LB média

s ampicilinem (50 pg/ml) a kultivovany rrapace ges noc g 37°C.

8. Buiky byly centrifugovany 15 minutipl16 000 rpm a 4°C.
9. Byl odsan supernatant a pelet byl uchovidn2®°C.

Z burééného peletu byla poté izolovana plazmidova DNA.

Ptiprava kultivéniho média

25 g smisi pro LB médium bylo rozpu&to v 800 ml destilované vody. VSe bylo
promichano na mickiee a poté dopkmo vodou do 1 litru. Roztok byl roZigén do 200 ml

lahvi¢ek a do 2 z nich byloflano po 3g agaru. VSe bylo zautoklavovano.

Ptiprava Petrino misek pro kultivaci

Byly ptipraveny d¥¢ Petriho misky s LB/agarem. Na kaZzdou byloipba 20 ml LB média
sagarem a s 20 pl ampicilinu (50pug/miipPava probihala ve sterilnim boxu. Na
ampicilinovych plotnach narostou pouzenky, které obsahuji plazmid, ten totiz nese geny

pro rezistenci &¢i antibiotikam.

7.2.7. Izolace plazmidové DNA
K izolaci plazmidové DNA byl pouzit kit QIApreppin Miniprep Kit (Qiagen).
1. Do kazdé eppendorfky sitkami bylo gidano 250 pl pufru P1 a vzorky byly vortexovany.
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. Bylo gridano 250 ul pufru P2 a ssi byly opatri 4-6x protepany.
. FFidano 350 pl pufru P3 a &popatrré 4-6x protepany.
. Sn#si byly centrifugovany 10 minutfpl6 000 rpm.

a b~ W N

. Supernatanty bylyipneseny na kolonky, 60 sekund centrifugovany edgroteklo pes
kolonku bylo, odstramo.

6. Bylo gidano 500 ul pufru PB, vzorky byly centrifugovany $ekund a bylo odstramo to,
co proteklo fes kolonku.

7. Bylo gidano 750 ul pufru PE, vzorky byly centrifugovary €kund a odstr&no to, co
proteklo pes kolonku.

8. Vzorky byly centrifugovany 1 minutu a kolonkigmeseny do eppendorfek.

9. Do kazdé kolonky byloffdano 50 pl deionizované vody (pro dosazeni vysSi

koncentrace této DNA v roztoku), vzorky bylyngechany 1 minutuippokojové teplat

a 1 minutu byly centrifugovanyipmaximalnich otékach.

7.2.8. OW¥feni pritomnosti inzertu v plazmidu

7.2.8.1. PCR
Metoda PCR byla pouZita pro &@eni gitomnosti inzertu ve vektoru pCR4-TOPO
s naslednym osekvenovanim vybranych plagnsiéhzertem. PCR reakce byla provedena dle

postupu 7.2.3.

7.2.8.2. Resktikni analyza

Restrikni analyza je druhy Zgob, jak o¥fit ptitomnost PCR inzertu v plazmidu, n€bo
plazmid pCR 4-TOPO obsahuje EcoRlI restik mista.

Restrikni analyza je soubor technik, vyuZivajicich zvlaStriastnosti restriénich
endonukleaz (restriktaz). Tyto enzymy se vazoupegifické rozpoznavaci sekvence dsDNA,
dlouhé zpravidla 4-6 bp,figemz obarettzce SEpi bud’ uvnitt, nebo pobliz této sekvence.
Rozpoznavaci sekvence mohou byt unikatni inapenzymu EcoRI) nebo neité (nag.
Hindll), kdy jeden nebo vice nukleotidv sekvenci je libovolnych. Misto &eni DNA se
ozn&uje jako restrikni misto. Poet restriknich mist na zkoumané DNA zavisi na jeji
sekvenci a na délce rozpoznavaci sekveitmosti restriktaz je DNA roz&bena na &kolik
fragmentt o rizné délce, které Ize od sebe d&ddelektroforézou. Délka jednotlivych
fragment je zji¥ovana jejich porovnanim s hmotnostnimi standartrékjsou umighy na

tomtéz gelu.
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Ptiprava restrikni snesi

Realkni komponenta Objem (1 reakce)
Plazmidova DNA (65-123 pg/ml) 5 ul
Pufr EcoRl 2 ul
Enzym EcoRI (15U/ ul) 1 pl
deionizovana voda 7 ul

IK®/y objem 15 pl

Smeés byla inkubovana po 3 hodinyi87°C . Elektroforézou na 1% agar6zovém gelu v 1x
TAE byla zkontrolovanaiftomnost plazmidu s PCR produktem. Vybrané plazmsidyzerty

byly nasleds osekvenovany.

7.2.8.3. Sekve#ni reakce

K sekvenovani byly pouzity jen vybrané plazmidykterych byl prokazatednpiitomny
inzert. Proto byly pouzity 4 plazmidové DNA, kteb&ly vybrany na zaklad vysledku
piedchozi PCR a restrikce. Kipraw sekvegni reakce byl pouZit kit Big DyeTerminator v

3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems).

Priprava reakni snesi

Do reakce je peééba pidat vhodné mnoZstvi templatové DNA, proto byla&iema
koncentrace purifikovaneého PCR produktu v tenkusfch kyvetach (UVette220-1600nm;
Eppendorf) ve spektrofotometru (BioPhotometer, Eploef) @i 260 nm. Koncentrace DNA
se pohybovala mezi 72-106 pg/mlistota DNA byla zkontrolovana pomoci indexu Q@
OD2so.

Mnozstvi DNA potebné pro reakci bylo odeno ztabulky dodavané vyrobcem
sekveriniho kitu. Pro ds DNA by #ta koncentrace templatové DNA v reakci dosahovat 50
100fmol. Pro ziskany purifikovany produkt odpovid#o koncentraci 13-26 ng templatové
DNA.

Pouzité mnozstvi templatové DNA : 1. plazmidova DNAS8 ul
2. plazmidova DNA 3.9 ul
3. plazmidova DNA 4.0 pul
4. plazmidova DNA 2.7 ul
Zbylé objemy byly doplény do 11 pl deionizovanou vodou a inkubovany 1 ruirpii 96°C.
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Sekverini reakce obsahovala:

Realkni komponenta Objem (1 reakce)
Reagent Mix 4 ul

2.5x Sequencing Reaction Buffer 4 ul

Primer M-13 Forw/M-13 Rev (1.6 pmol) 1l

Templat (72-106 pg/ml) + deionizovana | 11 pl

voda

Celkovy objem 20 pl
Pro kazdy primer (M-13 Forw a M-13 Rev) byliigraveny 4 readni snesi s jednotlivymi
plazmidovymi DNA.

Program pro sekveéni reakci

¢ S T 20 sekund
B 20 sekund
B3 O 4 minuty

I€epakovano v 30 cyklech.
tddvaci teplota 4°C

Po skowreni reakce byla provedena precipitace D& kazdému vzorku bylyfgany 4 pl
stop solution (1.5 M NaOAc, 50 mM EDTA). DNA bylgsrazena fidanim 1 ul glykogenu

a 60 pl chlazeného 95% ethanolu. Vzorky bydglre promichany a centrifugovanykip

maximalnich oté&ach a 4°C 15 minut. Po odsani supernatantu bt mhlakrat promyt
chlazenym 70% ethanolem a centrifugovan 2 miiiuf4 000 rpm a 4°C. Pelet byl suSen na
vzduchu (cca 30 minut).

Vzorky byly analyzovany na sekvenatoru Beckmantofatic Sequenator (Beckman

Coulter).

7.2.11. Analyza DNA sekvenci
Ziskané DNA sekvence byly analyzovany pomocigmmu Chromas a DNAStar a

srovnany se sekvencemi dostupnymi v databazi GdnBan

7.2.12. Riprava rekombinantniho konstruktu v expresnim vektau Champion™
pET100/D-TOPO®
Rekombinantni proteiny bylyiipraveny v bakterialnim systému za pouZziti Champfon
pET Directional TOP®Expression Kitu (Invitrogen).
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K expresi rekombinantniho proteinu defensinulqaosl expresni vektor pET 100/D-
TOPCP se silnym bakteriofagovym T7 promotorem, ktery uimgé indukci exprese.
Promotor obsahuje laktdzovy operator, ktery je kuhatelny laktézou nebo jejim derivatem
IPTG. V jejich gitomnosti dochazi k vytteni lac represoru, ktery se vazal na laktézovy
operator a branil expresy rekombinantniho protédea indukce, a z&na exprese daneho

genu. Pro indukci exprese byl pouzit 1mM roztok@T

3 T
= S

i Xpress™ cce TT o

Obrazek 1: Mapa expresniho vektoru pET 100/D-TOP®.

Na zaklad vysledku sekveini reakce byl vybran plazmid p&R-TOPO obsahuijici cely
pozadovany gen, ktery byl vhodny pro klonovani gpresniho plazmidu pET100/D-TOPBO
Tato plazmidova DNA (s celym poZzadovanym genenjpriae poslouZila jako templat pro
PCR reakci se specifickymi primery. K 5 konci famd primeru byla (fed ATG kodon)
piidana CACC sekvence pro spravnou orientaci prodwduvektoru; 3° konec reverse
primeru obsahoval stop kodon. PCR reakce ghtabdle uvedeného schématu (viz. 7.2.3.).

PCR produkty byly purifikované (viz.7.2.4.).

Ligace inzertu do expresniho plazmidu
Purifikovany PCR produkt byl ligovan do vektora 1.00/D-TOPG .

Realéni komponenta Objem
Cerstw precistény PCR produkt 4 pl
Salt solution 1l
pET100/D-TOPB 1l

Celkovy objem 6 ul

Ligacni snes byla inkubovana 30 minutigokojové teplal.

30



Plazmidy, obsahujici inzert, byly osekvenovanygdaaziti primeru T7 promotor) pro zj&ti

spravnéha@teciho ramce podle postu@.2.6 — 7.2.8.1.

7.2.13. Transformace expresnich bufk E.coli BL21 Star™ (DE3) One Shof Cells

Transformace expresnich kompetentnichskuBL21 Staf™ (DE3) One Shét Cells
(Invitrogen) byla provedena vektorem obsahujicéihze spravnéntecim ramci.

Kompetentni biiky byly skladovany p -70°C. Red pouzitim byly pozvolna rozmrazeny
na ledu. K expresnim kkam bylo gidano:

. 5 pl plazmidové DNA obsahujici rekombinantnizptéd s inzertem

. Snés byla inkubovana 30 minut na ledu.

. Poté byly biiky vystaveny teplotnimu Soku (42°C 30 sekund).

1

2

3

4. Buaky byly hned pemistny na led.

5. V boxu bylo k bitkam gidano 250 pul SOC média.

6. Snés byla inkubovana nagpace @i 37°C 30 minut.

7. Poté byla featkovana v boxu do 10 ml LB media s ampicilinem (%0ml) a kultivovana

pres noc za staléheepani pi 37°C.

7.2.14. Pilotni exprese

1. 500 pl kultury BL21 Std¥ (DE3) One ShétCells (transformované rekombinantnim
vektorem obsahuijici inzert) narosttégpnoc bylo feneseno do 10 nierstveho LB média
s ampicilinem (50 pug/ml).

2. Buiky byly kultivovany 3 hodiny nas¢pace @i 37°C.

3. Poté bylo odebrano 500 ul kultury. Vzorek bsthiovan pro SDS-PAGE analyzu jako
predindukni kontrola.

4. Bylo pidano 10 pl IPTG (konma koncentrace v kulte 1mM) pro indukci exprese.

5. Exprese probihala 6 hodin (fiegaice @i 37°C) a kazdou hodinu byl odebran jeden
500 pl vzorek pro kontrolu exprese.

6. Bakterialni pelet byl z kazdého vzorku ziskéntdfugaci pi maximalnich otékach
a 4°C (30 sekund), odsatim supernatantu arbydzen i teplot -20°C.

7.2.15. SDS-PAGE - kontrola exprese rekombinantnihgroteinu

Vzorky z pilotni exprese byly analyzovany v 2&.%polyakrylamidovém gelu s pouZzitim
5% zaostbovaci (stacking) polyakrylamidové&sti gelu. Gel a pufry bylyfpraveny podle
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standardnich postapLaemmli, 1970). Elektroforéza probihala na ap&eaSE 250 (Hoefer
Scientific Instruments)ipnapsti 140V v 1x ELFO pufru.

Priprava gelu
RozcdElovaci gel

Realéni komponenta Objem
Deionizovana voda 2.975 ml
40% Acrylamide/Bis 0.5 M Tris-HCI pH 6.8  4.375 ml
1.5 M Tris-HCI pH 8.8 2.5 ml
10% SDS 0.1 ml
Temed 5 ul
10% APS 50 pl

Zaostovaci gel

Realeni komponenta Objem
Deionizovana voda 2.7 ml
30% Acrylamide/Bis mix 0.67 mi
1.0 M Tris-HCI pH 8.8 0.5 ml
10% SDS 40 pl
Temed 4 ul
10% APS 40 pl

Priprava na analyzu vzoiik

1. Burgéné pelety z pilotni exprese (vzorky : Oh, 1h-6hylbgsuspendovany v 80 pl
deionizované vody.

. Z kazdého vzorku bylo pouzito 20 pl.

. Do kazdého sefglaly 4 pl 5x vzorkového pufru.

. Roztoky byly denaturovany 5 minui g00°C.

. Poté byly ochlazeny na ledu acgny @i maximalnich otékach (10 minut).

. Vzorky byly nanaSeny na gel po 18 pl supernataatjamku.

. Jako standard molekulovych hmotnosti byl poon&tker Precision plus Protein (BioRad).

o N o 0o~ WODN

. Po skoneni elektroforézy byl gel 3x promyt destilovanowwa (po 10 minutach) a
obarven v roztoku PageBIl&(Invitrogen).

Po 4 dnech byl gel odbarven (3x promyt) v destit@vaod a fotograficky zaznamenan.
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5. Vysledky

5.1. Izolace RNA a syntéza cDNA

Z homogenatu nasatych k&$ I. ricinus se pod&lo izolovat RNA (obr.2), ktera byla
pouzita jako templat ve dvoukrokové RT-PCR pro éyuatprvnihorettzce cDNA. cDNA
byla syntetizovana pomoci Anchored oligo (gpyrimeri (obr. 3).

Obrazek 2: Kontrola celistvosti izolované RNA z hormagenatu naséatych kligat v Tri

Regentu.
1- nowjSi RNA
2- starSi RNA
1 2

Obrazek 3: Kontrola nasyntetizované cDNA z RNA.
1 — vzorek starSi cDNA
2 —vzorek no¥jSi cDNA
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Koncentrace izolované RNA byla 4269 pg/mil.
Koncentrace cDNA byla 295 pg/ml.

5.2. PCR, purifikace, klonovani, transformace a selenovani

Pomoci PCR s gen®wspecifickymi primery Def-Forw a Def-Rev, jejichptamalni teplota
pro nasedani na DNA je 52°C, byl z cDNA nasatydBréat I. ricinus ziskan cely gen pro
antimikrobialni peptid defensin $qupokladanou velikosti 225 bp.

Vysledek PCR reakce je zachycen na obrazkuatk®t neni ptadre rozjety, protoze byla
elektroforéza vypnutarpdiasre.

Obrazek 4: Produkty PCR s geno¥ specifickymi primery na cDNA z homogenatu
nasatych klig’at.

1 — defensin (224 bp) — jako templat pro PCR bylaZita starSi cDNA

2 — defensin (224 bp) — jako templat pro PCR byglazita no¥jSi cDNA

3 — pozitivni kontrola

4 — negativni kontrola

5 — marker Gene Ruler 100bp Ladder Plus

Amplifikovany fragment DNA byl v¥iznut z gelu, purifikovan, zaklonovan do vektorowéh
plazmidu pCR 4-TOPO a pouZit pro transformaci kompetentnichskuBne Shdt TOP10
E.coli (Chemically Competent). Na ampicilinovych plotnaa@rostly pouze hiky obsahujici
plazmid, ktery nese gen pro rezistendicivantibiotikim. Z narostlych kolonii jich bylo
vybrdno 10. Byly peatkovany do tekutych kultur (LB média s ampicilinenmkubovany
pies noc f teplo€ 37°C a poté byla z kultur izolovana plazmidova DXgbr. 5). VSech

deset vybranych kolonii obsahovalo inzert, ale4ennich ngly inzert ve spravné orientaci
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(zjisttno pomoci PCR a restrikce). Tyto 4 plazmidové DNAinzertem byly déle
osekvenovany za pouzprimeri M-13 Forw a M-13 Rev. Vysledky sekvar reakcebyly
analyzovany pomoci progranChromas a DNAStar a byly porovnany v programu Blas

1 2 3 45 6 7 8 9 1a12M

Obrézek 5: Kontrola p#itomnosti inzertu ve vektoru pCR®4-TOPO.
1 — 10 plazmidy, velikost PCR produktu 224 bp

11 - pozitivni kontrola

12 — negativni kontrola

M — marker Gene Ruler 100bp Ladder Plus

5.3. Charakteristika izolovaného defensinu

Transkript genu pro defensin je 224 bp dlouhje gxekladan na 74 aminokyselinovy
preprodefensin.  Nukleotidova sekvence transkriptu aminokyselinova sekvence
preprodefensinu jsou znazény na obrazcich 6 a 7.

Protein ma molekulovou hmotnost 8231.76 Dadit@njiz zmirgnych 74 aminokyselin,
z nichz 12 je sila bazickych (K,R) a 5 sikh kyselich (D,E). Dale protein obsahuje 26
hydrofébnich aminokyselin (A, I, L, F, W, V) a 18larnich aminokyselin (N, C, Q, S, T, Y).
Jeho izoelektricky bod (pl) ma hodnotu 9.176. Celk@ccet prelozenych bazi je 224,
piicemz procentualni zastoupeni A je 22.52% (tedy S5@lentidi), G 27.03% (60
nukleotidi), T 25.23% (56) a C 25.23% (56).

V programu Blast (www.ncbi.nim.nih.gov) byla pwnana ziskana aminokyselinova
sekvence proteinu. Bylo zjito, Ze se jedna o iz popsany a izolovany deferBefl u

klistat|. ricinus.
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10 20 30 40 50 60
s o AR o et e OB e (S et Yy (6 oo BTN e e S e s e |
ATGAAGGTCCTTGCCGTCTCGCTTGCCTTTTTGCTGATCGCTCGGTCTGATCAGCACATCG 60
CTGGCCCAAAATGAGGAAGGAGGAGAAAAAGAGCTTGTTCGAGTTCGTCGCGETGGCTAC 120
TACTGCCCATTTTTTCAAGATAAATGCCACCGCCACTGCAGGAGCTTCGGGCCGAAAAGCA 180
GGCTACTGTGGCGGTTTTCTCAAAAAGACCTGCATCTGCGTCTG 224

Obrazek 6: Nukleotidova sekvence genu pro defensin

10 20 30 40 50 60

llIIIIIIIIIIIlllIIIlIIIIIIlIIIIIIIII]_IIllIIIIIIIlIIlII'Illll

MKVLAVSLAFLLIAGLISTSLAQNEEGGEKELVRVRRGGYYCPFFQDKCHRHCRSFGRKA 60
GYCGGFLKKTCICV 74

Obrazek 7: Aminokyselinova sekvence genu pro defeins

5.4. Konstrukce expresniho plazmidu a exprese rekdmmantniho proteinu

Pro klonovani do expresniho plazmidu byla vgargedind plazmidova DNA (obr. 8) na
zaklad vysledku z pedchozi sekvemi reakce. Klonovaci reakce obsahovaerstw
pripraveny PCR produkt purifikovany z agarézovéhougelbsahujici na zatku 5° konce
(pfred ATG) sekvenci nukleotid CACC nezbytnou pro spravné urngfst inzertu do
plazmidového vektoru pET100/D-TOPO

Teémito plazmidy byly transformovany kompetentniiky One Shdt TOP10 E.coli
(Chemically Competent). Deset narostlych kolorahsformovanych butk rezistentnich &ci
antibiotiku bylo geatkovano do tekutych médii (LB médium s ampicilineanpo kultivaci
z nich byla izolovana plazmidovA DNA a pomoci PCR specifickymi primery byla
zkontrolovana ftomnost inzertu ve vektoru (obr. 9). Plazmidy, r&teprokazatekt
obsahovaly inzert byly osekvenovany (za pouzitneru T7 promotor) pro zji&i spravného

éteciho ramce.
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Obrazek 8: PCR se specifickymi primery a s plazmideou DNA (jako templat), ktera
byla dale pouzita pro klonovani do expresniho plazidu.

1 — PCR produkt (1 pl plazmidové DNA jako templ®@R)

2 — PCR produkt (2 pl plazmidové DNA jako templ®@R, vzorek byl Spatmanesen)

3- PCR produkt (3 pl plazmidové DNA jako templd®€R)

4 — pozitivni kontrola

5 — negativni kontrola

M — marker Gene Ruler 100bp Ladder Plus

LA

Bl - R
. - - — oo - -

Obrézek 9: Kontrola p¥itomnosti inzertu ve vektoru pET 100/D-TOPC pomoci PCR se
specifickymi primery.

1 — 8 plazmidy, velikost 224 bp

9 — pozitivni kontrola

10- negativni kontrola

M- marker Gene Ruler 100bp Ladder Plus

Owieny rekombinantni plazmid je pouZit pro transforimaresnich busk BL21 Staf™
(DE3) One Shof® Cells. Nasledovala pilotni exprese. Exprese rekomartniho defensinu
byla po 3 hodinach kultivacederstvém LB médiu s ampicilinentilB7°C vyvolana fidanim
1mM IPTG. Exprese byla patrna jiz po 1 hadim trvala dalSich 5 hodin. B®Zr¢ byly
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odebirany vzorky kultury ¥asovém intervalu — 1 hodiny. #&h exprese rekombinantniho

proteinu byl analyzovan na SDS-PAGE (obr. 10). oJadntrola byl pouzit vzorek odebrany
pted indukci IPTG.

L -"‘”-

Obrazek 10: Analyza exprese defensinu pomoci SDHEE.

1 — vzorek neindukovanych expresnich#uBL21 Staf™ (DE3) One Shof Cells
2 — 7 vzorky expresnich b&kpo indukci €asovy interval — 1 hodina)
M — marker Precision plus Protein (BioRad)
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6. Diskuze

Zadani této prace vychazi z problematilegené v Laboraibo molekularni ekologie
parazifi se zamifenim na studii gan které jsou exprimovany v kl&t po infekci patogenem.
Klist¢ jako hematofagnélenovec ma vyvinuty obranny systém, ktery mu uiige viceci
meére innou ochranu f@d patogennimi mikroorganismy, které proniknou dboj €la.
Antimikrobialni peptidy jsou hlavni s¢asti girozené imunity epitelialnich bgk.

Defensiny jsou ileZitou sloZkou vrozeného imunitniho systému, kt@iyspiva na
schopnost &Siny Zivasicha znicit invadujici mikroorganismy (Gillespiet al, 1997). Hlavni
funkce defensinu je obrandegal grampozitivnimi a gramnegativnimi bakteriemiulbami a
prvoky. Nicmér, detekce patogena, zatinfjakym neznamym mechanismem, musi nastat
predtim, Z miZze byt defensin upregulovan a/nebo sekretovanliZiest!. ricinus nejsou
piitomny vhodné spouiti mechanismy, defensin nége byt produkovan a uvain.
Zjisteéni, Zel. ricinus ma defensin, ale nezda se, Ze by byl schopendtonait B. burgdorferi
zahrnuje dalSi faktory, v ssané dok neznamé, v antimikrobialni obrahlistat.

Do dnesni doby bylo identifikovan@kolik defensiri z miznych tkani utiznych¢lenovai,
véetrs klistat. Na rozdil od znalosti, které mame o defensinebmyzu, vime velmi malo o
defensinech u kli&t. U tvrdého kligtte I. ricinus byly objeveny 3 defensiny, byla prokdzana
existence jejich isoforem a intron/exonova struktigeri, kterda je podobna strukt
defensinu WO. moubata

Cilem této prace bylo ziskat a exprimovat gengmtimikrobiélni peptid defensin z k&

I. ricinus po indukci patogenem. V této praci byl gen kodujdefensin izolovan,
osekvenovan a klonovan do expresniho vektoru prdsi danalyzu jeho exprese
v prokaryotnim systému a studium antimikrobiélrtivaty.

K amplifikaci sekvence celého genu pomoci PCRYy bgouzity geno¥ specifické
oligonukleotidy a jako templat byla pouzita cDNAnsstizovana z izolované RNA z nasatych
kligtat 1. ricinus. Ziskana forma genu pro defensin byla klonovanap@<® 4-TOPO
plazmidu, transformovdna do kompetentnich dsurfE. coli a nésled&d osekvenovana.
Pripravend forma genu byla klonovana do expresnitazmidu pET 100/D-TOP®
K expresi defensinu byl pouzit IPTG, jehoz kén& koncentrace dosahla 1mM. Pokusy byla
ovéfovana i 0.5 mM koncentrace IPTG, ale mnoZzsiidukovaného proteinu bylo mensi.
Maximalni produkce proteinu nastalkghiem 3-4 hodin od g@étku indukce exprese.

Analyzou aminokyselinového sloZeni proteinu athreeho z nukleotidové sekvence genu
bylo zjis€no, Ze ziskany protein je homologicky s proteinemflD ktery bylizolovan a
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popsan u kligte I. ricinus (obrazek 11) (Rudenko, Golovchenko, Grubhoffepuidikovana
data). Defl je indukovan pouze véest po infekciB. burgdorferi(Rudenkeet al, 2005).

tr A0T093 Def ensi n [ xodes ricinus (Sheep 74 AA
A0T093_| XORI tick)] align

Score = 187 bits (425), Expect = le-46
Identities = 74/ 74 (100%, Positives = 74/ 74 (100%

Query: 1 MKVLAVSLAFLLI AGLI STSLAQNEEGGEKEL VRVRRGGYYCPFFQDKCHRHCRSFCGRKA 60
MKVLAVSLAFLLI AGLI STSLAQNEEGGEKEL VRVRRGGYY CPFFQDKCHRHCRSFGRKA
Shjct: 1 MVLAVSLAFLLI AGLI STSLAQNEEGGEKEL VRVRRGGYYCPFFQDKCHRHCRSFCGRKA 60

Query: 61 GYCGGFLKKTCICV 74
GYCGGFLKKTCI cvV
Shjct: 61 GYCGGFLKKTCI CV 74

Obrazek 11: Srovnani proteinovych sekvenci ziskanéhdefensinu o velikosti 8231.76
kDa s Defl u kliSéteI. ricinus.
Query: znazatuje ziskanou sekvenci defensinu

Sbjct: znazatuje sekvenci Defl

Podobnost sekvence ziskaného preprodefesimminus s Def2 ul. ricinus byla 95%, sl.
scapularis57%, sD. variabilis 47%, sB. microplus47% a s defensin@. moubataod 41%
po 52%.

Podobnost zralych pepiid. ricinus al. scapularisbyla pouze 55%. Fylogeneticka analyza
komplexul. ricinus, ktery zahrnujd. scapularis ukazuje, Zd. ricinus al. scapularisnejsou
piibuzné druhy. Alignments zralého defensihuscapularis ukazalo nejvyssi podobnost
86.6% sB. microplusa nejmensi 44.7%A. hebraeumjen 55% podobnost s defensiném
ricinus (Xu et al, 2003). Tyto vysledky ukazuji vysoky stupeariability mezi klis&cimi
defensiny, které jsou mozna ovliny raiznymi druhy mikrold, s nimiz se setkaly jednotlivé
druhy klig’at bkihem evolgniho vyvoje, stejé jako geografickou izolaci.

Zawrem lze na z&kladvyse uvedenych vysledkshrnout, Ze kli&tal. ricinus maji geny
pro defensin, ktery je sekretovan u tohoto druhmeakci na infekci patogenem, ale jsou
potrebné dalSi studie pro zjit, jestli jsou defensini ricinus (¢inné protiB. burgdorferia
dalSim mikrobialnim patogém prenasenych kli&aty a pokud ano, tak za jakych podminek,
napiklad samostathnebo v kombinaci s dalSimi indukovanymi AMP, jdisozym. DalSi
studie jsou také nutné, pro z§ist tkani, které jsou zahrnuty do produkce, stéfk rychlosti

a udrzitelnosti exprese defensirNezbytna je také znalost celého spektra antirbilétoich
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peptidi zahrnujici kli&ci imunitni odpo¥d’, stejré tak rozSfeni studii o mechanismu
pusobeni takovych peptid Tyto studie jsou wlezité pro pochopeni, ptonckteré klis&ci

druhy jsou schopnymi vektory patodgemrzatimco dalSi ne.

7. Zaver

Poddilo se izolovat, klonovat a osekvenovat gen kédygrotein pro defensih ricinus. Po
potvrzeni sekvence a analyzovani podobnosti seesekvni dostupnymi v databazi GenBank
bylo potvrzeno, Ze defensinricinus pati do velké skupiny kationickych antimikrobiélnich
peptidi. Defensinl. ricinus je produkovan jako prepropeptid, ktery sdili spo& znaky
defensii hmyzu. NejvySSi podobnost byla prokazana s daiensi. scapularisna zaklad
aminokyselinové sekvence a podobnost byla 57%ovanly defensinovy gen byl klonovan
do expresniho vektoru pro tvorbu rekombinantnihatida a dalSi studie jeho antimikrobialni
aktivity. Pilotni exprese kli&tiho defensivu v prokaryotnim systému ukazala, X@ese je
patrna po 3 hodinach inkubace plot 37°C s 1 mM IPTG.
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