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1. Uvod

Krevsajiciclenovci a mezi nimi fedevsim kligata, jsou penasei obrovského
mnozstvi iznych infeknich agens. Mezi tyto patogeny, vyvolavajici Sirepéktrum
onemocgni, pati bakterie, viry i prvoci.

Protein-sacharidové interakce vznikajici mezi pryte@ektora a povrchovymi
strukturami jim penasSeného patogena, jsou tedy velaezitym mechanismem, jak
v obrar¢ vektora proti tomuto patogenu tak v jeho schopriost agens fenaset.
Zé&sadni roli v&chto interakcich hraji prévektiny — proteiny schopné selekti/n
rozpozndavat a vazat se na glykosylované slozkynnajgch, ale idlu vlastnich
molekul. U organisri postradajicich specifickou imunitu jsou povazovaayunkni
analogy imunoglobulify, ale podstatnou roli hraji také ve vrozené imbioliratiovd.
Lektiny se @astni fiznych proces v imunitnim systému Ziwacha zahrnujicich
aglutinaci, opsonizaci pro fagocytézu nebo aktikaenplementového systému.

Identifikace &chto proteii hemolymfy kli§at zahrnutych v imunitni odposi
je v porovnani s jinymy medicinsky vyznamnymi velgtgako napiklad komary,

teprve v zaatcich.



2. Hlavni cile prace

- identifikovat lektiny v hemolyni# téi druhi klistat roduRhipicephalus pomoci
specifickych protilatek proti lektiim z jinych kli§at,

- Zjistit pifitomnost glykosylaci na&¢hto proteinech,
- pripravit protilatky proti hemaglutir@ni aktivit¢ (HA) hemolymfy klig’at,

- urCit vazebnou specifitu lekttnhemolymfy pro #izné sacharidy a glykoproteiny.



3. Literarni prehled

3.1 Ekologie kli¥at

Klistata jsou celositové rozStenymi ektoparazity suchozemskych obratlgvc
kteti hraji roli prenasét nebezpénych patogein lidi i zvirat. Dotfady nemoci
vyvolanych klifaty plendSenymi patogeny pahagiklad kli¥ova encefalitida (virus
klistové encefalitidy), Lymeskéa boreliézBdrrelia burgdorferi), theileriéza Thelleria
parva), babesiozaRabesia sp.), lidska granulocytarni anaplazmoézadplasma
phagocytophilum), ehrlichidzy Ehrlichia sp.) a dalSi. Tito krev sajici paraziti piamnezi
roztate a na sété je jich dosud znamo kolem 90&znych druls (Bowmanet al., 2008).

Radi se do kmenArthropoda, t¥idy Arachnida, faduAcari, podéadulxodida.
Klistata ¢lime do ti ¢eledi —

1) Ixodidae — klig’ata “hard ticks“, majici zadovy Stit (scutum)

2) Argasidae — neboli kli¥aci “soft ticks"

3) Nuittalliellidae

Zéastupci jednotlivyckEeledi se liSi svym Zivotnim cyklem, ekologii i sprekn

patogefi, které jsou schopnirpnaset (Sonenshine, 199Gkled’ Nuttalliellidae je
zastoupena pouze jedinym druherduttalliella namaqua, ¢eled’ Argasidae obsahuje
asi 720 druB. Jednim z&chto rodi je i rod Rhipicephalus zahrnujici 79 druin
(Bowmanet al., 2008).



3.1.1 Kli¥’ata rodu Rhipicephalus

Klistata roduRhipicephalus maji steji jako vSichni zastupdeledilxodidae
tvrdé sklerotizované scutum, pokryvajici u saroelou dorzalnéast, zatimco u samic
tvori jen maly Stitekdsrg za hlaveékou. Od kli¥at ostatnich railse odliSuji spokanymi
znaky, jimiz jsou naiklad pongrn¢ kratké palpy a hypostom a hexagonaksis
capituly (bazalnicast hlaviky, na kterou je fipojen hypostom) (Walker, 2000).

V¢étSina kligat roduRhipicephalus jsou kli§ata tihostitelskd, vyjimku tvid
napiklad poddruhyRhipicephalus evertsi aR. glabroscutatum, které jsou dvou-
hostitelské (Goodman, 2005). Zivotni cykliigostitelskych kligat zahrnujetyfi
stadia: vagko, larvu, nymfu a imago a v zavislosti na druhigtite, klimatickych
podminkackti dostupnosti vhodnych hostiteiniZe trvat od dvou &sial az po dva

roky.

KliSte¢ Rhipicephal us appendicul atus

Klisté R. appendiculatus je stejik jako dalSi dva zastupdilhostitelskée kli&t,
jehoz vyskyt je geograficky omezen na africky koatit. Je vektorem parazitického
prvokaTheileria parva (Theiler 1911) zpisobujiciho fatalni onemoéni skotu znamé
jako theilerioza. Toto onemoeni dobytka vyskytujici seipvaz v jizni, centralni a
vychodni Africe ma zavazny dopad na tamni ekonorfiMarvalet al., 1992).

Obrazek 3.1SamedR. appendiculatus (A), samiceR. appendiculatus (B)



KliSt’¢ Rhipicephalus pulchellus

Klisté R. pulchéellus, jehoZ scutum je zdobeno typickymi ornamenty,geapitem
zeber a dobytka v savanach Etiopie a Somalskeekierem prvokdheileria
taurotragi (Sebitosy, 2006) Zsobujiciho onemoemi skotuci Theileria equi
vyvolavajiciho onemocmi zeber. Dale iive byt gfenaséem Trypanosoma theileri,

Rickettsia conorii nebo rkolika vira z ¢elediBunyaviridae (Cynthiaet al., 2005).

Obrazek 3.2Samec R. pulchellus (A), samiceR. pulchellus (B)

KliSt’¢ Rhipicephal us sanguineus

Klisté R. sanguineus je rozsfené téndt po celém s#te a negastjSim hostitelem
pro vSechnyit stédia tohoto kliste je pes. Jeho Zivotni cyklus je velmi kratky a v
teplém klimatu mze trvat dokonce jen dvadgsice (Samuel, 2001). Kl&je vektorem
vice patogei, z nichz nejasgjsi je Erhlichia canis zpisobuijici psi ehrlichiézu, coz je
akutni az chronickd nemoc charakterizovana infelaiocyfi a lymfocyti. Dale je
vektorem fivodal psi babesiézyBabesia canis), stedozemni hokky (Rickettsia
conori) (Marquardt, 2000Xi anaplasmézy skotugaplasma marginale) (Carter,
2004). Zidka je toto klist prenaSéem tularémigFrancisella tularensis) a Q horeky
(Coxiella burnetii) naclovéka (Sonenshine, 1993).



Obrazek 3.3SamedR. sanguineus (A), samiceR. sanguineus (B)

3.2 Imunitni odpovéd’

Imunitni systém zivéicha je tvaren d¥ma zakladnimi systémy. Je to vrozena a
ziskana imunita. Geny kédujici molekuly, které hpajdstatnou roli v ziskané imuéit
jako jsou geny pro imunoglobuliny (Ig), T-bmy receptor (TCR, T-cell receptor),
sloZky hlavniho histokompatibilniho komplexu (MH@ajor histocompatibility
complex)c¢i gen aktivujici rekombinaci (RAG, recombinatiortiaating gene), byly
identifikovany pouze u Zraldka dalSich vysSich obratlavcVrozena imunita je
evolwné starSi a ma zasadni funkci vgateni fazi imunitni odpovdi. Pivodre byla
povazovana za nespecifickou, zpfedkovanou pomoci fagocytézy. Ve skirtesti je
vSak vysoce specifickd. Dokaze rozliSovat mezitwiasi molekulami organismu a
molekulami cizimi a to diky recepton rozpoznavajicim konzervované, pro patogen
charakteristické molekulové struktury (PAMPs, paio-associated molecular
patterns), jez méa spa@eé mnohoitid mikroorganism (Fujitaet al., 2004).

Lektiny jsou velmi dlezitou skupinou protein majici roli ve vrozené imurit
jak obratlovd tak bezobratlich Zivichia a jsou povazovany za futiki analogy
imunoglobuliri u organism postradajicich specifickou imunitu (VastaMarchalonis,
1984). Jejich fivodni funkci byla agregace mikroorganismopsonizace pro
fagocytozu (Vastat al., 1994), pozgi viak lektiny ziskaly mnohem vyznawjgi
funkci v obrar proti mikroorganismim, a to aktivaci komplementového systému
(lwanga, 2002).



3.2.1 Komplementovy systém

Jako komplement je ozéiavana soustava asi 30ti sérovych a membranovych
proteini, které kooperuji jak mezi sebou, tak s dalSimirirmimi mechanismy. Hlavni
slozku tvdi 9 sérovych proteinoznaenych C1 — C9. Kéovou ulohu zde hraje C3
komponenta, ktera se po aktivaci serinovymi pragéxovalents vaze na povrch
mikrobi nebo imunnich kompléx Aktivovanid C3 komponenta tak ozuoige cizi
castice pro fagocytézu a také spousti kaskadovittiverri dalSich slozek komplementu
(Smithet al., 1999). Meziprodukty této reakce maji vyraznddmake funkce jakymi
jsouopsonizace€i chemotaxe leukocyt Konegnym produktem komplementové
kaskady je komplex napadajici membranu (MAC, membedtack complex), ktery
perforuje membrany mikroorganisma zpisobuje jejich lyzu (HiejSiet Batinkova,
2001).

Komplementovy systém tie byt aktivovaniemi iznymi cestami a je zapojen
jak do vrozené tak do ziskané imunitni odfmbvKlasickou cestou je komplement
aktivovan komplexy antigen-protilatka a je hlavreéfektorem v protilatkami
zprostedkované imun#t Zbyvajici dva zfisoby aktivace komplementu jsou gasti
vrozené imunity. Alternativni cesta, ktera je nagkevna protilatkach aktivovana
molekulami na povrchu bakterii a Lektinova cestaraaje rozpoznavani sacharidu na
povrchu patogena pomoci mand6zu vazajiciho lektifiBL(, mannose-binding lectiri
pomoci skupiny lektith ozna&ovanych jako fikolinyMatsushiteet al., 2001).



AKTIVACE KOMPLEMENTU
Lektinova draha Klasicka draha

Obrazek 3.4: Cross-aktivace Lektinové cesty komplementu inter@kreaktivniho proteinu s fikoliny
(prevzato z Ngt al., 2007).

Lektinové& cesta aktivace komplementu

Jak jiz bylo zmigno, komplement rize byt aktivovan pomoci manézu
vazajiciho lektinu (MBL, Mannose-binding lectin}eky pati do rodiny kolektird, ¢i
pomoci fikolini. MBL i fikoliny po vazke na sacharidy povrchovych slozek mikiiob
aktivuji protedzy asociované s MBL (MASPs, Mannbs®ding lectin associated serine
proteases) (Hoffmanet al., 1999), schopné dalesptt komponenty komplementové
kaskady C4, C2 a C3.

Manozu vazajici lektin

Manozu vazajici lektin je lektin typu C, ktery heajyznamnou roli v pgateini
fazi imunitni odpowdi. Pati do rodiny kolektir, které ve své strukta obsahuji
kolagenu podobnou doménu a doménu rozpoznavagicasdy (CRD, carbohydrate-
recognition domainjTayloret al., 1990). Pomoci CRD vaze MBL z&tpmnosti iond
vapniku sacharidy obsahujici 3- a 4-hydroxylovépsky navdzané na pyranézu za
piitomnosti iontt vapniku. Vazebnou doménu W@ét konzervovanych
aminokyselinovych zbytk Glu184, Asn186, Glu191, Asn205 a Asp206. Hlavnimi



ligandy pro MBL jsou D-manodzald-acetyl-D-glukosamin (GIcNAc), ale také dalsi,
strukturré odliSné sacharidyrati mezi r¢ nagiklad D-galakt6za a kyselina sialova.
Tato selektivita umoZznuje rozpoznani sachiarid patogennich organismech jako jsou

bakterie, houby, paraziti prvoci nebo viry (Matsushitet al., 2001).

Fikoliny

Fikoliny, podobg jako MBL obsahuiji kolagenu podobnou doménu i CRD.
CRD fikolinu je podobna C-koncow#sti beta a gam@izce fibrinogenu, odtud nazev
fibrinogenu podobna doména (FReD, Fibrinogen-rdldtemain) (Lu, 1997). Fikoliny
byly identifikovany u bezobratlych (sumka), i oboati (Zaba, jezek, hlodavci, prase a
¢lovek) (Matsushitaet al., 1996; Sugimotet al., 1998). Lektiny zdchto organisr
maji spolénou specifitu pro GIcCNAc. V lidském séru byly idéikbvany dva typy
fikolinu s lektinovou aktivitou: L-fikoliny a H-fikoliny. ®a typy sérovych lektin
dokazi v asociaci s MASPs aktivovat lektinovou géstmplementu. Fibrinogenu
podobna doménaskterych fikolini ma podobnou funkci jako CRD lekiinlypu C, a
proto fikoliny a jim podobné proteiny maji funk@apoznavacich recepto(Fuijita,
2004).

3.3 Lektiny

Roku 1888 estonskydec Peter Herman Stillmark zjistil, Ze extrakt zdi
obsahuje protein, ktery aglutinujervené krevni hiky. Timto aglutininem byl vysoce
toxicky protein nazvany ricin. Jak bylo p@jidzjiSteno, takové proteiny se schopnosti
aglutinovat se vyskytuji ve virech, bakteriickitame rostlin i u rekterych Ziva@icha.
Z4ajem o tyto proteiny poprveé vzrostl ve spojenifevkimi transfuzemi a Govanim
krevnich skupin a to diky vlastnostiznych lektiri aglutinovat jen ufité krevni
skupiny. Na zaklagltéto skuténosti byly tyto aglutininy gejmenovany na lektiny.
Jejich nazev je odvozeny z latinského ,legere“jfekmaducist/vybirat (Boyd et
Shapleigh, 1954).

Pozdji byl ndzev lektin vztahnut obe&ik proteimim vazajicim sacharidy, které
jsou schopny aglutinovat nejéarvené krvinky, ale i jiné biky. Dnes jsou lektiny



definovany jako proteiny neimunnihdyodu s nejméhjednou doménou, reverzibén
vazajici specificky oligosacharid nebo glykoprotéiteré ale enzymaticky tyto
sacharidy/glykoproteiny ne¢ni (Peumanst Van Damme, 1995).

Lektiny jsou dilezité molekuly humoralni i buiné imunitni odpogdi,
Ucastnici se rozpoznani patogemobrany proti nim opsonizaci fagocyt6zy. Na dwho
stranu mohou byt také velmilgzité jako receptoryi ,homing“ faktory pro genos
patogeri jejich vektory. Lektiny mohou kro#énglykosylovanych sloZek vt bakterii
nebo jinych patogeninteragovat také s glykokonjugaty vlastnimiglpledr® v
Grubhofferet al., 2008).

3.3.1 Rozdleni lektina

Lektiny miZzeme klasifikovat na zakladejich funkceci struktury. Z funkniho

hlediska rozliSujeme lektiny rozpoznavajici endageénexogenni ligandy.

Lektiny rozpoznavajici endogenni ligandy:

Hraji podstatnou roliip oplodreni a procesechitezitych pro vyvoj jedince. Uplatji

se také v interakcich bBka-buika nebo biika-extracelularni matrix.

Lektiny rozpoznavajici exogenni ligandy

Se pravdpodobr vyvinuly jako nastroj pro rozpoznavani molekul amgsmu vlastnich
od molekul cizich (self/non-self). Mohou se vyskygbnavazané na povrchu n

nebo rozpugné v €lesnych tekutinach (Arason, 1996).

Na zaklad strukturnich vlastnostigtime lektiny do i zakladnich skupin:

Merolektiny.
Merolektiny jsou proteiny obsahujici pouze jednchsaid vazajici doménu. Jsou to

malé proteiny tviené jednim polypeptidem, které nejsou diky svégednebnosti

schopny aglutinace btk ¢i precipitace glykokonjugét



Hololektiny:
Obsahuji d¥ nebo vice stejnych nebo velmi podobnych doménjicezha sacharidy.

Diky nékolika vazebnym misim jsou tyto lektiny schopny aglutinovétprecipitovat

sve ligandy.

Chimerolektiny

Tvoii jednaci vice domén vazajicich sacharidy a keowthto obsahuiji i dalsi,

negibuzné domeény s jinou biologickou funkci (Peumd®®s).

Dale je mozno na zakladtruktury lektiny dlit na: Calnexiny, M-lektiny, L-
lektiny, P-lektiny, I-lektiny, R-lektiny, F-lektinyC-lektiny, Galektiny, Pentraxiny,
Fikoliny a mnoho dalSich. Nejvice pozornosti jeoussné dob vénovano posledh
¢tyfem jmenovanym (viz nize). Fikolim, proteirim s kolagenu podobnou i
fibrinogenu podobnou doménou, jgnovana pozornost v kapitole 3.2.1

Komplementovy systém.



Lektinova rodina
Kalnexiny
Lektiny typu M

Lektiny typu L

Lektiny typu P

Lektiny typu C

Galektiny

Lektiny typu | (Siglektiny)

Lektiny typu R
Fikoliny
Lektiny typu F

Intelektiny

Typicky sacharidovy ligand
GlgMang
Manrg

Rizné

Man 6-P

Rizné

B-Galaktosidy

Kyselina sialova

Rizné

GIcNAc, GalNAc

Oligosacharidy s terminalni

fuk6zou

Gal, galaktofuranosa, pentozy

Bunééna lokalizace
ER

ER

ER, Golgiho komlex

Selgri drahy

Buné¢na membrana,
extracelularni tekutina

Cytoplazma, extracelularni
tekutina

Butnd membrana

Golgiho komplex, buéna
membrana

Buné¢na membrana,
extracelularni tekutina

Extracelularni tekutina

Extracelularni tekutina, betina

membrana

Funkce
TFidéni proteini v ER
Degradace glykoprotdin

fldéni proteiri v ER

Trideni glykoproteirt, degradace
glykoproteini v ER, znéeni substrdi
pro enzymy

Bung¢na adheze (selektiny), vrozena
imunita (kolektiny)

Propojeni glykati v extracelularni
matrix

Buina adhese

Znaeni substrdt pro enzymy,
degradace hormonalnich glykoprotein

Vrozena imunita

Vrozena imunita

Vrozena imunita, oplodmi a
embryogeneze

Tabulka ¢.1 Prehled lektinovych rodin a vlastnosti jeji¢lena (Drickamer, K.: http://www.imperial.ac.uk/animatkns/ctld/lectins.html)



3.3.1.1 Galektiny

Galektiny, givodre nazyvané lektiny typu S, jsou evoh¢ konzervované,
sacharid vazajici proteiny, které pro svou aktiviggaduji jeden anebo vice volnych
cysteinovych zbytk ve vazebném mis{Drickamer, 1988; Varki, 1999). Maji funkci
regulatofi homeostazy imunitnich bik a (Eastni se interakci hostitel-patogéenové
této rodiny jsou charakterizovaniifpmnosti CRD s konzervovanou aminokyselinovou
sekvenci ve své struktua afinitou k beta galaktosich (Vasta, 2004). Galektiny jsou
prezentovany na povrchu i uvhiiurék a funguiji tedy jak extracelula¥mak
intracelulari. Extracelulara se mohou vazat na glykokonjugaty na povrchu jinych
burék obsahujicich galaktézu.

Galektiny &inkuji na iznych trovnich vrozené i ziskané imunitni odzbv
diky schopnosti ovliizovat gezivanici aktivaci imunitnich bugk nebo Th1/Th2
cytokinovou rovnovahu. Dale mohotigpivat k rozpoznani patogena hostlitelem a
mohou slouzit jako receptory pro specifické inteaknezi nimi (Rabinowickt Gruppi,
2005).

3.3.1.2 C-lektiny (kolektiny a selektiny)

V imunitnim systému maji lektiny typu C funkci rg@teri, rozpoznavajicich
sacharidové slozky, které &asto nachazeji na povrchiznych patogein Nékteré tyto
molekuly se podileji na prezentaci antigg@endritickymi buikami (Ebneret al, 2004).

Klasické lektiny typu C obsahuji CRD doménu, alebasacharitlje zavisla na
iontech vapniku (odtud jejich nazev). Jsou progdky bul’ jako transmembranove
proteiny nebo sekretovany jako proteiny rozpusihezi rozpustné C-lektiny pat
zéastupci rodiny kolektiin jako jsou ,surfactant protein“ A (SP-A) a ,surfant protein”
D (SP-D), vyl&ované plicnimi epitelialnimi hikami a manozu vazajici protein
prezentovany v plazén(Kawasakiet al., 1983). Transmembranové lektiny typu C se
déli na dw skupiny na zakladorientace jejich N-konce, ktery siaje bul’ dovnitt
nebo v cytoplazmy. Biklady transmembranovych lektifsou selektiny, fislusnici
rodiny mandzovych receptioa protein DC-SIGN (dendritic cell-specific ICAM-3
grabbing non-integrin) (Camkt al., 2005).



Kolektiny
Nazev kolektin je odvozen ze dvou slov — kolagéekéin. Tyto proteiny tvél

trimery, které se mohou seskupovat dtsich oligomeii. Kazdy polypeptidovyetézec
je tvarenctyimi riznymi domeénami - na cystein bohatou N-koncovou siblkolagenu
podobnou doménou, alfa helixem a gamavazujici C-koncovou doménou vazici
sacharidy (Hakanssa al., 2000).

Dosud bylo popsano ostéteni této skupiny lektifi, ale k nejlépe
prozkoumanymi zastugm pati SP-A, SP-D a MBL. Tyto rozpustné proteirsagtnici
se vrozené imunitni odpsdi aktivuji, po rozpoznani infékiho agens, efektorove
mechanismy jako jeipma opsonizace, neutralizace, aglutinace, aktikaogplementu a
fagocytdza (Guptat al., 2007).

Selektiny
Selektiny jsou pravtpodobr nejlépe prostudovanou skupinou lektiypu C a

to diky jejich roli adhezivnich molekul, které zpti@dkovavajicasnou fazi infiltrace
leukocyti do tkani. Jsou to membranoveé proteiny exprimovaenéndotelialnich
bunkach, leukocytech a krevnich dékch. Interakce mezi selektinem cévengta
ligandem na povrchu lily (leukocytu) hraje kliovou roli v takzvaném rolovani
leukocyti, coz je postupnéiinuti a pifichod leukocyi cévni stnou(Rodgers et al.,
2000).

V sowasnosti jsou znamé selektiny — L-selektin exprimovany na leukocytech
E-selektin, vyskytujici se na endotelidlnichikéich a P-selektin identifikovany na
povrchu krevnich des#k. Kazdy z nich obsahuje CRD v N-koncové oblastbaénu
podobnou epidermalnimuastovému hormonu (epidermal growth factor-like damhai
CRD vSechii typa selektiri maji afinitu ke strukturam modifikovanym kyselinou
sialovou a fukézou, znamym jako sialovany Lewisntigen NeuAa2-3Gap1-
4(Fuml-3)GIcNAG31-R (SLE) (Varki et al., 1999).



3.3.1.3 Pentraxiny

Pentraxiny jsou skupina vysoce konzervovanych proteyznaujicich se
multimerni strukturou. Termin pentraxin byl poppauZit pro C-reaktivni protein
(CRP), skladajici se zp podjednotek. Pentraxiny rozpoznavaji Siroké spek
patoger, ale také strukturatnpozmeénéné a metabolizované vlastni molekuly a
bungéné struktury. Bli se na kratké a dlouhé pentraxiny. Zastupci Krétkpenraxif
jsou CRP a serum amyloid P komponenta (SAP), @ar@né u mysi dlovéka jako
proteiny akutni faze (Bottazei al., 2006). JsoudSinou produkovany v jatrech jako
reakce na signalni molekuly zén, p‘edevsim interleukin 6. Prototypem dlouhych
pentraxiri je PTX3. Jeho C-koncova doména je homologni ©tdaménou u kratkych
pentraxiri, ale N-koncova doména (obsahujici 178 AMK) nevy@zZadnou
podobnost s jakymikoli jinymi proteiny. Zatimco sekce CRP a SAP se liSi druh od
druhu, sekvence PTX3 je u vSech drue kterych se vyskytuje vysoce konzervovana
(Mantovaniet al., 2008)

3.4 Lektiny bezobratlych Ziva&ichi

Lektiny bezobratlych Zivéicht hraji dilezZitou roli v rozpoznavani cizich
molekul,¢imz tvai systém podobny vrozené imundbratlovd. Tyto proteiny jsou
nejspis zahrnuty v eliminaci bakterii a to omezejgjch pohyblivosti, jejich aglutinaci
a ozn&enim pro fagocytujici biky (Olafsen, 1996). Eastni se v3ak také mechanism
VvV pienosu patogen jenz byly studovany u krev-sajiciho hmyzu (Ingreriviolyneux,
1991).

Zastoupeni lektith u bezobratlych je velice Siroké a zahrnuje lekténoodiny
jako jsou C-type lektiny, galektiny a pentraxingpsané fivodré u sava (Vastaet al,
2004). \ktSina lektini izolovanych z bezobratlych Zigiehi pochazi z hemolymfy a
jsou, spoléné s dalSimi faktory immunitniho systému, produkovéeynocyty a
buikami tukovéhodliska. Studie na imunitnnim systému bezobratlyciizaky mnoho
aspeki, spol€énych s imunitni odpasdi obratlové.

Nejlépe prozkoumané lektinyenoval pochazi z ostrorepa americkéhonjulus
polyphemus), ostrorepa vychodoasijskéhbathypleus tridentatus) a ze Stii

Centruroides scul pturatus a Parauroctonus mesanensis (Vastaet Marchalonis, 1984).



Limulin, lektin izolovany z ostrorepia. polyphemus je asi 400 kDa velky glykoprotein
skladajici se ze Sesti nekovalentdzanych podjednotek o velikosti 67 kDa, z nichz
kazda je tvéena temi polypeptidy. Lektin izolovany z ostrorepatridentatus je 533
kDa velky heterooligomer t¥eny dv¥mi podjednotkami o velikostech 30 a 32 kDa.
Ténxt vSechny tyto plasmové lektiny jsou specifické Nracetyl neuraminovou
kyselinu a dalSi N-acylaminosacharidydpledr v Grubhofferet al., 2008). Lektiny
purifikované z hemolymfyl. tridentatus, nazvané tachylektiny 5A/5B (TI-5A/5B),
obsahuji C-koncovou fibrinovou (FBG, fibrinogen)wénu s vysokou strukturni a
sekverini podobnosti k FBG domésaich fikolina (Gokudaret al., 1999).

3.4.1 Hemolymfa kli$’at

Hemolymfa kli$at je cirkulujici &Ini tekutina skladajici se z plasmyi@mych
typt burgk nazyvanych hemocyty. Ramezi r& prohemocyty, plasmocyty,
granulocyty, sferulocyty a oenocytoidy. Tytorby jsou hlavni sloZzkou hemolymfy a
piedstavuji 50-60 % jejiho obsahu. Podstatné jsaunésq prohemocyty, které jsou
povaZzovany za kmenové iiky, z nichZ se diferencuji ostatni druhy heméaayt
plasmocyty, dastnici se fagocytdézy (Sonenshine, 1991).

Neburé¢nacast hemolymfy — plasma je komplexni tekutina obgahproteiny,
aminokyseliny, sacharidy, mastné kyseliny, hormamnorganickeé soli. Je nezbytna
pro transport horman nutricnich molekuki produkiti burg¢ného metabolismu. Slouzi
také jako oporaiiznych tkani a osmoticky aktivni viiti prostedi. V neposledriiade
se plasmadastni koagulkénich mechanisinv klistti (Sonenshine, 1991).

Hlavni rozpustnou sloZzku plasmy tW@roteiny. Nekteré z nich se
pravdpodobré Gcastni také regulace osmotického tlaku. NaSéamé znalostiéthto

proteini v hemolymg klistat jsou vSak minimalni.

3.4.2 Klistci lektiny

KliStéci proteiny s lektinovou aktivitou byly zkoumanywrdych i mékkych
klistat. Tyto lektiny maji afinitu fedevsim ke kyselinsialové, tznym derivaim
hexosamin, galaktdéze a glykokonjugéan obsahujicim tyto cukry. Aktivita&Siny
téchto lektini je zavisla naf)jmu hostitelské krve arpdpokladéa se, Ze interaguji
s glykosylovanymi sloZkamiipnaSenych patogérfprehledré v Grubhofferet al.,



2008).

Skupinu zatim asi nejlépe prozkoumanych laktymfy tvori viteliny a
vitelogeniny (Gudderrat al., 2002), jejichz tvorba je u ki&e indukovana flimem
potravy - krve. Nkolik zastupé téchto proteiri bylo charakterizovano u ktiat -
Dermacentor variabilis (Rosellet Coons, 1991¢i Ixodes scapularis (Jamet Oliver,
1997), i kli¥aka Ornithodoros moubata (Chinzeiet al., 1983) neb®. parkeri (Taylor
et Chinzei, 2001)Obecr je sacharidové, lipidové a aminokyselinové sloZeéteiini
podobné jako u hmyzu, s tim rozdilem, Ze tyto pngte klig'at obsahuji ve své
strukture i hem a jsou tedy nazyvany hemolipoglykoprotéRgsellet Coons, 1991).
Hem ziskavaji tyto proteiny z hemoglobinu hostkélkrve (O"Hagan, 1974).
Vitelogenin cirkuluje v plazma je prekurzorem Zloutkovych protéipotrebnych
k vyvoji vajicek. BEhem vitelogenese je vitelogenin syntetizovan v uéko €lese a
nasledg uvoliovan do hemolymfy. Poté je selektévabsorbovan vyvijejicim se
oocytem a nasledrskladovan jako vitelin ve zrajicim veéiu, kde slouZzi jako nutii
zdroj vyvijejiciho se embrya (Sappingtetral., 1995).

U klistete Rhipicephallus appendiculatus, vektora ivodce theileriézyT.
parva), byla charakterizovdna hemaglutinaaktivita hemolymfy, $eva a slinnych
Zl4z. Hemaglutinace heégichéervenych krvinek (RBCs, red blood cells) dosahovala
vyssiho titru nez u krvinek lidskych a kkth a jeji hodnota byla stejné pouziti
vzorku z nasatych i nenasatych k&8 Na druhou stranu u lidskych a kéédh krvinek
dosahovala hemaglutitai aktivita vysSich hodnotippouZiti vzorku z naséatych kti&t
nez z kligat nenasatych (Kamwendo, 1993).

Podobné vysledky byly pozorovany u hemagluiinzolovanych ze geva
kliStéte Ixodesricinus. Jejich hemaglutinai aktivita byla efektivé inhibovana
sacharidy (N-acetyl-D-galaktosamin, N-acetyl-D-glamin), glykokonjugaty (fetuin,
kyselina hyaluronova, laminarin) a take lipopolysaiwdem (LPS), ktery jedanou
souasti bugené sény gram-negativnich bakterii. To by mohlo n&kovat mozneé
interakci hemaglutinith s bakteriemi (v tomhletfpact Borrelia bugdorferi) ve stew
KliStéte.

Pomoci mysSich polyklonalnich protilatek proti hehugigacni aktivite steval.
ricinus byly identifikovanyctyii proteiny o molekulovych hmotnostech 37, 60, 683a
kDa (Uhlit et al., 1996). Dva tyto proteiny s lektinovou aktivitbyly izolovany a blize
identifikovany. Prvni byl 65 kDa veliky protein specifitou pro hotzi mucin (BSM,



bovine submaxillary mucine) a druhy 37 kDa velkgtpin se specifitou pro laminarin
(beta-1,3-glukan) (ehledrg v Grubhofferet al., 2008).

Lektin s hemaglutinani aktivitou byl také identifikovan ve slinnych Zkch
tohoto kliStte a byl charakterizovan jako protein o veliko$tikDa (gehledrg v
Grubhofferet al., 2008).

Hemaglutinani aktivita zavisla na iontech vapniku byla proké&a hemolym
klistéte I. ricinus. Pomoci SDS-PAGE byl &éen 85 kDa velky protein, vykazujici
vazebnou specifitu pro kyselinu sialovou, N-ac&@ytukosamin a D-galaktosu
(Grubhofferet al., 1991). Tento protein s hemagluinaaktivitou byl lokalizovan
v hemocytech kligte . ricinus, kde je pravépodobr produkovan a skladovan (Kuhn
et al., 1996). Tento lektin se specifitou pro kyseliml®/ou mize hrét roli
v interakcich klistte s patogeny; kyselina sialova byla detekovangovachu spirochét

B. burgdorferi, jejichZz vektorem je pravklist I. ricinus (Hulinskaet al., 1992).

3.4.2 Fibrinogenu podobna doména

Zéastupci FReD (Fibrinogen-related domain) rodinlybgentifikovany u
bezobratlych Zivéicha i obratlova@ (Xu and Doolitle 1990; Kenjo et al 2001). Prvni
purifikovany a pl@ charakterizovany lektin kli&i hemolymfy byl izolovan z kliste
Ornithodoros moubata. Tento lektin, pojmenovany Dorin M ma vysokou
hemaglutinani aktivitu a nejvyssi afinitu ke kyseéirsialové, N-acetyl-D-
hexosamifim a sialoglykoproteiiim (Grubhofferet Kovér, 1998).Je syntetizovan
hemocyty; ve ¥tSim mnozstvi je ale produkovan také ve slinnyézath klistte.
Dorin M je glykoprotein obsahujici N-vazané glykaktery tvai v nativni forn¢
komplexy o molekulové velikosti kolem 640 kDa. Pa@h8DS-PAGE byly
identifikovany dw nekovalents vazané podjednotky o velikostech kolem 37 kDa.
Aminokyselinova sekvence Dorinu M vykazuje silnamtologii s ostatnimi lektiny
bezobratlych Zivéichi obsahujicich fibrinovou doménu jako jsou fikiad
tachylektiny 5A a 5B z ostrorefachypleus tridentatus (Regoet al., 2006). Dva
podobné proteiny Ixoderin A a Ixoderin B s fibrimoy podobnou doménou byly
identifikovany u kliséte Ixodesricinus. Porovnanim sekvenci klggich proteir
OMFREP Q. moubata fibrinogen related protein), Dorinu M a Ixoderinu A

s tachylektiny byla zji$ha blizka pibuznost jejich fibrinogenu podobnych domén a



tudiz je gedpokladana jejich funkce v imunitnim systému (Retga., 2005).

3.5 Glykosylace

Sacharidy nam slouzi jako zdroj energie a stavetatérial pro bu&iné
struktury. Bylo ale zji&no, Ze hraji také vyznamnou roli v igné komunikaci
(Sharon, 1984; Brandley, 1991). Jejich nesmirnynaya totiz spiva, na rozdil od
nukleovych kyselin a protein v jejich obrovské diverzit Nukleotidy a proteiny jsou
linearni polymery, které jsou tieny jednim zakladnim typem vazby mezi jednotlivymi
monomery, takZeritraizné aminokyselingi nukleotidy mohou tviit jen Sest#iznych
trimeni. Na druhou stranu monosacharidy mohouit\adfa nebo beta vazbu
s jakymkoliv uhlikem jiného monosacharidu, coz zna&ere ti rizné hexdzy mohou
tvorit az 27 648iznych trisacharitl Pro vyuZziti této diverzity byva k protéim a
lipidam pripojen jederti vice oligosacharidovyctetézci rizné délky a struktury
(Sebitosyet al., 2006).

Glykoprotein je glykokonjugat, ve kterém je k pobgtidovémuretezci proteinu
kovalentr vazan jedesi vice sacharidl. Na rozdil od sekvenci protéinkteré jsou
primarnim genovym produktem, je struktura glykarmietézce produktem
sekundérnim coz znamend, Ze glykatiggiené k proteifim nejsou kddovanyipmo
v genonomu. Za strukturu glykanovétetzce jsou zodpasdné enzymy, které tyto
glykany modifikuji a pipojuji je k proteirim. Biosyntéza hlavnichit glykamn je u
eukaryot prostoravomezena na endoplazmatickeé retikulum (ER) a Golgparat; v
endoplasmatickém retikulu také dochazi ke kotr&nsla posttranstani modifikaci
proteini. RozliSujeme ¢ typa glykosylace (Obr. 3.5) z nichZz dva néekit¢jSi jsou N-
a O-glykosylace (Varki, 1999).
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Obrazek 3.5: Typy glykosylaci (pevzato ze Spiro, 2002)

N-glykanje cukr kovalentéivazany na asparaginovy zbytek polypeptidového
iettzce N-glykosidickou vazbou. Bylo charakterizovagbtpkovychto tyfi vazeb,

z ¢ehoz vazba N-acetylglukosamin na asparagin jesaadsi. Pro gipojeni N-glykanu
neni dilezity jen asparagin, ale cela aminokyselinova sake Asn-Xxx-Ser/Thr, kde
Xxx muze byt jakakoliv aminokyselina, kranprolinu. Tyto sacharidy jsou velmi
dulezité, protoZe ovliuji celkovou strukturu vzniklého glykoproteinu a oo jeho
vlastnosti jako je konformace, rozpustnéisintigenita.Casto ovliviuji také aktivitu
proteini/enzym.

Vazba N-glykanu na Asn-Xxx-Ser/Thr sekvenci ggcha vnitni strar
membrany endoplazmatického retikula (ER). Bloxorené membranoveé glykoproteiny
zustavaji zakotveny v membr&iR a jen jejicltast je vystavena jeho lumen a
potranslé&né glykosylovana. Glykoproteiny postradajici transrbemovou domeénu
jsou glykosylovany kotransta¢. V ER a Golgiho aparatu naslediochazi k dalSim
Gpravam glykat sérii reakci katalyzovanych glykosiddzami a glykmansferazami.
Produkce a aktivitagtSiny €chto enzyni je citliva na fyziologicky stav a biochemické
vlastnosti prosedi burk, ve kterych glykoprotein vznik&mz je pak dana take

diverzita glykoproteifi v riznych butkach (Varki, 1999).



O-glykanje cukr vazany O-glykosidickou vazbou. Beggji jsou tyto glykany
vazany skriN-acetylgalactosamin (GalNAc) na hydroxylovou skupsedinu nebo
threoninu polypeptidovéhiettzce. O-glykany vazanégs GalNAc byvaji nazyvany
muciny. Kron& mucini existuji dalsi skupiny O-glykdn které mohou byt na serin
nebo/a threonin polypeptidovéheitzce navazanyips:N-acetylfukosaminN-
acetylglukosamin, xyl6zu, mandzu, fuk6zu, galaki@ukdzu a 2,4-diacetamido-2,4,6-
trideoxyhexozu (Spiro, 2002).



4. Material a metody

4.1 Material
4.1.1 Klig’ata

K pokugim byla pouZita plasmaditdruhi klistat —Rhipicephalus
appendiculatus, R. pulchellus a R. sanguineus, ziskanych z interniho chovu
Parazitologického Ustavu Biologického centra Akagewsd v Ceskych Budjovicich
udrzovaného Janem Erhartem. Plazma byla odebidoagsatym (4-5 dni sani)

samicim kligat, sajicich na moatech.

4.2 Metody
4.2.1 Fiprava plasmy

fyziologicky roztok - 0,15 M NaCl

Hemolymfa byla ziskavana z kig po odsiZenic¢asti jejich gednich kodetin
a mirném stisknuti kli&te. Hemolymfu jsem odebiral do fyziologického rdatp
piicemz do 10Qul jsem odebral lymfu z asi 20 kit (zhruba 5QI — fedni 1:3). Snds
jsem nasledhcentrifugoval 10 minutip 14 000 ot./min. a 4°C. Plasma, kterou

piedstavoval odebrany supernatant byla poté skladog@r20°C.

4.2.2 Fiprava erytrocyti

fyziologicky roztok - 0,15 M NacCl
heparinova zkumavka (Deltalab)

Pro pokusy byly pouzity krali i mysSi (Balb/c)xervené krvinky. Krev byla vzdy
odebirdna do zkumavky s heparinem. Nasldnma krev i pokojoveé teplot
centrifugovana 10 minut‘p2000 ot./min. a byl odebran supernatant. Usakerigky
byly poté tikrat promyty fyziologickym roztoken(po kazdém promyti centrifugacé p
2000 ot./min., 10 min., RT). Po posledni centriftidayl odebran supernatant a ke

krvinkam byl gidan fyziologicky roztok tak aby kotiea koncentrace krvinek byla 2%.



4.2.3 Fiprava protilatek proti hemaglutina ¢ni aktivit é (HA)

fyziologicky roztok - 0,15 M NaCl
nekompletni Freudovo Adjuvans (SERVA)

Pro @ipravu protilatek proti HA bylo pouzito 1Qd 2% mysSich krvinek, ke
kterym bylo gidano 87,5ul fyziologického roztoku a 12§l klistéci plazmy. Suspenze
byla ponechana 1 hodintii ppokojové teplat k aglutinaci. Poté byla centrifugovana 5
minut @4 2000 ot./min. a 4 °C a po skieni byl odebran supernatant. Nasketgly
krvinky ttikrat promyty fyziologickym roztokem (po kazdém prgti centrifugace
2000 ot./min., 10 min., 4°C). Po posledni centrdtidoyl odebran supernatant a ke
krvinkdm bylo gidano nekompletni Freudovo Adjuvans v goml:1. Poté bylo 5Ql
suspenze subkuta@imjikovano do inbrednich BALB/c mysi. Imunizaceldy

provadna celko¥ ¢tyrikrat v desetidennich intervalech.

4.2.4 Hemaglutinace a inhibice hemmaglutinace

aglutinani pufr - 20 mM Tris-HCI, 0,15 M NaCl, pH 7,2
mikrotitracni panely typ U (Miles Laboratories, 60 jamek)

Pro stanoveni hemaglutierd aktivity (HA) a inhibici hemaglutinace byly

pouzity mikrotitr&ni panely typ U.

Hemaglutinace

Hemaglutinace byla provéda v mikrotitr&nich panelech pravidelnyfednim
klistéci plasmy (11l) dvojkovouiadou v aglutinenim pufru (1qul). Poté bylo fidano
10ul 2 % suspenze kréich erytrocti a vSe inkubovano 1 hodintii pokojové teplat.
Titr hemaglutin&ni aktivity byl poté vyja#en jako reciproka hodnota nejvyssieokni
vzorku, @i kterém byla je&t zaznamenéna pozitivni aglutimé reakce.

Inhibice hemaglutinace

Pomoci inhibice hemaglutinace byla sledovana vazspecifita lektif kliSteci
plasmy pro jednotlivé inhibitory aglutinace, jinb¥ly: N-acetyl-D-glukosamin, N-
acetyl-D-galaktosamin, N-acetyl-D-manosamin, N-geBtneuraminova kyselina, L-

fukoza, stachyo6za, bovinni submaxilarni mucin (BSpaséi submaxilarni mucin



(PSM) a fetuin. V mikrotitranich panelech bylo viB aglutin&niho pufru dvojkovou
fadouredno Sul 1M roztoki jednotlivych inhibitofi za naslednéhardani 5ul klistci
plasmy n&diné na titr 1,5 a 1@ 2% suspenze krvinek.

Koncentrace inhibitoru ptgbna ke snizeni HA o 50 % byla ¢téna jako

nejnizsi koncentrace inhibitoru schopna zcela iodh HA 1,5.

4.2.5 Polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-RBE)

Tris-glycinovy elektroforézovy pufr - 0,125 M Tri8,96 M glycin, 0,5% SDS
Zaostovaci pufr - 1 M Tris, 0,4% SDS, pH 6,8

Separani pufr - 1,5 M Tris, 0,4% SDS, pH 8,8

10 % APS

TEMED (SERVA)

30 % akrylamid (MERCK)

Protein Molecular Weight Marker (Fermentas)

Prestained Protein Molecular Weight Marker (Ferraght

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

5x Vzorkovy pufr (Fermentas)

Pro separaci proteirkliStéci plasmy na zakladejich molekulové velikosti byla
pouzita polyakrylamidova gelova elektroforéza. Vealprovadna dle Laemmliho
(1970) na gpravenych 8% jednokoncendrach gelech za pouziti Tris-glycinového

elektroforézového pufru. Gely bylyipraveny nésledujicim Zgobem:

Tabulka 2 Jednokoncentrani 8% gel

zaosf¥ovaci gel (5 %) objem (ml) | separani gel (8 %) objem (ml)
30 % akrylamid 0,17 30 % akrylamid 1,3
destilovana voda 0,57 destilovana voda 2,4
zaostovaci pufr 0,25 sepatai pufr 1,25

10 % APS 0,01 10 % APS 0,05
TEMED 0,001 TEMED 0,003




Riprava vzorka pro SDS-PAGE

Klistéci plasma byla redna destilovanou vodou v p@nu 1:5 a nasledn
smichéana s odpovidajicim mnozZstvim 4x koncentrdvaneorkoveého pufru
s redukujicim ginkem (obsahuje DTT) nebo 5x koncentrovaného vaarko pufru
s neredukujicimdinkem (bez DTT ). S&si byly nasled& inkubovany 3 minuty
95°C.

Elektroforéza probihala ve stejnagmem elektrickém poliip 125V. Pro uéeni
molekulovych velikosti byly pouzity proteinove stiamdy.

4.2.6 Blotovaci techniky

0,1% Ponceau S (ROCHE)

PBS - 14 mM NacCl, 0,15 mM KH2PO4, 1,8 mM Na2HPO270mM KCI, pH 7,4
blokujici roztok (AppliChem)

primarni protilatky - kralli imunni sérum proti Dorinu M a proti lektiduricinus
(Laboratd molekularni biologie vektdra patogefi, PaU BC AVCR), mysi imunni
sérum proti HA hemolymfyr. appendiculatus

sekundérni protilatky — (Vector, Invitrogen)

PBS-Tween 20 - 0,05% Tween 20 v PBS

Blotovaci pufr - 20% methanol, 25 mM Tris-base, 18@ glycin

Vyvijeci roztok - 100 mM Tris-HCI (pH 7,2), 0,6 mB|3"- diaminobenzidin, 0,01 %
peroxid vodiku

Pro greneseni elektroforeticky rodeénych proteii na PVDF (polyvinyliden
fluorid) membranu byla pouzita metoda podle Towksinal. (1979) a blotovaci
aparatura Trans-blot (Bio-Rad). Membrana s navanapyoteiny byla naslednpouzita
k identifikaci proteiri specifickymi protilatkami, pagpact pro jodistanové/Schiffovo

barveni a pro barveni za pouZiti lektin

4.2.6.1 Imunobloting
Po greneseni elektroforeticky ro&lénych proteifi na membranu byla

membrana promyta PBS pufrem a 5 minut barvena eézanS. Nasledrbyla
narezana na prouzky a odbarveng&topnym promytim v PBS. Poté byly prouzky
inkubovany 2 hodiny v blokujicim roztoku, promyty?BS a opt inkubovany 3 hodiny
s kralicim polyklonanim sérem proti Dorinu M (1:100), lektihemolymfyl. ricinus

(1:100) nebo s mySim polyklonalnim sérem proti hglotenacni aktivite hemolymfy



klistéte Rhipicephal us appendiculatus (1:200)fedéném v blokujicim roztoku. Prouzky
byly promyty v 0,05% PBS-Tween 20 a inkubovany dliha se sekundarnimi
protilatkami SWAM/Px nebo SWAR/Psedénymi 1:1000 v blokujicim roztoku.
Poslednim krokem bylo promyti proui« 0,05% PBS-Tween 20 a vizualizace
specifickych proteifi vyvijecim roztokem obsahujicim peroxid vodiku. &$ey reakce

probihaly za pokojové teploty.

4.2.6.2 Detekce glykoproteit
Na membranu navdzané glykosylované proteiny bylgkasrany kitem

GelCode® Glycoprotein Staining Kit (Pierce) barvardaloZzenym na Schifféweakci,

které bylo provagho presré podle instrukci vyrobce.

4.2.6.3 Lektinovy afinobloting
Pro ugeni sacharitl, obsazenych v glykanech navazanych na plasmovée

glykoproteiny, byly pouzity lektiny (DIG Glycan Odrentiation Kit, ROCHE)
konjugované se steroidnim haptenem digoxigeninel@)Po geneseni

elektroforeticky rozdlenych proteii na PVDF membranu bylo provedeno sera
jednotlivymi lektiny (GNA, SNA, DSA, MAA, PNA —viznize) a nasledna inkubace s
anti-DIG protilatkami konjugovanymialkalickou fosfatdzou dle postupu,
doporweného vyrobcem. Pailadném promyti membrany byla provedena vizualizace
za pouZziti roztoku NBT/BCIP.

Pivod a specifita jednotlivych lektina

GNA - Galanthus nivalis agglutinin — specificky pro terminalni manosu

SNA - Sambucus nigra agglutnin — specificky pro sialovou kyselinu terdimé

piipojenoua(2-6) ke galaktose nebo N-acetyl-galaktosaminu

MAA - Maackia amurensis agglutinin — specificky pro sialovou kyselinu
termindlre pripojenoua(2-3) ke galaktose
PNA - peanut agglutinin — specificky pro galaktd#d-3)-N-acetyl-
galaktosamin
DSA - Datura stramonium agglutinin — specificky pro galaktéf41-4)-N-
acetyl-glukosamin, N-acetyl-glukosamin



4.2.7 Enzymaticka deglykosylace

Pomoci enzyiin PNGaza F a Endo H (New England Biolabs) byly
deglykosylovany proteiny kli&ti plazmy. Pro reakci s PNGazou F bylo pouzitol8,6
plazmy, 3ul denaturaniho pufru a Jul destilované vody. Sés byla inkubovana 1
hodinu (i 37°C a poté k ni bylofidano 3ul G7 pufru, 3ul NP-40 pufru a 0,5l
PNGazy F.

Pro deglykosylaci enzymem Endo H bylo pro reakeizmm 13,6l plazmy, 1,5
ul denaturaniho pufru a 14,4l destilované vody. Sés byla taktéz inkubovana 1
hodinu i 37°C a nasledhk ni bylo gidano 2ul enzymu Endo H.

Po gidani deglykosylénich enzyni byly smési inkubovany pes noc i 37°C a
nasleds skladovany g -20°C.

4.2.8 Imunoafinitni chromatografie

1% PBS-Tween 20 - 1% Tween 20 v PBS
0.01% PBS-Tween 20 - 0,01% Tween 20 v PBS
magnetické kutiky Dynabeads (Invitrogen)
elueni pufr (Pierce)

Pro purifikaci lektinii, identifikovanych protilatkami proti hemaglutitré
aktivit¢ R. appendiculatus byly pouzity magnetické kulky Dynabeads s navazanym
proteinem G. 50l klisteci plazmy vSechit druhi klist'at bylo inkubovano 3 hodinyip
pokojové teplat s 5pl protilatek proti HAR. appendiculatus, 1ul 1% PBS-Tween 20 a
440l PBS. Poté byla sés pidana k magnetickym kulkam a inkubovana 1 hodindtip
RT. Kuli¢cky s navdzanymi lektiny byly nasletigestkrat promyty v 0,01 % PBS-
Tween. Poslednim krokem bylo uvain lektind navazanych na kdkach pomoci
elueniho pufru.

Purifkované lektiny byly nasledrseparovany na zakladvych molekulovych
hmotnosti metodou SDS-PAGE a barveny za pouzitilmiCoomassie Brilliant Blue
CBB R-250. Obarvené proteiny byly z gelu@gany a analyzovany pomoci hmotnostni

spektrometrie (viz. nize).



4.2.9 Hmotnostni spektrometrie

PageBlue (Fermentas)

40% ACN v 100 mM (NH4)2CO3, pH 8,0

roztok trypsinu - 0,ig/ul trypsinu (Sigma ALdrich) v 9% ACN/100 mM (NH4)2G0
pH 8,0

Zip Tip (Millipore)

50% ACN v 0,1% kyselievmrawi (FA)

C-18 kolor¢ (Waters)

K dalsi analyze plazmovych protéidetekovanych protilatkami proti HR.
appendiculatus a FReR. ricinus aO. moubata bylo pouZzito hmotnostni spektrometrie,
coz je fyzikal chemicka metoda, kterd nam umoje ukit molekulové hmotnosti
molekul a molekulovych fragmetpitevedenych do formy nabityctastic.

Vzorky byly analyzovany Mgr. Petrem Konikem v Ladka¥i strukturni biologie
PfF JU na hmotnostnim spektrometru vybaveném kapadunchromatografii nano

nanoACQUITY-ESI-Q-ToF-PREMIER (Waters).

Proteiny plazmy klig&at R. appendiculatus, R. pulchellus a R. sanguineus
v neredukované i redukované poddiyly pomoci SDS-PAGE ve stejnodmém
elektrickém poli roz8eny na zaklaé svych molekulovych velikosti. Nasletlhyly
barveny za pouZziti barviva PageBlue.

Obarvené proteiny, odpovidajici lekim detekovanym protilatkami byly z
SDS-PAGE gelu viezany, promytyleionizovanou vodou a dvakrat odbarveny v 40%
ACN. Gel byl poté vysuSen v ve vakuu a rehydrov@pl2oztoku trypsinu. Speni
probihalo pes noc i 37°C. Vzniklé peptidy byly nasledrpomoci Spiek Zip Tip
prevedeny do 2@l 50% ACN, roztok byl zahu&h na 10ul a nadedén 10ul 0,1% FA.

Tryptické S€py byly separovany na C-18 kokoa separovany v gradientu 3 —
60% ACN v 0,1% FA, ionizovany metodou ESI a m/z iatg pro jednotlivé peptidy
byly ziskdny v Q-ToF hmotnostnim spektrometru.i\pad potreby byla provedena
MS/MS analyza.

Data byla analyzovana softwarem ProteinLynxGlobal&e2.3 (Waters). Pro
identifikaci peptidi byly pouzity databaze NCBI hypotetickych i ideikiifvanych
proteini ¢lend ¢eledilxodidae a obecna databdze SWISSPROT (obsahujtsinu

znamych protein).



5. Vysledky

5.1 Hemaglutinace a inhibice hemaglutinace

Pro ugeni miry hemaglutirtai aktivity hemolymfy kli$at R. appendiculatus,
R. pulchellus a R. sanguineus byla pouzita 2 % suspenze ki#th cervenych krvinek.
Jak se ukazaloinné hemaglutinace erytrodybylo dosazeno i za pouZziti 192xkné
plazmy a to v fipadt vSech i druhi klistat.

Ke stanoveni vazebné specifity protepiazmy schopnych aglutinovat
cervené krvinky byl proveden test inhibice hemaglatie. Jako inhibitory byly pouzity
sacharidy (N-acetyl-D-glukosamin, N-acetyl-D-gata@dmin, N-acetyl-D-manosamin,
N-acetyl-D-neuraminové kyselina, L-fukosa, staclayasglykoproteiny (BSM -

bovinni submaxilarni mucin, PSM - prassubmaxilarni mucin, Fetuin).

Rhipicephalus appendiculatus

Inhibitor Koncentrace odpovidajici
50% inhibici (mol/l)

N-acetyl-D-neuraminova kyselina 0,0312

N-acetyl-D-manosamin 0,0624

N-acetyl-D-glukosamin 0,125

N-acetyl-D-galaktosamin 0,5

L-fukosa 0,5

Stachyosa 0,5

BSM 0,0312

PSM 0,250

Fetuin 0,5



Rhipicephalus pulchellus

Inhibitor Koncentracedpovidajici
50% inhibici (mol/l)

N-acetyl-D-neuraminova kyselina 0,0312
N-acetyl-D-galaktosamin 0,5
N-acetyl-D-manosamin 0,5

N-acetyl-D-glukosamin -

L-fukosa -
Stachyosa -
BSM 0,0312
PSM 0,5
Fetuin -

Rhipicephalus sanguineus

Inhibitor Koncentracedpovidajici
50% inhibici (mol/l)
N-acetyl-D-neuraminova kyselina 0,0312
N-acetyl-D-manosamin 0,0312
N-acetyl-D-galaktosamin 0,0625
N-acetyl-D-glukosamin 0,0625
L-fukosa 0,250
Stachyosa -
BSM 0,0312
Fetuin 0,0625
PSM 0,250

Vysledky testu inhbice hemaglutinace ukazuji, Zeaharid pati k nejlepSim
inhibitoram HA plazmy vSechit druhi klistat kyselina sialova a dalSi N-acetyl-D-
hexosaminy. Z vybranych glykoprotéise nejlepSim inhibitorem ukéazal byt bovinni
submaxilarni mucin (BSM) a to &pu v3echiti druhi klistat. Specifita lektifi plazmy
pro ostatni inhibitory vykazovala u jednotlivych&kat malé odchylky, které vSak

nebyly nijak zasadni.



5.2 Hriprava protilatek proti hemaglutina éni aktivit € (HA)

Na zaklad faktu, Ze proteiny hemolymfy zkoumanych Ki8aglutinuji mysi
cervené krvinky, byly protigmto lektinim hemolymfy kliS&te Rhipicephalus
appendiculatus vytvoreny mysi polyklonalni protilatky. Specifitéchto protilatek byla
otestovana na hemolyi¥Sech ti druhi klist'at.

170 kDa Obrazek 1: Detekce proteiri

plazmy protildtkami proti HA R.

130 kDa appendiculatus.
1 - znaeny molekulovy standard,
95 kDa 2 - neredukovany vzorek plazmy k&
R .appendiculatus,
72kba 3 - neredukovany vzorek plazmy kk&
R. pulchellus,
4 - neredukovany vzorek plazmy ki#&
55 kDa R. sanguineus,

43 kDa

34 kDa

26 kDa

Za pouziti ¥&chto protilatek byly i imunoblotovani neredukovanych vzérglazmy
klistat R. appendiculatus, R. pulchellus aR. sanguineus detekovanyit proteiny.
Nejsilrgji byl rozpoznavan protein o velikosti 75 kDa. €ca slabsi byl signal u
proteinu o velikosti 58 kDa. Velmi slalbyl rozpoznavan protein o velikosti 180 kDa.



5.3 Imunobloting

K detekci fibrinogenu podobnych protéim plazné klistatR. a., R. p.,aR. s.

byl proveden Western blot, elektroforézou réledych proteif plazmy a nasledné

imunozn&eni pomoci protilatek proti fibrinogenu podobnynoteinim kliStte Ixodes

ricinus a kli¥akaOr nithodor os moubata.
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Obrazek 2: Detekce lektini
protilatkami proti FReP . ricinus.
1- zn&eny molekulovy standard,

2 - neredukovany vzorek plazmy ki
R .appendiculatus,

3 - redukovany vzorek plazmy kl&e F
.appendiculatus,

4 - neredukovany vzorek plazmy kk&
R. pulchellus,

5 - redukovany vzorek plazmy kl&e F
pulchellus,

6 - neredukovany vzorek plazmy ki
R. sanguineus,

7 - redukovany vzorek plazmy kl&e F
sanguineus

Obrazek 3: Detekce lektini
protilatkami proti FReP O.
moubata.

1- zna&eny molekulovy standard,

2 - neredukovany vzorek plazmyi&tte
R .appendiculatus,

3 - redukovany vzorek plazmy kl&e F
.appendiculatus,

4 - neredukovany vzorek plazmy ki
R. pulchellus,

5 - redukovany vzorek plazmy kl&e F
pulchellus,

6 - neredukovany vzorek plazmy kit
R. sanguineus,

7 - redukovany vzorek plazmy kl&e F
sanguineus

Protilatky proti FReR. ricinus (Obr. 2) iO. moubata (Obr. 3) rozpoznavaly u

neredukovanych i redukovanych vzonSech i druhi klistat protein o velikosti 75



kDa. Dale byl detekovan protein o velikosti 180 kRiery byl silré rozpoznavan jen u
neredukovaného vzorkR pulchellus. U ostatnich vzork byl tento protein rozpoznavan

velmi slalg.

5.4 Detekce glykoproteir

K ovéreni, zda jsou identifikované proteiny, rozpoznavaratilatkami proti
FRePI. ricinus aO. moubata a protilatkami proti HA plazm{R. appendiculatus
glykosylované, bylo provedeno barveni glykoproigiodle Schiffa.
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Obréazek 4: Detekce
glykoproteinii.

1- zn&eny molekulovy standard,
2 - neredukovany vzorek plazmy
kliStéte R. appendicul atus,

3 - redukovany vzorek plazmy
kliStéte R. appendicul atus,

4 - neredukovany vzorek plazmy
kliStéte R. pulchdllus,

5 - redukovany vzorek plazmy
kliStéte R. pulchdllus,

6 - neredukovany vzorek plazmy
kliStéte R. sanguineus,

7 - redukovany vzorek plazmy
kliStéte R. sanguineus

260 kDa
140 kDa
100 kDa

701D

0kDa

25 kDe

15 kDa
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Na zaklad pozitivni reakce ghem barveni glykoprotein kterou poskytovaly
detekované proteiny o velikosti 58 kDa a 180 kDa'ggmé, Ze jsou tyto lektiny
glykosylované. Negativni reaka@li mozna nepitomnost glykan, byla pozorovana u

proteinu o velikosti 75 kDa.

5.5 Enzymaticka deglykosylace



Fakt, Ze jsou lektiny hemolymfy kitidt R. appendiculatus, R. pulchellus aR.
sanguineus glykosylované byl potvrzentpdchozim barvenim glykoprotéimpodle
Schiffa. Pro dalSi charakterizaci protigidetekovanych protilatkami proti
hemaglutinani aktivitt hemolymfy byla provedena enzymaticka deglykosytackto
proteini glykosidazami PNGasou F a Endo H. Proteiny bybled® separované
pomoci SDS-PAGE,fgneseny na PVDF membranu a detekovany pomocigisitil
namienych proti HA hemolymfyR. appendiculatus. Tato reakce mi umoznila &it

podil glykari na molekulové hmotnosti glykosylovanych protein

170 kDa
130 kDa
»5kDa

T2kDa

55 kDa
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Obrazek 5: Detekce deglykosylovanych proteiin plasmy protilatkami proti HA.

1 - znaeny molekulovy standar@,- deglykosylovana plaznfa appendiculatus enzymem
Endo H,3 - deglykosylovana plaznfa appendiculatus PNGasou F4 - plazmaR.
appendiculatus, 5 - deglykosylovana plazmR sanguineus enzymem Endo Hj -
deglykosylovana plaznmi. sanguineus PNGasou F7 - plazmaR. sanguineus

V hemolym# klist'at R. appendiculatus aR. pulchellus byly identifikovany dva
proteiny o molekulovych hmotnostech 75 kDa a 58.RDaeredukovaném vzorku
obou klig'at deglykosylovanych enzymem PNGasou F nebyl tprdtlatkou
detekovan zadny proteintiRleglykosylaci enzymem Endo H byl v neredukovanych



vzorcich plazmy kligatRa. aR.s. identifikovan protein o molekulové hmotnosti 56
kDa.

5.6 Lektinovy afinobloting

Pro ugeni vazebné specifity protéitnemolymfy a zaroveblizSi ugeni a
charakterizaci vazanych glykabylo pouZzito navazani zéanych lektirii (GNA, SNA,
MAA, PNA, DSA).

Obrazek 6: Lektinobloting — lektin
GNA.

1- zn&eny molekulovy standard,

2 - neredukovany vzorek plazmy kit
R .appendiculatus,

3 - redukovany vzorek plazmy kl&e F
.appendiculatus,

4 - neredukovay vzorek plazmy kligte
R. pulchellus,

5 - redukovany vzorek plazmy kl&e F
pulchellus,

6 - neredukovany vzorek plazmy ki
R. sanguineus,

7 - redukovany vzorek plazmy kl&e F
sanguineus
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Obrazek 7: Lektinobloting — lektin
A SNA.
. 1- zn&eny molekulovy standard,
2 - neredukovany vzorek plazmy
12ioa klistéte R .appendiculatus,
o5 0n 3 - redukovany vzorek plazmy kl&e F
appendiculatus,
45408 4 - neredukovany vzorek plazmy k&
R. pulchellus,
5 - redukovany vzorek plazmy kl&e F
34 kDa
pulchellus,
26 kDA 6 - nere(_JIukovany vzorek plazmy ki
R. sanguineus,
7 - redukovany vzorek plazmy kl&e F
sanguineus
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55 kDa

43 kD

24 kla

26 kD



170 kDa
130 kDa

95 kDa

72 kDa

55 kDa

43 kDa

Obrazek 8: Lektinobloting — lektin
MMA.

1- znaeny molekulovy standard,

2 - neredukovany vzorek plazmy kit
R. appendiculatus,

3 - redukovany vzorek plazmy kl&e F
appendiculatus,

4 - neredukovany vzorek plazmy kk&
R. pulchellus,

5 - redukovany vzorek plazmy kl&e F
pulchellus,

6 - neredukovany vzorek plazmy ki
R. sanguineus,

7 - redukovany vzorek plazmy kl&e F
sanguineus

Obrazek 9: Lektinobloting — lektin
PNA.

1- zn&eny molekulovy standard,

2 - neredukovay vzorek plazmy kligte
R. appendiculatus,

3 - redukovany vzorek plazmy kl&e F
appendiculatus,

4 - neredukovany vzorek plazmy kk&
R. pulchellus,

5 - redukovany vzorek plazmy kl&e F
pulchellus,

6 - neredukovany vzorek plazmy kit
R. sanguineus,

7 - redukovany vzorek plazmy kl&e F
sanguineus

Obrazek 10: Lektinobloting —
lektin DSA.

1- zna&eny molekulovy standard,

2 - neredukovany vzorek plazmy k&
R. appendiculatus,

3 - redukovany vzorek plazmy kl&e F
appendiculatus,

4 - neredukovany vzorek plazmy ki
R. pulchellus,

5 - redukovany vzorek plazmy kl&e F
pulchellus,

6 - neredukovany vzorek plazmy kit
R. sanguineus,

7 - redukovany vzorek plazmy kl&e F
sanguineus



Detekované proteiny o velikosti 58 kDa a 180 kDaifpné reagovaly se vSemi
péti specifickymi lektiny (GNA, SNA, MAA, PNA, DSA)Protein o velikosti 75 kDa
reagoval pouze s lektinem GNA.

5.7 Hmotnostni spektrometrie

Plazmové proteiny s hemaglutima aktivitou byly z hemolymfy vSechitdruhi klist'at
purifikovany pomoci imunoafinitni chromatografi®o separaci SDS-PAGE
elektroforézou a obarveni PageBlue byly viditelnd@tginy s molekulovou hmotnosti
kolem 210 kDa (viz obr. 11).
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Obrazek 11: SDS-PAGE purifikovanych proteini imunnoafinitni chromatografii.

1 - plazmaR. a, 2 — purifikované proteinyR. a., 3 — flow-throughR. a., 4 - plazmaR. p., 5 -
purifikované proteinyR. p., 6 — flow-through R. p., 7 - plazmaR. s., 8- purifikované proteinyRr.
s., 9 — flow-throughR. s.

Izolované proteiny (Obr.11) byly z geluiegany a budou analyzovany
hmotnostni spektrometrii (MS).



Proteiny plazmyR. appendiculatus, odpovidajici proteiim detekovanym
protilatkami proti lektim I. ricinus, O. moubata a hemaglutinéni aktivit¢ R.
appendiculatus byly po separaci SDS-PAGE za redukovanych i néw@ganych
podminek vyezany z gelu a podrobeny MS analyze. Vysledky M@yay jsou
uvedeny v tabulce 1.

Obrazek 1z: Proteiny plazmyr.
appendiculatus.

1 — zn&eny molekulovy standard
2 — neredukovana plazma

3 — redukovana plazma

T0kDa
60 kLa

Tabulka 1: MS analyza proteinR.a.

a1 kba

Vzorek Pokryti [%] Protein

13,5 HLGP
Neidentifikovano
Neidentifikovano
Neidentifikovano
Neidentifikovano

29,65 Serpin

26,88 Serpin

40 FDa

N O oA WN P

V plazme kliStéte R. appendiculatus se podélo identifikovat dva proteiny a to
hemolipoglykoprotein (vzorek 1), u kterého bylal@pana O-glykosylace (sekvence
analyzovaného proteinu s vyzeaymi misty O-glykosylace uvedenaiilpze) a serpin
(vzorky 6 a 7).



MS analyza byla provedena i u dalSich plazmovyciemi, tentokrat u vdech
tii druhi klistat. Vysledky MS analyzy jsou uvedeny v tabulce 2.

200 kDa
150 kDa

120 kDa

100 kDa

50 kDa

40 kDa

30 kDa

Obrazek 12: SDS-PAGE proteihRa., R.p., Rs.

1- zna&eny molekulovy standar@,- neredukovany vzorek plazmy kit R.
appendiculatus, 3 - redukovany vzorek plazmy klé&e R. appendiculatus, 4 -
neredukovany vzorek plazmy ki R. pulchdllus, 5 - redukovany vzorek plazmy
kliStéte R. pulchellus, 6 - neredukovany vzorek plazmy kit R. sanguineus, 7 —
redukovany vzorek plazmy kl&e R. sanguineus

Tabulka 2: MS analyza proteinRa., Rp., Rs.

Pokryti Pokryti

Vzorek  [%] Protein Vzorek  [%] Protein
1 11,95 HLGP 13 Neidentifikovano
2 9,5 HLGP 14 Neidentifikovano
3 8,4 HLGP 15 5 HLGP
4 3,2 HLGP 16 Neidentifikovano
5 2,5 HLGP 17 Neidentifikovano
6 5,1 HLGP 18 Neidentifikovano
7 5,1 HLGP 19 Neidentifikovano
8 8,5 HLGP 20 17,6 HLGP
9 21,6 Serpin 21 7,5 HLGP
10 34,1 Serpin 22 5,3 HLGP
11 4,2 HLGP 23 20 Serpin
12 Neidentifikovano 24 26,1 Serpin




Vysledky MS analyzy ukazuji, Ze jednim z protgirozeznavanych protilatkami
proti lektinim I. ricinus, O. moubata a HA R. appendiculatus je hemolipoglykoprotein.
U hemolipoglykoproteinu kligte R. sanguineus (vzorek 20) byla prokazana O-
glykosylace (sekvence analyzovaného proteinu u\eedetiloze). Dihy z nalezenych

protein, serpin byl prokazan pouze u K&$R. appendiculatus a R. sanguineus.



6. Diskuse

Cilem této prace bylo potvrditipomnost lektiti v hemolymé klistat R.
appendiculatus, R. pulchellus a R. sanguineus, tyto proteiny identifikovat a pomoci

biochemickych metod charakterizovat.

Hemaglutinaéni aktivita

Obecnou vlastnosti lekiine schopnost aglutinovat erytrocyty. Tato vlastnos
byla prokadzana ndjklad u lektini klistakaOrnithodoros moubata (Grubhofferet
Kovat, 1998) a kligat Dermacentor marginatus (Dupejova, 2008),xodes ricinus
(Grubhofferet al., 1991, Uhli et al., 1996) a tak&hipicephal us appendicul atus
(Sebitosiet al., 1998) aRhipicephalus pulchellus (Sebitosi, 2006).

V testu hemaglutinani aktivity plazmy kligat R. appendiculatus, R. pulchellus
a R. sanguineus provagném na kratiich krvinkach byla ugchto kligat prokdzana
pritomnost lekti. Uginné hemaglutinace erytroéybylo dosazeno i za pouziti 192x
fedné plazmy a to vifpact vSech iti druhi klistat. To se neshoduje s vysledky
Sebitosiho (2006), ktery v pokusu s k&t krvinkami pozoroval mnohem vySsi
hemaglutinani aktivitu plazmy kligtte R. appendiculatus v porovnani s kligtemR.
pulchellus.

Inhibice hemaglutinace

K ur¢eni vazebné specifity protéinschopnych aglutinovat erytrocyty byl
proveden test inhibice hemaglutinace. Pro pokusg ja{o inhibitory pouzity
monosacharidy, oligosacharidy i glykoproteiny. dakukazalo, neftSi vazebnou
specifitu maji proteiny ke kysebrsialové. NejlepSimi inhibitory se tedy staly N-te
D-neuraminova kyselina a vysoce sialovany glykogiroBSM. Stejné vysledky byly
pozorovany u plazmovych protéiklistakaO. moubata (Kovér et al., 2000) a klisite
D. marginatus (Dupejova, 2008). Dobré inhilni vlastnosti vykazovaly také pouzité N-
acetyl-D-hexosaminy, coz bylo také prokdzano umékt ricinus, O. tartakovskyj, O.
papillipes a Argas polonicus (VereSet Grubhoffer, 1990; Grubhoffest Mat'ha, 1991;
Grubhofferet al., 1991).



Protilatky proti HA a imunobloting

Pro bliZ8i charakterizaci plazmovych protelyyly vytvoreny protilatky proti
hemaglutinani aktivit¢ kliStéte Rhipicephal us appendiculatus. Ty rozeznavaly u vSech
téi klist'at fi proteiny o velikostech 180 kDa, 75 kDa a 58 kDa.

Proteiny o velikosti1l80 kDa a 75 kDa byly také rozpavany protilatkami
pripravenymi proti fibrinogenu podobnym protéim klis&te . ricinus a klig'dkaO.
moubata. To by mohlo znamenat, Ze tyto dva proteiny, stgko protein izolovany
z kli'akaO. moubata Dorin M (Kové& et al., 2000), obsahuiji fibrinogenu podobnou
doménu. Za pouZziti techto protilatek byly identifildny fibrinogenu podobné proteiny
také u kliskte Dermacentor marginatus. DMFREP1 (36 kDa), DMFREP2 (79 kDa),
DMFREPS3 (80 kDa) a DMFREP4 (177 kDa) (Dupejova,&00

Schiffovo barveni glykoproteini

DalSi metodou, poskytujici nam informaci o vlasteok identifikovanych
proteini bylo Schiffovo barveni, na jehoZ zaktdde ukit, zda jsou nagchto
proteinech vazané glykany. Jak barveni ukazaldeprpo velikostech 58 kDa a 180
kDa jsou #ejme¢ glykosylované. Protein o velikosti 75 kDa nedgvatitivni reakci,
modifikace tohoto proteinu byla ale potvrzena daijiokusy. Glykosylace plazmovych
protein byla také potvrzena u ktidkaO. moubata (Kovér et al., 2000) a kligite D.
marginatus (Dupejova, 2008).

Enzymaticka deglykosylace

Pro dalSi charakterizacidhto lektini plazmy kli¥at R. appendiculatus a R.
sanguineus byla provedena enzymaticka deglykosylace vigilazmy obou kligat
glykosidazami PNGasou F a Endo H. U vZosipenych glykosidazou PNGasa F,
ktera odstrauje celou molekulu N-glykanvazanych na proteiny, nebyly protilatkami
detekovany Zzadné proteiny. Protilatky proti IRAappendiculatus jsou tedy nanteny
proti epitogim, pravépodobr tvorenym glykany &asti identifikovanych protein Po
odstrargni vSech &chto glykani glykosidazami nejsou protilatky schopny rozpozged
proteiny. Vzhledem k tomu, Ze byl protein o velikd® kDa, stejt jako proteiny o
velikosti 58 kDa a 180 kDa, protilatkami rozpoznayéduze ped deglykosylaci



plazmy, Ize usuzovat na to, Ze je i tento protéykasylovan. U vzorku §peného
enzymem Endo H, ktery z protéindSEpuje N-glykany a ponechéva z nich jen
posledni navazanou sacharidovou jednotku (N-a@iylukosamin), byl detekovan
protein o velikosti 56 kDa. Velikost modifikace b proteinu je tedyiiblizné 2 kDa
C0Z naznéuje pritomnost takzvaného ,truncated* glykanu. Podobnéksiry byly
nalezeny u plazmovych lekfirO. moubata (Manet al., 2008) &D. marginatus
(Dupejova, 2008).

Lektinovy afinobloting

Pro ugeni sloZeni glykantti identifikovanych proteifa bylo provedeno jejich
zna&eni vybranymi lektiny. Jak ukazuji vysledky pokuprotein o velikosti 75 kDa
reagoval pouze s lektinem GNA, lektinem specifickyra terminalni manozu. DalSi
dva proteiny o velikostech 58 kDa a 180 kDa reatyos@ vSemi pouzitymi lektiny, coz
znamena, Ze obsahuji N-glykany s terminalni mandiedtin GNA), sialovou kyselinu
terminalré ptipojenou ke galaktdze nebo N-acetyl-galaktosamiid4, SNA), ale také
O-glykany s terminakhvazanou galakt6zou (PNA, DSAJ vysled: je patrné, Ze
proteiny nesou mimo jiné glykany s vysokym podile@ndzy, coz bylo prokdzano u
lektind plazmyO. tartakovski (Grubhoffer et al., 19911). moubata (Man et al., 2008) a
D. marginatus (Dupejova, 2008).

Hmotnostni spektrometrie

Pomoci této metody byl jako jeden z proteiragujici s protilatkami
proti hemaglutinani aktivitt prokazan hemelipoglykoprotein. Tento protein byl
detekovan u kligat R. appendiculatus, R, pulchellus aR. sanguineus.
Hemelipoglykoproteiny jsou u kkat spojeny s transportem a zpracovanim hemu,
ziskaného z hemoglobinu hostitelské krve. Také&astai ochrany tkani vektoraqul
oxidaci/redukci zf;sobenou hemem (Oliveigt al., 1999). Takové proteiny byly
identifikovany a blize popsany nididad uOrnithodoros parkeri neboDer macentor
variabilis (Guderaet al., 2001). MS analyza poukazala na O-glykosylaci
hemelipoglykoproteinu v plaz&R. appendiculatus aR. sanguineus. N-glykosylace
dosud nebyla prokazanaieBné struktura glykdne i nadale pedmétem studia.

U klistat R. appendiculatus aR. sanguineus byl v plazng jako dalSi protein
reagujici s protilatkami proti HA prokazan serpmtein o molekulové hmotnosti 45

kDa. Inhibitory serinovych proteaz (serpins - senmoteinase inhibitors) jsou proteiny



s riznou funkci dastnici se hemaglutinace, fibrinolyzy, #anci programované
burg¢né smrti. Tyto proteiny o molekulové hmotnosti m&@i50 kDa byly
identifikovany u zufat, rostlin ale také u vir(Patson, 2000). U kli&e R.
appendiculatus byly identifikovany a charakterizovaryyii serpiny (RAS -1, -2, -3, -4)
(Mulengaet al., 2002). Serpiny RAS-1, RAS-2 a RAS-4 byly detekoy pouze ve
slinnych Zlazach. Serpin identifikovany v této prédpovida serpinu RAS-3,
exprimovanému ve vSech tkanich Kitét Glykosylace tohoto proteinu nebyla
hmotnostni spektrometrii prokazana. Na strukturaoldifikujicich glykar se nadéale

pracuje.



7. Zaver

Cilem této prace bylo identifikovat a biochemickymetodami charakterizovat
lektiny v hemolymé tii druhi klistat roduRhipicephalus. Lektiny byly identifikovany
za pouziti specifickych protilatek proti lektim z jinych kli¥at a gipravenymi
protilatkami proti hemaglutiriai aktivitt hemolymfy kliS¢te R. appendiculaltus. U
identifikovanych lektiti byla sledovanaiftomnost a typ glykosylaci a vazebna specifita
pro mizné sacharidy a glykoproteiny.

Pritomnost lekti v hemolyg klistat Rhipicephalus byla prokdzana schopnosti
plazmy vSechit druhi klistat aglutinovat kradii cernené krvinky. Na zakl&dnhibice
hemaglutinace prové&dé pomoci monosachaiidoligosacharid i glykoproteini se
ukazalo, Ze lektiny maji nejtsi specifitu pro kyselinu sialovod &e formeg
monosacharidu (N-acetyl-D-neuraminova kyselitiaglykoproteinu (BSM).

Pomoci specifickych protilatek proti lektim hemolymfy kligat O. moubata, |.
ricinus a proti HAR. appendiculatus byly v hemolymég vSech iti druhi klistat R.
appendiculatus, R. pulchellus aR. sanguineus identifikovany proteiny o velikostech 180
kDa, 75 kDa a 58 kDa. U vSedf lektint byla pomoci lektinového afinoblotu
potvrzena modifikace glykany s vysokym obsahem rmgnBo provedeni enzymatické
deglykosylace plazmy klifat byla u proteinu o velikosti 58 kDa zjiga modifikace o
velikosti zhruba 2 kDa coz nasituje pritomnosti takzvaného ,truncated” glykanu.

Hmotnostni spektrometrii byl jako jeden z proteieagujicich s protilatkami
proti HA hemolymfy prokazan hemolipoglykoproteintdhoto proteinu byla
negimymi (Schiffovo barveni, lektinovy afinoblotingneymaticka deglykosylace) a
piimymi (hmotnostni spekrometrie) analytickymi metmd@arokazana O-glykosylace.
U klistat R. appendiculatus aR. sanguineus byl jako dalSi protein reagujici

s protilatkami proti HA hemolymfy prokazan serpin.
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9. Priloha

Piiloha 1

Aminokyselinova sekvence hemelipoglykoproteinuaracentor variabilis.
Podtrzeny jsou fragmenty identické v MS spektrestzarkucislo 1 (tabulka 1; kapitola
5.7 Hmotnostni spektrometri€jervers jsou zobrazena pragplodobrg O-
glykosylovana mista tohoto proteinuRuappendicul atus.

>@i|89954505|gb|ABD83654.1| hemelipoglycoprotegcprsor [Dermacentor
variabilis]
MRVLWLSLLVAAASGFEVGKEYVYKYKGTLHVANPEQPLQASGIAFRTKLIVQ
PKPDGTHFK IVNFEADSFNSEQIDVAHHEFNYAANPNAAGDLEHPFAGKFDEG
KLEEFSIGKNEQLWVRNLKKGVLSLFOLDLVKG RHEHHDDKGYHVKEDGLH
GPCDTLYIVHEEEHDYIEVTKVKNLDKCDHEHYSFYGHQKEYQCVKCEALATY
PHTATSEVYYELKGTAQHYVIGHAWGESAQLFKPHGEGKQFHVLLNRTLDLEE
EHDAATTDTTLVEAGEKEHSLAQEFPETHELENPEELKRPNRLVTHFGLLRKE
NFVEGLKKLAHIEYGDEDIKEIDNKESGSLLFLMLFHNFLTFSYDDINDVY QNH
VLTAPEDIKDSLRHVFLDLLAAAGLNPHVTYGLNLIKHNELSVDDADRFYN KL
HLNLKE VSPALLREIADSCKSDAVKSHREIWTSCKL AASAIAGGKGCKYAHDT
HEEDKGTCSPEIVSHFFNYSVTPKDVEHEPEYESTVFIRSAGNLGTHKALH_ER
FIYPKWHANEHKRMAALWALKQ AAKHHPELARSIALPVFHNTSEPSEVRIAAL
LVVVVTNPDLYVLRHIGLEVLSDPSDQVVAFVISAFRALANSKYPCHKEIA QHL
RYVLPLWETNPRFRKPIDRASSHLLISSGYNPKYDYGGLTLVEMKSHDSYLPR
NLYIHM KDYVAGHSTDTVAFSFESWGLDKV_FNRLVGPOPGSTKNLWNFMG
RRRFPRDASAKERKEIEDALHIHDREYDPVYARMSLSVFGKAVDSWDFDE®&RD
AIKSKDAPEKTAEKLLGKALRKKTFYLSHDMTYLNPTELGVPVFFDFKQAE FIY
ANREKIDVTHGDNAEIHLDVKRHYLYES RTOOMLGFAWTEFSRSSLGSGYDAR
TVISWPLDLKVTLAPLEGKLSLNRPLHLPWNAINHHFHPFTFNMPYDLTQDHAN
AITEITANQKPLYRQDELLEFDRRYFGDVEGVAMNVKGH LIKRGLHSGLDEFY
HQMTLRERLYYITINPHWHPRNVKLYFEPAGDAP TKE MDIDIAYKFLEPDDER
HSHFKVHDQIGDDTEVPSTHVLNIDVNFKGDAKERKVATEFRYSFNHDLFNHK
LQFFYDRTPFRSNDQEGTKICLEASAKFPKPDWSRVKNLATFYQGKHIDANDI
HYGSSCEGQSSISIHGQYTHTDKDEEQLVNAAAGKPITGNLRYNGLHRMARC
NAGREHGIPFNYYCMKFLRHSSRLAKLTADVEWKNYKPLLNKLLPLHTKYH AL
RPEHGGFFGIIRSHFTGENGKLHLVSQVPWWDKDKPHTDIVITTEDGOHFEKH
WNVPTFSHMLEPRAFSSLGYSNIAEYAKQYRHRHCDLQKLSLRTFDGSLVQPE
TDCYKVVTRDCSPNKRFLVMARSTNNPSLTKALKVFIHTTKLEILPVTEDSGLIV
RVDGNKVDVVPERPYSHTDHDVELFEVRTREKWFEVTSKSYGIYLTFNGNLFI

QTAPFYRGKLCGLCGDYNLDRN HELSGPDGHLYNSTLEFA SYVVPSPDCHP
PTH
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Priloha 3

Aminokyselinova sekvence hemelipoglykoproteinuaracentor variabilis.
Podtrzeny jsou fragmenty identické v MS spektrestzarkucislo 20 (tabulka 2;
kapitola 5.7 Hmotnostni spektrometri€erverg jsou zobrazena pragpodobr O-
glykosylovana mista tohoto proteinuRusanguineus.

>gi|89954505|gb|ABD83654.1| hemelipoglycoprotegcprsor [Dermacentor
variabilis]
MRVLWLSLLVAAASGFEVGKEYVYKYKGTLHVANPEQPLQASGIAFRTKLIVQ
PKPDGTHFKI VNFEADSFNSEQIDVAHHEFNYAANPNAAGDLEHPFAGKFDEG
KLEEFSIGKNEQLWVRNLKKGVLSLFOLDLVKG RHEHHDDKGYHVKEDGLH
GPCDTLYIVHEEEHDYIEVTKVKNLDKCDHEHYSFYGHQKEYQCVKCEALATY
PHTATSEVYYELKGTAQHYVIGHAWGESAQLFKPHGEGKQFHVLLNRTLDLEE
EHDAATTDTTLVEAGEKEHSLAQEFPETHELENPEELKRPNRLVTHFGLLRKE
NFVEGLKKLAHIEYGDEDIKEIDNKESGSLLFLMLFHNFLTFSYDDINDVY QNH
VLTAPEDIKDSLRHVFLDLLAAAGLNPHVTYGLNLIKHNELSVDDADRFYN KL
HLNLKEVSPALLREIADSCKS DAVKSHREIWTSCKLAASAIAGGKGCKY AH
DTHEEDKGTCSPEIVSHFFNYSVTRDVEHEPEYESTVFIRS AGNLGTHKALHY
LERFIYPKWHANEHKRMAALWALKOQAAKH HPELARSIALPVFHNTSEPSEVRI
AALLVVVVTNPDLYVLRHIGLEVLSDPSDQVVAFVISAF RALANSKY PCHKEIA
QHLRYVLPLWETNPRFRKPIDRASSHLLISSGYNPKYDYGGLTLVEMKSHDSY
LPRNLYIHMKDYVAGHSTDTVAFSFESWGLDKY _FNRLVGPQPGSKNLWNF

MGRRRFPRDA SAKERK EIEDALHIHDREYDPVYARM SLSVFGKAVDSWDFD
ESILDAIKSKDAPEKTAEKLLGKALRKKTFYLSHDMTYLNPTELGVPVFFD FKQ
AEFIYANRE KIDVTHGDNAEIHLDVKRHYLYESRTQOQMLGFAWTFSRSSLGSG
YDARTVISWPLDLKY TLAPLEGKLSLNRPLHLPWNAINHHFHPFTEFNMPYDLT
QDHANAITEITANQKPLYRQDELLEFDRRYFGDVFGVAMNVKGHLIKRGLHSG
LDEFYHOMTLRE RLYYITINPHWHPRNVKLYFEPAGDAPTKEMDIDIAY KELE
PDDERHSHFKVHDQIGDDTEVPSTHVLNIDVNFKGDAKERKVATEFRYSFNHD
LEFNHKLQFFYDRTPFRSNDQEGTKICLEASAKFPKPDWSRVKNLATFYQGHKID
ANLDIHYGSSCEGQSSISIHGQYTHTDKDEEQLVNAAAGKPITGNLRYNGHRM
ALQCNAGREHGIPFNYYCMKFLRHSSRLAKLTADVEWKNYKPLLNKLLPLHTK
YHALRPEHGGFFGIIRSHFTGENGKLHLVSQVPWWDLKDKPHTDIVITTEBGQH
FKHWNVPTFSHMLEPRAFSSLGYSNIAEYAQYRHRHCDLOKL SLRTFDGSLV
QLPETDCYKVVTRDCSPNKRFLVMARSTNNPSLTKALKVFIHTTKLEILPVTED
SGLIVRV DGNKVDVVPERPYSHTDHDVELFEVRTREKWFEVTSKSYGIYLTFN
GNLLFIQTAPFYRGKLCGLCGDYNLDRNHELSGPDGHLYNSTLEFASYVVPSP

DCHPPTH




Pragursor mass 1853 8421, eharge 2.08

Zaznamy vybranych MS spekter identifikovanych tighogch S€pu u vzorkucislo 20

(tabulka 1; kapitola 5.7 Hmotnostni spektrometrie.)

Priloha 4
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