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1. UVOD

Transportni proteiny klistat jsou schopny vazat, prenaset, pfipadné ukladat hem
pochézejici z krve hostitele. U nékterych transportnich proteinti byla potvrzena i
antioxidacni role, pfesto ale pfesna funkce transportnich proteinti neni pln¢ zndma. Obecné
plati, Ze tyto proteiny jsou pfitomny zejména v hemolymf¢ samic a jsou urcené predevSim
k transportu hemu.

Nekteré transportni proteiny pro hem byly nalezeny i u samci klistat Boophilus
microplus €1 Dermacentor variabilis, kteti saji na hostiteli jen parkrat za Zivot a v mnohem
mensSim rozsahu nez samice. Nemusi tedy zpracovavat velké mnozstvi hemu, pfesto je
zastoupeni transportnich proteinii pro hem v hemolymf¢ samic i samcii pfiblizn¢ stejné.
Nekteré transportni proteiny se nachazeji také ve slinnych zlazach, kde vSak hem z potravy
neni uvoliovan.

Prestoze proteiny prenasejici hem patii mezi nejvétsi proteiny klistéci plasmy (cca
250 kDa), vazi relativné malé mnozstvi hemu (v jednom piipadé¢ dva hemy na molekulu
proteinu). Uvedené poznatky naznacuji, Ze transportni proteiny pro hem maji i dalsi
funkce.

Hlavnim cilem diplomové prace byla biochemicka charakterizace transportniho
proteinu hemlipoglykoproteinu (HLGP) z klistéte Dermacentor marginatus, ktera odhalila

moznost dal$ich funkci HLGP nez jenom transport a ukladani hemu.



2. CiLE PRACE

- izolace a purifikace hemlipoglykoproteinu z klistéte Dermacentor marginatus
- ptiprava specifickych protilatek proti hemlipoglykoproteinu z D. marginatus

- strukturni a funkéni charakterizace hemlipoglykoproteinu z D. marginatus



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Klistata — jejich zakladni charakteristika

3.1.1 Systematicky prehled

Klistata jsou pocetnou skupinou roztocu, ktera patii do podkmenu klepitkatci
(Chelicerata). Chelicerata se déli na dvé ttidy: Merostomata a Arachnida. Skupina
Merostomata zahrnuje predevSim motské klepitkatce, napt. ostrorepy nebo vymielé
zastupce tadu Eurypterida. Ostrorepové jsou hojné pouzivani jako modelové organismy
pro studium molekulovych a bunéénych faktorl ptirozené imunity.

Ttida Arachnida zahrnuje nékolik tadu (Stifi, bicovci, krabovci, pavouci, Stirci,
solifugy) vcetn¢ tadu roztoCi (Acari). Zastupci roztocli obyvaji suchozemské, motské i
sladkovodni habitaty, jsou detritofagni, dravi nebo paraziticti. Paraziti¢ti rozto¢i Skodi
hostiteli jak pfimym sanim, tak i pfenosem ptivodcii riznych infekénich onemocnéni.

Klistata (podrad Ixodida) se tadi mezi roztoce (Acari) a déli se do tii Celedi:
Argasidae (napt. rod Otobius, Argas, Ornithdoros, Antricola ...), Ixodidae (Ixodes,
Dermacentor, Haemaphysalis, Rhipicephalus ...) a Nuttalliellidae (jediny rod Nuttalliella),
které se lisi v ontogenezi, fyziologii i zivotni strategii. Do podiadu Ixodida patii celkem
907 zndmych druht, z toho celed’ Argasidae ma 186 druhii a celed’ Ixodidae 720 druhi.

Celed Argasidae je charakteristicka kozovitym télnim pokryvem a absenci tvrdého
Stitku na hibetni strané. Tyto klistata ziji vétSinou v hnizdech svych hostitelt, saji
opakované a po malych davkach. Nemaji fixni pocet nymféalnich stadii, ktery zavisi
piedevs§im na mnozstvi dostupné potravy.

Zastupci Celedi Ixodidae maji na hibetni stran¢ skutum (tvrdy Stitek), jez vykazuje
zietelny sexudlni dimorfismus - u samcl pokryva celé t€lo, u nenasatych samic saha do
jeho poloviny nebo do jedné tietiny. Gnathosoma (Cast klist¢ zahrnujici jeho Ustni a saci
ustroji) vy¢niva z obrysu téla a jeho soucasti je hypostom, ktery pomaha klistéti udrzet se

béhem sani na hostiteli.



3.1.2 Zivotni cyklus &eledi Ixodidae

Klistata maji tfi vyvojova stadia - larvu, nymfu a dospélce. Jejich zivotni cyklus se
vSak muZze liSit u riznych druhti v zévislosti podle jejich Sanci na kontakt s odpovidajicim
hostitelem, ktery zajisti jejich preziti.

I ptes rizny pocet hostiteli (1-3) u celedi Ixodidae plati, ze ve vyvojovém cyklu
nasleduje po larvalnim stadiu pouze jedno stadium nymfalni a dale findlni staddium
dospélce. Typicky je pro né tiihostitelsky cyklus, ale nékteré odvozenéj$i druhy maji
cyklus dvojhostitelsky (nc¢které druhy rodt Hyalomma a Rhipicephalus) nebo
jednohostitelsky (n¢které druhy rodu Boophilus).

Klistata, kterda maji jednohostitelsky cyklus, zistavaji na jednom hostiteli pies
vSechna tfi vyvojova stadia. Nasaté dospélé samice pak opousti hostitele a snasi vajicka.
Klistata s dvojhostitelskym cyklem zistavaji na prvnim hostiteli ve stadiu larvy a nymfy.
Po nasati se nymfa pousti hostitele, méni se v dospélce a hleda finalniho hostitele.
Ttihostitelsky cyklus ma vétsSina tvrdych klistat. Tyto klistata opousti hostitele po kazdém
sani a nasleduje pfeména na dalsi stddium. VSechny tyto typy zivotnich cykli klist'at maji
spole¢né, ze stadium nasatého dospélce je zaveérecné, tj. po nakladeni jedné sniiSky vajicek

samice umira, samec umiré po kopulaci také.
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Obrézek 1. Znazornéni zivotni strategie klist'at. Zleva: zivotni cyklus jednohostitelského, dvouhostitelského a
tiihostitelského klistéte.
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/html/Frames/S-Z/Ticks/body Ticks pagel.htm#Life%20Cycle

3.1.3 Klist’ata jako Skiidci a pirenaSeci
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Klistata patii mezi krevsajici ektoparazity, ktefi napadaji savce, ptdky a
ptilezitostné plazy a obojzivelniky. Mezi €lenovci jsou kliStata ptfenaSeci nejvétSiho

mnozstvi patogenii vcetné virl, bakterii, hub a prvokd (Pagel Van Zee et al., 2007;

vewr

v

encefalitidy nebo spirochéty Borrelia burgdorferi s.1.. Virus klistové encefalitidy 1 bakterie
z komplexu B. burgdorferi bézné infikuji lesni zvifata a z poslednich pruzkumi vyplyva,
7e se podty infikovanych pacientil témito dvéma chorobami za posledni 1éta zvysuji v CR.
Zatimco proti klistové encefalitid€ je k dispozici u¢inné ockovani, (humanni) vakcina proti
Lymské borelidze zatim na trhu neni a 1écba je mozna pouze podanim velkého mnozstvi
antibiotik. Krom¢ Lymské borelidzy a klisStové encefalitidy mohou kliStata prenaset i dalsi
patogeny zpusobujici napt. horecku skalistych hor, Q horecku, tularemii, erlichiézy, apod
(shrnuto v Bowman ef al., 2008).

Klistata riznych rodu, napt. Rhippicephalus, Hyalomma, Amblyomma a Boophillus
napadaji nejen ¢love€ka, ale také hospodaiska zvifata a zptisobuji u nich onemocnéni jako
je anaplasmoza, babesioza, theilerioza a fada dalSich. Néktera kliStata (. holocyclus, D.
andersoni) mohou poskozovat hostitele pouhym sédnim, konkrétné vylu€ovanim silnych
toxinll ve slinach. Tyto toxiny zplsobuji paralyzu jehiat, kiizlat a telat, vyjimecné psii a

Cloveéka (Stone et al., 1989; Muth, 1945).

3.1.4 Hemolymfa klist’at

Klistéci hemolymfa je komplexni tekutina, ktera ma mnoho funkci. Je tvofena
plasmou a hemocyty a slouzi pfedevSim k transportu riznych molekul napfi¢ klistécim
télem, jako jsou hormony, nutriéni molekuly nebo chemické intermediaty metabolismu.
Hemolymfa piisobi také jako opora pro rtizné tkan¢ a osmoticky vyrovnané vnitini
prostiedi se spravnou hladinou ionti. Kromé vody, sacharidii, anorganickych soli, lipida a
aminokyselin se v ni vyskytuji také slozky zapojené do srazeni hemolymfy, proteiny,

nckteré pigmenty, rizné enzymy a hormony a molekuly ciziho ptivodu (Sonenshine, 1991).



3.1.5 Proteiny hemolymfy

Podstatnou soucasti hemolymfy jsou proteiny, které tvoii vétSinovou slozku
z rozpustnych molekul pfitomnych v plasmé. Mezi studované proteiny patii predevSim
proteiny spojené s reprodukci a vyvojem a proteiny Gcastnici se imunitnich odpovédi.

K nejlépe prostudovanym proteinim patii vitellogeniny, které cirkuluji
v hemolymf€ jako prekurzory Zloutkového proteinu vajicka (Vn) (Thompson et al., 2005).
Vitellogenin/vitellin byl identifikovan a charakterizovan napt. u O. moubata a O. parkeri,
D.variabilis a I. scapularis. Obsah sacharidl a lipidd, ale také aminokyselinové sloZeni
téchto proteint je u klistat podobné jako u hmyzu.

DalSimi proteiny vyskytujicimi se ve velkém mnozstvi v hemolymfé jsou
transportni proteiny tzv. 'carrier proteiny' (CP), resp. hemlipoproteiny (HeLp). Nachdzi se
v homogenatech vajicek, larev a nymf, v hemolymf€ samic i samct, a dale napt. ve
slinnych zlazéach, tukovém télese a v koxalni tekutiné mékkych klistat. Bylo prokazano, ze
nékteré ze studovanych hemlipoproteinit (DvCP, HeLp) se ucastni trdveni krve a po
pruchodu hemu do hemocoelu ho vazi a skladuji (Gudderra et al. 2001; Maya-Monteiro et

al. 2000).

3.1.5.1 Makroglobuliny

Makroglobuliny, konkrétné rodina a-2-makroglobulinovych (a2M) inhibitorQ
proteaz, tvoti dalsi proteinovou slozku hemolymfy. Jako prvni pfedstavitel této rodiny u
terrestrickych bezobratlych byl v plasmé O. moubata identifikovan TAM - kliStéci a-
makroglobulin (tick a-2-macroglobulin) (Kopacek et al., 2000). Jedné se o glykoprotein,
ktery vykazuje sekvencni podobnost s a2M z amerického ostrorepa Limulus polyphemus.
Obecné a2M slouzi jako univerzalni inhibitor proti riznym skupinam protedz bezobratlych
(Hoffmann et al., 1999) a stejna funkce se predpokldda i u proteinu TAM. Tento zavér
podporuji 1 poznatky z charakterizace dal$iho a-2-makroglobulinu [rAM-An z klistéte 1.
ricinus (Buresova et al., 2009).

IrAM-An ma schopnost podilet se resp. spoustét fagocytézu bakterie
Chryseobacterium indologenes skrz interakci tohoto makroglobulinu s protedzou patogena,

pfi¢emz tento proces je spojen s bunécnou imunitni odpovedi (BureSova et al., 2009).



3.1.5.2 Antimikrobidlni proteiny

Antimikrobidlni peptidy/proteiny jsou malé molekuly, které¢ se obecné u ¢lenovct
vyznaCuji antimikrobidlni aktivitou pfedevSim proti G+ bakteriim; nékteré izoformy
inhibuji také G- bakterie, houby a protozoa (Nakajima et al., 2003; Tsuji et al., 2007). Tyto
proteiny tvoii dileZitou slozkou humordlni imunity, a proto jsou detailné¢ popsany v

kapitole Humoralni imunita.

3.1.5.3 Lektiny

Lektiny tvofi dal$i vyznamnou slozku hemolymfy, protoze se pravdépodobné
ucastni procesit prirozené imunity. Prvni lektiny klistat byly nalezeny v hemolymfe
mekkych klistat O. tartakovskii, O. papilipes a A. polonicus (Grubhoffer a Matha, 1991).
Dalsi lektiny se nachazi v hemolymfg€, stievu a slinnych Zlazach u rtiznych klistat (Kuhn et
al., 1996; Grubhoffer a Kovar, 1998; Kovar et al., 2000; Huang et al., 2007). Tyto proteiny
vykazuji obecné afinitu k sialové kyseliné a N-acetyl-D-glukosaminu (GIlcNAc), ale
specificky vazi i dal$i sacharidy a pravdépodobné interaguji také s glykosylovanymi
strukturami pfenasenych patogentl.

U epidemiologicky vyznamnych klistat bylo dosud popsano n¢kolik lektini ze
skupiny fibrinogenu podobnych proteinti (FReP) : Ixoderin A a B (/. ricinus), Dorin M a
OMFREP (O. moubata), Ixoderin A-like (I. scapularis) a Amblyomin (4. americanum).
Tyto proteiny byly identifikovany pouze na zédkladé cDNA sekvenci, krom¢ Dorinu M; ten
je zatim jedinym purifikovanym a plné charakterizovanym lektinem z vySe uvedenych
(Kovat et al., 2000; Rego et al., 2005, 2006; Man et al., 2008). Srovnani sekvenci
OMFREPu, Dorinu M a Ixoderinu A s Tachylektiny 5SA a 5B T. tridentatus ukazalo, ze
jejich fibrinogenu podobné domény jsou blizce ptibuzné (Rego et al., 2005), a proto se
ptedpoklada, Ze klistéci lektiny/proteiny FReP mohou hrét roli pfi rozpoznavani patogenii
a jejich prenosu (Rego et al., 2005, 2006; Kovar et al., 2000). Lektiny OMFREP a Ixoderin
A vykazuji rovnéz vysokou sekvencni homologii s fikoliny savci a né&kterych
bezobratlych. U téch byla také ucast fikolinii v obrannych procesech pfirozené imunity

potvrzena.



3.1.5.4 Vitellogeniny/vitelliny

Vitellogeniny a vitelliny jsou jednou z nejlépe prostudovanych skupin proteini
hemolymfy. Vitellogenin (Vg) je velky multimericky Zloutkovy prekurzor vitellinu (Vn),
ktery vaZze hem a ma anitioxidaéni schopnosti (Logullo et al., 2002). Vg z D. variabilis je
sloZzen ze dvou proteinlt Vg-A a Vg-B velkych 330 kDa a 320 kDa a je tvofen sedmi
podjednotkami o velikostech v rozmezi 22-215 kDa (Sullivan et al., 1999). Vitellogenin
z I. scapularis obsahuje osm podjednotek s molekulovymi velikostmi 48-145 kDa (James a
Oliver, 1999b). Po nasati krve hostitele je vitellogenin syntetizovan béhem vitellogeneze
tukovym télesem klistéte a nasledné uvolnén do hemolymfy, odkud je pak absorbovan
vyvijejicim se oocytem jako vitellin (Rosell a Coons, 1992; James a Oliver, 1996, 1999a;
Taylor a Chinzei, 2001).

U klistat bylo dosud charakterizovano nékolik vitelogeninii, napi. z klistaka O.
moubata (Taylor a Chinzei, 2001) a z klistat D. variabilis (Rosel a Coons, 1992) a L

scapularis (James a Oliver, 1997).

3.1.5.5 DvCP a HeLp

Mezi pievladajici proteiny hemolymfy patii hemlipoglyko-transportni proteiny
(CP), které¢ byly zatim studovany hlavné u dvou druht klistat, D. variabilis (Gudderra et
al., 2001) a R. microplus (Maya-Monteiro et al., 2000). CP jsou pfitomny v plasme
dospélych samic 1 samct klistat a v nékterych tkéanich. Jelikoz kliStata nedokazi
syntetizovat vlastni hem (Braz et al., 1999), role hemlipoglyko-transportnich proteint
spo¢iva predevSim ve vazani, transportu a skladovani hemu pii traveni nasaté krve
z hostitele.

Transportni protein izolovany z B. microplus (HeLp) ma molekulovou velikost asi
354 kDa a sklada se ze dvou podjednotek velkych 103 a 92 kDa. V hemolyf¢ se vyskytuje
v koncentraci 50 mg/ml, ¢imz se fadi k proteinim s nejvét§im zastoupenim v hemolymfg.
Jeho molekula obsahuje sacharidy (3 % (w/w)) a lipidy (33 %) a vaze hem v poméru dva
moly hemu na jeden mol nativniho HeLp. Hlavni sacharidovou sloZkou je mandza, ktera
tvofi asi 90 % ze vSech sacharidi pfitomnych v HeLp. Kromé neutrdlnich lipidi a

fosfolipidi obsahuje HeLp ptfedevsim estery cholesterolu a cholesterol oleét.



HeLp vaze hem v hemolymf& a znaCeni HeLp izotopem zeleza >°Fe ukazalo, Ze se hem
dostava do ovarii béhem oogeneze (Maya-Monteiro et al., 2000). ProtoZze je HeLp hlavni
proteinovou slozkou hemolymfy i nenasatych samic a samct, je pravdépodobné, ze ma
kromé transportu hemu a jeho skladovani i jiné funkce.

Bylo prokazano, Ze samotny hem vyvolava oxidaci fosfatidylcholinovych liposomi
vyrazné vice nez HeLp prostiednictvim jeho navazaného hemu. Po pfidani volného hemu
k HeLp redukoval tento protein oxidaci liposomii, a to az do dosazeni poméru hem: HeLp
6:1 (Maya-Monteiro et al., 2004). Maya-Monteiro a kolektiv (2004) tedy potvrdili, Ze
HeLp muize inhibovat oxidaci liposomu, coz chrani klistéci tkdn¢ a dale to, ze jako
antioxidanty funguji pravdépodobné cholesteroly HeLp.

Dalsi charakterizovany hemlipoglyko-transportni protein (DvCP), ktery byl nalezen
v hemolymf€ D. variabilis, vykazuje velkou sekvencni podobnost s HeLp (Gudderra et al.,
2002a, 2002b; Maya-Monteiro et al., 2004). DvCP ma molekulovou velikost 210 kDa a
sklada se ze dvou podjednotek velkych 98 kDa a 92 kDa. Molekula DvCP stejné jako
molekula HeLp obsahuje sacharidy a lipidy. U nasatych a castecné nasatych klist'at byl
potvrzen v tukovém télese, slinnych Zzlazach, ovariich a ve svalové tkani, nicméné v
nejvetsim mnozstvi se vyskytuje v plasme; u CasteCné nasatych samic je zvysSend produkce
jesté ve slinnych zlazach.

Hemlipoglykoprotein byl dale nalezen u O. parkeri, ale byl pouze castecné
charakterizovan stejnymi metodami a se stejnymi vysledky jako v ptipadé¢ DvCP

(Gudderra et al., 2001, 2002a).

3.1.6 Stievo klist’at

vvvvvv

zpracovani nasaté krve a k interakcim pfenaSenych patogenii s imunitnim systémem
klistéte. Sklada se z centralniho zaludku, jeho ¢etnych vybeézki a stfeva. Centralni zaludek
se napojuje na malé stfevo, které vede odpadni latky do zadniho stieva klistéte (rektalniho
vaku). Tam dochazi k jejich akumulaci spolu s produkty Malpigickych trubic a naslednému
vylouceni ven z klistéte andlnim otvorem. Stievo je uniformni po celém povrchu a jeho
sténa je tvofena jednou vrstvou epitelidlnich bun€k spocivajicich na bazalni laminé.

V epitelu jsou pfitomny ti1 typy bunék - kmenové bunky, sekre¢ni buiiky a travici bunky.



Povrch lumenu stfeva je plny mikrovili a je pokryt peritrofickou matrix, kterd chrani

sttevni buniky pred poSkozenim.

3.1.7 Traveni krve, skladovani a recyklace hemu

Klistata jsou obligatni ektoparazité savct, ptakl a plazi, jejichZ jedinym zdrojem
potravy je krev hostitele. Krev pfedstavuje bohaty zdroj proteinti pro pfeménu na vyssi
stadia, naptiklad pro vitelogenezi nebo pro produkci vajicek.

Po pfichyceni na hostitele kliSt¢ nasavd pomoci faryngedlnich pump krev, ktera se
pies jicen dostava do stieva, kde zaCina traveni. Béhem prvnich hodin po pfichyceni
klistéte vSak jesté nedochazi k pfijimani ani trdveni potravy, protoze klisté nejprve
upeviiuje své prichyceni k hostiteli pomoci vylu€ovéani riznych latek, napt. cementu ze
slinnych Zlaz. V dalsi fazi, ktera trva né€kolik dni, klist¢ pozvolna saje krev a zacina ji
travit.

U dospélych samic dochazi k rychlému sani, kdy samice béhem 12-32 hodin pfijme
obrovské mnozstvi krve a zvétsi nékolikandsobné sviij objem. V této fazi se zpomaluje
traveni krve a pokracuje az poté, co samice opousti hostitele a nasleduje kladeni vajic¢ek.

Samotné traveni krve zacind u klistat ve stievé a je spousténo lyzou hostitelskych
erytrocytll serinovymi protedzami (Miyoshi et al., 2007). Intracelularni traveni probiha
v sekundarnich lysosomech ve stfevnich travicich bunkach, které vznikaji fizi primarnich
lysosomil a endosomil.

Hemoglobin uvolnény z erytrocyt se v lysosomech rozpadd a uvolnény hem je
shromazd’ovan a skladovan v hemosomech (Lara et al., 2003), které se shromazd'uji podél
bazalni laminy. Hem je déale pienesen do hemocoelu/hemolymfy, kde je vazan
hemlipoglyko-transportnim proteinem (Gudderra et al., 2001; Maya-Monteiro et al., 2000)
nebo vitellogeninem béhem vitelogeneze (Thompson et al., 2007). Travici bunky s
hemosomy jsou pak uvolnény z bazalni laminy a jsou nahrazeny buiikami pochdzejicimi ze
spolecné linie stievnich kmenovych bunék (Coons et al., 1986). Dosud ale neni znamo,

jestli klist'ata dokazi zpracovat a znovu pouzit Zelezo vazané v hemu.

3.1.8 Dermacentor marginatus

Klistata rodu Dermacentor patii do ¢eledi Ixodidae a na celém svéte jich je znamo

ey

31 druhti. V Evropé€ ziji dva z nich, a to D. reticulatus a D. marginatus.
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Dermacentor marginatus je Klist¢ s tiihostitelskym cyklem a je moZné ho najit v
mirnych pasmech v lesich, na loukach a na pastvinach. Dospélé klisté saje predev§im na
zvéti, dobytku, psech a nékdy na lidech. Vyskytuje se v hojném poctu; na jednom hostiteli
bylo nalezeno az 200 jedinct (Baker, 1999; Hillyard, 1996).

Toto kli3t& je hlavnim pienasedem bakterii rodu Rickettsia (Rehagek et al., 1990;
Beati ef al., 1993) a hraje druhotnou roli v pfenosu viru omské hemoragické horecky
(Nuttal a Labuda, 1994). D. marginatus mize dale prenaSet virus kliStové encefalitidy
(Kozuch a Nosek, 1971), virus konzsko-krymské hemorhagické horecky (Markeshin et al.,
1992), virus Bhandza (Hubalek et al., 1988; Labuda et al., 1997), virus West Nile (Hubalek
a Halouzka, 1999), bakterie Coxiella burnetii, R. sibirica, R. conorii, B. burgdorferi
(Smetanova et al., 2006), Francisella tularensis (Hubalek et al., 1990) a prvoky rodu
Babesia (Pietrobelli et al., 2007).

Obrazek 2: samice a samec klistéte Dermacentor marginatus

3.2 Imunita ¢lenovcei

Bezobratli zZivocichové piedstavuji vic nez 95 % zivoCiSné fiSe a obyvaji
vSechny biotopy na svété. Proto se také setkavaji s mnoZzstvim organismu, proti
kterym se musi branit. Jejich rozSifeni a pieziti tedy zdvisi prav€é na uspéSnosti,
s jakou se brani invadujicim mikroorganismim a riznym mnohobunéénym

parazitim.
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Bezobratli ZivocCichové postradaji specifickou adaptivni imunitu (klonalni
selekce lymfocytl, tvorba protilatek a imunologickd pamét’) a k obrané pouzivaji
rychlou a nespecifickou pfirozenou imunitu.

Obrana pred invadujicimi patogeny zahrnuje krom¢ mechanismli imunitniho
systému 1 tzv. fyzikalni bariéry, napt. kutikulu nebo epitel traviciho systému. Pfi
pokusu patogena o prinik do téla hostitele je béznym jevem, ze se do téchto bariér
hostitele dostavaji slozky jeho pfirozené imunity, které pak pomahaji udrzet
neprostupnost fyzikalnich bariér pro patogeny.

V ramci bezobratlych Zivocichl je tato pfirozena imunita studovana hlavné u
¢lenovci, protoze jejich zéstupci jsou pienase¢mi medicinsky vyznamnych patogent
1 modelovymi organismy molekularni biologie. Zahrnuje dvé vzdjemné se dopliujici
slozky: bunécnou a humoralni imunitu.

Bunécnou imunitu predstavuji hemocyty, které specificky ptibyvaji po
infekci patogenem. Jejich klicova tloha v obrané spociva ve schopnosti patogeny,
které infikuji hostitele, fagocytovat — pohlcovat, odstraiiovat je z ob€hu hemolymfy a
uzavirat ve specializovanych organelach (fagosom), nodulovat — tvofit s nimi
hemocytarni agregaty, nebo je enkapsulovat - uzavirat noduly nebo cizi
mikroorganismy vétsi nez hemocyty v nékolika vrstvach bunck (shrnuto v Taylor,
2006).

Humoralni imunita dopliiuje imunitu bunéfnou a rozeznava invadujici
patogeny podle slozek jejich povrchu (rozpoznavany jsou glykany,
lipopolysacharidy, peptidoglykany, B-1,3-glukany a pod). Navdzani bunécnych
receptorti rozpoznavajicich motivy (PRRs, pattern recognition receptors, nachazejici
se napf. na epitelidlnich bunkach, granulocytech) na povrchové molekuly
mikroorganismti vede k syntéze Siroké skaly molekul (antimikrobidlni peptidy,
opsonizacni faktory) a ke spusténi signdlnich kaskdd (koagulace, aktivace

reaktivnich forem kysliku — ROS, reactive oxygen species) zapojenych v imunitg.

3.2.1 Imunitni systém klist’at

Imunitni systém klistat je podobny imunitnimu systému ostatnich

bezobratlych a dovoluje klistéti branit se napadani gram-pozitivnimi a gram-
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negativnimi bakteriemi, viry a jinymi organismy. Na napadeni odpovidd imunitni

systém klistéte sloZkami bunétné a humoralni imunity.

3.2.1.1 Bunécéna imunita

Hemocyty bezobratlych jsou funkénim ekvivalentem imunitnich bunck
obratlovct a tvofi 50-60 % obsahu hemolymfy. Cirkuluji v ni a zaji§t'uji obranu proti
vnikajicim patogenim (Sonenshine, 1993) tim, Ze se ucastni procesii humoralni
(Ceraul et al., 2003; Simser et al., 2004) 1 bunécné imunity (Kryuchechnikov, 1991;
Johns et al., 1998; Inoue et al., 2001; Ceraul et al., 2002).

SN
WS

Obrézek 3: Prohemocyt (A), plasmatocyt (B) a granulocyt (C) z Ornithodoros moubata. Metanolem
fixované stéry hemolymfy barvené Giemsou (bar 5 5 mm; magnification 1,0003). Inoue et al., 2001

U klistat nalezneme tfi zékladni typy hemocytii — granulocyty, plasmatocyty
a prohemocyty (Obr. 3, Inoue ef al., 2001; Kuhn a Haug, 1994); u klist'akl pak navic
jesteé ctvrty typ podobajici se sferulocytim hmyzu (Borovickova a Hypsa, 2005;
Kadota et al., 2003). U plasmocytl s nizkym poctem granul a granulocytil 1. ricinus a
O. moubata byly pozorovany typické ultrastrukturni znaky indikujici fagocytickou
aktivitu (Borovickova a Hypsa, 2005), a proto hraji pravdépodobné vyznamnou roli
v bunééné imunité tvrdych i mékkych klistat. Kromé fagocytézy mohou hemocyty
parazity nodulovat (tvofit s nimi hemocytarni agregaty) nebo je enkapsulovat (Ceraul
et al.,2002).
obratlovctl 1 u bezobratlych. Samotny proces za¢inad rozpoznanim ciziho télesa, coz

aktivuje signalni kaskadu, ktera fidi tvorbu fagosomu a pohlceni ciziho télesa
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mechanismem zavislym na polymeraci aktinu. Fagosom dozrava a méni se na
fagolysosom. Tento proces je aktivovan efektorovymi molekulami, které soucasné
zabiji a/nebo enzymaticky degraduji cizi télesa (shrnuto v Lavine a Strand, 2002).
Fagocyt6za byla prokazana napt. u hemocytii H. dromedarii (Béazlikova et al., 1984),
O. moubata (Inoue et al., 2001), B. microplus (Pereira et al., 2001) a hemocyta
klistat rodu Ixodes (Benach et al., 1984; BureSova et al. 2009).

Nodulace je spousténa po rozpoznani ciziho télesa, kdy hemocyty migruji
k mistu jeho vyskytu a tvofi s nim mikroagregaty, které mohou adherovat k riznym
organiim v hemocoelu. V prib¢hu nodulace se mikroagregaty zvétSuji na velikost
okolo 0,1 mm v priméru a tmavnou diky probihajici melanizaci (Miller a Stanley,
1998). Proces nodulace je zndm u kliStéte D. variabilis, které tak reaguje naptiklad
na inokulaci bakterie E. coli (Ceraul et al., 2002).

Enkapsulace byva u bezobratlych vyvolana profenoloxidazovym aktivacnim
systémem, ktery je slozen z kaskady protedz obsahujici PRRs, serinové proteazy,
jejich zymogeny a profenoloxiddzovy systém. Po iniciaci rozpoznanim bakterialnich
LPS nebo peptidoglykant zacina enkapsulace aktivaci fenoloxidazy, ktera katalyzuje
dva typy reakeci, jejichz vysledkem je vznik toxického O-chinonu, coZ je prvni krok
biosyntézy volnych agregati melaninu (Sugumaran, 2002). Ten se shromazd’uje
okolo patogena, a pokracuje zhustovanim agregatd, dokud jimi neni cizi téleso zcela
obklopeno (Vey, 1993). Fenoloxiddzova aktivita je intenzivné zkoumana, nicméné u
klistat byla zatim prokdzana pouze u O. moubata (Kadota et al., 2002) a naopak

vyvracena u A. americanum, D. variabilis, a I. scapularis (Zhioua et al., 1997).

3.2.1.2 Humordlni imunita

Imunitni systém klistat reaguje na vnikajici patogeny podle toho, jaké
molekuly se nachazi na jejich povrchu, a odpovida na vniknuti predev§im produkci
antimikrobidlnich proteinti (shrnuto v Taylor, 2006).

Hlavni slozkou imunitniho systému klistat jsou antimikrobidlni proteiny/
peptidy. Po napadeni klistéte patogenem dochazi ke spusténi jejich syntézy (v
hemocytech, tukovém télese, stievnich bunikach), a i kdyz se mohou v organismu
zivoCicha vyskytovat konstantné, béhem infekce mikroorganismem se jejich

koncentrace né¢kolikandsobné zvySuje. Antimikrobidlni proteiny/peptidy jsou
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schopny putsobit na velké mnoZstvi mikroorganismi, které mohou zabit nebo je
neutralizovat. Mezi proteiny s antimikrobidlni aktivitou se fadi mnoho typt molekul;
za zminku stoji napt. lysozymy, defenziny nebo fragmenty hemoglobinu hostitele.

Lysozymy jsou proteiny vyskytujici se u vétSiny Zivocichii. Tyto enzymy
lyzuji bakterie tak, Ze S$tépi PB-1,4 glykosidické vazby nachéazejici se mezi N-
acetylmuramovou kyselinou a N-acetyl-glukosaminem, které jsou soucasti
peptidoglykanu bunécné stény bakterii. Prvni vétsi studie antimikrobidlni aktivity
klistécich lysozyml byla provedena na Alveonasus lahorensis, O. papillipes, O.
moubata, H. asiaticum a I. persulcatus (shrnuto v Podboronov, 1990). Dalsi
vyzkumy ukazaly, ze lysozymy se tcastni imunitni odpoveédi u klistaki (Kopacek et
al., 1999; Grunclova et al., 2003) 1 klistat (Johns et al. 2000; Simser et al. 2004;
Sonenshine et al., 2005).

Defenziny jsou proteiny s antimikrobidlni aktivitou proti G+ bakteriim,
pricemz nékteré izoformy inhibuji 1 G- bakterie, houby a protozoa (Nakajima ef al.,
2003; Tsuji et al., 2007). U klistat 1 klistaki byla popsana cela fada téchto proteint a
je zfejmé, Ze jejich exprese je u riznych druhl lokalizovana v riznych tkénich a je
vétSinou ovlivnéna sdnim nebo infekci organismu. U kliStaka O. moubata byly napf.
identifikovany 4 izoformy defenzinu a bylo prokdzdno, Ze jejich exprese je
indukovana sanim hlavné ve stfevé (Nakajima et al., 2001, 2002a, 2002b, 2003).
Defenzin nalezeny u D. variabilis je exprimovan a skladovan v hemocytech a
uvolnuje se do hemolymfy po stimulaci bakterialni infekci (Ceraul ef al., 2003). Déle
byly identifikovany preprodefenzinové geny z O. papillipes (izoformy A, B a D), O.
tartakovskyi a O. puertoricensis (izoformy A a B), O. rostratus (izoforma A) a z D.
marginatus a D. reticulatus (jedna izoforma) (Chrudimska et al., 2009). Ptestoze u
¢lenovct 1 u klistat byla identifikovana tada téchto proteinti, pfesny mechanismus,
jakym ucinkuji, neni dosud znam.

Spole¢né s krvi se do stfeva klistéte mohou dostavat i patogeny, a protoze
v ném chybi proteolytické enzymy, je stievo vhodnym prostfedim pro mnozici se
mikroorganismy. Nachazi se tam ale proteiny s antimikrobialni aktivitou, diky
kterym se klisté brani infekci. Kromé proteinli zminénych vyse pfispivaji k obrané
klistéte také fragmenty hemoglobinu pochézejiciho z hostitele. U Boophilus

microplus byl identifikovan hovézi a-hemoglobinovy fragment pusobici proti
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houbdm a Gram-pozitivnim bakteriim (Fogaca et al., 1999), a u D. variabilis byly
nalezeny krali¢i a, B a y-hemoglobinové fragmenty s antimikrobidlni aktivitou, ktera
byla dokonce vys§i v porovnani s aktivitou kliStécich defenzinii (Sonenshine et al.,
2005). T u zastupci klistdkt (O. moubata) funguje obrana proti patogeniim timto

mechanismem (Nakajima et al., 2003b).

3.3 Glykosylace

3.3.1 Zakladni charakteristika a funkce glykani

Glykosylace je jednou z nejbéznéjSich ko- a post-translacnich modifikaci proteint.
Néekteré praveé translatované proteiny se dostdvaji do endoplasmatického retikula, kde
muze dochdzet k ptipojeni glykanl (rizné dlouhych postrannich fetézcl oligosacharidit)
k molekule proteinu. Takto posttranslacné jsou upravovany napiiklad membranové vazané
receptory, sekrecni proteiny, nukleoproteiny a vét§ina proteinli syntetizovanych
v endoplasmatickém retikulu (shrnuto ve Varki et al., 1999).

Glykany jsou pfipojovany dvéma zakladnimi zpiisoby a existuji tedy dva zékladni
typy: N- a O-glykosylace. N-glykany jsou vazany pies N-acetyl-B-D-glukosamin na
amidovy dusik v asparaginu. Pro tuto glykosylaci musi byt pfitomnda signdlni sekvence

Asn-Xxx-Ser/Thr, kde Xxx muze byt jakédkoli aminokyselina kromé Pro.
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Obrazek 4: typy N-glykant. Zleva: oligomanézové, komplexni a hybridni. VSechny N-glykany obsahuji jadro
Man3GlcNAc2Asn.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=glyco2 &part=ch8
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O-glykany jsou vazany na hydroxylovou skupinu serinu nebo threoninu, a to pies
N-acetyl-o-D-galaktosamin. Pro O-glykany zatim zadna signalni sekvence zjiSténa nebyla
(shrnuto ve Varki et al., 1999).

Biologické funkce glykant jsou rGzné a zahrnuji jak funkce mélo vyznamné, tak
funkce nezbytné pro vyvoj, rast, fungovani nebo pro preziti organismu, ktery je
syntetizuje. Funkce glykanii 1ze rozdélit na dvé kategorie, a to na strukturni a modula¢ni
vlastnosti glykant a na specifické interakce glykand s jinymi molekulami. V nékterych
ptipadech se zda, Ze glykosylace pouze vylepSuje primarni funkci proteinu, nez aby ji napf.
spoustéla nebo blokovala. Na druhou stranu ale tato vlastnost vytvari diilezitou rozmanitost
funkci z omezeného souboru zékladnich interakci receptoru s ligandem (shrnuto ve Varki

et al., 1999).

3.3.2 Glykosylace a glykany bezobratlych

V réamci skupiny bezobratlych jsou studovény piedevSim glykosylace hmyzu a
modelovych organismi (D. melanogaster nebo C. elegans). Uz pomérné dlouho je znamo,
ze N-glykany clenovel maji vysoky obsah manézy (Altmann et al., 2001). V poslednich
letech byl diky vyuziti analytickych technik s vysSi citlivosti prokdzan rovnéz vyskyt
hybridnich 1 komplexnich N-glykanii v minoritnim mnoZstvi (10 % z celkového mnoZstvi
N-glykanti) (Aoki et al., 2007, Paschinger ef al., 2006).

U D. melanogaster ptevladaji N-glykany obsahujici vysoky obsah mandzy a
paucimandzy, které mohou byt fukosylovany na chitobiosovém jadie (dimer [B-1,4-
vazanych glukosaminovych jednotek). Dale byly nalezeny hybridni, komplexni glykany se
dvémi a tfemi anténami s ob¢asnym vyskytem a2,6-vazané kyseliny sialové (North et al.
2006; Aoki et al., 2007). N-glykanovy profil se béhem vyvoje embrya D. melanogaster
meéni, coZ naznacuje, ze béhem ruznych fazi vyvoje embrya existuje specifickd regulace
glykosylace 1 specifické role pro urcité glykany (Aoki ef al., 2007).

Nejcastéji zastoupenou skupinou glykani C. elegans jsou stejné jako u D.
melanogaster vysoce manosylované struktury, naopak v minoritnim mnozstvi byly
pozorovany mensi hybridni (truncated hybrid) a komplexni glykany s jednim nebo dvéma
HexNAc zbytky na pentasacharidovém jadie. Dale byly nalezeny unikéatni vysoce

fukosylované mensi struktury, glykany bohaté na fosforylcholin a glykany s methylovymi
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skupinami napojenymi na fukézu (Hanneman et al. 2006; Cipollo et al. 2005; Paschinger
et al. 2008).

Slozeni glykanti u téchto nejvice prostudovanych modelovych organismi se znacné
i1 od sav€ich N-glykand, u kterych prevladaji hlavné vysoce sialované hybridni a
komplexni glykany (Gagneux a Varki 1999).

O-glykany jsou u hmyzu ptfiddvdny na serin a threonin sekretovanych,
membranovych a intracelularnich proteint. Strukturdlni sloZitost je rliznd v rozmezi od
jednoduchych monosacharidii k modifikovanym glykosaminoglykanovym fetézcim a zda
se, ze se jedna o zjednodusené verze savéich O-glykand.

Glykany, resp. glykoproteiny bezobratlych mohou u lidi vyvolavat alergickou
reakci (napt. véeli jed, Tretter et al., 1993), lektin-sacharidové interakce hraji hlavni roli
pfi rozpoznavani parazitl (napi. shrnuto v Fujita et al., 2004), O-glykosylace zase méni
aktivitu transkripniho faktoru u D. melanogaster (Kelly and Hart, 1989). Glykany
prokazatelné hraji vyznamnou roli v mnoha procesech, a proto je tfeba jim vénovat vice

pozornosti nez tomu bylo dosud.

3.3.3 Glykosylace a glykany klist’at

I pfes znacné mnozstvi piibyvajicich poznatki o kliStécim genomu a proteomu,
informaci o klistécich glykomech je stale minimum. U klistat byly zatim glykosylace/
glykany studovany pouze okrajové, s vyjimkou plasmového lektinu Dorin M z O. moubata
(Man et al., 2008) a klistéte 1. ricinus, u kterého byl studovan N-glykosialom (N-vdzané
glykany ze slin a slinnych zlaz) (Stérba et al., v ptipravé). U lektinu Dorin M byly po MS
analyze objeveny glykany mano6zového typu a glykany s fukézou vazanou na jejich jadie
(core-fukdza) (Man et al. 2008). Ve slinach a slinnych zlazach I ricinus byly detekovany
kromé vysoce manosylovanych glykanli bez anebo s fuk6zou vazanou na jejich jadro také
komplexni glykany s core-fukézou. Posledné jmenované glykany ve hmotnostnich
spektrech prevladaly (55 %, Sterba et al., v piipravé), coz se lisi od vysledka u D.
melangaster (kde tvotily pouze 13 % z vSech pozorovanych).

Dalsi informace o kliStécich glykanech pfinesly nepfimé analyzy pomoci
lektinoblotti (Grubhoffer a Dusbabek, 1991; Kamwedo et al. 1993; Uhlif et al. 1994;
Vancova et al. 2006), které ale neposkytuji dostatek informaci ani o typu, ani o charakteru

daného glykanu.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Material

4.1.1 Klistata

Klistata rodu Dermacentor marginatus byla ziskdna z laboratornich chovl

Parazitologického ustavu Biologického centra Akademie véd, v.v.i. v Ceskych

Budé¢jovicich. Samice a samci po metamorféze byli oddé€leni a chovani ve sklenénych

nadobkéach ve vlhkém prostfedi pii 26 °C. Pro pokusy byly pozivani nasati a nenasati

samci a samice. Klist'ata sala na laboratornich morcatech po dobu 6 dnf.

4.1.2. Roztoky a pufry

Tabulka 1: Pfipravené roztoky a pufry

PRIPRAVA PLASMY

Fyziologicky roztok

0,15 M NaCl

PRIPRAVA
POLYKLONALNIHO SERA

PBS

14 mM NacCl, 0,15 mM KH2PO4, 1,8
mM Na,HPOg4, 0,27 mM KCI, pH 7,4

Elektrodovy pufr (5x)

0,125 M Tris, 0,96 M glycin, 0,5% SDS

Coomassie Brilliant

0,05% CBB R-225 ve sm¢si
methanol:kyselina octova:destilovana

GELOVA Blue R-250 voda (50:10:40)
ELEKTROFOREZA (SDS- Odb { roztok methanol:kyselina octova:destilovana
PAGE) AVOVAC TOZIOK  0da (20:10:65)
10% SDS 10% SDS v destilované vodé
10% APS 10% APS v destilované vode
Gelovy pufr (5x) 1,875 M Tris/HCI, pH = 8,8
Anodovy pufr (10x) IM Tris, 0,225 M HCI, pH = ~8,9
1 M Tris, 1 M Tricin, 1% SDS, pH =
Katodovy pufr (10x) 895 s, ricin, 1% ds
GELOVA , 3 M Tris, | M HCI, 0,3% SDS, pH =
ELEKTROFOREZA Gelovy pufr (3x) R 45
TRICINE-SDS-PAGE >
( ) smes akrylamid-bisakrylamid 49,5%T,
Roztok AB-3
3%C
1% SDS 1% SDS v katodovém pufru
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Anodovy pufr

25 mM Imidazol, pH =7.,0

50 mM Tricin, 7,5 mM Imidazol,

Katodovy puir B 0,02% CBB G-250, pH = ~7,0
, 50 mM Tricin, 7,5 mM Imidazol,
BLUE NATIVE PAGE  [<210dovy puft B/10- 5 550/ CBB G-250, pH = ~7,0
Gelovy pufr (3x) 75 mM Imidazol, pH = 7,0
. . 0,05% CBB R-250 ve smési
Coomassie Brilliant methanol:kyselina octova:destilovana
Blue (CBB) R-250 | 47 (50:10:40)
o 200 mM glycin, 25 mM Tris-HCI,
[ELEKTROELUCE Elektroelu¢ni pufr 0,025% SDS, pH = 8.5
200 thanol, 25 mM Tris-b 150
'WESTERN BLOTING Blotovaci pufr /o me 1anol, 2o ML HTIS-base,
mM glycin
TBS (7),(5)5 M Tris-HCI, 0,15 M NaCl, pH =
LEKTINOBLOTING Pufr 1 ?28; I mM MnClo, T mM CaCla, pH =
0,1 M Tris, 0,05 mM MgCl, 0,1 mM
Pufr 2 CaCls, pH=9.5
PBS 14 mM NaCl, 0,15 mM KH>PO4, 1,8
mM Na,HPOy4, 0,27 mM KCI, pH =7,2
5% mléko 5% odtu¢néné susené mléko v PBS
PBS-Tween 20 0,05% Tween 20 v PBS
NAviiect roztok 0,1 M Tris, 0,05 mM MgCl,, 0,1 mM
yvijeci rozto e .
IMUNOBLOTING CaC'lz, pH =9.5; NBT/B(?IP sqlutlon
krali¢i imunni sérum proti Dorinu M,
mys$i imunni sérum proti HA D.
Primarni protilatky marginatus, 1. ricinus a protit HLGP
(Laboratot molekularni biologie
vektort a patogentl, PaU BC AVCR)
PBS 14 mM NaCl, 0,15 mM KH2POs, 1,8
IMUNOPRECIPITACE mM Na,HPOy4, 0,27 mM KCI, pH = 7,2
PBS-Tween 1% a 0,01% Tween-20 v PBS
C e 20 mM Tris-HCI, 0,15 M NaCl, pH =
. aglutinacni pufr
HEMAGLUTINACNI 7,2
AKTIVITA 2% suspenze mySich , o
erytrocytit fyziologicky roztok
REZONANCE . 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0,005
POVRCHOVEHO reakCni pufr TWEEN
PLASMONU
HMOTNOSTN 1 mM octan sodny
SPEKTROMETRIE atrice 2,5-dihydroxybenzoova kyselina 10mg/

ml v 1 mM octanu sodném
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4.1.3 Kity

Tabulka 2: Kity a chemikalie

Freundovo adjuvans (SERVA)
Glycerol (CALBIOCHEM)

Protein Molecular Weight Marker (Fermentas)

PRiPRAVA PROTILATEK

Prestained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas)

GELOVA ELEKTROFOREZA Ux Vzorkovy pufr + 0,8 M DTT (Fermentas)
(SDS-PAGE)

5x Vzorkovy pufr (Fermentas)
30% Akrylamid mix (Merck)

TEMED (SERVA)

BN-PAGE Glycerol (CALBIOCHEM)

i Ponceau S (Fluka)

Sekundarni protilatka: kozi anti-mysi IgG znacena
Methanol (Merck)

[IDETEKCE GLYKOPROTEINU [DIG Glycan Detection Kit (ROCHE Applied Sciences)

LEKTINOBLOTING DIG Glycan Differentiation Kit (ROCHE Applied Sciences)
Endo H (New England Biolabs)
PNGaza F (New England Biolabs)

ENZYMATICKA PNGéza A (Roche Applied Science)

DEGLYKOSYLACE denatura¢ni pufr (5% SDS, 0,4M DTT)

0,5M fosfore¢nan sodny, pH=7.,4

0,5M citrat sodny pH=5,5

Magnetické kulicky Dynabeads (Invitrogen)
IMUNOPRECIPITACE [nhibitory proteaz (Thermo SCIENTFIC)
Elucni pufr (Pierce)

Methyljodid (Sigma-Aldrich)

HMOTNOSTNI NaOH kulic¢ky (Sigma-Aldrich)

SPEKTROMETRIE DMF (Sigma-Aldrich)
chloroform (MERCK)

4.2 Metody

4.2.1 Priprava plasmy

Hemolymfa z nasatych a nenasatych samcii a nasatych a nenasatych samic byla
odebirana po odsttizeni ¢asti predni koncetiny klistéte. Kapky hemolymfy byly sbirdny do

fyziologického roztoku obsahujiciho inhibitory protedz (Thermo Scientific) (hemolymfa
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z asi 8 klistat do objemu 50 pl). Po shromazdéni hemolymfy ze vSech klistat byly z
roztoku odstranény hemocyty centrifugaci roztoku 10 minut pii 100 g a 4 °C. Supernatant
byl odebran a dale centrifugovan pii 23000 g a 4 °C. Plasma i hemocyty byly dale
uchovavany pii -20 °C.

Stievo a slinné zlazy byly vypitvany z péti ¢aste€né nasatych samic, nékolikrat
dikladné promyty v PBS a homogenizovany v 300 pl PBS 2 minuty pii frekvenci 30 Hz
(Tissue Homogenizer, Qiagen). K homogenatiim byly pfidany inhibitory protedz (Thermo

Scientific) a organy byly skladovany pii -70 °C.

4.2.2 Priprava polyklonalniho séra

4.2.2.1 Protilatky proti hemaglutinacni aktivité

Plasma D. marginatus byla nafedéna 1:5 a 100 pl natedéné plasmy bylo smichano
se 100 pl 2% mysSich krvinek a ponechano 1 hod pii pokojové teploté. Smés pak byla
centrifugovéana 5 min pii 400 g a 4°C. Supernatant byl odebran a krvinky byly 3x promyty
ve fyziologickém roztoku. Po poslednim promyti bylo k supernatantu pfiddno nekompletni
Freudovo Adjuvans (SERVA) v poméru 1:1 a 80 pl suspenze byla injikovana BALB/c
mysSim. Imunizace byla opakovana celkem 4x, vzdy po 14 dennich intervalech. 14 dni po
posledni imunizaci byla mys$im odebrana krev a po koagulaci byla centrifugovana (8000 g,
4°C). K odebranému séru byl pfidan stejny objem glycerolu. Takto pfipravené protilatky
byly rozdéleny do alikvotii a uchovavany pii -20°C.

Imunni séra byla pouzita k charakterizaci proteinii po deglykosylaci a pro izolaci

proteinli pomoci afinitni chromatografie

4.2.2.2 Protilatky proti HLGP

Proteiny plasmy D. marginatus byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE a obarveny
pomoci CBB R-250. Pfislusné proteiny byly vyfezany z gelu a homogenizovany s 240 pl
PBS. K homogenatu bylo ptidano nekompletni Freundovo Adjuvans (SERVA) v poméru
1:1 a smés (80 ul) byla podkozné injikovana BALB/c mySim. Imunizace byla opakovéana
celkem 4x vzdy po 14 dennich intervalech. 14 dni po posledni imunizaci byla mySim

odebréana krev a po koagulaci byla centrifugovéana (8000 g, 4 °C). K odebranému séru byl
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pfidan stejny objem glycerolu. Takto ptipravené protilatky byly rozdéleny do alikvotl a
uchovavany pii -20 °C.
Imunni séra byla pouzita k imunoblotu a k izolaci proteini pomoci

imunoprecipitace.

4.2.3 Elektroforetické metody

4.2.3.1 Polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE)

Separace proteini podle molekulové velikosti probihala polyakrylamidovou
gelovou elektroforézou. SDS-PAGE byla provedena podle Laemmliho (1970) na
pripravenych 5-17,5% gradientovych gelech. Gradientové gely byly pouzity s Tris-
glycinovym elektroforézovym pufrem pro detekci glykoproteind, imunobloting,
deglykosylace, lektinobloting a pro imunoprecipitaci. Mnozstvi jednotlivych slozek pro

5% a 17% gely je uvedeno v tabulce 4.

Tabulka 4: Mnozstvi slozek pro pfipravu 4 gradientovych gell s gradientem 5 az 17,5 %
akrylamidu.

GRADIENTOVY GEL (4 GELY)
5% gel objem(17,5% gel objem
30 % akrylamid mix 3,75 mI30 % akrylamid mix 10,2 ml
gelovy pufr (5x) 4,5 mligelovy pufr (5x) 3,5 ml
destilovana voda 14,94 mldestilovana voda 2,55 m]
glycerol -glycerol 3,5 ml
10 % SDS 0,225 ml10 % SDS 0,175 ml]
10 % APS 0,09 mlj10 % APS 0,03 ml
TEMED 0,005 mITEMED 0,005 ml

Vzorky plasmy nasatych samic byly kvili vysoké koncentraci proteinii naredény
1:5 ve fyziologickém roztoku a dale byly stejné¢ jako ostatni vzorky smichany
s odpovidajicim mnozstvim 4x vzorkového pufru (s DTT — redukujici) nebo 5x
vzorkového pufru (bez DTT — neredukujici) a zahfivany 3 minuty pii 95 °C. K ur€eni

molekulovych velikosti byl pouzit proteinovy standard (SDS-PAGE) a zna¢eny proteinovy
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standard (blotovaci techniky). Elektroforéza probihala ve stejnosmérném elektrickém poli
pfi 130V cca 1 hod a 30 min.
Gely byly barveny barvivem Coomassie Brilliant Blue R-250 nebo pouzity pro

western blotting k dal$im analyzam.

4.2.3.2 2D elektroforéza: Blue Native-PAGE/Tricine-SDS-PAGE

Pro zjisténi, které proteiny plasmy D. marginatus se nachazi v nativnim stavu
v komplexu, byla pouzita 2D elektroforéza, tj. nativni elektroforéza v prvnim sméru a

elektroforéza s SDS v druhém sméru (viz nize).

4.2.3.3 Blue Native PAGE (BN-PAGE)

Pro pfipravu vzorkd pro nativni elektroforézu k nim byl pfidan glycerol do
vysledné koncetrace 5 % a Ponceau S do vysledné koncentrace 0,01 %. Rozd¢€leni proteinti
plasmy podle jejich velikosti probihalo metodou Blue Native PAGE na elektroforetické
aparatufe Mini-PROTEAN® 3 Cell (Bio-Rad) podle Wittiga et al., (2006). Pro tuto metodu
byly pouzity gradientové gely (3,5% zaostfovaci Cast a 6%-13% separacni ¢ast) a katodovy

(B a B/10) a anodovy pulft.

Tabulka 5: Slozeni zaostfovaciho a gradientového separac¢niho gelu

zaostfovaci gel gradientovy separacni gel

3,5% akrylamid 6% akrylamid 13% akrylamid
AB-3 mix 0,44 ml 2,2 ml 3,9 ml
Gelovy pufr 3x 2 ml 6 ml 5 ml
Glycerol - - 3g
Destilovana voda 3,4 ml 9,7 ml Sml
10% APS 50 pl 100 pl 75 ul
TEMED 5ul 10 pl 7,5 ul

Elektroforéza probihala v katodovém pufru B pti 7 °C pii poc¢ate€nim napéti 100 V.
Po proniknuti proteinti do zaostfovaciho gelu byl vyménen katodovy pufr B za katodovy
pufr B/10 a proud byl omezen na horni hranici 15 mA.

Po skonceni elektroforézy byl gel obarven barvivem Coomassie Brilliant Blue

R-250 nebo byl pouzit pro druhy smér (Tricine SDS-PAGE) 2D elektroforézy.
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4.2.3.4 Gelova elektroforéza (Tricine SDS-PAGE)

Tricinova SDS-PAGE (Schégger, 2006) nasledovala po BN-PAGE jako druhy smér
elektroforézy. Pro tuto elektroforézu byly piipraveny gely se 4% zaostfovaci Casti a 10%

separacni ¢asti podle Tabulky 6.

Tabulka 6: Slozeni zaostfovaciho a separac¢niho gelu

zaostfovaci gel separacni gell

4% akrylamid| 10% akrylamid
AB-3 mix 1 ml 6 ml
Gelovy pufr 3x 3 ml 10 ml
Glycerol - 3g
Destilovana voda 8 ml 11 ml
10% APS 90 ul 150 wl
TEMED oul 15 ul

Jako vzorek byl pouzit prouzek BN-PAGE gelu s nativnimi proteiny plasmy, ktery
byl po nativni elektroforéze inkubovéan 1 hodinu v katodovém pufru s pfidanym 1% SDS
pfi pokojové teploté¢ a nésledn€ vlozen mezi elektroforeticka skla (cca lem pod okraj
krat§iho skla). Mezi skla byl nalit 10% separac¢ni gel tak, aby jeho hladina sahala tésné€ pod
vlozeny prouzek a po jeho ztuhnuti byl prouzek z BN-PAGE zalit 4% zaostfovacim gelem.
Tricinovd SDS-PAGE probihala cca 2,5 hodiny pii omezeni proudu do 50 mA. Gel byl

obarven Coomassie Brilliant Blue R-250.

4.2.4 Elektroeluce (EE)

Vzhhledem k tomu, Ze optimalizace izolace HLGP imunoprecipitaci byla
zdlouhavé a vyzadovala mnoho zmén oproti plivodnim protokolu, byla pro ziskani ¢istého
(le¢ denaturovaného) proteinu pouzita elektroeluce tohoto proteinu z SDS PAGE gelu.

Protein, ktery byl imunoblotem a MS analyzou identifikovan jako HLGP byl
vyfezan z gelu a umistén do elektroelu¢nich zkumavek spolu s 800 ul elektroeluéniho

pufru. Zkumavky byly umistény do stojanu v horizontalni elektroforetick¢ aparatuie a
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zality elektroelucnim pufrem. EE probihala cca 3 hodiny pii 100 V. Po uplynuti této doby
byl smér elektrického proudu obracen na 30s, aby se protein uvolnény z gelu dostal
z membrany zkumavky do pufru.

Takto ptipraveny Cisty protein byl dale charakterizovan biochemickymi metodami,

jako je Schiffovo barveni, lektinobloting a enzymaticka deglykosylace.

4.2.5 Enzymaticka deglykosylace

Elektroeluovany HLGP byl deglykosylovan glykosidazami Endo H, PNGézou F
(New England Biolabs, Ipswich, MA) a PNGéazou A (Roche Applied Science) pfi
redukujicich i1 neredukujicich podminkach. Pro deglykosylaci smési PNGazy A/F za
redukujicich podminek bylo smichano 68 ul elektroeluovaného HLGP s 10 pl
denatura¢niho pufru a smés byla zahtfivana na 95°C po dobu 10 min. K roztoku bylo déle
piidano 10 pl 0,5M fosforecnanu sodného, 10 pl Nonidentu P-40, 0.5 ul PNGazy A, 0.5 pl
PNGézy F, a 1 pul deionizované vody.

Pro deglykosylaci s glykosidazou Endo H za redukujicich podminek bylo smichano
68 ul elektroeluovaného HLGP s 10 pl denaturacniho pufru a smés byla zahtivana na 95°C
po dobu 10 min. K roztoku bylo dale ptidano 10 pl 0,5M citratu sodného, 2 pl Endo H, a
10 pl deionizované vody.

Deglykosylace za neredukujich podminek byla provddéna stejnym zplsobem,

krom¢ denaturac¢niho kroku, ktery byl vynechan.

4.2.6 Blotovaci metody

PVDF membréna (Bio-Rad) byla inkubovana 5 min. v methanolu a ekvilibrovana v
blotovacim pufru. Elektroforeticky rozdélené proteiny byly pfeneseny z gelu na PVDF
membranu pomoci aparatury TRANS-BLOT® SD SEMI DRY TRANSFER (Bio-Rad)
metodou podle Towbina et al. (1979). Blotovani probihalo piiblizn¢ 1 hodinu pii 20 V.
Membrana byla pouzita k identifikaci proteini protildtkami, k detekci glykoprotein a

k ur€eni glykant na jejich povrchu.
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4.2.6.1 Imunobloting

Membrana byla promyta PBS pufrem (cca 50 ml), nakrajena na prouzky dle
separovanych vzorkd a inkubovana 1 hodinu pfi pokojové teplot¢ v 5% odstiedéném
suseném mléce v PBS. Prouzky membrany byly nasledn¢ inkubovany 1 hodinu pii
pokojové teploté nebo ptes noc pii 4 °C s ptislusnou primarni protilatkou fedénou 1:1000,
3x promyty v PBS-Tween 20 (1 ml na prouzek) a inkubovany 1 hodinu pii pokojové
teploté¢ nebo ptes noc pii 4°C se sekundarni anti-mysi protilatkou znacenou alkalickou
fosfatdzou a tedénou 1:1000 v 5% mléce. Po inkubaci byly prouzky membrany opét
promyty v roztoku PBS-Tween 20 a v PBS. Barevna reakce byla vyvolana vyvijecim
roztokem (Alkaline Phosphate Substrate Kit IV, Vector laboratories) a fotograficky
zdokumentovéana. Reakce byla zastavena dikladnym promytim membrany v destilované

vodé.

4.2.6.2 Detekce glykoproteinii

Glykosylované proteiny byly detekovany kitem DIG Glycan Detection Kit
(ROCHE), ktery pracuje na principu Schiffova barveni glykant. Elektroeluovany HLGP
byl separovan na SDS-PAGE, pienesen na PVDF membranu a barven presné podle
instrukei vyrobce. Principem metody je oxidace hydroxylovych skupin glykoproteint na
aldehydové jodistanem sodnym, kovalentni pfipojeni steroidniho haptenu digoxygeninu
(DIG) na tyto aldehydové skupiny a detekce oznacenych glykoproteini anti-DIG

protilatkou konjugovanou s alkalickou fosfatazou.

4.2.6.3 Lektinobloting

K urceni vazebné specifity HLGP byly pouzity lektiny (DIG Glycan Differentiation
Kit, ROCHE) konjugované s (DIG). Elektroforeticky rozdélené proteiny byly pfeneseny na
PVDF membranu. Dle postupu doporu¢ené¢ho vyrobcem bylo provedeno znaceni
jednotlivymi lektiny (GNA, SNA, DSA, MAA, PNA; viz Tabulka 7) a nasledna inkubace
s anti-DIG protildtkami konjugovanymi s alkalickou fosfatdzou. Po dikladném promyti

byla membrana ponoiena do roztoku NTB/BCIP, v kterém probihala reakce.
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Tabulka 7: Nazvy, zkratky a vazebna specifita pouzitych lektinti

zkratka nazev vazebna specifita

GNA  |Galanthus nivalis agglutinin  [termindlni manéza

sialova kyselina, terminalné ptipojena (2-6)
ke galaktdze nebo N-acetyl-galaktosaminu
sialova kyselina terminalné pfipojena (2-3) ke
galaktoze

SNA  [Sambucus nigra agglutnin

MAA |Maackia amurensis agglutinin

PNA  |peanut agglutinin galaktdza-P(1-3)-N-acetyl-galaktosamin

galaktdza-p(1-4)-N-acetyl-glukosamin N-

DSA  |Datura stramonium agglutinin cetyl-glukosamin

4.2.7 Imunoprecipitace

Protein HLGP byl izolovan imunoprecipitaci z plasmy pomoci protilatek proti
hemaglutina¢ni aktivité plasmy D. marginatus. Optimalizovany protokol zahrnoval
smichani 20 pl plasmy s 5 pl anti HA protilatek, 5 pl inhibitord protedz a 1 pl 1% PBS-
Tweenu. Smés byla doplnéna PBS na 0,5 ml a inkubovana ve 4°C 6 h anebo pies noc. Poté
bylo ke smési pridano 10 ul magnetickych kulicek (30 mg/ml) s navazanym proteinem G
(Invitrogen, Life Technologies) a reakce probihala dale 1 hodinu pfi pokojové teplote.
Kulicky byly promyty 4x 0,01% PBS-Tweenem a navazany HLGP byl poté uvolnén eluci
2x 15 min s eluénim pufrem obsahujicim primarni aminy (Pierce, Life Technologies).
SDS-PAGE a imunoblotem bylo potvrzeno, ze se jednd o HLGP.

Cisty protein byl pouzit pro méfeni jeho vazebné specifity k sacharidim pomoci

SPR (surface plasmon resonance) a k MS analyze.

4.2.8 Hemaglutinace
Ur¢eni hemaglutinacni aktivity (HA) bylo provddéno podle prace Grubhoffer a

Kovar (1998) v mikrotitraénich deskach (96 jamek, typ U) fedénim 50 pl purifikovaného
HLGP dvojkovou fadou v 50 pl aglutinacniho pufru a néaslednym ptidanim 50 pl 2%
suspenze mysich erytrocytl. Titr HA byl odecten po 1h inkubace pifi pokojové teploté a
vyjadfen jako reciproka hodnota nejvysSiho fedéni vzorku plasmy, pii kterém bylo jesté

mozné zaznamenat pozitivni aglutinacni reakci.
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4.2.9 Rezonance povrchového plazmonu ('Surface Plasmon Resonance', SPR)

Kvantitativni métfeni vazebnych interakci mezi HLGP a sacharidy byla provedena
metodou SPR na pfistroji BIACORE 3000 (GE Healthcare). Méfeni interakci bylo
provedeno v laboratofi Doc. RNDr. Michaely Wimmerové, Ph.D za pomoci Mgr. Lenky
Malinovské (Narodni centrum pro vyzkum biomolekul, Ptirodovédecka fakulta,
Masarykova univerzita, Brno).

Pro méteni vazebné specifity nativniho purifikovaného hemelipoglykoproteinu byl
pouzit Cip s imobilizovanymi monosacharidy — a-D-galaktéza na kanélu 1, a-D-mano6za/a-
L-fukéza na kandlu 2, a-D-manodza na kandlu 3 a o-L-fuk6za na kandlu 4. Na cip bylo
injektovano 15 pl purifikovaného HLGP. V pfipadé analyzy zavislosti vazby na
pritomnosti dvoumocnych kationtl bylo injikovano 10 pul HLGP s ptidavkem 25 mM
EDTA. Rychlost pritoku reakéniho pufru byla pro vSechny pokusy nastavena standardné

na 5 pl/min. Odezva na jednotlivych kanéalech byla zaznamenavéana softwarem vyrobce.

4.2.10 Hmotnostni spektrometrie ('"Mass Spectrometry', MS)

4.2.10.1 Permetylace N-glykanit na pevné fazi

Glykany uvolnéné PNGazou A/F byly purifikovany pomoci centrifugacnich kolon s
naplni aktivniho uhli (Harvard Apparatus), vysuseny ve vakuu a rozpustény v 5 ul vody. K
vzorkim bylo pfiddno 70 pl DMF a 25 pl methyl iodidu. Smés byla nanesena na
centrifugacni kolony (Harvard Apparatus) s kulickami NaOH (Sigma-Aldrich), inkubovéna
15 min pfi pokojové teploté a centrifugovana pti 200 g 1 min. K roztoku bylo ptiddno 25
ul methyl iodidu, smés byla opét nanesena na kolonu, inkubovana 15 min a centrifugovana
pfi 200 g 1 min (Alley et al., 2010). Kulicky byly poté promyty 100% acetonitrilem a
centrifugovany pfi 1 min. Permetylované glykany v kapalnych frakcich byly extrahovany

chloroformem a vysuseny ve vakuu.

4.2.10.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostné spektrometrické analyzy byly provedeny v National Center for
Glycomics and Glycoproteomics (Department of Chemistry, Indiana University,
Bloomington, Indiana, USA) vedeném Prof. MiloSem V. Novotnym s pomoci Dr. Williama

R. Alleyho a Benjamina F. Manna.
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Elektroforeticky separovany HLGP byl vyfezdn z akrylamidového gelu a naStépen
trypsinem podle navodu vyrobce (ROCHE). Tryptické $tépy byly podrobeny LC-MS
analyze. Peptidy byly rozdéleny pomoci HPLC (jako mobilni faze byl pouzit C18 silikagel,
Dionex) s gradientem acetonitrilu (5-80 %) a analyzovany pomoci FT-ICR hmotnostniho
spektrometru (Fourier Transform Ion Cyclotrone Resonance, Thermo Fisher). Obdrzena
data byla porovnédna s databazemi Acari non-redundant a Swiss-Prot za pouziti programu

MASCOT (http://www.matrixscience.com).

Permetylované glykany byly smichdmy s 2,5-dihydroxybenzoovou kyselinou (10
mg/ml v 1mM octanu sodném), nakapany na kovovou MALDI desti¢ku a analyzovany na
ptistroji 4800 MALDI TOF/TOF Analyzer (‘Matrix Assisted Laser Desorption-Ionization
Time-o-Flight/Time-of-Flight', Applied Biosystems, Inc.) v pozitivhim mo6du. Namétena
data byla nasledné¢ konvertovdna do formatu mzXML (ConvertPeakList, https://
WWW.proteomecommons.org) a zpracovana pomoci programi mMass (Strohalm et al.,
2008) a GlycoWorkbench (Ceroni ef al., 2008).
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5 VYSLEDKY

5.1 Detekce a identifikace HLGP v plasmé D. marginatus

Potencialni lektiny plasmy D. marginatus rozdélené v SDS-PAGE za
neredukujicich podminek byly identifikovany metodou imunoblotingu s primarnimi
protilatkami proti HA plasmy D. marginatus a I. ricinus, a protildtkami proti plasmovému
lektinu Dorinu M z O. moubata. Proteiny o velikostech 37 kDa, 79 kDa, 80 kDa a 290 kDa
(Dupejova 2008, Dupejova et al., v tisku) byly vyfezany z gelu a podrobeny MS analyze
(ESI-FT-ICR MS). Tti z nich se nepodaftilo identifikovat; ¢tvrty z nich (290 kDa protein)
byl identifikovan jako protein blizce pifibuzny hemlipoglyko-transportnimu proteinu
(DvCP) z D. variabilis (hemelipoglycoprotein precursor, GenBank ¢islo ABD83654) a
pojmenovan hemlipoglykoprotein (HLGP). Na zakladé¢ zndmych sekvenci DvCP
prekurzort 1 a 2 bylo identifikovano 10,2 % a 4 % aminokyselinové sekvence téchto dvou

prekurzorti (Tab. 8 a 9).

Tabulka 8. Peptidy identifikované FT-MS z D. variabilis HLGP. Hemelipoglycoprotein precursor 1
[ABD83654], Mw:178646, Skore:12286, Identifikované peptidy: 244. Pokryti 10,2 %.

Peptid Delta Expect
K.LEILPVTEDSGLIVR.V -0,0200 5,00E-09
K.KGVLSLFQLDLVK.G -0,0100 5,2E-08
R.ASSHLLISSGYNPK.Y -1,0100 4,5E-06
K.FDEGKLEEFSIGK.N -1,0100 5,7E-06
R.YVLPLWETNPR.F -0,0100 6,00E-05
K.HNELSVDDADRFYNK.L -1,0200 8,8E-05
R.TLDLEEEHDAATTDTTLVEAGEK.E -0,0100 7,2E-05
K.DVEHEPEYESTVFIR.S -0,0200 0,00012
K.LAHIEYGDEDIKEIDNK.E -0,0100 0,00033
R.MAALWALK.Q -0,0100 0,0012
K.FDEGKLEEFSIGK.N 0,0000 1,4E-06
K.ENFVEGLKK.L 0,0000 0,0059
K.NLWNFMGR.R -0,0100 0,06
K.GVLSLFQLDLVK.G -1,0200 8,2E-07
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Tabulka 9. Peptidy identifikované FT-MS z D. variabilis HLGP. Hemelipoglycoprotein precursor 2
[ACF35055], Mw: 171972, Skore: 707, Identifikované peptidy: 12. Pokryti 4 %.

Peptid Delta Expect
K.ASSHLIISSTYSPK.Y 0,0000 6,40E-06
K.YDYGGMTSSVMIR.S -1,0200 2,5E-07

R.YVLPEWDHDTR.F -1,0100 0,0017

R.FYGQLHLNLK.E -0,0100 0,0068

Proti HLGP byly pfipraveny mysi polyklonalni protilatky (Ab 4-1, Ab4-2), které
byly dale vyuzity pfi izolaci a charakterizaci tohoto proteinu. Imunoblot prokazal, Ze tyto
protilatky rozeznavaji stejny protein jako anti-HA a anti-Dorin M protilatky v
neredukujicich podminkach; po denaturaci proteinii plasmy pak tyto protilatky detekovaly
dvé podjednotky HLGP o velikostech 95 kDa a 100 kDa (Obr. 5).
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Obréazek 5: detekce neredukovaného a redukovaného hemlipoglykoproteinu pomoci anti HLGP protilatek
Ab4-1 a Ab4-2 v plasme nasatych samic D. marginatus. 1 - marker, 2 - neredukovany HLGP detekovany
protilaitkou Ab4-1, 4 - neredukovany HLGP detekovany protilatkou Ab4-2, 5 - redukovany HLGP
detekovany protilatkou Ab4-1, 6 - redukovany HLGP detekovany protilatkou Ab4-2. Hvézdi¢ka oznacuje
glykosylovany HLGP, $ipky oznacuji redukované glykosylované podjednotky HLGP.
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5.2 1zolace HLGP

Pro dalSi biochemické analyzy byl HLGP izolovan v nativni (Obr. 6) i
denaturované (Obr. 7) formé.

Izolace nativniho proteinu probihala imunoprecipitaci hemlipoglykoproteinu z
hemolymfy pomoci anti-HLGP protildtek navdzanych na magnetické kulicky
prostiednictvim proteinu A. Pro izolaci denaturovaného proteinu byla plasma D.
marginatus elektroforeticky rozdélena, HLGP byl poté vyfezan z gelu a uvolnén do

roztoku elektroeluci.
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Obrézek 6: Izolace nativniho HLGP z plasmy D. Obrézek 7: SDS-PAGE elektroeluovaného
marginatus imunoprecipitaci. 1 - marker, 2 - HLGP z plasmy D. marginatus. 1-marker, 2-
imunoznaceni neredukovaného HLGP v plasmé, 3,4 - plasma D. marginatus, 3-elektroeluovany HLGP.
imunozna¢eni HLGP izolovaného imunoprepitaci. Hvézdicka oznacuje neredukovany
Hvézdicka oznacuje neredukovany glykosylovany glykosylovany HLGP.
HLGP.

Z obrazku je ziejmé, Ze se podatilo HLGP izolovat obéma zplisoby v pomérné
¢istém stavu a koncentraci piiblizné 260 pg/ml. V piipadé promyvani magnetickych
kuli¢ek s navazanym HLGP v pufru bez pfitomnosti detergentt se spolecné s HLGP
purifikovaly dalsi proteiny, které nebyly zatim identifikovany a které velikostné odpovidaji

proteintim s fibrinogenovou doménou ('Fibrinogen-Related Domain ', FReD).
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5.3 Biochemicka charakterizace HLGP

5.3.1 Blue Native-PAGE/SDS-PAGE

Pro ziskéani profilu nativnich proteinii plasmy a pro potvrzeni tvorby komplexu
HLGP s potencidlnimi lektiny byla provedena dvourozmérnéd elektroforéza (Obr. 8).
V prvnim sméru byly proteiny plasmy rozdéleny na gelu za nativnich podminek; druhy
smér piedstavovala Tricinova elektroforéza za ptritomnosti SDS slouzici zejména
k rozdéleni jednotlivych slozek komplexii proteinti nachazejicich se v plasmé v nativnim
stavu. Velikost celého komplexu byla uréena pomoci BN-PAGE s vyuzitim nativnich

proteinovych markert (Obr. 9).
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Obrézek 8: Blue Native/SDS-PAGE elektroforéza plasmy D. Obrézek 9: Blue Native PAGE proteint
marginatus. Proteiny rozdélené nativni elektroforézou jsou v plasmy D. marginatus. 1 — nativni
horizontaln€ polozeném prouzku gelu nahote. Druhy smér marker, 2 - proteiny plasmy. Komplex je
elektroforézy je vertikalni gel; zleva: marker, proteiny plasmy oznacen Sipkou.

rozdélené ve druhém sméry elektroforézy (Tricinova SDS-PAGE),
proteiny plasmy rozdélené v prvnim sméru elektroforézy. HLGP
je oznacen Sipkou.

2D elektroforéza odhalila, ze HLGP je v nativnim stavu spolu s ostatnimi tfemi
potencidlnimi sacharidy-vazicimi proteiny a s dalsimi dosud neidentifikovanymi proteiny
soucasti vysokomolekuldrniho komplexu (Obr. 8). Velikost tohoto komplexu byla urcena

pomoci nativni elektroforézy na cca 450 kDa (Obr. 9).
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5.3.2 Glykosylace, charakterizace glykanu

Mnoho lektinll a také oba nejvice charakterizované transportni proteiny obsahuji
glykany, a proto byla i u HLGP provedena detekce glykoproteinii a nasledné urceni typu a
velikosti sacharidovych zbytk ptipojenych k proteinu.

Schiffovo barveni elektroeluovaného proteinu (Obr. 10, jamka 3) potvrdilo, Ze se
jednéd o glykosylovany protein. K urceni charakteru glykanii byl pouzit lektinoblotting s
vybranymi lektiny specifickymi pro rtizné sacharidy (Obr. 10, jamky 4,5,6,7,8).
Pro lektinoblot byly vybrany lektiny SNA, GNA , DSA, PNA a MAA.
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Obrazek 10: Schiffovo barveni a lektinoblotting proteinl plasmy D. marginatus. 1 — marker, 2 — proteiny
plasmy, 3 — Schiffovo barveni, 4 - barveni lektinem SNA, 5 — barveni lektinem GNA, 6 — barveni lektinem
DSA,7 - barveni lektinem PNA, 8 — barveni lektinem MAA. Hvézdicka oznacuje glykosylovany HLGP.

Lektinové barveni ukdzalo pozitivni reakci HLGP s lektinem SNA (specificky pro
a(2-6) kyselinu sialovou vazanou na Gal/GalNAc), GNA (termindlni manéza) a DSA (Gal-
B(1-4)-GlcNAc). Lektiny PNA (Gal-B(1-3)-GalNAc) a MAA (a(2-3) vazana kyselina
sialovd) s HLGP nereagovaly. Z téchto vysledkli 1ze usuzovat na pfitomnost N-glykanii
hybridniho a komplexniho typu, které obsahuji termindlni manoézu, galaktéozu nebo
kyselinu sialovou. Pozitivni vazba lektinu DSA na protein HLGP muze také znacit
pritomnost O-glykanii.

Velikosti N-glykanii byly urceny enzymatickou deglykosylaci (Obr. 11), resp.
urc¢enim pfiblizného rozdilu mezi velikostmi deglykosylovaného a nedeglykosylovaného
proteinu, za vyuziti endoglykosidaz Endo H a smési PNGézy A a F. Krom¢ PNGéazy F byla
vyuzita 1 PNGaza A pro zajiSténi odstépeni glykanli s al,3-vdzanou fukdézou na jadie
glykanii, jejichz pitomnost byla u klistat prokazana (Pedra et al., 2010, Stérba et al., v
ptiprave.). Deglykosylovany HLGP byl poté detekovan pomoci anti-HLGP protilatek (Obr.
11).
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Obrazek 11: Detekce purifikovaného deglykosylovaného HLGP pomoci anti-HLGP protilatek. 1 — marker, 2,
4, 5 — neredukovany elektroeluovany HLGP, 3, 6, 7 — redukovany elektroeluovany HLGP, 4, 5 — vzorky
degykosylované Endo H, 6, 7 — vzorky deglykosylované PNGA/F. Hvézdic¢ka oznacuje glykosylovany
HLGP, kiizek oznacuje deglykosylovany HLGP.

Za nativnich podminek pfi St€peni obéma typy glykosiddz detekovaly anti-HLGP
protilatky dva proteiny o velikostech 250 a 290 kDa. Protoze tyto endoglykosiddzy jsou
méné ucinné pii deglykosylaci za nativnich proteint, da se predpokladat, ze vEtsi protein
predstavuje glykosylovanou formu a 250 kDa protein formu deglykosylovanou, a tedy, ze
N-glykanové zbytky maji velikost pfiblizné 40 kDa.

Po deglykosylaci za denaturacnich podminek anti-HLGP protilatky reagovaly se
¢tyfmi proteiny/podjednotkami HLGP o velikostech 100 kDa, 77 kDa, 68 kDa a 43 kDa.

3.4 Hmotnostni spektrometrie

MALDI TOF/TOF analyza glykani z purifikovaného HLGP poskytla informace o
jejich hmotnostech a slozeni (Obr. 12A). Identifikovany byly vysoce manosylované
struktury se slozenim HexNAc:Hexo a HexNAczHex1o (m/z 2396,7 a 2600,8) a komplexni
glykany se slozenim HexNAcsHex7 a HexNAcsHexs (m/z 2477,8 a 2684) (Obr. 12A).
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Obrazek 12: MS spektra N-glykanti uvolnénych z purifikovaného HLGP (A) a plasmy D. marginatus (B).
A — Ctyfi signaly N-gykand odpovidajici HexNAcoHexo (m/z 2396,7), HexNAcoHex1o (m/z 2600,8),
HexNAcsHex7 (m/z 2477,8 ), a HexNAcsHexg (m/z 2684). Ostatni detekované signaly odpovidaji O-
glykantim a sérii hex6z. B — identifikace vysoce manosylovanych glykant obsahujicich HexNAc,Hexs az

HexNAc:Hex1o (m/z 1171,3, 1375,4, 1783,6, 1987,7, 2191,8, 2395,9, 2599,9) a komplexnich

fukosylovanych a nefukosylovanych glykantt HexNacsHexs (m/z 1416,5), HexNAcoHexsdHex1 (m/z
1549,5), HexNAcoHexsdHex; (m/z 1753,6). Ostatni detekované signaly odpovidaji O-glykaniim a sérii
hexoz.

Struktura jednotlivych glykant byla potvrzena MS/MS analyzou, kdy se jednotlivé
ionty odpovidajici glykanim fragmentovaly a déale analyzovaly. Vzorové spektrum pro

HexNAc2Hexo (m/z hodnota 2396,7) je zobrazeno na Obr. 13. Pivodni struktura je
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ozbrazena pii piku 2396,6 a piedstavuje vysoce manosylovany typ N-glykanu. Dalsi
struktury, vzniklé pfi fragmentaci jsou vztazené k jednotlivym pikiim. Zobrazeny jsou
fragmenty, z kterych lze usuzovat na strukturu plvodniho glykanu a to podle poctu

odstépenych sacharidovych jednotek z redukujiciho popt. neredukujiciho konce.
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Obrazek 13: Vzorové MS/MS spektrum HexNAc2Hexo (m/z hodnota 2396,7)

Pro srovnani slozeni a charakteru glykant byly analyzovany dale N-glykany
hemolymfy D. marginatus (Obr. 12B). Krom¢ vSech c¢tyt struktur glykanii nalezenych u
HLGP, byly identifikovany dalsi glykany manosylového typu glykany se slozenim
v rozmezi HexNAc,Hexs az HexNAc>Hexs (m/z 1171,3, 1375,4, 1783,6, 1987,7,2191,8) a
fukosylované a nefukosylované glykany komplexniho typu HexNacsHexs (1416,5),
HexNAcoHex4dHex (1549,5), HexNAc2HexsdHexi (1753,6). Pii analyze purifikovaného
HLGP i hemolymfy byly ve vzorcich identifikovany také série hex6z a nékteré O-glykany

(tyto ale nejsou vice popsany, jelikoZ nebyly pfedmétem zdjmu téchto analyz).
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Tabulka 9: hodnoty slozeni jednotlivych glykanti a jejich m/z. X oznacéuje vyskyt v HLGP nebo v

hemolymf€.

HLGP hemolymfa

HexNAc dHex | NeuAc

=]

1141,5731
1171,5837
1345,6729
1375,6835
1416,71
1549,7727
1579,7833
1590,7992
1661,8363
1706,8466
1753,8725
1783,8831
1794,899
1835,9255
1865,9361
1906,9626
1987,9829
1998,9988
2081,0518
2192,0827
2285,1516
2326,1781
2396,1825 X
2407,1984
2478,2355 X
2489,2514
2519,262
2600,2823 X
2682,3353 X
2693,3512
2723,3618
2897,451
2927,4616
3131,5614
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5.5 Schopnost vazat sacharidy
Schopnost purifikovaného HLGP vazat sacharidy byla potvrzena méfenim
hemaglutina¢ni aktivity (Obr. 14) a dale analyzou pomoci rezonance povrchového

plasmonu (Obr. 15, 16).

Obrazek 14: Detekce hemaglutina¢ni aktivity purifikovaného HLGP. A
— negativni kontrola, B — pravidelné dvojkové fedéni elektroeluovaného
HLGP. Hemaglutina¢ni aktivita je patrna do fedéni 16x.

Stejné jako v piipadé€ plasmy D. marginatus (Dupejova, 2008) byla hemaglutinace
HLGP purifikovaného elektroeluci detekovana s pozitivnim vysledkem s pouzitim 2%
suspenze mysich erytrocytl. Pozitivni reakce je patrnd az do fedéni vychozi koncentrace
16x.

Z dtvodu malého mnozstvi izolovaného HLGP nebylo mozné provést inhibici HA a
zjistit tak, jaké sacharidy tento protein specificky vaze. Pro zjisténi této specifity bylo proto
vyuzito méfeni interakce HLGP s riznymi monosacharidy (galaktoza, fuk6za, mandza)
pomoci rezonance povrchového plazmonu, kde je vyzadovéano vyrazné¢ méné vzorku nez
pfi inhibici HA.

Meéteni ukazalo, Ze purifikovany HLGP specificky vaze galaktdzu; ze srovnani
signalti z kontrolniho kanalu (fukéza/manoza) je dale vidét, ze slaba vazba byla také
zaznamenana u manozy (Obr. 15). V ptipadé nasledné injikace vzorku s pridavkem EDTA
na Cip byla pozorovana stejnd odezva na vSech kandlech a z4dné vazebna ktivka (Obr. 16).
Mira odezvy také poukazovala jenom na nespecifickou adsorpci na povrchu ¢ipu (porovne;j
odezvu — Obr. 15 a 16). Vazba purifikovaného HLGP na monosacharidy byla tedy
inhibovana pomoci EDTA, coZ znaci interakci protein-sacharid zavislou na vapenatych

iontech, popf. jinych dvoumocnych kationtech.
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Obrazek 15: SPR analyza vazby purifikovaného HLGP k riznym
monosacharidim. Kandl 1 — a-D-galaktoza. Kanal 2 — a-D-manéza/a-L-fukoza,
kanal 3 — a-D-manoéza , kanal 4 — a-L-fukdza.
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Obrazek 16: SPR analyza vazby purifikovaného HLGP k riznym
monosacharidiim pfi inhibici pomoci EDTA. Kanal 1 — a-D-galaktdza. Kanal 2 —
o-D-manodza/a-L-fukdza, kanal 3 — a-D-manéza , kanal 4 — a-L-fukdza.

Meéteni bylo provadéno v redlném case; jako kontrola byl pouzit kandl 2 s

navazanou fukoézou a manoézou obsahujici poloviéni mnozstvi odpovidajicich sacharida.
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Tomu také odpovida odezva na kontrolnim kanalu, ktera je pfiblizn€ primérem odezev na

kanalech 3 a 4 (Obr. 15).

5.6 Detekce HLGP v tkanich

Ptitomnost HLGP v raznych tkanich D. marginatus byla jiz dfive zkouména
imunofluorescenci (Dupejova, 2008) a v této praci byla doplnéna imunoblotem (Obr. 17).

Krom¢ plasmy nasatych a nenasatych samic a samct byla sledovana pfitomnost
neredukovaného HLGP v hemocytech nasatych a nenasatych samic a samct a ve slinnych

zl4zach a stfeve nasatych samic.
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Obrazek 17: detekce HLGP v riznych tkanich D. marginatus anti-HLGP protilatkami. 1 —
marker, 2 — plasma nasatych samic, 3 — plasma nenasatych samic, 4 — plasma nasatych samct, 5
— plasma nenasatych samcti, 6 - hemocyty nasatych samic, 7 - hemocyty nenasatych samic, 8§ —
hemocyty nasatych samci, 9 — hemocyty nenasatych samct, 10 — stfevo nasatych samic, 11 —
slinné zlazy nasatych samic. Na gel bylo naneseno cca 5 pg proteinii na jamku. Hvézdicka
oznacuje glykosylovany HLGP, kiizek oznacuje deglykosylovany HLGP.

Ve vSech organech nasatych i nenasatych samct i samic detekovaly anti-HLGP
protilatky stejny protein se stejnou molekulovou velikosti v neredukujicich podminkach.
Z vysledku je ziejmé, ze se HLGP vyskytuje v podobném mnozstvi v plasmé samci i
samic; navic neni pfekvapivé rozdil ani mezi mnoZstvim proteinu v plasm¢ nasatych a
nenasatych samic ani samcu.

Naopak vyrazny rozdil byl shledin mezi hemocyty nasatych (Obr. 17, jamka 6) a
nenasatych (Obr. 17, jamka 7) klistat D. marginatus. V hemocytech nasatych samic bylo
detekovano piiblizné stejné¢ mnozstvi HLGP jako v plasmé samcli i samic, zatimco
v hemocytech nenasatych samic je HLGP pfitomen v niz§im mnozstvi. U samcii nemélo

sani na expresi HLGP v hemocytech Zadny vliv, protoZe jeho mnozstvi zistalo v obou
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ptipadech pfiblizn€ stejné (Obr. 17, jamky 8,9). Mnozstvi HLGP v hemocytech bylo u
nasatych 1 nenasatych samct nizsi nez tomu bylo v pfipad¢ nenaséatych samic.

Zajimavym zjiSténim déale bylo, Ze ve slinnych Zzlazach anti-HLGP protilatky
detekovaly dva proteiny s velikostmi odpovidajicimi deglykosylovanému a

nedeglykosylovanému proteinu (Obr. 17, jamka 11).

43



6. DISKUZE

Tato prace byla zamétfend na izolaci a charakterizaci proteinu o velikosti 290 kDa,
potencialniho lektinu, ktery byl rozeznavan protilatkami proti HA hemolymfy klistat
Dermacentor marginatus a Ixodes ricinus a protilatkami proti FReD proteinu Dorinu M z
klistéte Ornithodoros moubata.

Tento protein byl pomoci hmotnostni spektrometrie identifikovan jako
hemlipoglykoprotein (HLGP) blizce pfibuzny transportnimu proteinu DvCP z D.
variabilis. Velikost tohoto proteinu i velikost jeho podjednotek (86 a 90 kDa) je podobna,
jako velikosti ostatnich popsanych CP, které se pohybuji v rozmezi 200 kDa az 365 kDa
(Guddera et al., 2001; Maya-Monteiro et al., 2000). CP proteiny se skladaji stejné jako
HLGP ze dvou podjednotek 92 kDa a 98 kDa, resp. 92 kDa a 103 kDa.

Bylo prokazano, ze CP proteiny obsahuji N-termindlni lipoproteinovou doménu, von
Willebrandovu doménu typu D a doménu s nezndmou funkci (Donohue et al., 2008). Ani u
jednoho proteinu (v€etné DvCP) vSak nebyly nalezeny domény, které by odpovidaly
sacharid vazajicim doméndam znamych lektinli popi. fibrinogenu podobné doméné. CP
proteiny také nejsou fylogeneticky piibuzné s FReD proteiny (Sterba et al., 2009).

Schopnost vazat sacharidy, lipidy a kovy by mohla mit N-termindlni lipoproteinova
doména téchto proteini (Donohue et al., 2008). Transportni proteiny jsou sekvencné
vysoce podobné vitelogeninim, u kterych byla schopnost HA prokazana napi. u
vitelogeninu z hemolymfy Leptinotarsa decemlineata (Stynen a de Loof, 1982) nebo u
vitelogeninu ryby rodu Branchiostoma (obsahujiciho lipoproteinovou doménu podobnou
DvCP), ktery také vykazoval hemaglutinacni aktivitu a schopnost vazat sacharidy (Zhang
et al., 2005).

Anti-HA protilatky D. marginatus detekovaly v plasm¢ krom¢ HLGP jesté dalsi tii
proteiny (Dupejova, 2008) a nativni elektroforéza v kombinaci s SDS-PAGE ve druhém
sméru odhalila, Ze se HLGP za nativnich podminek nachazi v komplexu s témito tfemi
proteiny a s dalSimi dosud neznamymi proteiny. Toto zjiSténi by mohlo znamenat, ze pii
ptipravé anti-HA protilatek mohl byt HLGP kopurifikovan spolu s proteiny s lektinovou
aktivitou, a proto byly vytvofeny protilatky i1 proti tomuto proteinu. Nicméné toto
nevysvétluje reakci anti-Dorin M protilatek s HLGP (tyto jsou namifeny jen proti tomuto

klistécimu lektinu). Dosud neni zndma terciarni struktura zadného CP, FReD proteinu ani
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Dorinu M a vzhledem k tomu, ze sekvencni analyza nepotvrdila ptibuznost HLGP a FReD
proteind, by se mohlo jednat o podobnost v terciarni struktufe (popt. podobnost epitopit)
mezi HLGP a fibrinogenu podobnou doménou Dorinu M.

HLGP purifikovany jak v nativni tak v denaturované formé byl schopen vazat
sacharidy (Obr. 14, 15, 16) stejné jako plasma klistéte D. marginatus (Dupejova, 2008) a
plasma dalSich druha klistat (Kovar et al., 2000; Kibuka-Sebitosi, 2006; Stérba et al.,
2009). Schopnost vazat sacharidy se zda byt zavisla na vapenatych iontech (Obr. 16), coz
se shoduje s vysledky pozorovanymi pii detekci hemaglutinace proteinu piibuzného
vitelogeninu z raka (Hall et al., 1999) a vitelogeninu z jezovky (Cervello et al., 1996).
Schopnost vazat sacharidy spolu s pfitomnosti HLGP v komplexu s potencialnimi lektiny a
pravdépodobnou strukturni podobnosti s FReD proteiny podporuje doménku, Ze mé tento
protein jesté€ jiné vlastnosti nez transport a skladovani hemu.

Reaktivita HLGP s lektiny DSA, GNA a MAA znaci ptfitomnost N-glykanl s
terminalni mandzou, termindlni galaktéozou (vazba a(1-4)) a s kyselinou sialovou (vazba
a(2-6)); negativni reakce s lektinem MAA II a PNA naznacuje absenci a(2-3)-vdzané
kyseliny sialové a a(1-3)-vadzané galaktdzy. Dopliujici vysledky o slozeni N-glykanii
HLGP piinesla analyza hmotnostni spektrometrii. Byly nalezeny Ctyfi rizné glykanové
struktury. Dvé byly vysoce manosylovaného typu obsahujici dva N-acetylhexosaminy a
devét resp. deset molekul hexdéz (pravdépodobn€é mandz), dalsi dveé struktury byly
komplexni glykany se ¢tyimi N-acetylhexosaminy a sedmi a osmi hexdzami
pravdépodobné s termindlnimi galaktézami. Ani jedna z téchto struktur nebyla
modifikovéana fukézou vazanou na chitobiosové jadro.

Podobné vysledky byly objeveny i u jinych klistécich glykoproteini. Vysoce
manosylované a komplexni glykany byly popsany ve slinich a v extraktech slinnych Zlaz
(Stérba et al, v piipravé) a pritomnost sialovanych glykant byla prokédzana na
ultratenkych tezech klistéte 1. ricinus (Vancova et al., 2006, Vancova, nepublikovano).
Plasmovy lektin Dorin M obsahuje kromé fukosylovanych struktur rovnéz vysoce
manosylované glykany (Kovar et al., 2000; Man et al., 2008). Zajimava je skutecnost
absence core-fukosylace u HLGP vzhledem k tomu, Ze tento typ glykant se vyskytoval v
hemolymf¢ (Obr. 12B) a také je ptevladajicim typem glykanu ve slinach a slinnych zlazach
klistat (Stérba et al, v piipravé). Pfitomnost core-fukosylovanych struktur u

purifikovaného HLGP nebyla prokézéana, piestoze byty tyto glykany pfitomny v plasmé
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(Obr 12B) a patii mezi nejCastéji zastoupené glykany klistécich slin a slinnych Zlaz
(Stérba et al., v piipravé), a potvrzeny byly i u lektinu Dorinu M (Man et al., 2008).

Dale bylo pomoci deglykosylace PNGéazou A/F a Endo H zjisténo, ze HLGP je
modifikovan N-glykany. Anti-HLGP protilatky detekovaly v ptipadé opracovani obéma
typy enzymi dva proteiny o velikosti 250 kDa a 290 kDa (Obr. 11). Protoze
endoglykosidazy pracuji za nativnich podminek s niz$i GCinnosti, jednd se v piipadé
vétsSiho proteinu pravdépodobné o glykosylovanou formu (Obr. 11, hvézdicka) a mensi
protein predstavuje deglykosylovanou formu (Obr. 11, kiizek). Velikost glykant byla tedy
urcena na cca 40 kDa.

Ve spektrech HLGP i plasmy byly pozorovany dale serie hexéz a O-glykany
(neoznaceny v obrazcich). Zatimco serie glykanii tvofenych hexosami mize byt zpiisobena
kontaminaci z pudru (na rukavicich), dal§i struktury odpovidajici O-glykanim byly
pravdépodobné ptitomné jiz ve vychozich vzorcich ve vysokych koncentracich a tudiz se
ko-purifikovaly spole¢né s N-glykany. Nicméné podobné kontaminanty byly nalezeny 1 v
klistécich slinnych Zlazach, stievé a ovariich (Stérba et al., v ptiprave).

HLGP coby protein slouzici k vazbé a uskladnéni hemu byl v ptfedchozich analyzach
nalezen pfedevSim v hemolymfé a v dalSich organech. V této praci byla potvrzena
ptitomnost HLGP v plasmé/hemolymf€ a to jak u nasatych tak nenasatych samic a samcti
D. marginatus, ale také v jejich hemocytech, ve slinnych zldzach a ve stfevé. Vzhledem k
analyze stejného mnoZstvi proteinit bylo mozné porovnat mnozstvi HLGP v jednotlivych
vzorcich (Obr. 17). Zatimco v plasmé se mnozstvi HLGP u samct a samic nelisilo u
nasatych ani u nenasatych klistat, u hemocyti byly pozorovany rozdily. V hemocytech
nasatych samic bylo pozorovdno porovnatelné mnozstvi HLGP jako v plasmé, nicméné v
hemocytech nenasatych samic bylo pfitomno vyrazné niz§i mnozstvi HLGP. U hemocytt
nasatych i nenasatych samct pak byl HLGP pfitomen jesté v niz§im mnoZstvi.

Kontinualni pfitomnost HLGP v plasmé&hemolymfé lze u nenasatych klistat
jednoduse vysvétlit vazbou hemu a jeho uskladnénim pro své potieby, u nasatych pak
potfebou vazat a uskladnit nové ptijaty hem. Podobné 1 HLGP v hemocytech nasatych
samic by mohl slouzit tomuto cili jako doplinkové misto uskladnéni velkého mnoZstvi
uvolnéného hemu. Tomu by i odpovidala nizkéd exprese HLGP v hemocytech nenasatych

samic.

47



Samci rodu Dermacentor saji obecné¢ mén¢ casto a mensi mnozstvi krve nez samice
(Fielden et al., 1999), musi tedy zpracovat méné volného (a toxického) hemu — tomu ale
neodpovidd srovnatelné mnozstvi HLGP v hemolymf&€ u samcii a samic, které bylo
pozorovano. Piekvapiva je proto také pfitomnost hem véazajiciho proteinu v hemocytech
samcl a to jak nasatych tak nenasatych a také rozdilna regulace jeho exprese (jelikoz u
samic sani krve spousti tvorbu HLGP v hemocytech, u samct nikoliv). Proto se zda, ze
HLGP ptitomny v plasmé i v hemocytech ma bud’ dalsi dosud neznamou ulohu, nebo se
exprimuje 1 v hemocytech a nésledné je transportovan do hemolymfy, kde vaze a skladuje
hem. Dal§im ptfekvapivym zjist€énim bylo potvrzeni HLGP ve slinnych zlazach a to
dokonce ve dvou formdach, z kterych jedna odpovida svou velikosti deglykosylovanému
proteinu. Transportni proteiny byly prokazany ve slinnych Zlazach i1 u jinych klistat
(Gudderra et al., 2001, 2002a), a u D. variabilis byl tento protein ve slinnych zlazach
nalezen bez navazaného hemu (Gudderra et al. 2002a), dosud ale nebyly popsany dvé
formy téchto proteini.

Pritomnost hem vazajicich proteinti v slinnych zlazach, kde nedochézi k uvoliiovani
hemu z travené krve, piitomnost téchto proteinli bez vazaného hemu a piitomnost dvou
ruznych forem HLGP u D. marginatus proto dale naznacuji moZznost existence dalSich

funkci hemlipoglykoproteinu a dalSich transportnich proteinti u klist’at.
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7. ZAVER

Cilem diplomové prace byla izolace a biochemicka charakterizace
hemlipoglykoprotein (HLGP) z klistéte Dermacentor marginatus. Protein o molekulové
velikosti 290 kDa byl spolu s dal§imi tfemi proteiny identifikovan jako potencialni FReD
protein (Dupejova, 2008). V této praci byl protein 290 kDa identifikovan analyzou MS
jako protein blizce piibuzny transportnimu proteinu (DvCP) z kliStéte Dermacentor
variabilis a pojmenovan hemlipoglykoprotein (HLGP). Proti HLGP byly pfipraveny
monospecifické polyklonélni protilatky, pomoci kterych byl HLGP purifikovan a déle
detekovan pfi jeho dalsi biochemické charakterizaci (napf. po deglykosylaci) a pomoci
kterych byla urcena jeho tkanova lokalizace.

HLGP byl uspésné purifikovan v nativnim (imunoprecipitace) i v denaturovaném
(elektroeluce) stavu. Velikost neredukovaného proteinu je 290 kDa, v redukovaném stavu
se sklada ze dvou podjednotek velkych 100 a 95 kDa. V nativnim stavu je HLGP soucasti
komplexu o velikosti 450 kDa spolu s dal$imi proteiny. Jedna se o glykosylovany protein s
vysoce manosylovanymi a komplexnimi glykany o velikost pfiblizn€ 40 kDa obsahujicimi
terminalni galaktozu a manozu a déle kyselinu sialovou. N-glykany HLGP ale neobsahuji
fukézu vazanou na v jadrové ¢asti glykanu. Pfi MS analyze glykantit HLGP bylo nalezeny
glykany obsahujici HexNAc:Hexy, HexNAc:Hexio, HexNAcsHex7, a HexNAcsHexs; v
plasm¢é D. marginatus byly detekovany navic jeSt€¢ vysoce manosylované glykany
HexNAc:Hexs az HexNAc>Hexio a komplexni fukosylované a nefukosylované glykany
HexNacsHexs, HexNAc:HexsdHex 1, HexNAc:HexsdHexi. HLGP je rovnéZ schopen vazat
sacharidy a to jak v nativnim, tak v denaturovaném stavu a déle se zd4, Ze je tato vazba
zavisla na iontech Ca 2*. Hemlipoglykoprotein se nachdzi v plasmé a v hemocytech
nasatych 1 nenasatych samic a samcl a dale ve stfeve a slinnych Zlazach. Ve slinnych
zlazach byly nalezeny dvé formy tohoto proteinu velikostné odpovidajici

glykosylovanému a neglykosylovanému HLGP.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APS — amonium persulfat

BN-PAGE — Blue Native Polyacrylamide Electrophoresis, nativni elektroforéza
CBB — Coomassie Brilliant Blue

CP — carrier protein, transporni protein

dHex — deoxyhexoza

DSA - Datura sativa agglutinin, lektin z Datura sativa

DTT — dithiotreitol

FReP - fibrinogen-related protein, fibrinogenu podobny proteiny
GalNAc — N-acetyl-D-galaktosamin

GlcNAc — N-acetyl-D-glukosaminu

GNA - Galanthus nivalis agglutinin, lektin z Galanthus nivalis

HA — hemaglutinacni aktivita

Hex — hexdza

HexNAc — N-acetyl-D-hexosamin

HLGP — hemlipoglykoprotein

IrAM-An - a-2-makroglobulinu z kliStéte /. ricinus

MAA - Maackia amurensis agglutinin, lektin z Maackia amurensis
MALDI - Matrix Assisted Laser Desorption-Ionization

MALDI TOF/TOF - Matrix Assisted Laser Desorption-lonization Time-o-Flight/Time-of-
Flight

MS — mass spectrometry, hmotnostni spektrometrie

PNA — peanut agglutinin

PRR — pattern recognition receptors, receptory rozpoznavajici motivy
SDS — sodium dodecylsulfat

SDS-PAGE — polyakrylamidova elektroforéza

SNA — Sambucus nigra agglutinin, lektin ze Sambucus nigra

SPR — Surface Plasmon Resonance, Rezonance povrchového plazmonu
TAM - tick a-macroglobulin, klistéci a-makroglobulin

Vg — vitellogenin

Vn — vitelin
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