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1. UVOD
Klistata paiti mezi krevsajici ektoparazity, kteréuheme najit po celém &w.

Z globalniho hlediska péthned po komarech mezi nejvyznafjsih vektory patogein
kteti jsou pivodci onemoc#éni s velkym dopadem na zdravi lidi i tati Resto je sotasna
znalost molekulovych a baénych faktofi rozpoznavani igndSenych patogeérklistaty
véetne zodpowdnych proteid v hemolymé klistat velmi mala.

Lektiny se fadi mezi evoltné konzervované molekuly ¢astnici se procés
piirozené imunity. Jejich charakteristickou vlastmgstschopnost interagovat se sacharidy
a sacharidovymi molekulami a rozpoznavat tak cukeaoytky na povrchu patog&nDo
téchto interakci jsou zapojeny zejména fibrinogendgtmé proteiny (FREP) s lektinovou
aktivitou, jejichz charakterizaci a mechanitsmpisobeni nebyl dosudimovan moc velky

zéjem.



2. CILE PRACE

- prokazat pitomnost lekti v plasné kliStéte Dermacentor marginatus detekci
jejich  hemaglutineni aktivity (HA) a utit jejich vazebnou specifitu pomoci inhibice

hemaglutinace,

- identifikovat proteiny FRE®. marginatus protilatkami proti Dorinu M (FREPu

O. moubata) a protilatkami proti hemaglutidai aktivitt plasmyD. marginatus,

- charakterizovat nalezené proteiny FREP metodaralytické biochemie (SDS-
PAGE, barveni glykoprotein lektinobloting, enzymaticka deglykosylace).

- pripravit mySi polyklonalni monospecifické protilatkyoti proteifim FREP,
- izolovat proteiny FREP pomoci afinitni chromaiafg:

- na z&klad jejich vazené specifity gené inhibici HA,

- na zaklad specifické interakce antigen-protilatka,

- lokalizovat nalezené proteiny FREP v tkanixhmarginatus imunofluorescenci.



3. LITERARNI P REHLED

3.1. Klistata
Klistata paii mezi roztée (Acarina) a ctli se do ti zakladnichceledi: Ixodidae

(klistata),Argasidae (klistaci) aNutalliellidae, ktery je zastoupen pouze jednim druhem.

Do celedi Ixodidae je fazeno 13 rodl a 650 drub, zatimcoceled Argasidae
zahrnuje 5 ro@l a 170 drub (rody Argas, Ornithodoros, atd.) (Sonenshine, 1991)eled’
Ixodidae se @li na skupiny Prostriata (roickodes) a Metastriata, kam patzbyvajici rody
(Ridicephalus, Amblyoma, Dermacentor, Haemaphysalis, Hyaloma, atd.). Jednotlivéeledi
se liSi v ontogenezi, fyziologii, morfologii i reuiukeni strategii.

Klistata jsou krevsajicilenovci, které mZeme najit ve vSech terestrickych
oblastech. Jsou po komarech nejneb&zf)gimi prenaséi zavaznych onemoeni lidi i
zvirat, ktdi prenasi ¥tSi mnozstvi @iznych druli infekénich agens nez jiné skupiny
¢lenovai. Tito ektoparazité napadajioveéka, terestrické savce, ptaky, hady iadka i
obojzivelniky. Kligata jsou hlavnimi vektory patogerepisobujicich nemoci jako je
horetka skalistych hor, ehrlichi6za a lymska boreliéztheilericza a babezidza
(Sonenshine, 1993). Kiigci penasi fivodce Africké horéky prasat a spirochéty rodu
Borrelia, pavodce navratnych hotek (Piesman a Gage, 1996).

3.2. Klisté druhu Dermacentor marginatus
Pijdk stepni Dermacentor marginatus) se fadi mezi tvrda kligata a je roz#en

nagi¢ Evropou, Asii a Severni Amerikou. Je moZzné jejitnajstepnich oblastech a
v nékolika pripadech zasahuje oblast jeho réa8i i do le. Toto trojhostitelské kligt
cizopasi na drobnych i velkych savciclii¢pmz ¢lovéka napada ttdka. Pijak stepni je
hlavnim gena$éem Rickettsia slovaca (Reh&ek et al., 1990; Beati et al., 1993) a hraje
druhotnou roli v penosu viru omské hemoragické hike (Nuttal a Labuda, 1994).

Pijdk stepni je téZ prokazanyntepaséem viru kli§ové encefalitidy (Kozuch a
Nosek, 1971), viru konzsko-krymské hemoragické &lgrdMarkeshin et al., 1992), viru
BhandZa (Hubalek et al., 1988; Labuda et al., 1,981) West Nile (Hubalek a Halouzka,
1999), bakteriiCoxiella burnetii, R. sibirica, R. conorii, B. burgdorferi (Smetanova et al.,
2006), Francisdlla tularensis (Hubalek et al., 1990) a prviokodu Babesia (Pietrobelli et
al., 2007).



3.3. Hemolymfa kli¥at a proteiny hemolymfy
Hemolymfa kliat, steji jako u ostatnickilenovai, je komplexni tekutina slozena

z plasmy a hemocft ktera vykonava mnoho funkci. Kr@ntransportu hormonalnich
poski, nutricnich molekul a chemickych intermedidnetabolismu naié klisttcim €lem
pusobi také jako opora prdzané tkag a jako médium proipnos mechanické energie na
principu hydrostatického tlaku. Plasma udrZzuje astkyg vyrovnané vnini prostedi se
spravnou hladinou iofit Krom¢ vody jsou v ni obsazeny také lipidy, aminokyseliny
sacharidy, anorganické solickteré pigmenty a sloZzky zapojené do srazeni henfglym
Dale se tam vyskytujiizné enzymy, hormony a molekuly cizihdvpdu, nap. hostitelské
imunoglobuliny ziskanédnem sani krve (Sonenshine, 1991).

Prevaznou ¥tSinu rozpustnych molekul obsazenych v plaziedstavuji proteiny.
K nejlépe prostudovanym plasmatickym protem pati vitelogeniny a viteliny, jejichz
aminokyselinové, lipidové a sacharidové slozeni Jdi&’at a hmyzu velmi podobné s tim
rozdilem, Ze kligkci viteliny a vitelogeniny na sebe vazi hem (Jarae®liver, 1997;
Gudderra et al., 2001), ktery ziskavaji z hostih® hemoglobinu; hmyzi vitelogeniny a
viteliny tuto funkci nemaji. Vitelogeniny cirkulufy hemolymé& a predstavuji prekurzor
Zloutkovych proteifi pottebnych k vyvoji vagek (shrnuto v Gudderra et al., 2001). U
klistat bylo dosud charakterizovangkolik vitelogenini, nag. z kli¥aka Ornithodoros
moubata (Taylor a Chinzei, 2001) a z tvrdych Kkl& Dermacentor variabilis (Rosel a
Coons, 1991aIxodes scapularis (James a Oliver, 1997).

U nékolika druhi Klistat byly popsany hemoproteiny a hemoglykoproteirgjespe
s vitelogenezi a proteinycastnici se paten proces piirozené imunity klisat. Mezi
posled® jmenované péat proteiny kli¥#aka O. moubata o-2-makroglobulin (Kopéek et
al., 2000), antimikrobialni peptid gati do rodiny defensin (Nakajima et al., 2001) a
plasmaticky lektin Dorin M (Grubhoffer a Kokal998; Kové et al., 2000; Rego et al.,
2005, 2006). Dalsintast&né charakterizovanym proteinem je lektin o velikad®s kDa
z klisgte 1. ricinus (Grubhoffer et al., 1991) a lysozymy s antimikahi aktivitou
nachazejici se v hemolyib. variabilis a Amblyomma hebraeum (Johns et al., 1998; Lai
et al., 2004).



3.4. Imunita
Odolnost vySSich organismproti infekci je zprostdkovana déma hlavnimi

systémy: adaptivni a vrozenou imunitou.

Vrozend imunita je evotin¢ starSi a wzné jeji formy lIze najit u vSech
mnohobug¢nych organism, kde zajiguje prvni linii hostitelovy obrany proti patogen
(viry, bakterie, houby, paraziti).

U vrozeného imunitniho systému se ufplgit dv odlisSné strategie pro
rozpoznavani mikroorganisma cizorodych buk: ‘missing self* (opomijejici vlastni
molekuly) a ‘microbial non-self' (rozeznavajici nastni, mikrobialni molekuly)
(Mushegian a Medzhitov, 2001).

Prvni strategie je zaloZena na rozeznavani moleialomarket specifickych pro
vlastni buiky. Tyto se nachazeji se na povrchu neinfikovanidhfikovanych burk
hostitele, ale ne na mikrobialnich itk&ch. Rozpoznavanidhto signal mechanismy
vrozené imunity je S@zeno s inhil@nimi signaly, které zabtaji aktivaci imunitni
odpowdi proti vlastnim biikdm. Absence ¢chto market na cizorodych hikach
umoziuje nasledé specifickou odpo¥d’ proti patogefim. ,Vlastni® molekuly jsou
rozpoznavany tzv. inhibhimi receptory, které patbud’ do rodiny imunoglobulifi, nebo
obsahuji lektinové domény typu C.

Druha strategie sgéva v identifikaci patogeih prostednictvim receptdr
kodovanych v zarodeych buikdch. Tyto receptory rozpoznévajici motivy (PRRetgrn
recognition receptors) rozliSuji mnoho podobnychlekolovych struktur ozr#vanych
jako molekulové motivy spojené s patogenem (PAMBahogen-associated molecular
patterns). PAMPs jsour@devSim polysacharidy, které seiamych patogeiliSi jen malo,
nevyskytuji se vSak u hostitele (Janeway, 1989Mtd &p rozeznavani patogemizeme
najit u obratlové i bezobratlych, zatimco rozpoznavani patdgsinategii ‘missing self* je
charakteristické pouze pro savce/obratlovce.

Adaptivni (ziskand) imunita se vyvinula agieg 400 miliony let Bhem ¢asné
evoluce obratlovit. Geny kodujicingkolik Kli¢covych molekul dastnicich se procés
adaptivni imunity, ¥etrg imunoglobulinu, TCR (T-cell receptor), MHC I. a ftidy a genu
aktivujiciho rekombinaci (RAG, recombination-acting gene) byly identifikovany pouze
u paryb, ryb, obojzivelnik plazi, ptaki a savé (shrnuto ve Fujita et al., 2004). Ziskana
imunita je charakterizovanatéi specifitou nez imunita vrozend, tj. odpdvadaptivni
imunity umi krong rozliSeni cizich butk od vlastnich rozliSit izné antigeny i jejich

epitopy. DalSim charakteristickym znakem adaptivniinity je pandt, ktera umo#uje

10



organismu Usfsre se branit infeknim zarodkm, se kterymi se organismus jiZive
setkal. V pipact tohoto opakovaného vystaveni organismu stejnéntogpau/cizorodé
latce se pak vytwasilngjSi a rychlejSi sekundarni odpiak

Kli¢ovou sloZzkou obrany hostitele je tedy rozliSenstrigho a ciziho (self/non-self)
s vyuZzitim fiznych tygi molekulovych interakci. Mezi nimi hraji vyznamniali interakce
sacharid (jako souwasti makromolekuly) a protein imunitniho systému, a to je
zaji¥ovano zejména lektiny,ifpadré dalSimi typy sacharid vazajicich protei(shrnuto
v Mushegian a Medzhitov, 2001).

3.4.1. Interakce kliSg-hostitel
Interakce mezi kligtem a hostitelem zahrnuji na jedné stravrozenou a

specifickou ziskanou imunitni obranu hostitele {naptigen-prezentujici ky, cytokiny,
lymfocyty, protilatky, granulocyty) spate¢ s dalSimi mechanismy nafenymi proti sani
klistéte, nap. srazeni krve, vasokonstrikce apod. Na druhé &skadmto interakcim pat
imunomodulé&ni protiopateni kli¥at, wetné blokovani aktivace komplementu, tlumeni
funkce T-lymfocyfi, enzymatické gpeni imunoglobulifi a mechanismy umaajici sani
(viz nize) (shrnuto ve Wikel, 1999).

Klist¢ se na kzi hostitele nejprveifchyti pomoci h&ka na chelicerach (klikach)
a [i jejich zatahovani pomalu vtiaje hypostom (saci organ) daéde hostitele. Vnini
¢ast hypostomu tud Zlabek, kterym kligt vypousti do ranky své sliny a nasava hostitelovu
krev.

V bezprostednim kontaktu s hostitelem jsou tediegevSim kligtci sliny (slinné
Zlazy), druhotn se uplatuje nag. hemolymfa obsahujici self/non-self faktory (viz.2).

Sani kligatovitych (xodidae) je dlouhodoby proces.éhem rghoz vpravuje kligt
do €la hostitele sliny obsahujici mnozstvi riemejSich latek. Ty fsobi jako antigeny a
vyvolavaji u hostitele silnou imunitni odpal ¢i alergickou reakci; samo sani pak
podrécuje hemostazi zahrnujici mechanismy srazeni ksw&ujici prostupnost cév a
jejich zuzovéni. Kli&t se &mto mechanisiiom naopak brani sekreci farmakologicky
aktivnich latek schopnych branit hemostazi a tluraitlivou reakci a imunitni odpad’
hostitele.

Sliny kli&'at obsahuji antikoagulanty patlgici hemostazu, apyrazy a
prostaglandiny branici shlukovani krevnich deti (shrnuto v Mans et al., 2004) a
inhibitory koagulé&ni kaskady jako jsou napproteiny Ixolaris (Francischetti et al., 2002)
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a Salpl4 (Narasimhan et al., 2002). Ve slinach gidomny rovréZ histamin vazajici
proteiny branici rozvinuti alergické reakce (Paestml., 1999, 2000; Couillin, 2004),
latky s anestetickymdinkem a imunomodutani latky nap. Salpl5 (Anguita et al., 2002).

U nrekterych druli (nag. Ixodes holocyklus ¢i druhy zroda Amblyoma a
Dermacentor) se ve slindch nachazi toxinytmobujici paralyzu svalu ¢lovéka a dalSich
sava (Masina a Broady, 1999).

3.4.2. Imunitni systém kliséte
Pri sani se spot@¢ s hostitelovou krvi do kliste dostavaji i mikroorganismy, viry

nebo jiné cizorodé molekuly, jejichZifpmnost pak aktivuje imunitni systém kéi&.
Béhem evoluce se u kiidt vyvinulo rékolik obrannych mechanisinproti patogefim.
Stejre jako ostatnilenovci maji i kli¥ata dva @izné typy pirozené imunity: bu&nou a

humoralni.

3.4.2.1. Buré¢na imunita
Buné¢nou slozku imunity kligat predstavuji hemocyty, které sélidna i zakladni

typy: fagocytujici hemocyty (plasmatocyty), grarayty typu | a granulocyty typu |l
(Kuhn a Haug, 1994). Totoler¢ni je zaloZzeno na charakterizaci jejich ultrastonkt
scasténym ohledem naiftomnost/absenci granulovych inkluzi; ve skuoiasti je vSak
morfologie a ultrastruktura hemoéytnohem sloz#si (Borovickova a HypSa, 2005).
Hemocyty jsou biiky cirkulujici v hemolymé, kde zajiguji obranu proti
vnikajicim patogefim (Sonenshine, 1991). Jednim z mechafisbrany je fagocytdza
patogerh hemocyty, ktera byla popsanalu variabilis v pripad Borrelia burgdorferi
(Johns et al., 2000, 2001) aHyalomma dromedarii pro Coxiella burnetii (Bazlikova et
al., 1984). Kromd fagocytézy mohou hemocyty tkib hemocytarni agregaty s patogeny

(nodulace) nebo enkapsulovétdi parazity (Ceraul et al., 2002).

3.4.2.2. Humoralni imunita
Mechanismy imunity wlenovdi reaguji na patogeny podle toho, jaké slozky se

nachazeji na jejich povrchu.
Rozpoznavanymi molekulami jsou rédgdad lipopolysacharidy, peptidoglykany a

$-1,3-glukany. Navazani batnych receptar rozpoznavajicich motivy (nachazejici se
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nap@. na epitelidlnich htkach, granulocytech) na povrchové molekuly mikremigmi
vede k syntéze Siroké Skaly molekul (antimikrobigdeptidy, opsonizmi faktory) a ke
spuséni signalnich kaskad (koagulace, aktivace reakttvidrem kysliku — ROS, reactive
oxygen species) zapojenych v imgnit

U klistat je humoralni odp@d’ druhym souborem jejich imunitnich reakci a
zahrnuji antimikrobiélni proteiny, jako jsou lyseay, defenziny a lektiny. Tyto molekuly
jsou po stimulaci mikroorganismy produkovanjegevsim hemocyty a nasledisou
uvolovany do hemolymfy.

Lysozymy jsou enzymy schopné ¢@it p-1,4-glykosidické vazby obsaZzené
v sacharidovych oligomerech/polymerech, které jsowtasti peptidoglykanu bétiné
sttny bakterii (Quasba a Kumar, 1997). V hemolyndf. variabilis byl identifikovan
lysozym s antibakterialni aktivitou (Johns et dl998) a poz&i byla prokazana i
baktericidni aktivita hemolymfy pro®. burgdorferi (Johns et al., 2000). Z kii#ka O.
moubata byl izolovan lysozym, jehoz syntéza byla indukow&anim krve (Kop#ek et al.,
1999; Grunclova et al., 2003).

U klistat byla popsana celéada defenziln a defenzim podobnych peptid
(defensin-like), pesto mechanismy jejichapobeni #stavaji pomirné nejasné. Jsou to
malé molekuly, které se &glenovai vyznauji antimikrobialni aktivitou pedevsim proti
G+ bakteriim, skteré izoformy inhibuji G- bakterie, houby a prataz(Nakajima et al.,
2003; Tsuji et al., 2007).

V plasne a hemocytech kliste D. variabilis byl identifikovan defenzin (Johns et
al., 2001; Ceraul et al., 2003), u kterého bylankraantimikrobialni aktivity proti G+
bakteriim zjiS¢éna stejna aktivita i prot8. burgdorferi. Dva defenzinu podobné peptidy s
antimikrobialni aktivitou proti G+ i G- bakteriimyly nalezeny uAmblyoma hebraeum
(Lai et al., 2004), u Kkligte obecnéhd. ricinus byly nalezeny d¥& izoformy defenzinu,
které byly detekovany v do8gich po sani na zkdtech infikovanych spirochétant.
burgdorferi (Rudenko et al., 2007). Také u Kh&a byly identifikovany defenziny, a to
nag. uO. moubata (Nakajima et al., 2002).
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3.5. Lektiny
Vyznamnou skupinou protein G¢astnicich se procés piirozené imunity u

bezobratlych i u obratlovcjsou lektiny, @ivodné ozn&ované jako hemaglutininy.

Termin lektin je odvozen od latinského slova ,lejefvybrat si), které vyjaidije
schopnostd&hto proteiti rozpoznavat povrchové molekuly erytratytiznych krevnich
skupinlatky krevnich skupin a aglutinovat je (BogdShapleigh, 1954). N¢&i definice
ozna&uje lektin jako protein nebo glykoprotein, kteryseealespb jedno vazebné misto
umoziujici reverzibilni specifickou vazbu siglusSnym sacharidem (Pneumans a van
Damme, 1995).

3.5.1. Vyznam a funkce lektiri
Lektiny jsou vSudyfitomné molekuly nachazejici se prapddobré u vSech

eukaryot, mnoha druhbakterii, vifi a hub. Diky schopnosti specificky vazat cukerné
molekuly (& uz jako sotast glykoproteif, glykolipida, polysacharid anebo jako volné
molekuly sachari) méa tato rozmanita skupina proteéiznany vyznam pro mnoZzstvi
rozlicnych  burénych pochod mimo jiné také proto, Ze chteré lektiny
bezobratlychilenovai jsou povazovany za futiki analogy imunoglobuliin (u organisn,
které postradaji specifickou imunitu).

Lektiny se diky specifickym interakcim se sachandgstni rozpoznavani vlastnich
resp. cizich molekul tak, Ze interaguji s vlastnighjkokonjugaty i s glykosylovanymi
slozkami virovych, bakterialnichi protozoalnich patogén Podileji se také naignosu
patogennichjpvodal ndkaz u parazitickyctlenovdi, kde mohou fungovat jako receptory,
‘homing‘ faktory, diferenciani faktory, atd. (lektiny, které se nachéazeji na/rpbu
pienaSenych patogén rozpoznavaji cukernowast molekul receptér na buikach
pienaSée, coZ niiZze usnadnit vazbu/fixaci patogema jeho tkd#®) a na obrannych
reakcich imunitniho systému vektora. Vedlgvgdnich funkci, jakymi jsou agregace
mikroorganisni a jejich opsonizace, ziskaly lektiny¢éhHem evoluce i daleko
sofistikovarjsi funkci @i obrargé proti patogefim, a to schopnost aktivovat komplement
prostednictvim jejich vazby na sacharidové sloZzky gnapl-acetyl-D-glukosamin,
kyselina N-acetylneuraminova) bitmé stny bakterii (shrnuto v Grubhoffer et al., 2004).
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Aktivace komplementu G¥e probihat #emi cestami: klasickou (spotgt
komplexem antigen-protilatka askterymi negativll nabitymi strukturami), alternativni
(aktivovana mikroorganismy bezasti protilatek) a lektinovou.

Lektinové cesty aktivace komplementu se z velkémpbektind U¢astni zejména
kolektiny, pentraxiny a fikoliny jako tzv. recepyorozpoznéavajici motivy (PRR), a to
spol&né s rekolika dalSimi molekulami. Jakmile napMBL (manosu vazajici lektin,
mannose-binding lectin) rozpoznad a navaze pomocD GBarbohydrate recognition
domain) domény sacharidovy ligand na povrchu i&fi@o agens, fiechazi serinova
proteaza vazana na MBL (MASP, MBL-associated sepna&ease) ze své inaktivni
monomerni formy do aktivni dimerni formy. KompleX¥BL/MASP tak ziskavaji
schopnost proteolyticky gsobit na slozky komplementu (C4, C2 a C8mnz dochazi
k jeho aktivaci (Matsushita et al., 2001).

V posledni dob je lektinim vénovan zvySeny zjem mimo jiné diky tomu, Ze se
staly cennymi nastroji pro studium struktury a foekglykokonjugdt, glykoprotein,
glykolipida a glykanovych slozek membranovych i solubilnicbepgofi. Jsou pouzivany
v aglutin&nich pokusech/analyzachyi prazké na glykosylované molekuly v afinitnich
technikach (lektinovy bloting, afinitni/lektinovargzipitace, lektinova fluorescemi a
elektronova mikroskopie). Lektiny jsou také pouhiydjako ligandy pro izolaci a

purifikaci glykosylovanych molekul (shrnuto v Jasob a Doyle, 1996).

3.5.2. Rozdleni lektina
Podle celkoveé struktury se lektinyld na t podskupiny:_Merolektiny jejichz

molekula obsahuje jednu doménu vazici cukr, Hotolgk se d¥ma nebo vice
homolognimi doménami vazicimi cukry a Chimerolektikkteré maji krord domény

vazici cukr je&t doménu, jinak biologicky aktivni nebo s vazebnpedifitou pro odliSny
cukr (Pneumans a van Damme, 1995).

Lektiny Ziveeicha tvori nékolik velkych rodin liSicich se strukturou a jsogzke
roz&lovany podle svych charakteristickych konzervathnCRD: Calnexin, I-lektiny, L-
lektiny, P-lektiny, R-lektiny, galektiny (S-lektifypentraxiny, C-lektiny a fikoliny (Dodd
a Drickamer, 2001). Poslednigtytem zmiovanym skupinam je v poslednich letech

vénovan zvyseny zajem diky jejich schopnosti zgemovavat imunitni funkce.
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Tabulka 1 srovnani lektinovych rodin (Dodd a Drickamer, 20Gabius, 1997).

Lektlnova Vazeb_na} specifita k p¥iklady funkci
rodina sacharidim
Calnexin (GIcNAGYMankGlc téideéni proteiri v endoplasmatickém
! retikulu

I-lektiny kyselina sialova buna adheze
L-lektin - ticidéni proteini v endoplasmatickém

y retikulu
P-lektiny manosa-6-fosfatizné procesy tykajici se tvorby a Upravy

glykoproteini
el o smefovani enzymugegradace

R-lektiny fuzne glykoproteinovych hormah

: ] . propojeni glykaf v extracelularni
Galektiny [-galaktosidy matrix
Pentraxiny fizné vrozena imunita
C-lektin — buré¢na adheze, degradace

y glykoproteini, vrozena imunita

N-acetyl-glukosamin

Fikolin (GIcNAC), N-acetyl- vrozena imunita

y galaktosamin (GalNAc),

kyselina sialova

3.5.2.1. Galektiny (S-lektiny)
Galektiny jsou proteiny nachazejici v intra- i exelularnim prostoru. Tyto ve

vodk rozpustné lektiny sdili konzervativni sekvence ROC a maji afinitu k -
galaktosidim, ktera na rozdil od C-lekiinneni zavisla naitomnosti kationt (Cooper,
2002;Yang a Liu, 2003)Vyznamnou skut@nosti ve vztahu k funkci galekfine zn&na
variabilita jejich vazebnych aktivit k sachalid, prestoZze vSem galekiim je spoléna
jejich schopnost vazat laktosu. Vysoka diverzitiicle vazebné afinity je v souladu
s adaptaci na odlisné biologické funkce podolako je tomu u C-lektin (Vasta et al.,
1999).

Galektiny byly rozdleny na fi strukturni typy: ‘prot6 zastoupené jednotlivymi
polypeptidy s jednou CRD, které zpravidla vy®jd v nativhim stavu homodimery
(Galektiny -1 a -2) neboustavaji jako monodimery (Galektiny -5, -7, -10grtlem je
charakteristicky déma galektinovymi CRD v molekule polypeptidu (Galakt-4, -6, -8, -
9) a ‘chimeras jednou CRD v jednom polypeptidu a s doménouopodu heterogenni

jaderny ribonukleoprotein (hnRNP, heterogeneous$eancibonucleoprotein).
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Galektiny zprostdkovavaji interakce typu bka-buika, buika-extracelularni
matrix a jsou tedy zapojeny uzanych biologickych procesech jako jist a diferenciace,
migrace, apoptoza a imunita (Yang a Liu, 2003; Ra&aum, 2004; Young a Meeusen,
2004), a také jsou vyuzivany parazity lepti v hmyzich (Kamhawi et al., 2004; Pace a
Baum, 2004) a kligtich hostitelich (Huang et al., 2007).

3.5.2.2. C-lektiny
3.5.2.2.1. Kolektiny

Kolektiny byly objeveny ped sto lety jako prvniektiny Zivatichu, které jsou
zapojeny v mechanismech imunitysou to multimerni proteiny velké cca 350 kDa s
podjednotky okolo 32 kDa. Typicka multidoménova &wakce kolektinu je tv@na N-
koncovou doménou podobnou kolagenu (collagen-lic@aln) bohatou na cysteinfestini
¢asti (spacer) a C-koncovou CRD doménou (Drickarhat.£1986Vasta et al., 1999).

Kolektiny pati mezi lektiny rozeznévajici PAMP motivgimz sefadi do prvni
linie obrany hostitele proti viim (Ezekowitz et al., 1988; Anders et al., 199@g&teriim
(Kawasaki et al., 1989). Po rozpoznani ikfgkh agens vazbou na jejich povrchové
sacharidy aktivuji efektorové mechanismy jako j&@nm@ opsonizace, neutralizace,
aglutinace, aktivace komplementu a fagocytéza, ékteredou k potiéeni 1istu
mikroorganisni. Reguluji zastlivé a alergické reakce inhibici anebo naopak Ipoghn
tvorby prozastlivych cytokini a produkce chemokin makrofagy a spousti apoptézu
infikovanych bugk. Tyto jejich funkce omezuji &ni infekce a nasledmmeni adaptivni
imunitni odpo¥d’ (Gupta a Surolia, 2007).

Dosud bylo identifikovano lenid této skupiny: manosu vazajici lektin (MBL,
‘mannose binding lectin’), konglutinin, plicni saktanty SP-A a SP-D, kolektiny CL-43,
CL-46, CL-P1, CL-L1 a CL-K1.

3.5.2.2.2. Selektiny
Tato skupina lektih pati mezi buréné povrchové receptory, které

zprostedkovavaji interakce endogennich ligandyskytujicich se zejména na povrchu
lymfocytd a cirkulujicich fagocytickych buwik, s krevnimi destkami a endotelialnimi
bunkami. CRD selektifi, rozpoznava glykanové struktury typu sialyl-Lewisiebo sulfo-
Lewis X (Lasky, 1992Yuen et al., 1992y/asta et al., 1999).
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3.5.2.3. Pentraxiny
Pentraxiny pd&t do rodiny tzv. ‘immune-related’ lektin Jejich ndzev je odvozen

od cyklické pentamerni struktury, kterd je charaktiekd pro vSechnyleny této skupiny.
Pentraxiny jsou obvykle sloZeny ze stejnych, nelewa vazanych podjednotek o
velikosti 20-30 kDa, podle jejichZz primarni struituse @li do dvou skupin — kratké a
dlouhé pentraxiny. Tyto lektiny t¥bvysoce konzervovanou skupinu proteirykazujicich
znanou sekvedtni homologii, podobnost molekulovych hmotnosti zeanych specifit.
Stejre jako kolektiny a fikoliny se pentraxinkadi mezi slozky humoralni imunity, kde
pusobi jako PRRs nebo slozky kaskady komplementun@sbrv Mantovani et al., 2008).

Vyznamnym a zarove prvnim z charakterizovanych pentrakije C-reaktivni
protein (CRP) (Tillet a Francese, 1930), ktery rahopnost rozlisit vlastni molekuly od
nevlastnich(self/non-self), opsonizovat bakterie a aktivovatmplement (Garlanda et al.,
2005).

3.5.2.4. Fibrinogenu podobné proteiny (FREP) a filkoy
Fibrinogenu podobné proteiny (FREPS, fibrinogeatesl proteins) jsou molekuly,

které obsahuiji fibrinogenu podobnou doménu (FR#ébinbgen-related domain) v
C-koncoveé oblasti. Jejich zastupcézeme najit u obratlovici bezobratlych.

Proteiny FREP byly popsany jako humoralni faktoygtému vrozené imunity,
které jsou schopny rozpoznavat PAMPs; jejich d&likce zahrnuji nap zapojeni
v regulaci vyvoje embrya neba@ast i buné¢né adhezi. kkteré proteiny z této skupiny
byly popsany jako lektiny, nap lidské fikoliny (Matsushita a Fujita, 2002) a FRE
proteinyBiomphalaria glabrata (Adema et al., 1997).

Fikoliny jsou lektiny Ziv@ichi obsahujici kolagenovou doménu a C-koncovou
fibrinogenovou doménu, kterd zodpovida za vazbhadi. Tento strukturni motiv byl
poprvé zjis¢n u vazebného proteinu pro transfotimiarastovy faktorp (TGF{) burngk
prase€i délohy (Ichio et al., 1993). Fikoliny byly nalezenydélovéka (Matsushita et al.,
1996; Sugimoto et al., 1998)lodavd (Fujimory et al., 1998)rasete (Ichio et al., 1993),
jezka (Omori-Satoh, 2000), obojziveldikkakinuma et al., 2000) a u sumky (Kenjo et al.,
2001). Fikoliny, které byly identifikovany v lidskénysSi a prasg plasné a v ascitickych
tekutinach, maji spod@mou vazebnou specifitu pro N-acetyl-D-glukosaminlc{@\c).
Lidské fikoliny navic funguji jako opsoniny a akiiv lektinovou drahu komplementu
podol# jako MBL (Matsushita a Fujita, 2001). Pozoruhog@ejich tkd&ova distribuce
swedeici o rozdilnych funkcichsthto vazebnych molekul.
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3.5.2.4.1. Fikoliny/proteiny FREP bezobratlych
Diky schopnosti rozeznvat cukerné slozky nachézeg na povrchu patogen

(Natori, 2001) jsou lektinyazeny mezi dlezité slozky imunity. U bezobratlych byla az
dosud popséana cetada lektiri véetre téch, které maji v C-koncové oblasti fibrinogenu
podobnou doménu (FReD) s vysokou sekwnémomologii se sasimi fikoliny.

Prvni FReD byla nalezena u ostnokoPegasthicocus parvimensis (Xu a Doolittle,
1990); dalsi fikoliny byly identifikovany v hemolyié@ sumky Halocynthia roretz
(ASFCN1-4)(Kenjo et al., 2001), u ostrorepamulus polyphemus (limulin) (Marchalonis
a Edelman, 1968 Tachypleus tridentatus (TI-5A/5B) (Gokudan et al., 1999).

Proteiny ZT. tridentatus, Tachylektiny 5A a 5B, rozeznévaji N-acetylovowgiau
cukni. Tyto molekuly maji fibrinogenovou doménu, ale dggnova doména jim chybi
(Gokudan et al., 1999). TI-5A/B maji ve svych maiéich N-koncovy segment bohaty na
cystein a C-koncovou fibrinogenovou doménu vykadujiysokou aminokyselinovou
sekverini homologii s fikoliny. Tachylektin 5A aglutinuj&+ i G- bakterie a zvySuje
antimikrobialni aktivitu defensinu ostrorepa. Twgsledky ukazuji, Ze tachylektin 5A
rozpoznava mikroorganismy svou lektinovou vazebaktivitou a hraje roli v systému

vrozené imunity (Matsushita a Fujita., 2001; Fugtal., 2004).

3.6. Klistéci lektiny
Klistata genaSi celouradu patogennich mikroorgani@ma jsou tak velmi

vyznamnymi vektory fivodal infekénich nakaz. resto je soéasna znalost molekulovych
a burgénych faktofi rozpoznavani fgnasenych patogénklistaty, Wetrg identifikace
zodpovidajicich proteinv hemolymé klistat, na samém #atku.

Pritomnost lektiti byla dosud prokazana tiznych klig'at (Grubhoffer et al., 1991,
Kuhn et al., 1996) i kli¥ki (Grubhoffer a Kovg 1998; Kové et al., 2000; Huang et al.,
2007), a to v hemolyndf stevu a slinnych zlazach (shrnuto v Grubhoffer et 2004;
Grubhoffer et al., v tisku)Casté&né charakterizované kli&i lektiny vykazuji obech
afinitu k sialové kyseliti a N-acetyl-D-glukosaminu (GIcNAc), ale specifickgzi také
dalSi cukry. Prawgpodobré interaguji také s glykosylovanymi strukturaniepasSenych
patogen.
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3.6.1. Fikoliny a fibrinogenu podobné proteiny klifat
U epidemiologicky vyznamnych klidt bylo popsano dkolik ‘fibrinogen-related’

proteimi (FREP): Ixoderin A a B, Ixoderin A-likelXodes ricinus), Dorin M a OMFREP
(Ornithodoros moubata) a Amblyomin Amblyomma americanum) (Grubhoffer et al., v
tisku). Tyto proteiny byly identifikovany na zakka@DNA sekvenci a analyzovany RT-
PCR. OMFREP je exprimovan v hemocytech a slinnydazach, Ixoderin A
v hemocytech, slinnych Zldzach a viest, zatimco Ixoderin B je exprimovan hlgwe
slinnych Zlazadch a jen slabv hemocytech. K expresi Amblyominu a Ixoderin Reli
dochéazi v hemocytech (Grubhoffer et al., v tiskiyto proteiny byly identifikovany na
zaklad cDNA sekvenci, s vyjimkou Dorinu M, ktery je jegim purifikovanym lektinem
z vySe uvedenych. Wmblyominu a Ixoderinu A-like jsou zatim znamy peuAst&né
cDNA sekvence. DalSintast&né charakterizovanym proteinem je lektin.zricinus o
velikosti 85 kDa. V sotasné dob ale nelzeftici, zda/jaka je podobnost mezi timto
lektinem a kli&cimi proteiny FREP (Ixoderin A/B, Dorin M, DMFREP§). Grubhoffer,
osobni sdleni)

Na z&klad srovnani sekvenci domén FReiohto proteiri s Tachylektiny 5A a 5B
se edpoklada, Ze klisti FREP proteiny mohou hrat roli v mechanismed¢bnpsu
patogeri proteiny jako Dorin M a OMFREP jsou u k& O. moubata pravdpodobré
zapojeny Wizeni mechanisin prenosu spirochéB. duttoni, pavodce névratné hotky
(Kovér et al., 2000, Rego et al., 2005, 2006).

3.6.1.2. Dorin M
Prvnim purifikovanym a charakterizovanym proteinenrvySe uvedenych je

plasmovy lektin Dorin M syntetizovany v hemocytedhmoubata. Jedna se o molekulu
tvofenou nekovalentnvazanymi podjednotkami o velikostriplizné 37 kDa (velikost
nativni molekuly je 640 kDa) (Kov&t al., 2000).

Stejre jako Tachylektiny 5, ma i Dorin M silnou hemaghaini aktivitu a
nejlepSimi vyzkouSenymi inhibitory HA jsou monosakty obsahujici N-acetylovou
skupinu: N-acetylneuraminova kyselina pro Tls-5 KGaan, 1999) a N-acetyl-neuraminyl
laktosa u Dorinu M (Kovia et al., 2000).Z glykoproteiri jsou nejlepSimi inhibitory
hemaglutinani aktivity sialoglykoproteiny: bovinni submaxilarmucin (BSM), fetuin a
ovomukoid (Kovd et al., 2000; Rego et al., 2005, 2006). Jednaedy b protein
s vazebnou afinitou ke kyselisialové, jejim konjugam a N-acetyl-hexosamim
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U Dorinu M byla sledovéana ro¢# jeho reaktivita stiznymi lektiny, ktera raze
napovidat o obsahu glykawe struktile proteinu. Dorin M je glykoprotein, ktery reagoval
s lektiny ConA Canavalia ensiformis agglutinin) a LCA [ens culinaris agglutinin) a v
mensSim rozsahu s lektinem WGA (wheat germ agghjtimle nereagoval s lektiny PNA
(peanut agglutinin), SBA (soybean agglutinin) a UHKWBlex europaeus agglutinin).
Modifikujici glykany jsou tedy charakteristické wkgym obsahem manosy a komplexnich
N-glykani, piicemz hmotnostni podil sachakigredstavuje asi 14% proteinu (Kdwt al.,
2000). Po chemické deglykosylaci se molekulova mosit kazdé podjednotky 37 kDa
snizila fiblizné o 5 kDa (Kové et al., 2000).

Protein byl také podroben MS analyzejficemz bylo uéeno 96,6%
aminokyselinové sekvence, ktera obsahtij@atencialni N-glykosyléni mista. VSechny
tii jsou modifikovany kratkymi glykany. Dva z nich sdthuji de¥t manosovych zbytka
jsou typu ‘core‘. Teti glykan obsahuje 4-5 manosovych zliyte deoxyhexosu,
nejpravépodobrgji fukosu, pipojenou k prvnimu GlcNAc. Ctvrté, neklasické N-
glykosylani misto (Asn-Xxx-Cys) (ke glykosylaci dochazi jem specifickych fipadech
u vysSich obratlovig, neni glykosylovano diky konzervativhimu Cys18&®ry je jeho
sourasti. ‘Fibrinogen-like* doména molekuly Dorinu Mtitb obsahujeityii konzervativni
cysteinové zbytky Cys 32, Cys 62, Cys 189 a CysFioze tyto Cys zbytky tvd
disulfidické mistky v nativni forn¢ ‘fibrinogen-like’ domény, cysteinova SH-skupina,
ktera hraje hlavni roli ip modifikaci glykari v Asn-Xxx-Cys sekvenci, je blokovana v
pozici Cys189, coz vystluje pouze ii glykanové modifikace Dorinu M (Man et al.,
rukopis v gipraw).

Dorin M byl rovréz klonovan a sekvenovan. Jeho nukleotidova sekvehsahuje
1055 bazi s otgenymctecim ramcem obsahujicim 837 bazi kddujicich 27@akyselin.

V jeho molekule je fitomna doména FReD s vysokou homologii k fibrinmygndomén
podobného proteinu OMFREP (63%), tachylektBA (38%) a 5B (32%) (Rego et al.,
2006). Stejn jako tachylektiny, i Dorin M a OMFREP postradajollagen-like* doménu

v N-koncovétasti.
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3.7. Glykosylace:
Mnoho proteird, které jsou po translacigmistny do lumen nebo do membrany

endoplasmatického retikula se v ERénmh na glykoproteiny kovalentnim fipojenim
kratkych postrannichitettzal oligosacharid. Tento proces, ktery je specificky pro
konkrétni bui¢né struktury, je provash glykosyl&nimi enzymy a je jednim z hlavnich
ko- a post-transtaich kroki pii syntéze membranovych, seénéch proteii a wtSiny

proteini syntetizovanych v ER.

Existuji 2 typy glykosylace: N- a O- glykosylace.

N-glykany jsou vazanyips N-acetyB-D-glukosamin na amidovy dusik v
L-asparaginu. Pro tuto glykosylaci musi bytt@mna signalni sekvence. U eukaryotickych
organisnii je to sekvence Asn-Xxx-Ser/Thr (Marshall, 1974jicegmz Xxx mize byt
jakakoli aminokyselina s vyjimkou Pro a Asp.

O-glykany jsou vazanyips N-acetylk-D-galaktosamin na hydroxylovou skupinu

L-serinu nebo L-threoninu. Pro O-glykany neexistujgverzalni signalni sekvence.

Studie zabyvajici se post-transiémi UOpravami proteiln a zejména jejich
glykosylaci ukazuji, Ze mnoho typnodifikaci proteit znamych u savcse nachazi i u
bezobratlych.

V ramci bezobratlych jsou z hlediska deglykosylastedovany hlavé bunky
hmyzu, protoZze umdaidiji produkovat rekombinantni proteiny (Jarvis ef 4098; Kost et
al., 1999; Tomiya 2004) pomoci expresniho bakut@ho systému.

Hmyzi buiky, které slouzi jako hostitelé infekce bakuloviégbo vektoru,
modifikuji ta sam& mista (rekombinantniho) proteioligosacharidovymi postrannimi
fetzci (glykany), ktera jsou N-glykosylovana v natinmiproteinu v satich buikach.
Nicmére zatimco sa¥i buiky produkuji vice komplexnich N-glyké&nobsahujicich
terminalni kyselinu sialovou, hmyzi #iky vétSinou produkuji jednodussi N-glykany
(truncated) s terminalnimi zbytky manosy (Tomiyalet2004; Harrison a Jarvis, 2006).

Upravovani glykoproteiin na komplexni typ s koncovou N-acetyl neuraminovou
(sialovou) probiha v &kolika subcelularnich organelach. Nedavné studienataji, Zze
upravovani N-glykalh ve hmyzich bilkach zp@éatku nejspiSe postupuje stejnou drahou

jako u sava, ale lisi se v poziSich fazich procesu (Tomiya et al., 2004). Rozzdkp
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glykosylace se u hmyzich a s&h burgk liSi diky rizné mfe exprese rozmanitych
glykosyla&nich enzynd véetre glykosyltransferdz zodpéunych za vytvéeni struktur
komplexniho typu a metabolickych enzynzapojenych do vyt¥@ni odpovidajicich
glykosyl-nukleotidi (Tomiya et al., 2004). Navic tato strukturni rdadst niize ovlivnit
biologickou aktivitu glykoproteih syntetizovanych ve hmyzich fikachin vivo u lidi a
muze dokonce vyvolat u lidi alergické reakce (HamisoJarvis, 2006).

Glykosylace pat mezi hlavni ko- a post- trangld modifikace proteith a grestoze
u jinych skupin bezobratlych je jeji vyznam velnobe znam, u klig&t zatim nebyla
dostatén¢ prozkoumana. Jednim z protéjru kterych byl vyzkum za#tien i na studium
glykosylace a post-transiaich modifikaci primarni struktury, je prvni pukifivany lektin
z plasmyO. moubata, Dorin M (Grubhoffer a Kovida 1998; Kové et al., 2000).

Klistata genaSi celouradu patogennich mikroorgani@ma jsou tak velmi
vyznamnymi vektory fivodal infekénich nakaz. resto je sotasna znalost molekulovych
a burgcnych faktofi rozpoznavani fgnasenych patogénklistaty wetné prisluSnych
proteimi v hemolymé§ klistat na samém @atku. Jednim z molekulovych faktor
Ucastnicich se proceégrirozené imunity jsou lektiny diky jejich schopnostizpoznavat
cukerné zbytky na povrchu patogenDo tchto interakci jsou zapojeny zejména
fibrinogenu podobné proteiny (FREP) s lektinovotiwadou, jejichz charakterizace byla

dosud provedena pouze u jediného proteinu.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Material

4.1.1. Zviata
Klistata rodu Dermacentor marginatus byla ziskana z laboratornich kolonii

chovanych ve zfinci Parazitologického Ustavu Biologického centrkademie ¥d

v Ceskych Budjovicich. K pokugm byly pouZity dosglé samice naséaté na niatech.

4.1.2. Chemikalie a kity

4.1.2.1. Roztoky a pufry

Tabulka 2 Pripravené roztoky a pufry

Fyziologicky
P¥iprava plasmy aroztok
mysSich erytrocyt

0,15 M NaCl

Na 1 litr: glukéza 20,5 g, citrat sodny 8 g, kysali
citronova 0,55 g, chlorid sodny 4,2 g, pH 7,2

Alsever

Hemaglutinace a
inhibice Aglutina¢ni pufr | 20 mM Tris-HCI, 0,15 M NaCl, pH 7,2
hemaglutinace

Elektroforezovy| o 125 m Tris, 0,96 M glycin, 0,5% SDS

pufr (5x)
qu_maSS|e 0,05% CBB R-225 ve s#si methanol:kyselina
Brilliant Blue R- .. . ’ A
250 octova:destilovana voda (50:10:40)
Glelk(ivi . Odbarvovaci | methanol:kyselina octova:destilovana voda
eSeD Sr OP(ngEa roztok (20:10:65)
(SDS- ) 10% SDS 10% SDS v destilované ¥od
10% APS 10% APS v destilované vod

Zaostovaci pufr| 1 M Tris, pH 6,8

Separani pufr | 1,5 M Tris, pH 8,8

Gelovy pufr (5x)| 1,875 M Tris/HCI, pH 8,8

Western bloting | Blotovaci pufr | 20% methanol, 25 mis-base, 150 mM glycin
PBS 14 mM NacCl, 0,15 mM KKPQy, 1,8 mM
NaHPQ,, 0,27 mM KCI, pH 7,2

5% mléko 5% odttnéné suSené mléko v PBS
PBS-Tween 20 | 0,05% Tween 20 v PBS

100 mM Tris-HCI (pH 7,2), 0,6 mM 3,3"-

Imunobloting Vyvijeci roztok diaminobenzidin, 0,01 % peroxid vodiku
krali¢i imunni sérum proti Dorinu M, mySi imunnj
Primarni sérum proti HAD. marginatus (Laboratd
protilatky molekularni biologie vektdra patogef, PaU BC
AVCR)
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Afinitni

chromatografie Bup H

0,1 M (Nah PQ; + Na&HPQy), 0,15 M NaCl, pH
7,2

” Fixaz
Priprava vzork

paraformaldehyd 1 g, 12,2 ml ¢®, 12,5 ml 0,2 M
fosfatovy pufr

pro

imunofluorescencipufr (PB)

0,2 M Fosfatovy

250 ml: 14,2 g NAHPO4* 12 H,0, 1,36 g KHPO
4 pH 7,2

Vypiraci roztok

50 ml 0,2 M PB, glukosa 4 g, 50ahL0O

imunozn&eni pro

Blokovaci pufr

4 5 ml PBS-Tween 20, 0,5 ml koziusér 3% BSA

fluorescenci DABCO

5 ml: 0,125 g DABCO, 4,5 ml 99% glycerol, 0,5
1x PBS

Agardzova gelova

elektroforéza TAE

40 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA

4.1.2.2. Kity

Tabulka 3 Kity

Gelova elektroforéza (SDS-
PAGE)

Protein Molecular Weight Marker (Fermentas)

Prestained Protein Molecular Weight Marker (Ferraght

ml

4x Vzorkovy pufr + 0,8 M DTT (Fermentas)

5x Vzorkovy pufr (Fermentas)

4-20 % gradientové gely (Pierce)

30% Akrylamid mix (Merck)

TEMED (SERVA)

Imunobloting

Sekundarni protilatka: pradeanti-mysi IgG zné&na
kienovou peroxidazou SWAM/Px (SEVAC Praha), 7,5
g/ml

Detekce glykoproteiin

GelCodé& Glycoprotein Staining Kit (Pierce)

Lektinobloting

DIG Glycan Differentiation Kit (ROCHE)

Enzymaticka deglykosylace

Endo H (New England Biolabs)

PNGasa F (New England Biolabs)

Purifikace protilatek ze séra

MelBhGel IgG Spin Purification Kit (Thermo Scientifi

Afinitni chromatografie

MicroLink™ Protein Coupling Kit (Pierce)

Izolace RNA TRI REAGENT" (Sigma)

Izolace mMRNA PolyATract System 1000 (Promega)
Syntéza cDNA First Strand cDNA Synthesis Kit (Fentas)
PCR PPP Master Mix (Top-Bio)

Priprava vzork pro
sekvenaci DNA

MinElute Gel Extraction Kit (QIAGEN)

Agardzova gelova
elektroforéza

5x Orange Loading Dye Solution (Fermentas)

O'GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas)
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LR White Resin (Polysciences, Inc)

DABCO (Sigma)

Priprava vzork pro DAPI (Sigma), 1g/ml

imunofluorescenci sekundarni protilatka: kozi anti-mysi IgG zema FITC
(Sigma), koncentrace 1 mg/ml

sekundarni protilatka: kozi anti-mysi IgG Zeaa Cy3
(Jackson Immunoresearch), koncentrace 7 mg/ml

4.1.2.3 Primery (Generi BioTech)
Tabulka 3 Primery

oznaeni primeru sekvence
8AS17 - Rev |5 -KYRTAC CACCAKSCNCC-3
2S19 - Forw |5 - CWG MYG GMG GRG GDTGGAC - 3

4.2. Metody

4.2.1. Fiprava plasmy
Hemolymfa byla odebirana po otizeni ¢asti gedni koretiny klistte. Kapky

hemolymfy byly sbirany do fyziologického roztokuetholymfa z asi 8 kli&t do objemu
50 ul). Po shromazdi hemolymfy ze vSech kliat byl cely roztok centrifugovan 20 minut
pii 14000 ot./min, 4 °C. Odebrany supernatant padgtavovatistou plasmu, ktera byla

uchovavénaip-20 °C.

4.2.2. Fiprava mysich erytrocyti
MysSi krev byla odebrana do Alsevertervené krvinky pak bylyiikrat promyty

fyziologickym roztokem fi pokojové teplot (centrifugace $ 3000 ot./min, 10 min). Po
posledni centrifugaci (3000 ot./5 min) byl odebsupernatant a ke zbylym erytroéyt
byl piidan fyziologicky roztok tak, aby vysledna koncewt& erytrocyt byla 2 %.
Pripraveny roztok byl pouzit k telsh hemaglutinéni aktivity a inhibice hemaglutinace.
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4.2.3. Hemaglutinace a inhibice hemaglutinace
Urceni hemaglutingni aktivity (HA) bylo provadno v mikrotitra&nich deskach (96

jamek, typ U) pravidelnyniedtnim dvojkovouiradou 50 pl vzorku v 50 ul aglutiér@iho
pufru a naslednymianim 50 ul 2%-ni suspenze erytracytitr HA byl odeten po 1h
inkubace pi pokojoveé teplat a vyjaden jako reciproka hodnota nejvyssiteakni vzorku
plasmy, i kterém bylo je&t mozné zaznamenat pozitivni aglutinareakci.

Vazebné specifita plasmatickych lektirbyla stanovena pomoci testu inhibice
hemaglutinace s vybranymi inhibitory (sacharidyykgkonjugaty). V mikrotitranich
deskach bylo dvojkovoiadou n&edéno 50 pl inhibitoru v aglutinanim pufru, do kterého
bylo piidano 50 ul plasmy ntadkné na titr HA 1,5. Nakonec bylofidano 50 pl 2 %
roztoku erytrocyi.

Koncentrace inhibitoru ptebna ke snizeni HA o 50 % byla ¢tena jako nejnizsi

koncentrace inhibitoru schopné zcela inhibovat HA 1

4.2.4. Polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDSAGE)
Separace protein podle molekulové velikosti probihala polyakrylamvgu

gelovou elektroforézou. SDS-PAGE byla provedena lgpodaemmliho (1970) na
piipravenych jednokoncentmaich gelech a 5-17,5 % gradientovych gelech, a-88 %
gradientovych gelech (Pierce). Jednokonceéniraa 5-17,5 % gradientové gely byly
pouzity s Tris-glycinovym elektroforézovym pufremrop detekci glykoproteiin,
imunobloting, deglykosylace a pro afinitni chrongatdii; 4-20 % gradientové gely byly
pouzity s Tris-HEPES elektroforézovym pufrem prktilgobloting. Gely byly pipraveny

nasledujicim zf,sobem:
Tabulka 4 Priprava jednokoncentéaich geli

Jednokoncentraini gel
zaosfovacicast (5 %) objem | separa&ni ¢ast (12 %) objem
30 % akrylamid mix 0,33 mlI 30 % akrylamid mix 2m
1M Tris (pH 6,8) 0,25 ml| 1,5M Tris (pH 8,8) 1,3ml
destilovana voda 1,4 midestilovana voda 1,7 mi
10 % SDS 0,02 ml| 10 % SDS 0,05 ml
10 % APS 0,02 m| 10 % APS 0,05 m|
TEMED 0,002 ml| TEMED 0,002
mi
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Tabulka 5 Priprava gradientovych gel

Gradientovy gel
.lehky“ gel (5 %) objem | ,t ézky" gel (17,5 %) objem
30 % akrylamid mix 3,75 ml 30 % akrylamid mix 10,2 ml
gelovy pufr (5x) 4,5 ml| gelovy pufr (5x) 3,5 ml
destilovana voda 14,94 mUdestilovana voda 2,55 ml
glycerol - | glycerol 3,5 ml
10 % SDS 0,225 ml| 10 % SDS 0,175 ml
10 % APS 0,09 ml| 10 % APS 0,03 ml
TEMED 0,005 ml| TEMED 0,005 ml

Elektroforéza probihala ve stejnosmém elektrickém poli i 100V. Vzorky byly
kvili vysoké koncentraci protein nacedtny 1:5 ve fyziologickém roztoku, smichany
s odpovidajicim mnozstvim 4x vzorkového pufru (sTDF redukujici) pofipac 5x
vzorkového pufru (bez DTT — neredukujici) a idaéiny 3 minuty pi 95 °C. K ukeni
molekulovych velikosti byl pouZzit proteinovy standdSDS-PAGE) a zrigny proteinovy
standard (blotovaci techniky).

Gely byly barveny barvivem Coomassie Brilliant BRe250.

Pri pouziti Tris-HEPES elekroforézového pufru (SDS@&H pro lektinoblot) Ize
pozorovat miré odliSnou migraci protein v porovnani s&enim proteiti v Tris-

glycinovém pufru (SDS-PAGE pro ostatni blotovachigky).

4.2.5. Blotovaci techniky
Elektroforeticky rozdlené proteiny byly feneseny z gelu na nitrocelul6zovou

membranu (NC) (Schleicher & Schuell) pomoci apayailirans-blot (Bio-Rad) metodou
podle Towbina et al. (1979). Membrana byla poukiidentifikaci proteiri protilatkami,
k detekci glykoproteitha k ugeni glykari na jejich povrchu.

4.2.5.1. Imunobloting
Membrana byla promyta PBS pufrem (cca 50 ml), jakana prouzky a inkubovana 2

hodiny (¥ pokojoveé teplot v 5 % odstedném suSeném mléce v PBS.

Prouzky membrany byly nasletimkubovany 1 hodinuippokojové teplot nebo pes noc
pii 4 °C s kréléim polyklonalnim imunnim sérem proti Dorinu Medéném 1:50 v5 %
mléce, promyty v PBS-Tween 20 (1 ml na prouzekjlailbovany 1 hodinuip pokojové
teplo€ nebo pes noc p 4°C s protilatkou SWAM/Pxedénou 1:1000 v 5 % mléce. Po
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inkubaci byly prouzky membrany &p promyty v roztoku PBS-Tween 20 (1 ml na
prouzek). Reakce probihala ve vyvijecim roztokuablbficim peroxid vodiku.

4.2.5.2. Detekce glykoprotain
Glykosylované proteiny byly detekovany kitem Gel€ddslycoprotein Staining

(Pierce). Proteiny plasmyp. marginatus byly separovany SDS-PAGE igneseny na

nitrocelul6zovou membranu a barveriggré podle instrukci vyrobce.

4.2.5.3. Lektinobloting
Kurceni vazebné specifity protéin byly pouzity lektiny (DIG Glycan

Differentiation Kit, ROCHE) konjugované se sterdiminhaptenem digoxigeninem (DIG).
Elektroforeticky rozdlené proteiny byly feneseny na nitrocelulézovou membranu. Dle
postupu, doporeného vyrobcem, bylo provedeno &eai jednotlivymi lektiny (GNA,
SNA, DSA, MAA, PNA) a nasledna inkubace s anti-Dp@tilatkami konjugovanymi s
alkalickou fosfatdzou. Po u#ladném promyti byla membrana pdeoa do roztoku
NTB/BCIP, v kterém probihala reakce.

Jako pozitivni kontrola slouzily glykosylované peimty karboxypeptidaza Y (pro
GNA), transferin (pro SNA), fetuin (pro SNA, MAA, $A) a asialofetuin (pro PNA,
DSA).

Tabulka 6 ptivod a vazebna specifita pouzitych lektin

lektin Pivod vazebna specifita

GNA | Galanthus nivalis agglutinin terminalni manosa

sialova kyselina, termin&impripojena (2-6)

SNA | Sambucus nigra agglutnin ke galaktose nebo N-acetyl-galaktosaminu

sialova kyselina terminaémpripojena (2-3) ke

MAA | Maackia amurensis agglutinin
galaktose

PNA | peanut agglutinin galakté4#4-3)-N-acetyl-galaktosamin

galaktézaB(1-4)-N-acetyl-glukosamin

DSA | Datura stramonium agglutinin N-acetyl-glukosamin
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4.2.6. Riprava mySiho polyklonalniho séra
Proteiny plasmyD. marginatus byly rozdtleny pomoci SDS-PAGE a obarveny

pomoci CBB R-250. islusné proteiny byly wezany z gelu a homogenizovany s 60 pl
PBS (1x). K homogenatu bylotfigano nekompletni Freundovo Adjuvans (SERVA)
v poneru 1:1 a smis (80 ul) byla podkozninjikovana BALB/c mySim. Imunizace byla
opakovana celkem 4x vzdy po 14 dennich interval&dhdni po posledni imunizaci byla
mySim odebrana krev a po koagulaci byla centrifégav (10000 ot./min, 4 °C).
K odebranému séru byliidan stejny objem glycerolu. Taktdipravené protilatky byly
uchovavany p -20 °C.

Imunni séra byly pouzity k charakterizaci proteipo deglykosylaci, izolaci

proteini pomoci afinitni chromatografie a imunozeai pro fluorescenci atd.

4.2.7. Enzymaticka deglykosylace
Proteiny plasmy byly deglykosylovany enzymy PNGadoua Endo H (New

England Biolabs). V fipact deglykosyalce PNGasou F bylo 68 ul plasmy smictseahb
ul denaturaniho pufru a s 35 pl destilované vody. &nbyla inkubovana 1 hodinuiB7
°C. Poté bylo fidano 15 ul G7 pufru, 15 ul NP-40 a 2 ul PNGas\DEglykosylace
probihala pes noc i 37 °C. Pro enzym Endo H bylo smichano 68 pl plase 7,5 ul
denaturaniho pufru a 72 pl destilované vody. &rbyla inkubovana 1 hodinuiB7 °C.
Po gidani 2 pl Endo H probihala deglykosyladegnoc p 37 °C.

4.2.8. Afinitni chromatografie
4.2.8.1. Purifikace protilatek ze séra

MysSi polyklonalni monospecificka protilatka protiopeinu DMFREP2 byla ze séra
purifikovana Melod™ Gel IgG Spin Purification Kitem (Thermo Scient)fiSérum bylo
naredno 1:10 a naneseno na kolonu v Melon Gel Purificapufru. Nasledna purifikace

probihala pesré podle firemnich instrukci.
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4.2.8.2. Purifikace proteif afinitni chromatografii
Pro afinitni chromatografii byl pouZit MicroLifl Protein Coupling Kit (Pierce) a

izolace probihala podle instrukci vyrobcefippd a) nebo s malymi zémami v gipact
b).

a) Jako ligand byl na zékladnhibice HA vybran BSM, ktery byl navdzan na
AminoLink® Plus Coupling Gel Spin kolony. Taktdigravena kolona s imobilizovanymi
proteiny byla inkubovana s nanesenym vzorkem a pt@roentrifugaci kili odstrargéni
ostatnich nenavdzanych proteiplasmy. V poslednim kroku byly izolované proteiny
vymyty elwnim pufrem obsahujicim primarni aminy.

Proteiny obsazené v jednotlivych frakcich byly pasl zakoncentrovany:
k jednotlivym frakcim byla pdana 20% TCA (trichloroctova kyselina) v acetonel v
stejném objemu, jaky &y jednotlivé frakce. Po srdZzeni 1 hodinu ve 4°€en smis
centrifugovala fi 14000 ot./min 30 min ve 4°C. Pelet byl promytdggim acetonem. Po
centrifugaci (14000 ot./min, 30 min, 4°C) byl supeiant odsan a proteiny vysuSeny.
Vysrazené proteiny byly rozpusty v 50 pl deionizované vody. Taktdigravené vzorky
byly analyzovany SDS-PAGE.

b) Pro imunoafinitni chromatografii byla na kolorjako ligand navazana
purifikovana protilatka Ab2Chromatografie probihala stejnymigpbem jako v fipac
a) s tim rozdilem, Ze kolona byla promyta 0,3 Mtokem NaCl a ekknim pufrem s 1 M
mocovinou. Frakce byly zakoncentrovany centrifugacDO@ ot./min) na kolonach
Ultrafre€®-CL (cut-off 30 000 NMWL), smichany s neredukujiciraorkovym pufrem a
vizualizovany akrylamidovou elektroforézou. Ideatizolovanych proteiinbyla potvrzena

inumoblotem s protilatkami Ab2.

4.2.9. 1zolace RNA
Pro izolaci RNA byla pouzita nasata Ka$aD. marginatus (25 samic).
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4.2.9.1. Fiprava vzorla
Klistata byla roz8lena na d¥ skupiny po 12 a 13 kusech a zhomogenizovéana ve

zkumavce v roztoku TRI REAGENY (Sigma) (13 kligat) a TRI REAGENT BDY
(Sigma) (12 kligat) v pongru 1 ml roztoku na 50 — 100 mg tkarDba vzorky se nechaly
stat 5 min p pokojové teplat a posléze k nim bylofglano 0,2 ml. Po promichani byly
vzorky inkubovany 5 min i pokojové teplat a centrifugovany ip 12000 ot./min po dobu
15 minut @i 4°C. Horni¢iré faze obou vzork obsahujici RNA byly odebrany do nové

mikrozkumavky.

4.2.9.2. Vlastni izolace RNA
Ke vzorkim bylo gidano 0,5 ml isopropanolu na 1 ml TRl REAGENTU

pouzitém pi jejich pripraw. Vzorky byly promichény a inkubovéany 5-10 mit pokojové
teplo€. Snts byla nasledhcentrifugovana 10 minutipl2000 ot./min a 4°C. Supernatant
byl odebran a k peletu obsahujicim RNA byldan 1 ml 75% etanolu na 1 ml TRI
REAGENTU™. Vzorky byly promichany a 10 minut centrifugov4miy 12000 ot./min a 4
°C. Pelet RNA byl vysusen a ihned pouzit pro izolaBNA.

4.2.10. 1zolace mRNA
mRNA byla izolovana kitem PolyATrattSystem 1000 (Promega) z celkové

izolované RNA dle navodu vyrobceiiRzolaci byly vyuzity paramagnetickéastice

konjugovany s polyT oligunukleotidem, ktery selgkti vaZze polyadenylovany konec
MRNA. Po promyti byla mRNA rozpuSta v destilované vad(bez gitomnych DNaz a
RNaz).

4.2.11. Syntéza cDNA
Byla provedena pomoci First Strand cDNA Synthests KFermentas) s pouzitim

oligo(dT)g primeru (0,5 pg/ul) dle ndvodu vyrobceigPavena cDNA byla uchovavana
pii -70 °C.
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4.2.12. PCR
cDNA byla amplifikovana pomoci polymerazoitzové reakce se specifickymi

degenerovanymi primery (2S19-Forw, 8AS17-Rev) newyini podle nukleotidové
sekvence Dorinu M (GenBank AF527411).

Pfiprava reakni snesi: PPP Premix 10
2S19-Frow (0,01 mM) fl
8AS17-Rev (0,01 mM) il
cDNA 1yl
DEPC voda al

Amplifika¢ni reakce byla prov&da v 0,2 ml tenkoshné zkumavce, v ifstroji

Mastercycler (Eppendorf) za nasledujicich podminek:

1. Denaturace DNA..........coooi i, 96 °C.....mkuty
2. 35 cykh: denaturace DNA................. 96 °C....45 sekund
nasedani primér................ 48 °C....45 sekund
elongace... .......ceeeiienn L. 72 °C....30 sekund
3. Kong&nd elongace.........ccccccceeneviiiiiiiinnnns 72 °C...... 2 unty

4.2.13. Elektroforéza
Pro analyzu amplifikované DNA bylo 20 pl vzorku stmino s 5 pl vzorkového

pufru (5x koncentrovaného) obsahujiciho fluoregnérbarvivo SYBR Green (také 5x
koncentrovane€) a s¥a byla nanesena na 1 % agarozovy gel v TAE pufko dnarker byl
pouzit O'GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas)ekibforéza probihala
ve stejnosrrném elektrickém poliip 150 V po dobu 30 min. DNA byla vizualizovana na

UV iluminatoru.

4.2.14. Imunofluorescence

4.2.14.1. Piprava vzorl
Z nasatych sami®. marginatus byly odebrany hemocyty a vypitvanyresta a
slinné Zlazy. Material byl fixovan v roztoku 4% foaldehydu a 0,1% glutaraldehydu 3

hodiny i 4°C. Vzorky byly promyty ve vypiracim roztokugs noc i 4°C. Hemocyty a
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organy byly zality do 10 % Zelatinyip37 °C a po ztuhnuti byly promyty ve vypiracim
roztoku. Posléze byly odvodmy nasledujicim zjpsobem:

30% etanol 15 min

50% etanol 15 min

70% etanol 15 min

80% etanol 15 min

90% etanol 15 min

95% etanol 15 min

Vzorky byly prosyceny v roztocich pryskge LR White s 95 % etanolem:
pryskyice + 95% etanol 1:2 1h
pryskyice + 95% etanol 1:1 1h
pryskyrice + 95% etanol 2:1 1h

Cista pryskyice @ges noc

Hemocyty a jednotlivé organy byly zality prysioi do Zelatinovych kapsli.
Polymerizace trvala 2 dnyftip50°C. Polotenkéiezy (500 nm) byly nakrajeny na
mikrotomu (Reichert), ieneseny na podloZni s¥tb (SuperFro$Plus) a ususeny.

4.2.14.2. Imunoznéeni
Rezy na podloznim skiku byly inkubovany i pokojové teplat v blokovacim

roztoku 1,5 hodiny; dale v priméarni protilat¢éecné 1:20 v PBS if@s noc g 4 °C.
Nasledr byly vzorky promyty 6x po 4 minutach v PBS-Tweed thkubovany 1 hodinu
ve tme pii pokojové teplat se sekundarni protilatkaiednou 1:60 (IgG konjugovana s
FITC) nebo 1:100 (IgG konjugovana s Cy3) a@&tgpomyty PBS-Tween 20. Jadra in
byla barvena DAPI v PBS (1:1000) po dobu 15 mirautn® pii pokojové teplad. Vzorky
byly poté promyty PBS-Tween 20 a po usuSeni zalitymédia DABCO.Rezy byly
prohlizeny ve fluorescénim mikroskopu (Olympus BX-60) a fotografie snimany
kamerou Olympus C-3030 ZOOM. Obrazky byly upravensioZzeny v programu Adobe
Photoshop.

34



5. VYSLEDKY

5.1. Hemaglutin&ni aktivita a inhibice hemaglutinace
Hemaglutinani aktivita (HA) (@itomnost lektii) byla detekovana s pouzitim 2%

suspenze mysictervenych krvinek, které se wauchozich pokusech na bezobratlych a
klistatechl. ricinus a O. moubata ukazaly byt nejvhodfjsi.

Pro zjiS€ni vazebné specifity lektinbyl proveden také test inhibice HA, jehoz
vysledky ukazuje tabulka 1. Jako inhibitory sloyjédnoduché sacharidy (D-glukosamin,
D-galaktosamin, D-manosamin, L-fukosa, trehalodachs/osa, D-deoxy-D-galaktosa,
sacharosa, N-acetyl-D-glukosamin, N-acetyl-D-gala&imin, N-acetyl-D-manosamin, N-
acetyl-D-neuraminova kyselina), polysacharidy (kyse polysialova), i glykoproteiny
(bovinni submaxilarni mucin — BSM, pré@sesubmaxilarni mucin — PSM, fetuin,

asialofetuin a ovomukoid).

Tabulka 7: Inhibice hemaglutinace

Inhibi Koncentrace odpovidajici 50%
nhibitor A
inhibici (mol/l)
D-glukosamin -
D-galaktosamin -
D-manosamin -
L-fukosa -
Trehalosa -
Stachyosa -
2-deoxy-D-galaktosa -
Sacharoza -
N-acetyl-D-glukosamin 0,125
N-acetyl-D-galaktosamin 0,125
N-acetyl-D-manosamin 0,125
N-acetyl-D-neuraminova kyselina 0,063
koncentrace (mg/ml)
Polysialova kyselina 0,208
Fetuin 1,67
Asialofetuin 3,33
PSM 5
BSM 0,00244
Ovomukoid 0,208

koncentrace inhibitdr. v zasobnich roztocich byla 0,5 mol/l (sachar&) mg/ml (glykokonjugaty)
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NejlepSim inhibitorem ze sachaticde ukazala byt kyselina neuraminova, dobry
inhibi¢ni efekt ukézaly i N-acetyl-D-hexosaminy. Z testogeh glykoproteig silng
inhibovaly hemaglutinaci sialoglykoproteiny (BSM,etdiin, ovomukoid), z nichz
nejsilngjSim inhibitorem byl bovinni submaxilarni mucin (B HA dale inhibovaly
polysialova kyselina, PSM a asialofetuin. Z vyskedBokusu Ize usoudit, Ze lektiny
piitomné v hemolymf D. marginatus jsou specifické pro kyselinu sialovou a jeji

konjugaty.

5.2. SDS-PAGE
Elektroforeticky separované neredukované i redukRéveroteiny plasmy ukazuje

Obr. 1. Proteiny plasmy byly smichany s redukujiodspektive neredukujicim vzorkovym
pufrem a naslednbyly rozdtleny podle jejich molekulové velikosti ve stejnasmém
elektrickém poli. Po obarveni gelu barvivem Cooreagyilliant Blue CBB R-250 byl

ziskan elektroforeticky profil protefinplasmyD. marginatus.

Obrazek 1 SDS-PAGE s neredukovanymi a
redukovanymi plasmovymi proteiny barvenymi
CBB.

1 — molekulovy standard

1o

ped

2 — neredukované proteiny plasmy

3 — redukované proteiny plasmy

Z obrazku je #ejmé, Ze proteiny v redukujicim proedi odpovidajici proteim
v neredukujicim maji &Si velikost (zfisobeno rozruSenim S-Sistkil), a Ze je plasma

tvofena smisi velkého mnoZstvi proteirs Sirokym spektrem molekulovych velikosti.
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5.3. Imunobloting
Proteiny FREP/lektinyD. marginatus rozctlené v SDS-PAGE za neredukujicich

podminek byly identifikovany metodou imunoblotinguprimarnimi protilatkami proti
FREPO. moubata a s primarnimi protilatkami proti HA plasniy. marginatus. K pokusu
byly pouZzity d¥ polyklonalni monospecifické mysi (BALB/c) protikdt proti HA D.

marginatus (jamky 2, 3) a deset kréich protilatek proti Dorinu M (jamky 4-13) (Obr..2)

Obrazek 2Imunobloting
neredukovanych proteirplasmy.
1 — zn&eny molekulovy standard

= {

1 2 3 43P efl7] 80 opiofiifd

118 kDa

85 kDa
2, 3 — detekce mySimi protilatkami
proti HA D. marginatus (fecéni 1:10)

4 — 13 — detekce kré&imi
protilatkami proti Dorinu M Q.
moubata) (fedéni 1:10)

47 kDa

36 kDa

26 kDa ‘

20 kDa

VSechny protilatky reagovaly s proteiny velkymilghzné 36 kDa (pojmenovan
DMFREP1), 79/80 kDa (DMFREP2/3) a 177 kDa (DMFRERpteiny DMFREP 2 a 3
jsou pravdpodobré izoformy jednoho proteinu, protoZze se jejich moleké hmotnosti
liSi pouze o 1 kDa. S@asré byla owiena pouzitelnost protilatek proti Dorinu M dalSi

pokusy.
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Obdobrg byly detekovany i redukované proteiny FREP s pimzikralici

monospecifické protilatky proti Dorinu M a polykléimich mySich protilatek proti HA

hemolymfy D. marginatus. Obr. 3 ukazuje porovnani redukovanych a neredarpsh

proteini rozpoznanych protilatkou anti-Dorin M; na Obr.edreakce protilatek anti-HB.

marginatus s redukovanymi proteiny.

118 kDa

85kDa

47 kDa

36kDa

26 kDa

Obrazek 3Imunobloting redukovanych
proteini plasmy.
1 — zn&eny molekulovy standard

2 — detekce protilatkou anti-Dorin Nled&ni
1:10)

3 — detekce protilatkou anti-Dorin Nle&ni
1:10)

118kDa |

ul
:

835 kDa

47 kDa

36 kDa

26 kDa

20 kDa

Obréazek 4Imunobloting redukovanych

proteini plasmy.
1 — zn&eny molekulovy standard

2 — detekce protilatkou anti-HB.
marginatus ¢. 1 fedni 1:50)

3 — detekce protilatkou anti-HB.
marginatus ¢. 2 fedni 1:50)

U redukovanych proteinbyly protilatkou proti Dorinu M i mySimi protiladmi

proti HA plasmyD. marginatus rozpoznany pouze dva prouzky o velikoste#bligné 40

kDa a 90 kDa.
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5.4. Detekce glykoproteit
Predpoklad, Ze identifikované proteiny FREP jsou gbgovany byl potvrzen

barvenim glykoproteiin podle Schiffa (GelCode Glycoprotein Staining Kit — Pierce).
Proteiny plasmy byly rozteny SDS-PAGE v neredukujicich i redukujicich pdakéach
(Obr. 4). Jako pozitivni kontrola byly pouzity stemdni glykoproteiny (ROCHE).

Obrazeks: Barveni glykoproteiin
podle Schiffa.
118 kDa 1 — zn&eny molekulovy standard

85 kDa 2 — neredukované proteiny plasmy

47 kDa 3 — redukované proteiny plasmy

4 — karboxypeptidasa

36kDa 5 — transfetin

26 kDa 6 — fetuin

7 — asialofetiun
20 kDa

VSechnyttyti proteiny FREP nesou ve své molekule glykany, rgdiobarveni na
glykoproteiny poskytovaly pozitivni reakci.

5.5. Lektinobloting

Na zaklad zjistni, Ze identifikované proteiny FREP jsou glykosyay, byl
proveden lektinobloting s vybranymi lektiny (SNA,SB, MAA, GNA, PNA — DIG
Glycan Differentiation Kit, ROCHE) pro teni charakteru a sloZeni jejich glyKafObr.
5, 6, 7). Jako pozitivni/negativni kontrola sloyzijlykoproteiny karboxypeptidaza Y
(pozitivni reakce s GNA), transferin (pozitivni kea s SNA), fetuin (pozitivni reakce s
SNA, MAA, DSA) a asialofetuin (pozitivni reakce BIR, DSA).
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118 kDal

ga kDa

47 kDa

36 kDa

Obrazek6: lektinobloting —
lektin GNA.

1 — zn&eny molekulovy
standard

2 — plasma DM neredukovana
3 — plasma DM redukovana

4 — karboxypeptidadza Y

5 — transferin

6 — fetuin

7 — asialofetuin

Znaeni pomoci lektifi ukazalo,

Obrazek 8lektinobloting — lektin
DSA.
1 — zn&eny molekulovy standard

2 — plasma DM neredukovana
3 — plasma DM redukovana
4 — fetuin

5 — asialofetuin

112 kDs

25kDa

47 LDy

36 kD

26 KDy

Obrazek7: lektinobloting —
lektin SNA.

1 — zn&eny molekulovy
standard

2 — plasma DM neredukovana
3 — plasma DM redukovana

4 — karboxypeptidadza Y

5 — transferin

6 — fetuin

7 — ssialofetuir

Ze protein DMFREPL1 reagoval poziigrektiny

GNA a DSA; proteiny DMPREP2/3 byly rozeznany legtiGNA a SNA a protein
DMFREP4 byl na membrérdetekovan pouzefipznaeni lektinem GNA

S lektiny MAA a PNA proteiny FREP nereagovaly.
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5.6. Friprava mysich (BALB/c) polyklonalnich sér
Proti proteifim DMFREP identifikovanych imunoblotingem bylyipraveny mysi

polyklonalni monospecifické protilatky Ab1,2,3 (O8r). Protilatka Abl bylaifpravena
proti proteinu DMFREP1, Ab2 proti proteinu DMFRERZAD3 proti proteinu DMFREPA4.

Obrazek 9imunobloting neredukovanych protéiplasmy
s vyuzitim protilatek proti DMFREPL1, 2 a 4.
1 — zn&eny molekulovy standard

2 — detekce protilatkou Abidni 1:1000)
3 — detekce protilatkou Ab2gdsni 1:1000)
4 — detekce protilatkou Ab3gdni 1:1000)
5 — detekce protilatkou AbXddini 1:1000)
6 — detekce protilatkou AbZdd:ni 1:1000)
7 — detekce protilatkou Ab3dd:ni 1:1000)

Je Zejmé, Ze Abl v neredukovaném a redukovaném vzoozeznava krom
proteinu DMFREP1, proti kterému bylaigravena, i DMFREP2 a 3; v redukovaném
vzorku se mistogthto proteiti objevily na membrahtti prouzky o velikosti fiblizn¢ 58
kDa, 60kDa a 66 kDa;

Ab 2 reaguje v neredukovaném vzorku s proteiny DEPR a 3, festoze byla
pripravena pouze proti DMFREP2; v redukovaném vzqukotilatka Ab 2 nerozeznava
Zadny protein.

Ab 3 pipravend proti DMFREP4 reagovala kréntohoto proteinu jest
s neredukovanymi DMFREP2 a 3. V redukovaném vzaoid&lo k reakci Ab3 s proteiny o
velikosti asi 90 kDa a 86 kDa a geri proteiny 58 kDa, 60 kDa a 66 kDa, které byly
detekovany i protilatkou Abl.

Obrazek 7 také mimo jiné ukazuje, Ze Abl, 2 i Jugianejsilreji s DMFREP2 a 3
| presto, Ze protigmto proteirim (proti izofornre DMFREP2) byla gimo gipravena pouze
Ab2.
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5.7. Enzymaticka deglykosylace
Glykany vazané na zkoumané

deglykosylace &hto proteii glykosiddzami PNGasou F a Endo H. Deglykosylované

proteiny byly charakb@édny pomoci

proteiny byly detekovany imunoblotingem za vyubitpovidajicich protilatek proti

proteimlim DMFREP, diky ¢emuz byly posléze teny velikosti neglykosylovanych

proteini i podil glykari na molekulové hmotnosti nativnich (glykosylovanyghoteini

(Obr. 10, 11).

118 kDa

85 kDa

47 kDa

36 kDa

26 kDa

Obrazek 10imunobloting deglykosylovanych
neredukovanych proteirplasmy.
1 — zn&eny molekulovy standard

2 — deglykosylace PNGasou F a detekce
protilatkou Abl

3 — deglykosylace PNGasou F a detekce
protilatkou Ab2

4 — deglykosylace PNGasou F a detekce
protilatkou Ab3

5 — deglykosylace Endo H a detekce protilatkou
Abl

6 — deglykosylace Endo H a detekce protilatkou
Ab2

7 — deglykosylace Endo H a detekce protilatkou
Ab3

Protilatka Abl detekovala v neredukovaném vzorkasmply deglykosylované

enzymem PNGasa Btyii proteiny o velikosti 29 kDa, 31 kDa, 32 kDa, 3®& po

deglykosylaci protein Endo H rozpoznala Abl pouze DMFREPL1.

Ostatni protilatky nereagovaly s Zzadnym proteinedetenym PNGasou F ani

Endo H.
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Obrazek 11lektinobloting deglykosylovanych
redukovanych proteinplasmy.
1 — zn&eny molekulovy standard

2 — deglykosylace PNGasou F a detekce
protilatkou Abl tedsni 1:1000)

3 — deglykosylace PNGasou F a detekce
protilatkou Ab2 tedsni 1:1000)

4 — deglykosylace PNGasou F a detekce
protilatkou Ab3 fedni 1:1000)

5 — deglykosylace Endo H a detekce protilatkou
Abl (fedéni 1:1000)

6 — deglykosylace Endo H a detekce protilatkou
Ab2 (fedéni 1:1000)

7 — deglykosylace Endo H a detekce protilatkou
Ab3 (fedtni 1:1000)

118 kDa

85 kDa

47 kDa

36 kDa |

26 kDa |

U redukovanych vzork detekovala protilatka Abl po oBeti proteii plasmy
enzymem PNGasou Ripproteini o velikosti 31 kDa, 33 kDa, 34 kDa, 37 kDa a 40akD
Ve vzorku deglykosylovaném enzymem EndoH reagopadéilatka Abl sefemi prouzky
o velikosti 32 kDa, 33kDa a 40 kDa. Ve vzorcich lgkgsylovanych oBma enzymy a
rozdklenych SDS-PAGE za redukujicich podminek interagoymotilatka Abl také se
tremi proteiny o velikostech 54 kDa, 58 kDa a 63 kkKiaré rozeznala i ve vzorku plasmy

neoSetené glykosidazami.
Protilatka Ab2 nedavala zadnou specifickou reakci.

Ab3 detekovala u redukovanych proteimozdlenych na membrén nekolik
prouzki. U vzorku plasmy deglykosylované enzymem PNGagmdkytovala protilatka
Ab3 reakci se sedmi proteiny o velikostech 54 kb&kDa, 63 kDa, 74 kDa, 86kDa a 90
kDa; u vzorku plasmy odeného enzymem EndoH detekovala stejnd protilétiga
proteiny s molekulovou velikosti 54 kDa, 58 kDa, KBa a 78 kDaZda se tedy, ze
proteiny 54 kDa, 58 kDa a 63 kDa rozpoznavané Ab3 odpovigaepuzkim, které
detekovala i protilatka Abl po deglykosylackaia enzymy (Obr. 11, prouzky 2, 5).
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5.8. Afinitni chromatografie
Pro purifikaci proteifi FREP z plasmy kli&te D. marginatus bylo pouZzito gkolik

metod.

Na zaklad vazebné specifityéthto proteiri k sacharilm a glykoproteiam byl
zvolen jako makromolekularni ligand bovinni subnfé@xii mucin, glykoprotein
s nejvySsSim inhildnim efektem HA. Proteiny v jednotlivych frakcich lypysmichany

s redukujicim vzorkovym pufrem a radeny SDS-PAGE elektroforézou (obr. 12).

Obrézek 12 SDS-PAGE s frakcemi z afinitni
chromatografie (ligand BSM).
1 — molekulovy standard

2 — redukované proteiny plasmy, které se
nezachytili na kolo#

3 — frakce vymytéa z kolony pomoci 0,5 M
NacCl

4 — frakce vymyta z kolony pomoci Bup H

5 — purifikované proteiny.

Gel sredukovanymi frakcemi z afinitni chromatograiikazuje, Ze se touto
metodou podiédo zachytit vSechny identifikované proteiny FRERpl&n¢ s dalSimitemi
proteiny o velikosti 150 kDa, 145 kDa a 25 kDa.
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DalSi metodu izolace zkoumanych proteinFREP byla imunoafinitni

chromatografie se specifickou polyklonalni mysitiditkou proti DMFREP2. Zachycené
proteiny byly analyzovany SDS-PAGE (Obr. 13) a imiiotingem (Obr 14).

Obrézek 13 SDS-PAGE s frakcemi z afinitni
chromatografie s pouzitim protilatky Ab2.
1 — zn&eny molekulova standard

2 — neredukované proteiny plasmy, které se
nezachytily na kolot

3 — frakce vymyta z kolony 0,5 M NaCl
4 — frakce vymytéa z kolony Bup H pufrem
5 — frakce vymyta z kolony Eémim pufrem

Obrazek 14imunobloting neredukovanych

proteini plasmy

1 — zn&eny molekulova standard

2 — neredukované proteiny plasmy, které se
nezachytily na kolo¥ detekce Ab2

3 — frakce vymytéa z kolony 0,5 M NaCl,
detekce Ab2

4 — frakce vymyta z kolony Bup H pufrem,
detekce Ab2

5 — frakce vymyta z kolony Etmim pufrem,
detekce Ab2

Protein zachyceny kolonou se shoduje svou molekuwiovelikosti s proteinem

DMFREP2/3, coz bylo potvrzeno i imunoblotem s Ak@e byl ve frakci s ekini pufrem
detekovan pouze DMFREP2/3.
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5.9. Imunofluorescence
Proteiny DMFREP byly lokalizovany v organech a hegtechcasténé nasatého

klistéte D. marginatus (Obr. 1., 2.). Imunofluorescence ukazala, Ze DMFRgPxitomen
v epiteliédlnich bikach acif typu Il (obr. 1. B., ale nelokalizuje se do graméchto
acini; naopak se nachazi v sekméch granulich aciintypu Il, na membranach bék(Obr.
1. C) a na povrchu adintypu Il (Obr. 1.C, Obr. 2. A). DMFREP1 se také mazi ve
strevnich buikach (Obr.1. A) a cytoplasimekterych hemocyt (Obr. 2. A-B).

DMFREP2 se nachazi uvhitevnich bugk (obr. 1. D-E) a stefhjako DMFREP1
I v cytoplasnd nekterych hemocyi. Prekvapiv byl DMFREP2 lokalizovan jen u
hemocyii nachéazejicich se ¥gné blizkosti slinnych zlaz (Obr.2. C). Zadna reakebyla
zaznamendna n&ezech hemocyt ziskanych fimo z hemolymfy klidtte. Pozitivié
reagovaly také chitinové struktury tracheol (ObEL.

DMFREP4 byl lokalizovan na povrchu (Obr.1. G) a itivnékterych burk stev
(obr. 1. H); dale v hikach slinného vyvodu (Obr, 1. 1) a jeho chitinoyételce (obr. 1. J).

Kontrolni tezy byly zn&eny pouze sekundarni protilatkou a nebyla na nich
detekovana zadné pozitivni reakce (Obr. 1. K, L).

5.10. Sekvenace gdnproteini FREP
S vyuzitim degenerovanych priniemavrZzenych na zakladzndmé sekvence

fibrinogenové domény Dorinu M byl z izolované mRNmoci reverzni transkripce a

PCR amplifikovan usek DNA, koduji¢ast molekuly proteiin FREP uD. marginatus.

Obrazek 15elektroforéza

s amplfikovanym Usekem DNA
1 - molekulovy standard

2 - amplifikovana DNA
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6. DISKUZE
Cilem prace bylo detekovatifppmnost lektiti/proteimi FREP v plasm kliStéte D.

marginatus testem HA, identifikovat konkrétni proteiny FRERNmoci specifickych
protilatek proti proteitm FREP jinych drulk klistat a charakterizovat tyto proteiny
metodami analytické biochemie a fluoresir@nmikroskopie. DalSi cil zahrnovatipravu
polyklonalnich monospecifickych protilatek a izalagproteini FREP  afinitni

chromatografii.

6.1. Lektiny/proteiny FREP v plasn® D. marginatus
Jelikoz je charakteristickou vlastnosti lektischopnost aglutinovat erytrocyty, byl

pro detekci lektin v plasng D. marginatus pouzit test hemaglutidai aktivity. Steji jako
u jinych drulii klistat, nap. u l. ricinus (Grubhoffer et al., 1991; Kuhn et al., 1996),
moubata (Grubhoffer a Kov 1998; Kovd et al., 2000) a érgas polonicus (Grubhoffer
et al., 2001) byla v plas#rD. marginatus timto pokusem prokazanafwmnost lektir.

Konkrétni lektiny/proteiny FREP byly identifikovanyunoblotingem s kralimi
polyklonalnimi protiladtkami proti Dorinu M a mySingolyklonalnimi protilatkami proti
HA plasmyD. marginatus. Oba typy protilatek reagovaly g&/imi proteiny: DMFREP1,
DMFREP2, DMFREP3, DMFREP4. NejsH8i signal/interakce antigenu s protilatkou
byla u obou typ protilatek s proteiny DMFREP2 a 3, coz ukazuje,sietyto proteiny
nejvice podobaji Dorinu M.

U proteini rozdtlenych SDS-PAGE v redukujicich podminkach detekpwaba
typy protilatek pouze dva proteiny velké asi 40 kb&0 kDa s velmi slabym signalem,
piestoze reckni primarnich protilatek bylo stejné jakadi ppokusu s neredukovanymi
proteiny.

Z pokusu nicméh vyplyva, Ze tyto plasmové proteiry. marginatus pati mezi
lektiny, a Ze jsou podobné Dorinu M, proteinu FREBtraka O. moubaty, protoZze jsou
rozpoznavany alma typy protilatek. Proteiny jsou si tedy prapddobré podobné i svou
strukturou. Tyto vysledky jsou dale potvrzeny nalem dvou ‘Dorin M-like* proteif u
Dermacentor variabilis, které obsahuji FReD doménu a shoduji se ve 2b%dgriny a
22% a 24% s lektinyD. moubata (Dorin M a OMFREP). Jeden z proté&jnobsahujici
podobny signalni peptid, ktery jgifpmen i u jinych druth klistat, hmyzu iclovéka, byl
potvrzen jako Dorin M MS analyzou. Druhy proteiraakje malou podobnost se znamymi

a7



lektiny a dosud nebyl identifikovan (Dr. J. AndemsdN.l.H., Bethesda, USA, osobni
sckleni).

Proti identifikovanym proteim FREP byly ppraveny mysSi (BALB/c)
monospecifické polyklonalni  protilatky a jejich ktita byla vyzkouSena
imunoblotingem s neredukovanymi i redukovanymi @iy plasmy kuli presrgjsi
charakterizaci DMFRER Zda se, Ze DMFREPL1, ktery je po rélehi plasmy g SDS-
PAGE v neredukujicich podminkach velky 36 kDa, ne&ddné podjednotky. Obsahuje ale
v molekule Cys-Cys iistky, diky kterym dochazi ip pisobeni DTT k rozvokni
struktury proteinu a tim i k pomalejsi migraci viyakrylamidovém gelu. Imunobloting
potvrdil, Ze u DMFREP2 a 3 se jejich molekulovéikasti liSi pouze o 1 kDa (79/80 kDa),
z ¢ehoz Ize usoudit, Ze se prapodobr jedna o izoformy jednoho proteinu. Redukujici
podminky odhalily, Ze se ¥¢hto izoformach pravwpodobrk nachazeji
intra/intermolekulové Cys-Cysiimstky, gicemz DMFREP2 se sklad4 ze dvou podjednotek
58 a 66 kDa a DMFREP3 nese podjednotky velké 66 kD&. Posledni z proteirFREP
D. marginatus, DMFREP4 je protein o velikosti asi 177 kDa skigddase ze dvou
podjednotek 90 a 86 kDa.

Co se tye podobnosti molekul/epitdpproteili DMFREP, vysledky imunoblotu
ukazuji, Ze nejménstejnych epitop sdili DMFREP1 a 4, protoZe byly rozpoznany pouze
protilatkami, gipravenymi gimo proti #€mto proteirim. Naopak izoformy DMFRED 2/3
vzajemr¢ sdileji stejné nebo velmi podobné epitopy a stnukt se podobaji také
proteimim DMFREP1 i DMFREP4.

Toto rozmezi molekulovych hmotnosti u detekovanpecbteinfi DMFREP neni
nijak prekvapive, protoze v hemolygfjinych kligat i kligaka byly imunoblotingem
s protilatkami  proti  HA rov&Z detekovany proteiny hemolymfy s podobnymi
molekulovymi hmotnostmi v rozmezi 30 az 85 kDa (@roffer et al., 1991; Kuhn et al.,
1996; Grubhoffer a Kowa1998; Kové et al., 2000).
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6.2. Vazebna specifita proteii DMFREP a charakteristika jejich
glykani

Lektiny sefadi mezi proteiny rozpoznavajici sacharidy, progb kourceni jejich
vazebné specifity pouzit test inhibice hemaglutthadako inhibitory byly vybrany
sacharidy a glykoproteiny, které se ukéazaly bytdr® @i inhibici hemaglutinace u
plasmy a plasmového proteinu Dorinu M RéEaO. moubata (Grubhoffer a Kovg 1998;
Kovar et al., 2000).

Stejre jako jiné lektiny bezobratlych (Olafsen, 1996), imaorin M (Kov& et al.,
2000) a proteiny DMFREP D. marginatus nejwtSi vazebnou specifitu
k sialoglykoproteiim jako je BSM a ovomukoid. Naproti tomu ramesialovany
glykoprotein asialofetuin vazal lektiny plasmy meah slaksji nez fetuin; PSM s nizkym
obsahem sialové kyseliny neinteragoval s lektirasply téndt vibec na rozdil od vysoce
sialovaného BSM.

Lektiny se specifitou pro kyselinu sialovou se keohkiistat vyskytuji nap i u
ostrorepa a stegnjako limulin, lektin ostrorep&imulus polyphemus, mohou také klisti
lektiny rozpoznavat Sirokou Skélu G- bakterii dikjich specifickym vazebnym misn
pro stavebni slozky bétné stény N-acetyl-D-glukosamin, D-galaktosu a 2-keto-
deoxyoktonat (Vasta a Marchalonis, 1983; Grubhadfeal., 1991; Kuhn et al., 1996).

Z vybranych sacharid inhibovaly HA pouze sacharidy s N-acetylovymi
skupinami, coZz naz®aje, Ze by se mohlo jednat o lektiny specifickypoznavajici N-
acetylovou skupinu stejnako nap. tachylektiny TI-5A a TI-5BT. tridentatus, u kterych
je tato skupina kéiovou pro jejich rozpoznavaci funkci (Gokudan et 2099) a interakci
s patogennimi organismy (Kairies et al., 2001).

Tento nézor potvrzuji shodné vysledky, které bylgzgrovany u plasmy a
plasmového lektin®. moubata, ktery navic jevi vysokou sekvém homologii s TIs-5A/B
v domér zodpowdné za vazani cukrKovar et al., 2000; Rego et al., 2005, 2006).
fici, Ze plasmovym lektiim kli&’at je spolénd vazebna specifita pro kyselinu sialovou,
sialoglykoproteiny a N-acetylované derivaty D-hexon.

Jedinym dosud purifikovanym a charakterizovanyrgtédim lektinem je Dorin M,

glykoprotein s vysokym obsahem manosy nebo komjpdexiN-glykari (Kové et al.,
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2000). Na zaklatljeho podobnosti s plasmovymi proteiny DMFREP1-dahyrovedena
detekce glykoprotein ktera potvrdila, Ze vSechriyyii proteiny jsou glykosylovany.

SloZeni glykafn bylo uteno pomoci lektih znaenych digoxigeninem. Zgani
lektiny ukézalo, Ze glykany vSecktyi proteimi obsahuji manosu, protoZe reagovaly
s lektinem GNA; DMFREP1 obsahuje jg§erminalni galaktézu vdzanou v N- nebo O-
glykanech, nebreagoval s lektinem DSA a DMFREP2 a 3 kDa majlykanech krons
manosy i terminalni kyselinu sialovou (vazanou randbo O-glykanovou strukturu), ktera
byla prokdazdna reakciéahto FREP s lektinem SNA. Po porovnani vystedk
s definovanymi vazebnymi specifitami a s vysledkgrakterizace glykanu jinych drufi
klistat Ize ftici, Zze vSechny it glykoproteiny jsou s vysokou praggodobnosti
modifikovany glykosylaci typu N a obsahuji v glykewysoky podil manosy.

U Dorinu M byly ziskdny podobné vysledky, kde reagopozitivreé s lektiny
ConA a LCA a glykany s vysokym obsahem mandzy hylgj potvrzeny i hmotnostni
spektrometrii (Man et al., publikace ¥ipraw). Podobny typ glykosylace byl ro¥h
popsan i u lektii z hemolymfyO. tartakovski (Grubhoffer et al., 1991), kde lektin o
velikosti 30 kDa reagoval s lektiny Con A a PSAeré dokazuji fitomnost manosy a
komplexnich N-glykad.

K odSgpeni glykami z molekuly proteinu byly pouzity glykosidazy PN@ak a
Endo H. PNGasa F (N-Glykosidasa F) je amidaza,aktatstrauje vSechny typy N-
glykani tak, Ze od®puje celou sacharidovou strukturu a zarouém meni pavodns
glykosylovany asparagin na asparat; EndoglykosiddzéEndo H) je rekombinantni
glykosidaza odstraujici pouze struktury s vysokym obsahem manosykaeré hybridni
typy N-glykani, a to mezi N-acetyl-glukosaminy, z nichZ jedenv@an na asparagin.
Tento enzym tedy nechava na vSeéhquné glykosylovanych mistech monosacharid N-
acetyl-glukosamin (Robbins et al., 1984; Maleyletl®89).

Proteiny po deglykosylaci byly néasledrdetekovany protilatkami proti FREP
proteimim D. marginatus. DMFREP1 deglykosylovany PNGasou F i Endo H méakast
31 kDa, coz znd, Ze velikost sacharidovéasti glykoproteinu je asi 9 kDa. U
DMFREP2/3 byly deglykosylovany vSechriy podjednotky, a to na velikosti 54, 58 a 63
kDa; jejich glykany maji tedy velikost 4, 2 a 3 k[Rodjednotky DMFREP4 znily po
oSeteni olgma enzymy svou velikost z 90 a 86 kDa na 78 kQmhelykany jsou tedy 8
a 12 kDa velké.
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6.3. Izolace proteiri FREP
Proteiny FREP byly izolovany z plasmy afinitni chratografii s BSM jako

makromolekularnim ligandem a i s vyuzitim protilapeoti proteifim FREP.

Bovinni submaxilarni mucin byl vybran na zakiagsti inhibice hemaglutinace;
tento protein byl vyuZit i  UspssSné izolaci Dorinu M (Grubhoffer a Kok&l998; Kovd
et al., 2000).

Timto zpisobem se podio izolovat vSechnyctyii proteiny DMFREP. Spolu
s nimi se purifikovaly i dalSi proteiny o veliko&b kDa, 145 a 150 kDa. Tyto proteiny se
pravdépodobré vazaly na kolonu nespecificky, naebomebyly detekovany Zzadnou
protilatkou ani lektinem.

Imunoafinitni chromatografii s vyuzitim specifickéotilatky Ab2 byl vyizolovan

pouze jediny protein, ktery byl iunoblotem potvrjako DMFREP2/3.

6.4. Lokalizace proteini DMFREP v tkanich D. marginatus

Stejre jako v @ipact uréeni mista vyskytu Dorinu M v tkanicb. moubata (Rego
et al., 2005), byly proteiny DMFREP1, 2 a 4 lokaliany v tkaniclD. marginatus pomoci
specifickych polyklonalnich protilatek za vyuzitiluérescetini mikroskopie. R
porovnavani lokalizacesthto proteiri byla pozorovana variabilita v jejiciippmnosti ve
slinnych Zlazach, kde se nachazel DMFREP1 a 3, raobgech, ve kterych byly
detekovany DMFREP 1 a 2. Pro vSechny tyto prot@nyaopak spotay jejich vyskyt ve
strevnich buikach.

Co se tye rozmistni proteiri DMFREP v jednotlivych tk&nich, #dhto vysledk
Ize usoudit, Ze Dorinu M je svou lokalizaci nejvimedobny DMFREP1, ktery se nachazi
stejré jako Dorin M ve slinnych Zlazach a hemocytech.idaya je roviz pritomnost
DMFREPL1 v tiznych butkdch u fiznych aciti (epitelidlnich biikach acit typu lll, v
sekré&nich granulich aciin typu Il), z¢ehoZ lze usuzovat na rozdilné funkce tohoto
proteinu. S pouzitim transmisni elektronové mikaysk byl lokalizovan plasmovy lektin
(85 kDa) Kliséte I. ricinus v granulich obou tyfp granularnich hemocyt na jejich
membrag a v bazalni lami obklopujici hemocel. Tento lektin byl rodih detekovan na
buinkach gipojenych ke sevnim vychlipenindm a granularnich inkluzich neftddKuhn
et al., 1996).
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7. ZAVER

Cilem této prace bylo prokazatifpmnost lektii/proteini FREP v plasréa kliStéte
D. marginatus, tyto proteiny identifikovat pomoci protilatek prd-REP jinych drubi
klistat a HA plasmyD. marginatus a charakterizovat je metodami biochemie. Dal#& cil
zahrnovaly pipravu polyklonalnich protilatek protiémto proteiim, izolace proteii
FREP afinitni chromatografii a lokalizace proteiffREP v tkanichD. marginatus
imunofluorescenci.

V plasnt klistéte Dermacentor marginatus byly detekovany proteiny s lektinovou
aktivitou DMFREP1, DMFREP2, DMFREP3 a DMFREP4, &tggou podobné Dorinu M,
plasmovému lektinuO. moubata. VSechny proteiny DMFREP jsou glykosylovany,
pravdEpodobré glykosylaci typu N, a maji vazebnou specifitu preacetyl hexosaminy,
sialoglykoproteiny a kyselinu sialovou.

DMFREPL1 je protein o velikosti 40 kDa, ktery obsghwe svych glykanech
manosu a terminalni galaktosu. Po enzymatické #egijaci ma tento protein velikost 31
kDa.

DMFREP2 a DMFREP3 jsou praggbdobrg izomery s molekulovou velikosti
79/80 kDa. DMFREP2 se sklada ze dvou podjednotela 56 kDa; DMFREP3 nese
podjednotky velké 60 a 66 kDa. Oba izomery jsolkgpyoteiny s manosou a terminalni
kyselinu sialovou. U DMFREP2/3 byly deglykosylovangechny iti podjednotky na
velikosti 54, 58 a 63 kDa; jejich glykany maji tedsiikost 4, 2 a 3 kDa.

Posledni z protein FREPD. marginatus, DMFREP4, je glykoprotein o velikosti
asi 177 kDa skladajici se ze dvou podjednotek 86 kDa, ktery nese ve svych glykanech
manosu. Po oSeni olgma enzymy zriénily podjednotky DMFREP4 svou velikost z 90 a
86 kDa na 78 kDa, coz ukazuje, Ze glykany jsoul8 &Da velke.

Proteiny DMFREP byly vyizolovany afinitni chromatagji s ligandem BSM,
ktery vSechny tyto proteiny specificky vazi. Pr@dMFREP1, 2 a 4 byly ifpraveny
specifické polyklonalni protilatky Abl, Ab2 a Ab 8 pomoci Ab 2 byl izolovan
DMFREP2.

Imunofluorescenci bylo prokazano, Ze se vSechnyeprp nachazi ve svu,
DMFREP1 a 2 byly lokalizovany v hemocytech a DMFRE#® 4 ve slinnych Zlazach
klistéte D. marginatus.
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9. POUZITE ZKRATKY

BSM - bovine submaxilary mucin, bovinni submaxiidmucin

CBB - Coomassie Brilliant Blue

ConA -Conavalia ensiformis agglutinin, lektin ZConavalia ensiformis

CRD - carbohydrate recognition domain, cukr rozgoajici doména

CRP - C-reactive protein, C-reaktivni protein

DSA.- Datura sativa agglutinin, lektin ZDatura sativa

FReD - fibrinogen-related domain, fibrinogenu poadab doménu

FREP - fibrinogen-related protejnfibrinogenu podobné proteiny

GIcNACc - N-acetyl-D-glukosamin

(GlcNAc)(Man)Glc; - heterooligosacharidovy motiv s N-acetyl-D-glukosaem, D-
manosou a D-glukosou

GNA - Galanthus nivalis agglutinin, lektin ZGalanthus nivalis

HA - hemaglutinani aktivita

LCA - Lens culinaris agglutinin, lektin Z_ens culinaris

MASP - MBL-associated serine protease, serinovéepea vazana na MBL
MAA - Maackia amurensis agglutinin, lektin Vlaackia amurensis
MBL - mannose-binding lectin, manosu vazajici lekti

MHC - major histocompatibility complex, hlavni tegbmpatibilni komplex
PAMPs - pathogen-associated molecular patternsskutavé motivy spojené s patogenem
PNA - peanut agglutinin, lektin z podzemnice olejné

PRRs - pattern recognition receptors, receptorgaopaavajici motivy

PSA -Pisum sativum agglutinin, lektin zZ°isum sativum

PSM - porcine submaxillary mucin, présesubmaxilarni mucin

RAG - recombination-activating gene, gen aktivujedilombinaci

ROS - reactive oxygen species, reaktivni formy ikysl

SBA - soybean agglutinin, lektin ze semen soji

SNA - Sambucus nigra agglutinin, lektin z&sambucus nigra

TCA - trichloroctovéa kyselina

TCR - T-cell receptor, T-buiny receptor

TGF4, transforming growth factds, transformani rastovy faktorp

TI-5A/B (TLS 5) - Tachylectin 5A/B

UEA - Ulex europaeus agglutinin, lektin ZUlex europaeus

WGA - wheat germ agglutinin, lektin z pSeménych kléka
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10. PRILOHY

20.0 ym 20.0 ym

Obrazek 1l okalizace proteii DMFREP na polotenkychezech orgain ¢ast&éné nasatého kliste D.
marginatus. DMFREP1 byl pitomen v stevnich biikach (A), epitelialnich hikach acinu typu Ill (B) a
sekr&nich granulich acinu typu Il (C). DMFREP2 se naehdmnit stevnich bugk (D, E) a pozitivni
reakce protilatky byla zaznamenana na chitinovytlukturach tracheal (F, Sipka). DMFREP4 byl
lokalizovan na povrchu (G) a uvhitekterych bugk sttev (H) a déle v biikach slinného vyvodu (Obr. |,
Sipka) a jeho chitinové vystelce (Obr. I, J). Kofi fezy, které byly zngeny pouze sekundarni protilatkou
(K, L). Abl (A-C), Ab2 (Obr. D-F), Ab3 (Obr. G-JJadra byla obarvena DAPI.

Streva (A,D,E,G,H), slinné zlazy (B, C, F, I-L).
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Obrazek 2 Lokalizace DMFREP1 a 2 na
fezech slinnych Zlaz a hemotytast&ng
nasatého  klisgte D.  marginatus.
DMFREPL1 (A, B, Sipka) a DMFREP 2 (C,
Sipka) byly lokalizovany cytoplasin
nekterych hemocyt, které se nachéazely v
tésné blizkosti slinnych zlaz. Jadra byla

obarvena DAPI.



