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1. Uvod a literarni fehled

Klistata jsou ektoparazité sajici krev idamych obratlovcich &etné ¢lovéka. V Evrogg
se &zn¢ vyskytuje klis€ obecné Ixodes ricinus), které je hlavnim jfgnaséem zavaznych
onemocgn. Fikladem jsou kliBova encefalitida a lymska borelioza (Nuttall 199%ato
onemocgni maji velky medicinsky i veterinarni dopad, prigstudium vztah klistat, jejich
patogeri a hostitelh - obratlovd, savaé a c¢loveka dilezité. Farmakologicky aktivni latky
obsazené ve slinach a slinné Zlazy jsou vyznammétoze usnatlji sani klisite a
zprostedkovavaji penos patogenz kliSgte do hostitele.

Glykoproteiny se &astni dilezitych proces, nagiklad komunikace a rozpoznavani
mezi buikami a to jak u obratlovg tak i bezobratlych. #esto SirSi znalosti o glykoproteinech
hmyzu nebo rostlin chybi. Informace o glykanech Igkaproteinech kligat jsou tensf
nulové. Jejich vyzkum d¥e pgispst k pochopeni celéady proces, nagiklad penos a
uchyceni patogenve slinnych zlazach.

V nasi laborath byla zkoumana ifitomnost glykosylovanych protdinve slinnych
Zlazach kligtte |. ricinus pomoci afinitni vazby s lektiny. Ngezech SZ byly detekovany
sacharidy p-galakt6za, N-acetylagalaktosamin, N-acetylglukaiseaD-mandza) a v malych
mnozstvich byla fitomna také kyselina sialovd (Vancova a kol. 20@BlSim studiem
v oblasti glykoprotein klistat bych chila prispét k vSeobecnému poznani glykobiochemie u

klistat a napomoci pochopeni vzajemnych vitatezi hostitelem/vektorem/patogenem.



1.1 KIliSt Ixodes ricinus
Klistata (xodidae) spolu s klisaky (Argasidae) pati doiadu roztei (Acari). Tyto dw

skupiny se navzajem odliSuji vzhledem, Zivotnim leyk i prostedim, ve kterém Ziji.
Klistata rodulxodes jsou obligatni krev sajici parazité obratlove tihostitelskym cyklem,
ktery zahrnuje drobné savce, ptaky, vysokoérzeobytek a nahodn ¢loveka. Kazde zert
stadii (larva, nymfa i dosfec) saji na hostiteli krev. Po dokami s&ni opousti hostitele a
premeénuji se do dalSiho vyvojového stadia. Dédpsamice kli&te saje krev hostitele a
ziskanou energii vklada do produkce velkého mndzstyicek, ktera naklade v podrostu
vegetace.

VSechna stadia kifat mizeme nachazet v podrostu a v tranesich a na okrajich luk s
vhodnou vihkosti a teplotou. Jejich hojnost zamaip@tu dostupnych hostitélpotrebnych
k dokorteni jejich cyklu. Kligata se vyskytuji celotme, ale kvli vhodnym podminkam, je
¢lovék negastji zaznamenavaipdevsim na j& a na podzim. Kli&ta vylézaji na stébla trav
a ¢ekaji na potencialniho hostitele, na kterého isehpti. Na hostiteli vyhledavaji vhodné
misto k sani, kde piftznou pokozku hostitele chelicerami. Po vsunutidsgpmu a chelicer
do rany se pomoci Zmych h&ka hypostomu a vykovaného cementu upevni v & akto
prichyceni pokrauji v sani krve a produkci slinékolik dni v zavislosti na stadiu vyvoje
(Balashov 1967).

KliStata rodul. ricinus jsou roz&iena po celé Evrap diive s vyjimkou vysokych hor a
severgji polozenych stdi Oteplovani podnebi #Zpobuje, Ze se kifata a s nimi spojované
onemocgni (lymska boreliézati klistova encefalitida) vyskytuji stale dal na severu, na
skandindvském poloostrdGray a kol. 2009). Podobny trend byl pozorovamai nasem
Gzemi, kde se klf&ata Sfi do vysSich nadniekych vysek hor (Daniel a kol. 2004).

1.2. Sliny a slinné zlazy kligte
1.2.1 Sliny

Klist¢ pii sani vylkuje do rany sliny obsahujici velké mnozstvi farmaegcky

aktivnich latek. Tyto latky fspivaji k uspSnému sé&ni na hostiteli bez jeh@domi
(Binnington a Kemp 1980, Steen a kol. 200G)znymi zpisoby ovliviuji srdzeni krve
(apyrazy, zvyseni fibrinolyzy, prostacykliny &mé inhibitory trombinu, zabr#&ni aktivace a
shlukovani krevnich deggk), vyvolavaji roztahovani cév (Ribeiro a kol. 598988, Hovius
a kol. 2008) a mirni bolest a otok&@&nim bradykininu pomoci kininaz; Regoli a Barabe
1980). Zagtu a aktivaci imunitniho systému se kirdni produkci celéady biologicky



aktivnich latek (Valenzuela 2002). Jednimisgbem je blokovani komplementu hostitele
zabrargnim aktivace jednotlivych sloZzek komplementu (Ribea kol. 1985, 2003). DalSim
zpisobem boje proti aktivaci imunitniho systému hegitje inhibice proliferace bgh
imunitniho systému (Hannier a kol. 2004, Anguiteoa 2002).

Sliny obsahuji cement, kterym se Widtpewiuje v rar, ale také latky, kteréusobi
cytotoxicky na hostitele (Binington a Kemp 1980).

Rada latek ze slin fite slouZit k terapeutickymcélim a rekteré jejich slozky se

zkoumaji pro moznost vyuziti ve vakcinach (Hovidsha 2008).

1.2.2. Slinné Zlazy

Slinné Zlazy (SZ) jsou pro kl&tivotrg dileZité. Kron® jiz zminsného vyl@ovani slin
slouzi SZ jako osmoreguwiai organ a dale pomahaji kiitpretkat dlouhé obdobi mezi
periodami sani na hostiteli (Bowman a Sauer 2004).

SZ se nachazeji wednicasti €la klisgte a zasahuijifjblizné do 1/3 az polovinyda.
SZ jsou protkanyetnou siti trachei, které k ninfiyadsji kyslik (Bowman a Sauer 2004).
Skladaji se zeittypa acini, které jsou propojeny hlavnim ragvenym kanalkem. U samic
se navic objevuje jeSttvrty typ, prav@podobré spojeny s fenosem pohlavnich bk do
samtiho pohlavniho otvoru (Feldman-Musham a kol. 197®iny typu | jsou pes kratky
acinarni kanalekffimo pipojeny k hlavnimu vyvodu SZ. Tento typ acinu s¢édk z jedné
centralni biiky, nékolika pyramidovych butk, stahovaci hiky a peritubularnich busk,
které obklopuiji kratky acinarni kanélek (Krolak@.k1982). Butky acini typu | nengni svoji
velikost ani strukturu &hem sani a také pet acini ztistava konstantni (Barker a kol. 1984).
Funkci acird | je sekrece hyperosmotické tekutiny, ktera jeasatym kligttem vyuzivana
hospodéeni s vodou. Aciny typu Il jsou sloZeny ze sekieh burtk obsahujici granulaa(b,
cl-c4), z burkk agranularnich a z btk pomocnych. Aciny typu Il jsou velice podobné
acinim typu I, liSi se pouze niz§Sim gem sekrénich burk (d, e, f). Buiky f acinu Il jsou
odpowdné za sekreci latek spogstich zahuBovani krve a v pibéhu sani klisite se
podileji na penosu nadbytmé vody a iont zpét do hostitele. Oba typy adinl i Il zna¢né
zvétSuji svou velikost ghem sani a jejich hiky se morfologicky mini (Bowman a Sauer
2004).

Jednotliva stadia kifat kthem svého vyvoje i sani émi sloZzeni i mnozstvi
vylu¢ovanych proteith (McSwain a kol. 1982, Uhlir a kol. 1994, LawrieNauttall 2001,).

Rozdil ve sloZeni a v mnoZstvi proteimiZzeme pozorovat i mezi jednotlivymi jedinci



(Sonenshine, Vol. 1. 1991). aodem je pdtba rozdilné sekrece protéilchem sani,
zpracovani potravy a v boji proti imugiatd.

Sliny a SZ jsou vyznamné prégmos patogen (Ribeiro a kol. 1995, Wikel 1999,
Ribeiro a Francischetti 2003; Steen a kol. 2006odPasmy Babesia, Theileria) byvaji
lokalizovany zejména & buikami aciri typu Il (Bowman a Sauer 2004). Spirochéty z
komplexuBorrelia burgdorferi s.l. jsou ve spojeni s aciny typu Il a lll (Dunh&ms a kol.
2009). Bylo potvrzeno, Ze se borélie vazi pomoejsioh povrchovych protein(Osp C) na

receptory, které jsourfpomné na povrchu béh klistéte (Pal a kol. 2004).

1.3. Glykosylace

Pripojeni jednoduchych monosachdridhebo delSich oligosacharidovycietzci

k proteinim, tzv. glykosylace je n&stjsi, ale také nejkomplikovajsi forma post-transtai
Upravy proteid (Spiro 2002, Geyer a Geyer 2006). Udava se, z2ng¢ 50% vSech protéin
u eukaryot je glykosylovano (Apweiler 1999). Ropdihe 5 zfisohi vazebného ifipojeni
sacharid k aminokyselinam protein(Spiro 2002).

Sacharidy vazané v glykoproteinech a v glykolipl[denembran pat mezi hlavni
slozky vrgjSich povrcli sawich burgk (Roseman 2001). Glykany, oligosacharidy
glykoproteini, hraji dilezitou roli ve velkém p&u biologickych proces (intra- i
extrabur¢na signalizace, embryondlni vyvoj, oplédfn imunitni obrana, z&h pripojeni
a komunikace bugk, infekce viry, bakteriemi a parazity) a oviiyi vlastnosti a funéni
aktivity proteini (stabilita proteid, konformace; Varki 1993, Dwek 1996, Endo 1999).

V ruznych fazich vyvoje a diferenciace knse oligosacharidy, které se vyskytuji na
povrchu bugk, meni. Zmeény v typu glykosidové vazby sachaticha povrchu bugk jsou
spojeny také siznymi patologickymi projevy &etné rakovinnych zmn (Dwek 1996).
Vlastnosti a role stejnych glykanovych struktur mehou nénit v zavislosti na umishi

v riznych tk&nich jednoho organismu, ale také v jelagitiiznych organisrin.

1.3.1. Sacharidy &n& se vyskytujici v glykoproteinech

Termin glykan se obeé&npouziva pro ozr#ni Iiznych forem mono-, oligo- nebo
polysacharid volnych nebo vazanych k dalSi molekule (proteipid). Monosacharid je
sacharid, ktery jiz nefize byt hydrolyzovan do jednodussSi formy. Oligosaictyajsou

linearni ¢i vétvené fettzce monosacharnid spojenych navzajem glykosidovou vazbou.



Glykosidova vazba fipojuje jeden monosacharid ke zbytku druhého martesadu pes
hydroxylovou skupinu. Podle #pobu pipojeni rozliSujeme- ap- vazbu.

V piirodé se vyskytuje 8kolik stovek fiznych monosacharic ale pouze malé mnozstvi
(tab. 1.) se &r¢ uplatiuje v glykanech Zivéichia. U nizSich Ziveéichad, bakterii a rostlin se
nalézaji jedt dalSi druhy sachanid U rostlin jsou roz$ené sacharidy arabinéza, api6éza a

galakturonova kyselina.

Tab. 1. Seznam sachaiido¢zné se vyskytujicich u zivachi. Upraveno podle Varki a
Sharon (2009).

5-ti uhlikaté neutralni

Pentdzy ) D-xyl6za (Xyl)
sacharidy
] 6-ti uhlikaté neutralni D-glukoza (Glc), D-galaktoza (Gal),
Hexozy _ i
sacharidy D-mano6za (Man)

| Hex6zy s aminoskupinou | N-acetyl-D-glukosamin (GIcNACc),
N-acetylhexosaminy o ] .
na 2. pozici, N-acetylovanéN-acetyl-D-galaktosamin (GalNAc

] Hexozy s hydroxylovou ]
Deoxyhexozy _ o L-fukdza (Fuc)
skupinou na 6. pozici

Hexozy s negativh ] _
] . . D-glukuronova kyselina (Glc),
Uronové kyseliny nabitou karboxylovou . ] _
' o L-iduronova kyselina (IdoA)
skupinou na 6. pozici

Sialoveé kyseliny Skupina 9-ti uhlikatych Nejcastjsi N-acetylneuraminova
(Sia) sacharidovych kyselin kyselina (Neu5Ac)

1.3.2. Typy pipojeni glykanmi k proteinu: N- a O- glykosidovy

typ vazby
Glykoproteiny jsou proteiny nesouci jeden nebo glg&ani kovalent& vazanych

k uhlikaté kogt proteinu nejastji pres N- nebo O- glykosidovou vazbu. Dalsi typy
glykosidovych vazeb jsou znazeény na obr. 1. (Spiro 2002).
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Obr. 1. Typy vazebnych ifipojeni glykar k aminokyselindm protein které se &rn¢
vyskytuji v @iirodé. Prevzato a upraveno ze Spiro 2002. (FucNAc=N—-acedtgamin;
Pse=pseudaminic acid; BacAg,bacillosamine”, 2,4-diacetamido-2,4,6-trideoxyglukoza; -

P=fosforylace

N-glykosylace jsou néastjSi a nejvice konzervovanou skupinaippjeni glykar k
proteinim u eukaryot. Dochazi k ni v endoplazmatickém tdtiKER) a v Golgiho aparat
(GA), pomoci glykosylénich enzyni, které vyuZivaji glykany syntetizované wiloe nebo
ziskané s potravou. Glykany jsodigmjeny N-glykosidovou vazbou k amidové skupin
asparaginu Vv konzervativni  peptidové sekvenci KsBer/Thr (kde X je jakakoliv
aminokyselina kroré prolinu) &tSinou ges B-GIcNAc (Spiro 1973, 2002, Montreuil 1980).
N-glykany sdileji obvyklé pentasacharidové jadro  -jdéro) tvaené
Manal,6Marul,3Marl,4GIcNA®B1,4GIcNAGL (Lis a Sharon 1993). N-glykanglime do
tiéi hlavnich skupin. OligomandzoyyHigh mannose®) typ glykain obsahuje velké mnoZzstvi
Man, které se vazou na P-jadro (obr. 2.a). Komplaxp (,Complex-type*) glykaih se
vyznauje rozdilnym pétem sacharidl (GIcNAc, Gal, Fuc, NeuS5Ac ackdy také zbytky
GalNAc), které jsou vazané v anténadippjenych k P-jadru (obr. 2.b). Poslednim typem N-
glykani je hybridni typ(,Hybrid-type*), ktery kombinuje struktury obourgdchozich tyf
(obr. 2.c).

U sava je se obvykle nachazi Fud,6- vazana na P-jadro.rifdmnostal,3- vazby je

na povrchu rakovinnych bgk a je pro savce alergenni.

O-vazané glykany (obr. 2.d) jsou Sirokoutarorodou skupinou modifikaci protéin
O-vazané glykany sefipojuji k aminokyselig obsahujici hydroxylovou skupinu: Ser, Thr,
Tyr, Hyp. Nejl&zrejSi vazba O-glykain u savé je ipojena pesa-GalNAc k Ser/Thr (tzv.



mucinovy typ). Tento typ vazby glykarse nejastji vyskytuje u mucii, ale také u celéady
jinych glykoproteirii (fetuin, lidské gonadotropiny, glykoforiny a chitagt glykoproteiny;
Spiro 1973). Beta anomer O-vazby se vyskytuje powzarcheobakterii (Schaffer a kol.
1999). DalSimi typy O-glykosylaci jsou glykosyladele se glykan vazergs jiné sacharidy
nez GalNAc k Ser nebo Thr. Druhou rdae$iou skupinou O-glykosylaci je proteoglykanovy
typ (O-xylace; Buskas a kol. 2006), u kterého jgipojované sacharidy, proteoglykany
(heparansulfat, chondroitinsulfat), vazarrég-xylézu k aminokyselinam Ser nebo Thr. O-
manosylace je fipojeni glykanu pes mandézu k AK proteinu (Endo 2004). O-GIcNAc
glykosylace pipojuje glykan pes GIcNAc, ktery je vazany na Ser/Thr bép@eni dalSich
sacharid (Guinez a kol. 2005). Néwylo objevené fipojeni k AK proteinu pes fukdzu tzv.
O-fukosylace (Ma a kol. 2006).

Obr. 2. N- a O- vazané glykany saydezobratlych a rostlin.

O-vazany glykan

B GlcNAc O Gal
; . , i g M [ GalNA
Oligomanozovy typ Komplexni typ Hybridni typ f Fj; ® Naeu Acc
(..High mannose*) (,,Complex-type*) (,,Hybrid-type* # Xyl

1.3.3. Glykosylace u bezobratlych

VétSina post-transtanich proces znamych u savcse také vyskytuje u bezobratlych,
piestoZze se detaily mechaniznglykosylace mezi rostlinami, bezobratlymi i sauSi
(Altmann 1999, Wilson 2003Fxikladem jep-N-acetylglukosaminéza, ktera u hmyzepst
pouze termindl® vazané3l,2GIcNAc odal,3Man vazané v P-jadru (Watanabe 2002), ale u
sav@ hydrolyzuje vSechny typy vazel-GIcNAc v degradujicich glykoproteinech
(Conzelmann 1987).

V modelovych organismecArabinopsis, Lymnaea, Arion a Drosophila bylo v cDNA
nalezeno mnozstvi gén kdédujicich glykosyltransferazy, které hraji ragbiii syntéze
N-glykani v Golgiho apar& Frikladem jsou GIcNAc transferazy | a Il (Parker 1991



Gutternigg 2004, Mulder a kol. 19991,3-fukosyltransferazy, glukosyltransferazy (Parker
1991) aos-manosidazy (Parker 1991, Altmann a kol. 2001).

Nezodpo¥zenou otazkou v problematice glykosylaci u bezdjrhtzistava, zda tyto
organismy dokazi své glykoproteiny modifikovat Kyseu sialovou. U satich burgk je
kyselina sialova terminanvazana v glykanech na povrchu Bkina hraje dlezitou roli
ve fyziologickych i patologickych procesech (VaekiVarki 2007). U hmyzu byla nedavno
prokdzana aktivita sialyltransferazy u mouclByrosophila pomoci metod RT-PCR a
hybridizaciin situ (Koles a kol. 2004, 2007). Dokazana byla také&omnost terminale
vazané&2,6Neu5Ac v glykoproteinech motyli linie hmyzichrislk (Watanabe 2002) a u larev
mouchy Drosophila byla nalezenai2,8- vdzana Neu5Ac (Roth a kol. 1992). U mouchy
Drosophila byl nalezen gen pro Neu5Ac fosfatovou synstetéan je dikazem pro schopnost
hmyzu syntetizovat vlastni Neu5Ac (Kim a kol. 2002)

Sawi N-vazané glykoproteiny jsou étsinou komplexniho typu. K P-jadru jsou
piipojeny rozétvené antény obsahuji GIcNAc, Gal, NeuAc a FuctSMa hmyzich
glykoproteini obsahuje oligomandzovy typ N-glykosylace (Marzoa 8995). Komplexni typ
N-glykani hmyzu se vyskytuje méncasto a obvykle se sklada pouzeézreho P-jadra
sal,6- nebo takél,3- vazanou Fuk. Tento typ oligosacharidu byvaadavan jako tzv.
paucimanosidicky typ a vyskytuje se také u rostmbelka a kol. 1994, Altmann a kol.
1999).

1.3.4. Glykosylace u klt&at

O glykosylaci kligat je znamo poginé malo informaci, mZzeme pouze fedpokladat

podobnost s hmyzimi systémy. Glykosylované protektigtat byly zkoumany pomoci
afinitniho zn&eni lektiny aenzymatickou deglykosylaci. Bylo detano rkolik
glykoproteiri obsahujici N- a O- vazané glykany v SZ kii&tl. dammini (Wheeler a kol.
1991) a v homogenéatu SZ, nymf a larev ktist. ricinus (Uhlii a kol. 1994). Byly popsany
glykosylované proteiny ve SZ z nenasatycltésténs nasatych samic Kkifat |. ricinus
pomoci afinitniho zngeni lektiny, pozorované pomoci fluoreséen mikroskopie a
transmisni elektronové mikroskopie (TEM). Byla lbkavana mista specifické glykosylace
v granulich budk acinmi SZ obsahujici sacharidy Gal, GalNAc, GIcNAc, Man
a pravé@podobrt i NeuAc (Vancova a kol. 2006). Mano6za byla pomuogiiimé fluorescence
detekovana také na povrchu acinu SZ u &iéRhipicephal us appendiculatus (Kamwendo a
kol. 1993) a U. ricinus (Vancova a kol. 2006).



Primym zkoumanim aminokyselinovych sekvenéisfupnych v cDNA knihovnach
klistat (Ribeiro a kol. 2006, Francischetti a kol. 2008ylo zji5€no, Ze mnoho
farmakologicky dlezitych proteii z kli¥'at Ixodes scapularis, Dermacentor variabilis,
Rhipicephalus sanguineus, Boophilus microplus, Ornithodoros moubata a Haemaphysalis
longicornis obsahuje potencionalni glykosyta mista (PMG). Jsou to nidklad protein Isac
a Irac (Ribeiro a kol. 2006, Valenzuela a kol. 200frotein Ixolaris (Francischetti a kol.
2002), a imunosupresivni protein ze slin a SZ &#Dermacentor andersoni (Bergman a
kol. 2000).

PGM lektinu Dorin M z hemolymfy kligte Ornithodoros moubata, ktery je znamy
svou afinitou k kyselié sialové, byla potvrzena pomoci kapalinové chrompatie a
tandemové MS analyzy. Dorin M je modifikovan oligandzovym typem glykan které
obsahovaly az 9 navazanych mandz, a glykanu s ydaua#-5 mandzami. P-jadro bylo
modifikované fukoézou (Man a kol. 2008). DalSi glgktované proteiny byly potvrzeny
kombinaci metod lektinové afinitni chromatografisekvenani analyzy a byly izolovany dva
glykoproteiny z homogenatu larev k& Boophilus annulatus (ElI Hakim a kol. 2007). Jejich

struktura neni znama.

1.4 .Strateqie pro zkoumani glykosylovanych
proteim

Glykoproteiny niizeme studovat pomoci némych a gimych metod a jejich

kombinaci. Mezi neffmé metody zmzujeme pikaz glykoproteii na zaklad afinitniho
znaeni lektiny nebo proteiny vazajici glykany (SigleBomoci &chto proteii miZzeme
glykany lokalizovat (fluoresceémi mikroskopie a trasmisni elektronova mikroskopie)
charakterizovat (Western blot) a izolovat (afinichromatografie). Mezifiimé metody studia
zarazujeme pikaz glykoproteii a glykari pomoci hmotnostni spektrometrie, tiafad
metodou peptidového mapovani. Kombinad¢imych a nefimych metod je zkoumdani
piipojeni/vazby glykanu ke zbytku proteinu enzymatickdeglykosylaci, ip které se
vysledky deglykosyléni reakce vyhodnocuiji afinitnim z&enim nebo metodami MS.

1.4.1. Elektroforetické rozdeni protein




Jednoduch&a charakterizace a izolace proteimize byt provedena pomoci
elektroforetického rozdeni proteiri z homogenatu tk&n Pouzivanymi technikami jsou
jednorozndrova elektroforéza v akrylamidovém gelu iitpmnosti sodium dodecyl sulfatu
(SDS-PAGE; Laemmli 1970) a dvourozma elektroforéza (2D elektroforéza; Gérg 1988).

SDS-PAGE elektroforéza jgasto pouzivanou separa technikou. VSechny zkoumané
proteiny jsou v elektrickém poli rozbvany pouze na zakladsvé molekulové velikosti
(Laemmli 1970). Nevyhodou SDS-PAGE je, Ze v jedmateinovém prouzku fite byt vic
raznych proteif stejné velikosti (Liebler 2002).

2D elektroforéza se stala ufitgym nastrojem v proteomicefipelektroforetickém
roz&kleni mznorodych srési proteiri. Proteiny se nejprve roédji podle svého
izoelektrického bodu tzv. izoelektrickou fokusaRighetti a Gelfi 1983, Towbin a kol. 1979)
a poté jsou rozfleny na zaklagl své molekulové velikosti. Po obarveni gelu jsoat@ny
znazorgny jako body ve dvou rozénech. Nevyhody této metody jsouézka
reprodukovatelnonst vysledk Nelze ji pouZzit pro vSechny proteiny a je nutreuZivat
vySSich koncentraci protdirv rozctlovanych smisich.

1.4.2. Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda, &tgrevadi molekuly na nabité
castice, které daldi na zaklad pomeru hmotnosti a ndboje a zaznamenava relativni aitien
jednotlivych iont.

Abychom ziskali pouzitelna data pro @Spé vyhledavani a porovnavani s realnymi
hodnotami v databazich, musime splnikalik piedpoklad. PouZzivany fistroj musi byt
schopny zachycovat data a kvantifikovat peptidy imimalnich mnozstvich (nano- a
pikomoly). Musi rozliSovat ionty velmi podobnych Ikesti a nabaj, bézrné¢ pouzivané
piistroje dosahuji rozliSeni mezi ionty alespw@ 1 Da (= hmotnost 1 atomu vodikujisioj
musi n&fit presnou hmotnost, to znamena, zesimé hodnoty pro dany peptidovy iont nebo
fragment ionl musi byt co nejblize k realnym hodnotam (Liebl@02).

V proteomice a glykoproteomice se pouZzivdijispoje vyuZivajici dva zakladni typy
ionizatnich zdrofi (MALDI a ESI) a dva zakladni typy hmotnostnich lgmator (quadrupole
a ToF) a to viiznych vzdjemnych kombinacich.

Zdroje MALDI (matrix-assisted laser desorption mation) vyuZivaji pro ionizaci
razné matrice, které pohlcuji energii dodanou lasemnmrenaseji ji na analyzovanou

molekulu, ¢imz ji ionizuji. Zdroje ESI (electrospray ionizatipvyuZivaji nabitych tenkych
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kapilar, z kterych je do vakua rozpraSovan roztoalyované molekuly, vznikajici kapénky
jsou odp#ovany a molekula se nabije. Ob&stupy maji své vyhody. Zdroje ESI Iz&mpo
napojit na ézné sepati techniky (HPLC, CE), coz umbdje analyzovat i komplexni
smesi. Naproti tomu MALDI vytvdi jen jednomocné iontyimz se vyrazé zjednodusuje
ziskané spektrum a tedy i vyhodnocovani vysiediba funguji na zcela jiném principu, ale
informace z nich se navzgjem dopi (Liebler 2002).

Analyzéator quadrupole zajidje, Ze k detektoru proleti jen ionty oc¢ilém pongru
hmotnosti na naboj (m/z). Druhy analyzator ToF (@iof-Flight) je zaloZzen na rozdilné
rychlosti molekul v elektrickém poli. &Si molekuly jsou pomalejSi nez mensi, alecasw
ToF analyzatory umaiiji analyzu ve #Sim rozsahu molekulovych hmotnostirgpreji
vétsSiho rozsahu hodnot m/z) a analyzuji vSechny iontpristroji, zatimco quadrupole
umoziuje dosadhnout vyssi citlivosti (Loo 2000).

NejvyhodrgjSi je pouzivat kombinované analyzatory tandemov@ (WS/MS), které
umoAiuji vicenasobnou fragmentaci vzorku. Pomoci podobryistroji Ize nejdive zjistit
m/z hodnotu jednotlivych ioftve vzorku a pak je dale fragmentovat a zjistit jajich
piesrjSi slozeni. Nevyhodou podobnéhigspupu je patba ¥tSiho mnoZzstvi vzorku.

MS analyza je jednoduchd a uZivatelsky netyddo Zarové je kompatibilni
techniky maji také své nedostatky. Vysledek angyxysoce zavisly na kvaditvzorku a
kontaminace v nepeném vzorku jako jsou soli, kovy, nebo organiclaieniny, mohou
inhibovat peptidickou ionizaci (shrnuto v Liebleéd(2).

Pro zkouméani glykoproteinse ged pouzitim skteré z MS technik (PMF, MS/MS)
glykoproteiny permetyluji. Permetylace poskytujgenem informace o strukie, ale také
zvySuje citlivost pi analyze (Liu a kol. 2006).

Studujeme-li proteiny a chceme-li ziskat aminokiye®lou sekvenci proteinu, iileme
dané proteiny podrobit tzv. Edmartodegradani reakci nebo vzorky analyzovat metodou
peptidoveho mapovani (Peptide Mass Fingerprint, PN Edmano¥ degradaci dochazi k
postupnému oddovani jednotlivych aminokyselin z N-konce peptiduk jejich nasledné
identifikaci (Edman 1949). Metoda f@asow nara@na, vyZzaduje zkusSenosti a kvalitni vzorky.
U N-konce peptil je ntkdy nemozné poktavat ve ¢teni sekvence K nékterym
piitomnym modifikacim. Edmanova degradace je ¢awana jako nefpmé sekvenovani a
poskytuje nam soubor dat, které pouzijeme k sestaakvence. Metoda PMF vyuziva data

zjisttna MALDI-TOF MS a porovnava sekvencepagnych fragmerit peptich se sekvencemi
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proteini v databazich, na které jsou simulovany vlivy enafokého Stpeni. Proteiny se tedy
identifikuji na z&klad porovnani sekvence pepiide sekvencemi v databazichii porovnani
se vyhodnocuji i kvalita spektra zkoumanych prateirskore sekvenci.

1.4.3. Enzymaticka deglykosylace

K identifikaci typu vazby glykain v glykoproteinech a k jejich uvaini z vazby se
pouzivaji specifické enzymy (obr.3.). Deglykosylogaglykoproteiny i uvoléné glykany
mohou byt zkoumany a identifikovany dalSimi metodakoumani (nap MS).

Enzym PNGaza F & vazbu mezi Asn a vifitim GIcNAc P-jadra glykain
oligomandzoveého, hybridniho a komplexniho typu.tbeanzym negpi tuto vazbu v fipadt
glykani, které maji k GIcNAc P-jadra vazanetl,3-fuk6zu (Tretter a kol. 1991). Enzym
PNGé&za A je schopny&lit vazbu mezi GIcNAc a Asn N-glykanu i ¥ipact vazby fukozy
k GlcNac. (Altmann a kol. 1995).

Enzym EndoB-N-acetylglucosaminidaza &ti glykosidovou vazbu mezi dma
GIcNAc P-jadra N-vazanych glykan GIcNAc zbytek astava pipojen k Asn proteinu.
RozliSujeme Wzné typy enzym endop-N-acetylglucosaminidazy. Typ H a F1&gt
oligomandzové typy a&Sinu hybridnich typ glykani, zatimco enzymy typu F2 a FZgSi
pouze komplexni typy glyk@n(O'Neill 1996).

K odstrarni konkrétnich sachatidz oligosacharidovéeheéetézce slouzi enzymy, které
cili presnou vazbuéthto sacharidl al,2-, al,2,3- aal,6-manosidazag2,3- a/neboo?2,6-
neuraminidaza, galaktosidazy, atd.)

Obr. 3. S&peni glykard riznymi enzymy.

Endo-f-N-acetyl

a-Manosidaza glucosamumdazy . Fukosidiza
T Ceww i Aan@  weml A
"O o N PNGaza F
PNGaza A

Neuraminidaza

1.4.4. Pouziti lektin
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Lektiny jsou proteiny, které se specificky vazidigkanim a jsou proto dlezitym
nastrojem pro studium glykoprotéinLektiny jsou definované jako sacharid-vazajiateiny
neimunniho pvodu (Goldstein a kol. 1980), které mohou mit jednwice vazebnych mist
pro interakci s glykanem (Barondes 1988). Jejichickkou vistnosti je také aglutinace
krevnich bugk a srézeni (precipitace) polysachéralglykoproteir (Sharon a Lis 2003).

Lektiny se specificky vazi k sacharidu, ktery jeitto vazbou nezmén (Kocourek a
HorejSi 1981), proto se pouzivaji k vaézglykani. Jejich afinitni vazby ke glyk@ém se
vyuziva i lokalizaci glykoproteii v homogenatu protein ale i v tkanich, a k izolaci
glykoproteini ze snsi proteini afinitni chromatografii s imobilizovanymi lektingzeyer a
Geyer 2006).

Lektiny mizeme rozdlit na vazajici monosacharidy st&jsiln¢ jako oligosacharidy a
na ty, co rozpoznavaji pouze oligosacharidy (Shamohiz 2003). Nkteré lektiny jsou
specifické prax- nebop- anomer sachanida ten vazi s&si specifitou.

V¢étSina pouzivanych lektinje rostlinného fivodu a jen #kolik jich bylo izolovano z

Zivocicha.

1.4.4.1 Rozdleni lektind na zaklad jejich specifit Kk danym cukim

Mandzu vazajici lektiny

Lektin Galanthus nivalis (GNA), ktery byl izolovan z hlizy stienky jarniGalanthus
nivalis (Van Damme a kol. 1987) s vysokou afinitou vazgasacharid Manl,3Man a
nevazed-gluk6zou ani N-acetyb-manosamin (Shibuya a kol. 1988). Na rozdil od fekti
Concanavalin A (Con A), izolovaného ze semene&@k€anavalia ensiformis, ktery vaze
D-manozu, D-glukdézu, methyl a-D-manopyranosid, stejn jako dalSi manosylované
oligosacharidy (Goldstein 1965).

GalNAc/Gal vazajici lektiny

Sacharid GalNAc je specificky rozpoznavan lektikieré byly izolovany z bilkové
Zlazy hlemyzd Helix pomatia (Helix pomatia lektin; HPA), ze soji lusStinat&lycine max
(Glycine max - Soybean lektin; SBAR ze semen lu&tiny Dolichos biflorus (lektin Dolichos
biflorus, DBA). Vazabné specifita k oligosachalid se mirg liSi (Piller a kol. 1990, Lescar
a kol. 2007). Lektin DBA rozliSuje pouze-GalNAc, zatimco lektiny SBA a lektin HPA
rozliSuji a- i B-GalNAc. Lektin SBA vaze zbytky galaktdzy, ale vmsé mfe (Pereira a kol.
1974). HPA vaze terminalni i interni GalNAc zbytiiBiller a kol. 1990).
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Lektin HPA je specificky ke krevni skuginA (Hammastrom 1972) a vaze se na
povrchové glykany rakovinych bgk, nagiklad na rakovinné hiky mocového ngchyre,
buiky sarkomu kostnichidns (Ishiyama a Uhlenbruck 1971) a selektiveaguje s vysoce
metastazujicimi kikami rakoviny prsu a tlustéhoieva (Schumacher a kol. 1997). Pomoci
lektinu SBA je mozno odiit pluripotentni kmenové hiky lidské kostni &rg, tyto vybrané
buiky nevyvolavaji tzv. ,graft-versus-host® onemeéon a mohou byt pouzity pro
transplantaci kostnitdre (Reisner a kol. 1978). Lektin DBA je diky vazb GalNAc velmi
aktivni v aglutinaci¢cervenych krvinek skupiny A. Proto se pouziva vmti hematologii
k rozliSeni krevnich skupin (Etzler a kol. 1981).

Fukdézu vazajici lektiny

Lektiny specifické pro znni L-fukézy jsou nésledujici: lektin Auleria aurantia
(AAL), lektin Anquilla anquilla (AAA), lektin Ulex europaeus | (UEA 1) a lektin Lotus
tetragonolobus lektin (LTL). VSechny zmiéné lektiny vazou terminalni fukézu spojenou
vazboual,2-, avSak liSi se afinitou k jiné vazliukézy k zbytku oligosacharidu. Lektin
AAA, izolovany ze séra Ulte evropského (Springer a Desai 1971), vaze polgsath
obsahujici derivaty fukozy (3-deoxyfukdza), ale i derivatyp-galaktozy (3-O-methyb-
galaktoza a 3-O-methyl-6-deoxygalaktdza). Rozeznava také antigeny krevnich skubi
a Lewis' (Honda 2000, Bianchet a kol. 2002). Lektin LTLet byl purifikovan ze Stirovniku
Lotus tetragonolobus (Morgan a Watkins 1953), je specificky pro ternhimdavazanou
al,3Fuc (Pereira a kol. 1974, Haselhorst a kol.12G0reaguje s Lewisantigeny. Lektin
LTL nevaze sialovany Lewisantigen a ani1,4- vazanou Fuc (Yan a kol. 1997). Lektin UEA
I, izolovany ze semen hlodasSe evropského (Boyd 186&y 1966), vaze pouze fukdzu
vazanoual,2- k Gapl,4GIcNAc (Pereira a kol. 1978, Cummings 1994). tlreldAL byl
izolovany z houbyAleuria aurantia (Kochibe a Furukawa 1982). Tento lektin vaze
preferedné al,3- a al,6- vazanou fukézu (Kochibe a Furukawa 1980). ibel&AL
aglutinuje lidské erytrocyty bez ohledu na jejicBAskupinu a fitomnost Lewis antigenu
(Haselhorst a kol. 2001).

Lektiny vazajici kyselinu sialovou

Pritomnost kyseliny sialové Ize zkoumat pouzitim lektMaackia amurensis (MAA
II), ktery by izolovan ze semen lg&iny makie amurské, nebo pomoci lektinu SNA
izolového z bezwerného Sambucus nigra). Lektin MAA 1l dava gednosta2,3- vazané
NeuAc ke Gal/GalNAc (Yamamoto a kol. 1997), zatineldin SNA preferujex2,6- vazanou

kyselinu sialovou.
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1.4.4.2. \WNestern bldot

Metoda Western blot se vyuziva préepeseni protein elektroforeticky rozélenych

(SDS-PAGE, 2D elektroforéza) na nitrocelulosovou, ylonovou nebo
polyvinilidendifluoridovou membranu (PVDF; Towbinkal. 1979) a pro naslednou detekci
glykani pomoci protilatek/lektita (obr.4.). Citlivost zn&eni se pohybuje mezi pg a ng/miti P
této metod se musi provad kontroly zn&eni, které vyloti piitomnost nespecifickych

vazeb (negativni kontrola, inhinii test).

Obr. 4. Vazba lektifi na glykany a jeden ze @gohi detekce této vazby.

Znacka (DAB, fluorescendni, zlata castice)
v e
% __—Avidin

g 7 __-Biotin
\ ofe

| ektin
Glykan

1.4.4.2. Afinitni chromatoqgrafie

Afinitni lektinovd chromatografie je jednoducha woua kizolaci glykoproteiin
z izolati. Lektin je imobilizovan na no&ia glykoproteiny prochazeji s celou & proteiri
pies kolonu. Navazané molekuly glykoproteinu jsoultioeany a vymyty z kolony etinimi
¢inidly (mono- a oligo- sacharidyi zménou okolnich podminek (zimy pH, intové sily
roztoki; Cuatrecasas 1968, Lowe 1996).

1.4.4.3. Elektronova transmisni a rfigpa fluoresceétini mikroskopie

Proteiny vazajici glykany mohou byt pouZity pro dbkaci gimo ve studovanych
tkanich. Reakci zri@ni je mozno pozorovat ve fluoreséeim mikroskopu (rozliSeni mensi
nez 1um), v tomto pipadt je sekundarni protilatka konjugovana s fluoregnérznakou
(obr.4.). Pro detailni lokalizaci glykérse vyuZivi sekundéarnich protilatek konjugovanyeh s
zlatymi casticemi (obr. 4.) a vysledky jsou pozorované tmaeeim elektronovym
mikroskopem (TEM; rozliSeni mensSi nez 1 nm). Mdlese pro TEM obvykle ffpravuje
nasledujicim zfisobem: fixace, odvodni, zaliti do pryskiic akrylatového typu, nd&pLR
White, Lowicryl (Vancova a kol. 2006). Taktd@ipravené materialy zachovavaji dostatg
pocet vazebd specifickych mist pro ziani a také struktura krajeného materialistava

rozpoznatelna. iesto je tato metoda ve Ziemi omezena pouze na vazebna mista na povrchu
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fezu. Vazebna mista se nachazeji pod povrctezu a nejsou ifstupna ke zngni ani k
Sttpeni enzymy. Existuji, ale také jiné modertiispupy gipravy tkani, napklad priprava
kryofezi podle Prof. Tokuyasu. Material se po chemické dixaSeti kryoprotektantem,
zamrazi se a krgjitpteplotach okolo -80 az -120 °C. Rozt&szy se zné, kontrastuji a
nakonec pokryvaji tenkou metylcelulézovou vrstvdoKuyasu 1973). Vyhody této metody
jsou: antigeny ustavaji ve vodném prasdi, fixace je jediny krok, kde ime dojit
k denaturaci proteil znaici préby mohou proniknout a detekovat strukturypoarchu, ale i
pod povrchentezu (Bozzola a Russell 1999).
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2. Cile prace

1. lzolovat glykoproteiny ze slinnych Zlaz kK& Ixodes ricinus na zaklad jejich
vazebné specifity k vybranym lekéim.

2. Charakterizovat izolované glykoproteiny metodami SSBPAGE, ,Western blot*
a enzymové deglykosylace.

3. Detekovat glykoproteiny v tkanich kl&se.

4. Pripravit vzorky pro analyzy hmotnostni spektrometrii
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3. Material a metody
3.1. Skr klistat

Klistata byla sbirana vlajkovanim podrostu v lesich ofiolCeskych Budjovic

a Bechyr. Ne¢které nenaséaté samice saly na laboratornichéatesh 6 dni a poté byly

opatrré sejmuty pinzetou a pouzity pro experimenty.

3.2. Ziskavani slinnych Zlaz (SZ7) a slin kk§td

Pro ziské&ni orgdnbyla kli¥’ata (nasétéi nenaséatd)ifpevnina za kotetiny k voskové

podloZce a zalita kapkou vody. Po stranach byiskami opatrs rozstihnuta acast volné
kutikuly byla odstratina (obr.5.). Seva byla odebrana a SZ byly vytazeny za slinny ledna
na petrihno misku s vodou, kde bylgigteny od gipadnych né&stot. Po dokodeni pitvy
v3ech kligat (20-40 kligat), byly SZ vloZeny do mikrozkumavky s TBS pufr¢f® mM
Tris-HCI; 0,15 M NaCl; 1 mM CaG] 1 mM MgCh, 1 mM MnCh; pH 7,5), zamraZeny a

uchovavany v tekutém dusiku.

Konteting plipevnénd

Shinné Hazy
k voskové podiotce :

Stieva A
Misto sthihu

Obr. 5. Pitva nenasaté samice k&i®tl. ricinus.

Sliny byly ziskavany z nasatych samic #8(6 dni sani na m&atech). Mnozstvi ziskanych
slin se pohybovalo mezi 20—40 slin od 15 kligat. KliZ¥ata byla pipevrena podle obr. 6.
lepici paskou a na hypostom, chelicery a jednupadli jim byla nasunuta mikrokapilara
(DURAN®; 1-5 pl; Hirschmanff laborgeréte), stabilizovana ve své zaghsti plastelinou.
Pripevrena kli¥ata byla umisnha do vihké korarky pii 37°C (Tatchell 1967). Poup

hodinach jsem odebirala z kapilary sliny produka@vkiiSgtem. Indukce sligni byla u kligat
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provadna postupnou aplikaci i@ pilokarpinu (50 mg/ml, v 95% etanolugliem 2—-3 hodin
pokusu, na dorzalni Stitek kigt (Valenzuela a kol. 2000).

Obr. 6. Ziskavani slin z fipevniné nasaté samice kkg&t 1. ricinus.

3.4. Riprava extraktu SZ a deni koncentrace

proteini

SZ v TBS pufru byly v mikrozkumavce na ledu soni&oy (Bandelin Sonoplus 2x 6
cykli po dobu 10 sekund). Vznikly homogenat byl cengriivdn 10 minut na 12 000 g.

Supernatant, extrakt SZ (SZE), byl odebran a uamovétekutém dusiku. Koncentrace
proteini byla zn&fena pomoci kitu Quant-iT™" Protein Assay (citlivost gteni koncentraci

od 0,25ug/ml) na gistroji Qubit™ fluorometer (Invitrogen) podle pokynvyrobce.
Koncentrace proteinv SZE z 40-50 kli&t se pohybovala u nasatych samic 1-2,5 mg/ml a
u nenaséatych samic 0,2—0,9 mg/ml.

3.5. Afinitni chromatoqgrafie

Izolace glykoproteih z SZE byla provedena afinitni chromatografii gikek

imobilizovanymi na agarézu viz tab. 2. Pro izolacoteinu Siglec jsme pouzili konmae
ziskanou protilatkou proti N-konci Siglec 1, ktdérda v naSi laboratonavazana na agarozu.
Izolace byla provatha na pistroji Bio Logic LP (BioRad) a fib¢h separace bytizen a
zaznamenavan pomoci softwaru LP Data View 1.01.

V prvnim kroku byla kolona s agar6zou a vazanyntinekn promyta TBS pufrem (viz
tab. 2.) a byla provedena inkubace s SZE (200+60Ml), ke kterému byl fidan Triton
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X-100 (5ul/1ml) a sn&s inhibitort proteaz (IP; Halt' Protease Inhibitor Single-Use Cocktalil;
10 pl/ml; Thermo Scientific). Po inkubaci byly nenavagaproteiny z SZE vymyty TBS

pufrem z kolony. Glykoproteiny navazané na keéldoyly vymyty po inkubaci (15 min) s

elutnimi roztoky sacharitl (viz tab. 2.). Eluovana frakce byla koncentrovadsolena a byly

k ni pridany IP. Pro delSi uchovavani byly jednotlivé frakulozeny v tekutém dusiku. Po
pouZziti byla kolona vymyta od zbytknavazanych protein3 M roztokem NaCl a promyta
pufrem 0,01 M PB s 0,15 M NacCl, pH 7,2 (PBS).

Tab. 2. Prehled imobilizovanych lektin pouzivanych p izolaci glykoproteiri pomoci

afinitni chromatografie.

Lektin | Vazebny rozsah Dodavatell Pouzivany pufr Roztok pro eluci

lektint mg/ ml

gelu

_ 10 mM Tris-HCI; 0,15 M | 0,5 M methyle-D-

Sigma- .
GNA | 24 _ NaCl; 1 mM ionty (CaGl | manosid
Aldrich
MgCl,, MnCl,); pH 7,7

_ 10 mM Tris-HCI; 0,15 M | 0,25 M GalNAc

Sigma-

HPA 1-3 ) NaCl; 1 mM ionty (CaGl
Aldrich

MgCl,, MnCL,); pH 7,4
50 mM Tris-HCI; 0,15 M | 0,02 M etanolamin
neuveden EY Lab. | NaCl; 1 mM ionty (CaGl
MgCl,, MnCl,); pH 6,6

MAA

3.6. Odstragini albuminu ze vzork

Albumin byl ve vzorcich opakovérgjiSttn pomoci analyzy hmotnostni spektrometrii

®
a bylo nutné ho ze vzaikodstranit. To bylo provedeno pouzitim kitu Protetv&ct

Albumin Removal Kit (Calbiochem) podle instrukcirafce.

3.7. Koncentrace a odsoleni protéin

Koncentrace proteinelutnich frakci ziskanych lektin afinitni chromatogradi frakci

zbavenych albuminu byla zvy$ena pomoci centrifngzh kolonek ,Microcofi Centrifugal

Filter Devices" (Millipore) s MWCO (molecular weigltut-offs) nepropustnou membranou
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10, 30 nebo 50 kDa. Centrifugace probihala43C podle navodu vyrobce viz obr. 7. Ke
koncentrovanému vzorku bylyigany IP a byl uloZen do tekutého dusiku.

Obr. 7. Koncentrace proteinve vzorku pomoci kolonek Microc8i€.F.D.
Vzorek je centrifugovan v kolonce zasazené v mikuozavce. Proteiny jsou
zachyceny v kolonce a pufr je 8&m do mikrozkumavky. Po odstkam

pufru je kolonka otéena a jeji obsah je centrifugaci vychytan do
mikrozkumavky.

Upraveno podle MicrocéhCentrifugal Filter Devices, User Guide, Millipo2€05.

3.8. Enzymaticka deglykosylace protdin
K proteimim byly gidany enzymy, fslusnymi pufry a denatuwtaimi ¢inidly za
podminek uvedenych v tabulce 3. Inkubace probilgks noc g 37°C. Vyloweni

piipadnych protedzovych aktivit v extraktu SZ byloledité, sledovat pokud nepréiia
denaturace proteinpred gidanim enzym (plati napiklad pro neuraminidazy). Tato kontrola
byla provedena inkubaci protéipii stejnych podminkach ve vySe zrafych roztocich, ale
bez gidani enzyn.
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Tab. 3. Seznam pouzitych enzyna jejich specifit, pouzivanych koncentradippavy vzorki a dodavatele.

e Stspi Koncentrace | Priprava vzorku ped gidanim enzymu Dodavatel
nzym .
Y (U/ug SZE) enzymu
PNGéza F N-glykany, které nemaji al,3-| 10 18 pl SZE + 3,6ul 0,25 M PB, pH 6 + 0,9 | Calbiochem
. . s denaturaniho roztoku; michéni; 100°C 5 minut|+
(Chryseobacterium | vazanou Fuc ke GIcNAc P-jadra, od 0,9l 15% Triton X-100
meningosepticum) | Asn proteinu.
] N-glykany «etré téch, které maji 0,250 50 ul SZE + 0,3ul 10% SDS + 1,311 0,2 M DTT +| Calbiochem
PNGaza A vazanol  al3Fuc ke GIcNAd 15 ul H,0; 100°C 10 minut, 1@l 0,5 M NaHPO,,
(mandle) * pH 7,5 + 101l 10% NP40 + 12,6l H,0
P-jadra, od Asn proteinu.
_ | Terminalni a nestvenou ol,6-| 0,750 18ul SZE + 2ul 0,5 M PB, pH 5,0 Calbiochem
a(1-6)-manosidazg .
vazanou Man od Man P-jadra
(Xanthomonas sp.)
glykanu.
Preferetiné a2,3- vazanou Neu5Ac8-24 10ul SZE + 10ul 0,2 M CHCOONa s 8 mM Sigma-Aldrich

Neuaraminidaza

(Vibrio cholerae)

od GalNAc, ale takéa2,6- ao2,8-

vazanou Neub5Ac od GalNAc.

CaCh, pH S

Denaturéni roztok: 45ul 0,02 M hydrouhkitan amonny; pH 8 + &l 0,2% SDS s 0,1 M mercaptoetanolem
0,25 M PB: 17,9 g N&PO,.12 HO, 1,7 g KHPO/250 ml HO; pH 6
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3.9. Elektroforetickd analyza protdairpomoci

SDS-PAGE

Proteiny byly v elektrickém poli rozteny v polyakryalmidovém gelu pomnosti
sodium dodecyl sulfatu (Laemmli 1970) néisfroji Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad).

Denaturace proteinbyla provedena ve vzorkovém pufru s 0,4 M dithiettolem (Protein
Loading Buffer Pack; Fermentas) a varem po dobuimutn Denaturované proteiny byly
centrifugovany 3 minutyip12 000 g a naneseny do jameippavenych polyakrylamidovych
geli. Gely (10% rozélovaci gel s 5% zaastvacim gelem) byly ffipraveny podle Harlow a
Lane (1988). Elektroforéza protéibyla provedena s pouzitim elektrodového pufru (218
Tris; 19,2 mM Glycin; 0,01% SDS; pH 8,3fipapsti 160 V giblizné 1,5-2 hodiny. Jako
standard molekulové hmotnosti byl pouzit marker eP&ulef" Prestained Protein Ladder
(Fermentas) o velikostech: 170, 130, 95, 72, 5434326 kDa.

Proteiny rozdlené v gelu byly peneseny na PVDF membranu metodou "Western blot"
nebo barveny podle postupu vyrobce pomoci barvyn@agsie Brilliant Blue G-250, Page
Blue™ (Fermentas), ktera je vhodné i pro detekci prétaimotnostni spektrometrii (MS). V

piipadt potreby byly gely dobarvenyigbrem podle protokolu Blum a kol.(1987).

3.10. Reneseni protein na membranu
v elektrickém poli "Western blot"

Proteiny rozdlené pomoci SDS-PAGE v polyakrylamidovém gelu po8l2.6 byly

metodou "Western blot" (Towbin a kol. 197pjeneseny na PVDF membranu (Millipore,
0,45 um). Frenos byl proveden na "blotovacim"tizeeni Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad) s
pouzitim blotovaciho pufru (2,5 mM TRIS, 19,2 mMygh, 0,1% SDS, 20% metanol).

Proteiny byly penaseny v elektrickém polfiB50 mA a 60-80V po dobu 2 hodin.

3.11. Barveni a afinitni/imunitni zgeni
pienesenych proteitnlektiny/protilatkami
a inhibice zndeni pomoci sacharid

Po ukoreni genosu proteitn byla membrana promyta v destilované &a@d proteiny

byly obarveny pomoci 0,2% roztoku Ponceau-S (Sigwadaich). Membrana bylaied dalSim

pouzitim promyta TBS pufrem.
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Prouzky membrany byly promyté 3x v TBS pufru (vabt 4.) a 10 min blokovany
v ¢erstw pripraveném roztoku 0,3% 4, ve vod nebo 0,5% KO, v metanolu. Po promyti
v TBS s 0,05-0,1% Tween 20 (TBS/T) byly prouzky rbeam blokovany v 3% BSA
v TBS/T 3 hodiny i 37°C nebo pes noc fi 4°C. Pouzivané lektiny konjugované s biotinem
(MAA 1I, GNA, SBA, DBA, HPA, UEA |, LTL, AAA, AAL; viz tab. 4.) byly inkubovany
s prouzky membréan 2 hodigokojové teplat nebo pes noc fi 4°C. Inhibice vazby lektii
sacharidy byla prové&da inkubaci s vhodnym monosacharidem (viz tab3@.minut ged
aplikaci na membranové prouzky. Poklhdném promyti v TBS/T nasledovala inkubace s
ExtrAvidinem (Sigma-Aldrich; 2-2,51g/ml) konjugovanym s ikenovou peroxidasou. Po
promyti v TBS/T nasledovalo vyvolani barevné reagomoci 3,3 -diaminobenzidinu (DAB
‘peroxidase substrate kit'; Vector lab.).

Pro znazoréni proteii byly membrany barveny vroztoku Protogold (BB
International), jehoz citlivost barveni protéije viadu pg/ml. Barveni bylo provedeno podle
instrukci vyrobce.

K detekci Siglec 1 v proteinech SZE na PVDF memécérbylo pouzito polyklonalni
IgG protilatky proti N-terminalnimu konci Siglec(N-20; Santa Cruz Biotechnol,i@/ml) a
sekundarni protilatky konjugované gekovou peroxidazou (Vektor lab. ufy/ml). Blokovani
a proplachovani prouskoylo provedeno stefn(viz vyse).

P znaieni proteii na membranach jsem prowvéali tzv. negativni kontrolu zani.
Misto lektinu/protilatky v protokolu ziani byl prouzek s proteiny inkubovan za stejnych
podminek pouze sElusnym TBS pufrem. Bylo tak testovano, zda nedatck nespecifické

vazl® sekundarni protilatky na proteiny SZE.
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Tab. 4. Seznam pouzitych lektinkonjugovanych s biotinem (koncentrace, in&ili

sacharid, dodavatel) a pouzivané pufry pro¢ena glykoproteifi prenesenych na PVDF

membranach.
Pracovni
Lektin Dodavatel | koncentrace Pouzivané pufry Inhibni sacharid
(ng/ml)

50 mM Tris-HCI; 0,15 M
MAA Il | Vector lab. 10 NaCl; 1 mM ionty (CaGl 0,02 M etanolamin
MgCl,, MnCl,); pH 6,6

10 mM Tris-HCI; 0,15 M
GNA 1 NaCl; 1 mM ionty (CaGl
Vector lab. MgCl,, MnCl); pH 7,7

0,5 M methyle-D-
manosid

10 mM Tris-HCI; 0,15 M
SBA 10 NaCl; 1 mM ionty (CaGl 0,25 M GalNAc
Vector lab. MgCl,, MnCl); pH 7,4

10 mM Tris-HCI; 0,15 M
DBA 10 NaCl; 1 mM ionty (CaGl 0,25 M GalNAc
Vector lab. MgCl,, MnCl,); pH 7,4

10 mM Tris-HCI; 0,15 M
HPA Sigma-Aldrich 10 NaCl; 1 mM ionty (CaGl 0,25 M GalNAc
MgCl,, MnCl); pH 7,4

50 mM Tris-HCI; 0,15 M
LTL Vector lab. 4 NaCl; 1 mM ionty (CaGl 1 ML-Fuc
MgCl,, MnCl); pH 7,4

50 mM Tris-HCI; 0,15 M
AAA EY lab. 4 NaCl; 1 mM ionty (CaGl 1M L-Fuc
MgCl,, MnCl); pH 7,4

50 mM Tris-HCI; 0,15 M
AAL Vector lab. 2 NaCl; 1 mM ionty (CaGl 1 ML-Fuc
MgCl,, MnCl); pH 7,4

50 mM Tris-HCI; 0,15 M
UEA | |Sigma-Aldrich 4 NaCl; 1 mM ionty (CaGl 1 ML-Fuc
MgCl,, MnCl); pH 7,4

3.12. Hmotnostni spektrometrie

Pro identifikaci hmotnostni spektrometrii bylyigravené vzorky protein S€peny

trypsinem a odsoleny pomoci C-18 kolon. Zachycespigy byly vymyty 60% acetonitrilem
ve vod, vysuseny pod vakuem a naslédozpustny v 15ul HPLC vody. Pro MS analyzu
bylo pouzito piblizné 1-5ug peptidi.

Vlastni analyza MS/MS byla provedena na hmotnostsfraktrometru Agilent 1100
Series LC MSD lon-Trap XCT s nano-ESI ionimém zdrojem. Peptidy byly separovany na
C18 kolor® pomoci gradientu 5-8% ACN. Ze ziskanych dat byyvereny MASCOT
generic soubory (mgf), které byly pouzity pro peddvani databazi (proteiny z Ka§ =
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Acari a Ixodes, morkete = Cavia, mySi = Mus a SWISS-PROT databaze) programem

MASCOT. Do vyhledavani byly ¥azeny pouze ionty s nabojeh&3.

3.13. Riprava SZ a gev pro imunozn&eni

Streva a SZ jsem pitvala a promylav 0,01 M PB s 0f1§aCl; pH 7,2 (PBS). Organy
byly fixovany 4% formaldehydem s 0,1% glutaraldedaydv 0,1 M PB 2 hodinyip4°C.
Béhem této doby byly mikrozkumavky 2x vystaveny mikraam (30 sekund, 80W, ve vodni

lazni, mikrovinka Miele). Po fixaci byly organy Ipcomyty vypiracim roztokem (0.1 M PB,;
0,2 M glukdéza; 0,02 M glycin) a byly zality do 108elatiny (v HO) pii 37°C. Po ztuhnuti
Zelatiny @i 4°C byly organy zalité v Zelatin nakrajeny a dale 2x promyty vypiracim
roztokem pi 4°C. Postupnou odvadvaciiadou etanolu byly vzorky odvodmy pii snizené
teplo€ (30% etanol  0°C 30min; @i -15°C po dobu 1 hod.: 50, 70, 90 a 100% etanol) v
kryosubstiténi zaizeni EM AFS (Leica). Postupné prosycovani vagrkyskyrici s etanolem
(2:2; 1:1 a 2:1) a s pryskgi bylo provagno pi teplog -15°C, po dobu 1 hod. Pro
polymeraci UV swtlem byly SZ prosycovany pryskgi LR White (Polysciences) s
iniciatorem benzoyl methyletherem (0,15 ¢g/30 g kyyiee), zalévany do BEEM kapsli
(Polysciences) a polymerovanyi pl1 az -15°C 24 hodin UV sitlem v kryosubstiténim
zaizeni. Steva byla prosycovana pryskyi LR White s katalyzatorem benzoyl peroxidem

(0,99 g/50 g pryskiyce) polymerace probihala v Zelatinovych kapsligi #0°C 48 hodin.

3.14. Krajeni blgku pro imunofluoresceni
mikroskopii a TEM

Rezy o tloudce 100 nm jsem kréajela na ultramikrot@MiIUC 6 (Leica) a vkladala je

do kapky 10% acetonu na podlozZni &k# (Superfrost). Po zaschnuti byla kolgmn
vytvoiena hydrofobni linie (PapPen; Electron MicroscopiefSices) a nasledovalo afinitni
znaeni lektiny pro fluorescemi mikroskopii (viz 3.15.).

Pro TEM jsem na diamantovém nozi (Diatome) krdf@lanmiezy, které jsem
nabirala na niklové d&ky, které jsem dale ztga podle protokolu viz 3.16.
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3.15. Afinitni zn&eniiezi SZ a stev lektiny
pro fluorescefini mikroskopii
Sklicka siezy jsem si pipravila do vihké korarky. Rezy byly blokovany v 3% BSA,

TBS/T (pH viz. tab. 5.) 3 hodinytppokojové teplat a dale inkubovany s lektiny (viz tab. 5.)
pies noc fi 4°C. Promyvani bylo prov&do s 1,5 % BSA v TBS/T. Po aplikaci Streptavidinu
konjugovaného s FITC (1Qg/ml, Vector lab.) na skika byla celd vihk& kofirka
zatemrina. Po promyti v TBS/T byla jadra biknbarvena DAPI (jI/ml H,0) 15 minut pi
pokojové teplat a fezy byly znovu promyty a montovany do roztoku 2,5%BCO/95%
glycerol s pidavkem n-propyl galatu (15 mg/ml). Sida se zné&enymitiezy byla uloZzena ve
tmé pii teplo€ 4°C. Prohlizeni zr@nych fez2i bylo provedeno na mikroskopu BX51
(Olympus) a snimky byly vyfoceny kamerou DP70. Wprabrazk jsem provedla pomoci

grafického softwaru Adobe Photoshop.

Tab. 5. Seznam pouzitych lektinkonjugovanych s biotinem (koncentrace, in&ili
sacharid, dodavatel a pouZivané pufry) prasenagitomnych glykaf naiezech SZ a stv

pro fluoresceéni mikroskopii.

Pracovni
Lektin Dodavatel | koncentrace Pouzivané pufry Inhibni sacharid
(ng/ml)
10 mM Tris-HCI; 0,15 M 1 M methyle-D-
GNA Vector lab. 40 NaCl; 1 mM ionty (CaGl manosid;
MgCl,, MnCL); pH 7,7 TP*(40mg/ml)
50 mM Tris-HCI; 0,15 M
LTL Vector lab. 40 NaCl; 1 mM ionty (CaGl 0,5 ML-Fuc

MgCl,, MnCl,); pH 7,4

50 mM Tris-HCI; 0,15 M
AAA EY lab. 40 NaCl; 1 mM ionty (CaGl 0,5 ML-Fuc
MgCl,, MnCl); pH 7,4

50 mM Tris-HCI; 0,15 M
AAL Vector lab. 20 NaCl; 1 mM ionty (CaGl 0,5 ML-Fuc
MgCl,, MnCl,); pH 7,4

50 mM Tris-HCI; 0,15 M
UEA | |Sigma-Aldrich 40 NaCl; 1 mM ionty (CaGl 0,5 ML-Fuc
MgCl,, MnCl); pH 7,4

*TP= prasei tyreoglobulin (Sigma)
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3.16. Afinitni zn&enitezl SZ a stev lektiny
pro transmisni elektronovou mikroskopii (TEM)

Protokol znaeni byl stejny jako u zranitezl pro fluorescetni mikroskopii krond

rozdilné koncentrace lekfin(viz tab. 6.) a pouziti Streptavidinu konjugované&hl0 nm
zlatymi partikulami (EMSyedéno 1:40). Po zngeni byly sfky promyty v destilované vagdl
kontrastované 2% vodnym roztokem octanu uranylmi(®uty). Nakonec byl na jejich povrch
napden uhlik v napgvace uhliku JEOL JEE 4C. Zdenétezy na sikach byly pozorovany
transmisnim elektronovym mikroskopem JEOL 1010.0§kdfie byly pdizeny kamerou a
programem CCD MegaView Il (SIS). Zpracovani a tarabrazk byla provedena pomoci

grafického softwaru Adobe Photoshop.

Tab. 6. Seznam pouzitych lektinkonjugovanych s biotinem (koncentrace, in&ibi

sacharid, dodavatel a pouzivané pufry) pra:enanarezech SZ a v pro TEM.

Lektiny | Dodavatel Ko(ﬁc;?rr:ltlgace Pouzivané pufry Inhibihi sacharidy
10 mM Tris-HCI; 0,15 M NaCl;1 M methylea-D-
GNA Vector lab. 200 1 mM ionty (CaC4, MgCl,, manosid;
MnCl,); pH 7,7 TP* (40mg/ml)

*TP= praséi tyreoglobulin (Sigma)
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4. Vysledky

4.1. BFitomnost manodzy v SZAast&né nasaté
samice klisS&te

Man6za vazana v glykoproteinech slinnych Zlaz (S#)la identifikovana a
lokalizovana pomoci afinitni vazby s lektine@alanthus nivalis (GNA), ktery preferetné
védZe oligosacharidy obsahujici Medn3Man. Proteiny extraktu SZ (SZE) byly po
elektroforetickém &eni peneseny na PVDF membranu a afiditmaeny lektinem GNA
(tab. 4.). Takto bylo identifikovanoétsi mnozstvi manosylovanych protéirv rozmezi
velikosti od 40 kDa az po 170 kDa. Nejvyra&n reakce zngeni se objevila u proteino
velikosti piblizne 120 kDa, 145 kDa a 170 kDa (obr. 8). Pomoci GNAnitufi
chromatografie byly z SZE izolovany proteiny, zh#iqxi afinitnim zna&eni s GNA lektinem
nejsilngji reagoval protein o velikostiiplizné 120 kDa (obr. 8, ozian Sipkou).

Pro odliSeni N-¢i O- glykosidové vazby, jsem protein deglykosyl@a/anzymem
al,6-manosidazu (obr. 9.). Porovnala jsem afinitmiateni proteii elwni frakce
piipravenych v pitomnosti i v nefitomnosti enzyra béchem stejnych reakich podminek
(obr. 9.). Enzymem PNGéaza F doslo k deglykosylacpiiblizné 120 kDa izolovaného
proteinu. Nasledujici afinitni zteni lektinem GNA bylo negativni (obr. 9.) a velikos
zminovaného proteinu sefiplizné o 30 kDa zmenSila (obr. 9.). Po deglykosylaci
sal,6-manosidazou jsem nezaznamenala Zzadno&énwrmwe velikosti piblizné 120 kDa
proteinu a také afinitni zdani s lektinem GNA istalo pozitivni (obr. 9.). Barvenim
Protogoldem byly detekovany proteiny, které svolikesti odpovidajial,6-manosidaze
(51 kDa ) a enzymu PNGaze F (36 kDa).

Negativni kontroly vylotily nespecifické vazby ExtrAvidinu na proteiny (ol8).
Specifitu vazby glykoprotein/lektin jsem potvrdilgblokovanim vazby lektinu GNA pomoci
0,5 M metyla-D-manosidu (obr. 8).

Smes proteii v elwni frakci z GNA afinitni chromatografie, ale i jeatfivé
elektroforeticky rozdlené proteinové prouzky z &li frakce rozédlené pomoci SDS-PAGE
elektroforézy byly analyzovany metodou peptidovéhoapovani (Peptide Mass
Fingerprinting; PMF) pomoci hmotnostni spektomentfMS; Mass spectrometry). Tyto
analyzy opakovah potvrdily pitomnost albuminu veltini frakci GNA afinitni

chromatografie. Po odstram albuminu (viz kapitola 3.6.) jsem nezaznamedalkdny rozdil
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v GNA znaeni ani ve velikosti izolovanych protéirelueni frakce. Nefitomnost albuminu
ve vzorcich izolovanych protairbyla poté potvrzena MS, PMF.

Vysledkem MS analyz metodou roztoku @lufrakce z GNA afinitni chromatografie
bylo ziskani sekvence dvou pefitidKLTHKMIGOFLK .Q; K.MIGOFLK .Q). Tyto
sekvence byly porovnavany se znamymi sekvencemiatabdzich Ikodes scapularis’,

"Acari", "Cavia porcellus’, "Mus musculus' a byly hledany jim podobné proteiny. Tyto dva
identifikované peptidy byly firazeny k proteinu karboxypeptidaza Kpodtrida N/E)
z klistte Ixodes scapularis. Pokryti zjiséné sekvence se sekvenci této karboxypeptidazy byla
4%, ale pesnost ziskanych fragmetidch spekter &chto peptid plné podpdila
identifikované sekvence peptid(obr. 10.). Karboxypeptidaza M ma velikost 28 ¥

Lokalizace Man1,3Man v tkanich kligte byla provedena na ultratenkytézech SZ
castén¢ nasatych samic pomoci GNA afinitniho Zeai a detekci streptavidinem,
konjugovanym s fluoresceéni zna&kou. Vysledky jsem prohlizela pomoci fluores@@iho
mikroskopu (obr. 11.). Specifick& reakce byla poxéna v granulich sekneich buiekb ac
acinu typu Il (obr. 11. B), v granulich se&néch buek f, které se hromadily na stran
priléhajici k lumen acii typu 11l (obr. 11. A). Lektin GNA se vazal na patracinu typu 1l
(obr.11. A). Kontrolni reakce byla provedena inkzibaktinu s inhibinim monosacharidem
(1 M methyle-D-manosidem, 30 minutippokojové teplot) pred nanesenim nazy SZ. U
takto zn&enychiezi SZ jsem pozorovala zmy vazby lektinu na dktera granulec burnsk
acini Il a ve znaeni b burgk, kde znaeni getrvavalo pouze na periferii granul.

Pro detailni lokalizaci Maril,3Man v buikach aciti jsem pouzila afinitni zri@ni
ultratenkychiezi pro transmisni elektronovou mikroskopii (obr. 1Zhateni bylo gitomné
v granulichb ac burgk acimi Il (obr.12. A, B, C, D, E) a v granulich btknf acinu Il (obr.
12. F, G). Pozorovala jsem také specifickécend v periferii granub burgk (obr. 12. B, C).
Inhibi¢ni reakce byla provedena inkubaci GNA lektinu s 1nMthylo-D-manosidem, 2
hodiny @i pokojové teplot. Tato inhibice nila za vysledek UpIné vyblokovani vazby GNA
na glykoproteiny (obr. 12. H, I, J).
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Obr. 8. Detekce glykoproteiin[obsahujicich SZE| Ewce STE Eluce
Man(a1-3)Man] GNA- afinitnim zn&enim v 2 - phvy ¢ (oMLK 1
proteinech SZEasteéns nasaté samice klge a : \ '4
v proteinech izolovanych pomoci GNA afinitni a .T
chromatografie (GNA AF).
SZE a eldni frakce byly barveny Protogoldem (P) |
nebo zn&eny GNA lektinem. Negativni kontrola ! ﬁ“‘ . -
znaeni (K). Inhibeni reakce (l) vazby lektin/glykan A
pomoci 0,5 M methyl-u-D-manosidu Sipkou je
oznaen protein o pblizné velikosti 120 kDa.

PNGaza| bez alf

F enzymu | manosidaza

Obr. 9. Detekce glykoproteinizolovanych pomoci

GNA afinitni chromatografie po deglykosylaci

enzymy PNGaza F al-6 manosidaza.

Detekce byla provedena afinitnim zeaim lektinem

GNA a barvenim protein Protogoldem (P). Enzym
PNGaza F &pil priblizné 120 kDa velky protein, doslo k
ztra€ jeho afinity k lektinu GNA a ke zmenSeni proteinu

o priblizné 30 kDa (Sipka). Enzymemil-6 manosidaza se

proteiny nedtpily a priblizné 120 kDa velky protein
zistal zngeny GNA lektinem a jeho velikost se

neznénila (Sipka).

Obr. 10. Sekvence karboxypeptidazy M kiit& | xodes scapularis.

Aminokyselinova sekvence pepiidjlykoproteini izolovanych pomoci GNA afinitni chromatografie
(Cerver¥) a porovnani s celou sekvenci karboxypeptidazy databazemi sekvenci getilxodes

scapularis’, "Acari", "Cavia porcelus"' a "Mus musculus’.
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Obr. 11. GNA znaenitez SZ ¢asténs nasaté samice kle |. ricinus (zelend).

(A) Pozitivni reakce itomna nd buikach acinu typu Il nachazejici se na s¥rpiivracené k
lumen (L). Slaba reakce na povrchu acinu typudithKa). (B)Negativni kontrola ztani. (C) GNA
pozitivni reakce v granulich a ¢ burgk acinu typu Il. (D)Cast&na inhibice vazby lektinu
provedana methykD-manosidem ndezu stejnymi objekty jako C. Vazba lektintefyvava v
nékterych granulichc burek (Sipka) a na periferii grandd burgk (Sipka). Jadra jsou dobarvena
DAPI (modrd).
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Obr. 12. Znaseni ultratenkyclhrezi SZ ¢ast&né nasatych samic kli&e I. ricinus lektinem
GNA, pozorovano v TEM. Inhibice s 0,5 Methyla-D-manosidermaiezu acinu Il (H-J).

Pozitivni zngeni lektinem GNA jsme zaznamenali v acinu typu@blastb burgk (A) ac
burgk (E) zndzorana (¥ piehledovém z&tSeni. Zn&eni bylo gitomno na periferii granud bursk
(B, C) a v granulicte burgk (D). V acinu typu Il byla pozitivni reakceipomna v granulicti burgk
(G). (F) Cast f buiky, prehledové zstSeni. Inhibéni reakce lektin/glykan na acinu typu Il byla
Uplna a granulé burek (1, J) nebyla zngena. (H) Pohled nlabuiky acinu typu II.
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4.2. RFitomnost mandzy ve SZ nenasaté samice
kliStéte

Elektroforeticky rozélené proteiny SZE nenasatych samic bykgreseny na PVDF
membranu a pomoci lektinu GNA jsem detekovakdSiv paet proteimi obsahujicich
Manal,3Man (obr. 13.). Vyraznd reakce afinitniho &rd byla u proteinu velkéhaiplizné
130 kDa, dalSi pozitivni reakce byly u protewelkych giblizn¢ 30-40 kDa.

GNA afinitni chromatografii byly izolovany proteiny velikosti 130 a 110 kDa (obr.
13.). Ri barveni izolovanych proteinProtogoldem byl objeven j&Sprotein o velikosti 80
kDa, ten ale nebyl specificky pro GNA zeai (obr. 13.). Bylo izolovanoiiplizné 120 pl
elueni frakce o celkové koncentraci 25@/ml. Po o¥feni gitomnosti izolovanych protein
barvenim Protogoldem a afinitnim zeaim (obr. 13) jsem zbyvajici material poslala na
analyzu MS. Vysledkem byly sekvence, které bytifgzeny k proteitim arylsulfatdza B
z klistéte Ixodes [‘arylsulfatase B Ixodes)] a protein Sojo cytoskeletu ki&e [,cytoskeletal
protein Sojo kxodes)]. Skore ziskanych sekvenci bylo nizké. Vysledkyde nutné jest
OVEfit.

Lokalizace Man1,3Man v tkanich nenasaté samice kt&Stbyla provedena afinitnim
znaenim lektinem GNA konjugovanym s biotinem a strejgimem na ultratenkychezech
SZ a pozitivni reakce byla pozorovana pomoci TEMr.(dl4.). Specificka reakce byla

pozorovana v granulich sekreéch burtk acini typu Il (obr. 14. A) a lll (obr. 14. B).
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ELUCE
AF GNA SZE

Obr. 13. Detekce GNA specifickych glykoprotéirnv SZE

nenasatych samic kl&e I. ricinus a v glykoproteinech

izolovanych pomoci GNA afinitni chromatografieLUCE
AF GNA).

GNA pozitivni vazba na proteinech SZE ogiten proteiny
v oblasti 30-40 Da a protein o velikostitilgizné 130 kDa
(oznaené Sipkou). Sipkou jsou ozfemy proteiny izolované
pomoci GNA afinitni chromatografie, jejich vazbalektinem
GNA a barveni Protogoldem. Negativni kontrola ¢cam (K) a
barveni proteifi Protogoldem (P).

Obr. 14. Znaeni ultra tenkychiezl SZ nenasatych samic ki |. ricinus
lektinem GNA pro pozorovani v TEM.

Specificka reakceogznaena Sipkoyv granulech aciintypu Il (B) a typu Il (A).
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4.3. Fitomnost N-avcetvID-anaktosaminu/
(D-galaktozy) ve SZ klistte

Pritomnost glykoproteith obsahujici GalNAc/Gal byla zkouména afinitnich cardm
lektiny: Glycine max (SBA), Dolichos biflorus (DBA) a Helix pomatia (HPA). Pozitivni
reakce byla pozorovandignaieni s lektinem HPA, ktery rozeznawéGalNAc. Specificky
se s HPA lektinem vazal protein o velikostiitizné 85 kDa (obr. 15.). HPA afinitni
chromatografii (HPA AF) byly izolovany proteiny,et& po elektroforetickém roZieéni a
afinitnim zn&eni byly €zko identifikovatelné. Ostré proteinové prouzky ylglpozorovany
a v oblastech odijplizné 40 kDa do 70 kDa se objevovaly pouze "Smouhy" engstaeni
proteinovych prouzk Po obarveni izolovanych protéima membrah Protogoldem jsem
rozeznala proteinové prouzky o velikostediblzné 56 a 85 kDa, ale také dalSi proteiny o
velikosti piblizneé 40 a 43 kDa (obr. 15.). Afinitni chromatografiiefs ziskala pouze
priblizné 120ul elucni frakce a koncentrace protéihyla 120ug/ml, proto jsem po provedeni
SDS-PAGE a HPA afinitniho zoeani zbyvajici roztok elini frakce s izolovanymi proteiny
zaslala na analyzu MS.

MS analyzou byla ziskdana aminokyselinova sekvergie3@ peptid. Porovnanim
ziskanych aminokyselinovych sekvenci pepteddatabazemi byl zji& protein Trappin 12
pochazejici z maete Cavia porcellus (,Trappin 12 [Cavia porcelus]”). Ziskané sekvence
meéli pokryti s aminokyselinovou sekvenci 157 766 Bdikého Trappinu 12 ve 26%. (obr.
16.).
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Obr. 15. Detekce glykoproteiin obsahujicicha-

GalNAc v SZEc¢ast&né nasaté samice kli&e a v
HPA afinitni

proteinech

chromatografie.

Detekce byla provedena zmmim lektinem HPA a
barvenim Porotogoldem (P) v extraktu SZE a \miu
frakci ziskané HPA afinitni chromatografii. V SZE s

izolovanych pomoci

pozitivré zn&il protein o velikosti piblizn¢ 85 kDa

(ozn&en Sipkou). V izolovanych proteinech &hi

frakce HPA afinitni chromatografigeluce HPA AF)

se izolované proteiny 85 a 55 kDa neZnale dole se

barvi Protogoldem (Sipka).

Obr. 16. Porovnani aminokyselinové sekvence Trappinu 12oxete Cavia

porcellus se ziskanymi sekvencemi izolovanych pejptid

Aminokyselinové sekvence pepiidzolovaného proteinucérverg) ziskanych pomoci
MS analyzy byla porovnand s celou sekvenci TrapdiPwzjiS€nou z databaze. Bylo

izolovano celkow 30 peptid a celkové pokryti je 26%.
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4.4. Ritomnost fukdzy ve SZ£Aast&né nasatych
samic kliStte

Glykoproteiny s vazanou fukdzou ve S3Asténé nasatych samic kli&e jsem
zkoumala pomoci lektin specifickych pro dzny typ vazby fukdzy v oligosacharidu. Mezi
pouzité lektiny patly: lektin Ulex europaeus | (UEA I; specificky proal,2Fuc), lektinLotus
tetragonolobus (LTL; specificky proal,2Fuc a Lewisantigen - L&), lektin Anquilla anquilla
(AAA; specificky pro vazbual,2Fuc v oligosacharidech a Lefvia H antigen) a lektin
Auleria aurantia (AAL; specificky proal,2Fuc,al,3Fuc,al,6Fuc. L&, a sializovany L8.
Afinitni znateni elektroforeticky roztlenych a na PVDF membrandgmesenych protein
SZE odhalilo velké mnoZstvi protéimbsahujici fukdzu. Nejvice protéise znailo lektinem
AAL, silna reakce zngni byla pozorovana u malych protiein oblasti 30—-50 kDa (obr).
Lektiny AAA a LTL zn&ily témet totoZzné proteiny. Vyrazna reakce Zeai byla u proteif
o velikostech 95 kDa, 80 kDa, 50 kDa, 45 kDa (dbf.). Lektin UEA | zn&il nejmérg
proteini (obr. 17.).

Pro potvrzeni specifity vazby byla provedena intebvazby lektif s 0,5 ML-fuk6zou.
Lektiny s fukdzou byly inkubovanyippokojové teplat 30 min fed nanesenim na prouzek
membrany s elektroforeticky rodénymi proteiny SZE. Uplnou inhibici zteni lektiny jsem
pozorovala pouze u inhibice vazby lektinu AAL s O/5Fuc (obr. 17.), u ostatnich lekiin
byla inhibice jertast&na.

Pro zjiStni, zda je fukéza vazana na jadro oligosactiavidzanych N-glykosidovou
vazbou jsem porovnavala profily afinitenasenych proteift SZE gipravenych po inkubaci
s enzymy PNGéaza F, PNGaza A, s kombinaci obou einaytrez pitomnosti enzyr (obr.
18.). Ani jeden z enzytinPNGaza A a F nebyl schopen deglykosylovat vSeghmnateiny, a
tim tak zabranit vazb s rekterym lektinem. U proteiin deglykosylovanych enzymem
PNGaza A byl zngeny protein o fiblizné velikosti 100 kDa lektinem AAA a protein o
piiblizné velikosti 45 kDa, ktery se z&ihlektinem AAL (obr. 18, c¢erveny rameek). U
proteini deglykosylovanych enzymem PNGaza F jsem detekaxadgeni lektiny LTL a
UEA u proteinu o fiblizné velikosti 97 kDa. Prawgodobré stejny protein fiblizné o
velikosti 45 kDa se znovu zdilektinem AAL (Obr. 18,¢erveny rameéek). Ani pouzitim
obou enzym jsem nedocilila Uplné deglykosylace profeifPomoci afinitnino zri@ni s
lektinem AAA zistal zn&en jeden protein oifplizné velikosti 100 kDa (obr. 1&erveny

rameek).
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U zna&enych proteinovych profil (pfipraveny bez fitomnosti enzym) jsem
detekovala p znaeni lektiny AAA a LTL proteiny o fiblizné velikosti 95, 72, 53, 48, 49,
45, 38, 37, 34 kDa (obr. 18)fiRnaeni proteiti lektinem AAA doslo k méavyrazné reakci
Lektin UEA | na membranach nezilazadné proteiny (obr. 18.). Vazba lektinu AAL na
glykany byla velmi silnd a nebylo mozno Iépe odiigdnotlivé proteinové prouzky (obr. 18.).

Lokalizace fukosylovanych protdinbyla provedena na 200 nm tenkyidzech SZ a
strev ¢ast&né nasatych samic né&mou afinitni fluorescenci s lektiny AAA, AAL, LTla
UEA |. Naiezech bylo pozorovano pouze eai lektinem AAL (obr. 19.)Rezy zn&ené
ostatnimi lektiny byly bez reakce, st&jjako fezy zngené pouze streptavidinem (negativni
kontrola). Pozitivni reakce s lektinem AAL byla stéew nasaté samice klige pozorovana
ve stevnim obsahu a veiswnich buikach (obr. 19. A). Ve SZ naséaté samice byla reakce
lektinem AAL pritomna v granulich bwk acini typu Il (obr. 19. C) a typu Il (obr. 19, B),
ale také na girezech vyvod SZ (obr. 19. C, E oz&ané Sipkou). Aciny typu | se lektinem
AAL nezn&ily (obr. 19. D). Inhibice vazby lektinna struktury tké&ni kli%t s 0,5 M fukdzou
vedla k apIné inhibici vazby (obr. 19. G).

UEA |
AAA
LTL |
A
AAL

Obr. 17. Detekce fukosylovanych protein ze SZE
Casténé nasatych samic kli&e I. ricinus pomoci
afinitniho znaeni lektiny UEA |, AAA, LTL a AAL.

Negativni kontrola zrigni (K). Inhibice lektinu AAL = il
fukézou (I). Lektinem UEA | se z&&nejmérs proteini, m :li';
zatimco u lektinu AAL je silna reakce r&p celym S t ;

proteinovym profilem. Lektiny AAA a LTL maji podolyn 1

profil znaéenych proteif. e -
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Obr. 18. Detekce fukosylovanych glykoprotéirpomoci afinitniho zngeni lektiny AAA,
AAL, UEA | a LTL na proteinech SZE bez glykosylaago deglykosykni reakci s enzymy
(PNGé&za F, PNGé&za A a kombinace obou erigym

Negativni kontrola zngeni (K). V zeleném rant&u s Sipkou je vyzn#na nespecificka reakce na
proteinovém prouzku o velikostitiplizné 120 kDa.Cervenym ramékem s Sipkou jsou vyzidany
proteiny, které i fes reakci s enzymyastaly glykosylovany a zrdy se dal lektiny.Cerné Sipky
znazotiuji reakci na proteinech, které nebyly deglykosgitoy, gipravené v reakci bez enzym

PNGaza F | bezenzymu| PNGazaA | |PNGazaA+F

K

Z|E|5| K

—

SEIEL

AL B EIERE
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Obr. 19. Lokalizace fukosylovanych protéinve SZ a ve $&w asténé nasatych samic

klistete I. ricinus pomoci lektinu AAL nefimou fluorescenci.

(A) Specificka reakce byla patrna veesinich buikdch (SB) a v obsahutetva (h¥zda) Pozitivni
reakce znéeni (Sipka) v granulich sekmich burgk acimi typu lll (B), typu Il (C, E) a chitinovych
strukturach tracheol (Sipka). Aciny typu | se laktin AAL nezndili (D). Negativni kontrola (F).
Inhibice 0,5 M fukézou (G). Jadra hiknbyla barvena DAPI (modrd), AAL afinitni zéeni (zelena).

20.0 um

50.0 pm

500 pum | ~~ 50.0 ym

~ 50.0 pm
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4.5. FFitomnost kyseliny sialové v SZ kli&te

Kyselina sialova (Neu5Ac) byla detekovana v exwaktoteiri SZ pomoci lektinu
Maackia amurensis (MAA 1), ktery je specificky k terminalni Neu5A® (2,3)Gal/GalNAc .
Afinitni znateni rozalenych a na membranuignesenych proteinSZ odhalilo MAA I
specifické proteiny o velikosti kolem 170 kDa, 96& a 55 kDa (obr 20.). Vazba lektinu
MAA Il na proteiny slin byla pozitivni pro 95kDa L0 kDa a 130 kDa proteiny (obr. 20.).

MAA Il afinitni chromatografii byl ze SZE izolovaprotein o velikosti fiblizng
100 kDa (obr. 21., Obr. 22). Tento protein $edbouhodobém skladovaniipeplog -20°C
a opakovaném rozmrazovani rozpadal na metibijzm¢ 70 kDa protein (obr. 22.).

Elu¢ni frakce ziskana MAA Il afinitni chromatografii layS€pena enzymy PNGéaza F a
neuraminiddzou izolovanou z bakteriibrio cholerea. Vysledky deglykosylace byly
sledované metodou Western blot a MAA Il afinitnimeienim. Velikost proteinu, ktery byl
inkubovan s neuraminidazou se zmensSila o 5-10 kRaageni lektinem MAA Il bylo
negativni (obr. 21). Protein se po inkubaci s ereaymPNGaza F zmenSil a Zeai
s lektinem MAA Il bylo negativni (obr. 21).

Vytiznuty prouzek z akrylamidového gelu s 100 kDa girem, ktery byl ziskan
MAA Il afinitni chromatografii, byl podroben Edmawb degradani reakci. Byla zji&na
sekvence N-terminalniho konce tohoto izolovanéhotgimu XNMERLNFNC, prvni
aminokyselinu touto metodou obvykle nelze idengifiat (). Porovnanim této sekvence s
Gdaji v databazich jsme nasli protein s nejpod@irsekvenci a byl jim mysi protein Siglec 1.

Pro potvrzeni, zda se jedna o hostitelsky proteghe8 1, jsem komeén¢ vyrabkinou
polyklonalni protilatkou proti N-konci proteinu $&g 1 zndila elektroforeticky rozélené a
na membranuienesené proteiny SZE. Pozitivni reakce byla det&kaw piblizng 70 kDa
proteinu, u dvou proteino velikosti giblizn¢ 95 kDa a u proteinuiblizné o velikosti 140
kDa (obr. 23.).

Tuto kometni protilatku jsme navézali na kolonu a pouZilk jizolaci proteiri afinitni
chromatografii. Byl izolovan protein o velikosti &Da, ktery nebyl zrgen v extraktu SZ, a
protein o velikosti 140 kDa (obr. 23.).

Oba proteiny ziskané afinitni chromatografii s rzawéu protilatkou proti proteinu
Siglec 1 nebo MAA Il afinitni chromatografii bylyaglany k analyze MS. Vysledky analyz
byly zatim negativni.
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Obr. 20. Detekce terminalni kyseliny sialové v SZE
a slinach casténe naséaté samice kl&e pomoci
afinitniho znaeni lektinem MAA II.

Cervenou Sipkou jsou ozéeny proteiny SZE i slin, které
se zndi lektinem MAA II. Modrou Sipkou je ozran
100 kDa protein obsazeny ve slinach.

Obr. 21. Detekce termindlni kyseliny sialové r
proteinech izolovanych pomoci MAA 1I- afinitn

chromatografie .

Proteiny eldni frakce byly Stpeny enzymy PNGaza F

neuraminidazou \ibrio cholerae). Detekce protein je

provedena pomoci afinitniho zfemi lektinem MAA Il nebo
barvenim Protogoldem (P).

Cerveny raméek oznauje 100 kDa protein, z&any lektinem
MAA II. Protein nebyl deglykosylovan. Poégeni enzymem
neuraminidazou je velikost proteinu mensi (barv
Protogoldem, modry raniek), a znaeni lektinem MAA 1l je
negativni. Enzymaticka deglykosylace s enzymem PiHGa
zmenila také piblizné 100 kDa protein, zr@ni lektinem MAA

Il bylo také negativni.

SZE
Sliny

Wibnio
cholaras
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Obr. 22. Proteiny izolované MAA afinitni chromatograf
rozcklené v gelu a obarven&iftrem.

Elu¢ni frakce po delSim uchovavani, krédrh00 kDa proteinu

se objevuje fiblizné 70 kDa protein.

Obr. 23. Znaeni proteii SZE a proteif
izolovanych pomoci afinitni chromatografie s
protilatkou proti N-terminalnimu konci proteinu
Siglec 1.

Cervené Sipky ozraiji izolované proteiny z eti

frakce zn&ené protilatkoiproti N-termindlnimu konc
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5. Diskuze

5.1. Manosylované glykoproteiny

Pritomnost manosylovanych protéirve SZ naséatych i nenasatych samic &iést

I. ricinus byla neimo detekovana afinitnim zéanim s lektinem GNA. Byl detekovartgi
pocet GNA specifickych protein ale vyrazna reakce ztemi byla u proteinu ofblizné
velikosti 120 kDa. Z extraktu SZ nasaté samice tdHS jsem pomoci GNA afinitni
chromatografie izolovala a z&éenim GNA lektinem potvrdilafftomnost proteinu o velikost
piiblizné 120 kDa. Tento izolovany protein byl deglykosylovydomoci enzymu PNGaza F.
Velikost proteinu se zmensila a afinitni Zeai bylo negativni. Enzym PNGaza F @égsije
N-glykan od proteinu vipact, Ze neni na P-jadru glykanu navazaiz3-fukdza (Tretter a
kol. 1991). Ziskané vysledky ukazuji, Ze izolov&@®MA specificky protein je glykoprotein s
N-vazanym glykanem. Lektin GNA specificky vaze zéjma terminalnil,3-mandzu nejlépe
v oligosacharidu Masl,3Man (Shibuya a kol. 1988). Enzymatickd deglykasy
izolovaného GNA specifického proteinu pomadi6-manosidazy prokazala, ze mandza neni
vazana pes vazbuol,6-. Redpokladame tedy jejifipojeni ges vazbuol,3- pra¥ v
oligosacharidu Maml,3Man.. Potvrzeni vazby lektinu GNA/M@h3Man glykan jsem
provedla negativni kontrolou a inhibii reakci s metyk-D-manosidem, ktery je nejlepSim
inhibitorem vazby Maal,3Man (Shibuya a kol. 1988).

V elweni frakci ziskané GNA afinitni chromatografii bypyitomné dalSi proteiny, které
byly detekovany pouze barvenim Protogoldem. Tytotginy postradaly afinitu k lektinu
GNA. Jde prav&podobr o fragmenty izolovaného GNA specifického proteinu.

Elu¢ni frakce v roztoku byla analyzovana hmotnostnikBpenetrii peptidového
mapovani. Ziskané sekvence peptisime porovnali s databazi a byliiipzeny k sekvenci
karboxypeptidazy M (podida N/E) z klistte |. scapularis. Pokryti zjiStné sekvence se
sekvenci této karboxypeptidazy byla pouze 4 % atifilcovany byly pouze dva peptidy.
Velmi presna fragmentai spektra dchto peptid a jejich velka shoda se sekvenci
karboxypeptidazy M podporuji identifikaci purifikamého proteinu jako karboxypeptidazy M
(obr. 10.). Velikost karboxypeptidazy je 28 176 Daz neodpovida velikosti nejvyragsiho
proteinu @i afinitnim zn&enim lektinem GNA (fpblizné¢ 120 kDa) Vzorkem pro analyzy byl
roztok izolovanych proteineluwni frakce, z&tehoz plyne, Ze MS analyzou mohl byt zachycen
protein, ktery afinitnim zngnim nebo barvenim Protogoldem nebyl detekovan.
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Karboxypeptiddza je enzym, ktery specificky &gdgfe aminokyseliny z C-
terminalniho konce z pepftidU kli&at byly zjiS&ny nizné typy karboxypeptidaz iffomnost
karboxypeptidazy N bylaipdpo¥zena u klisite Ixodes dammini na zaklad enzymatické
aktivity (Ribeiro a Spielman 1986). Tento enzymkiinauje farmakologicky aktivni latky,
jako jsou anafylotoxin a bradykinin, odgbvanim aminokyselin (Oshima a kol. 1974).
Karboxypeptiddza N z kli&e 1. dammini zatim nebyla izolovana. Karboxypetidazova
aktivita je znama také u proteinu Bm91, ktery bgjpnve identifikovan jako vhodny antigen
pro vakciny ze #eva kliSéte Boophilus microplus (Riding a kol. 1994). Kompletni
sekvenace genu proteinu Bm91 (Whitfield a kol.,miyr a kol. 1995) ukazala velkou
podobnost s karboxypeptidazou &&o typu ACE (Riding a kol. 1994). Jarmey a koRg%)
zkoumali enzymatickou aktivitu proteinu Bm91 a papéli, Ze se jedna o karboxypeptidazu
ACE. Tento enzym byl v kli&ti lokalizovan ve sew a slinnych zlazach a jeho funkce
v klistéti zastdva neznama. Jarmea a kol. (1995) se domnieajerito enzym by mohl hrat
roli v kontrole peptid zapojenych do fyziologickych prodesani na hostiteli. U kligte
Haemaphysalis longicornis byla ve dtevnich bukach identifikovana serinova
karboxypeptidaza o velikosti 53 kDa (HISCP1; Mota@bkol. 2007). Pokusy s rekombinantni
HISCP1 ukazaly, Ze tento enzym také&p&themoglobin a dochazi k jeho zvySené
expresi Bhem traveni krve. U kli§te |. scapularis byla potvrzena aktivita kininazy.
Kyninaza je metaloenzymétici najednou dvaminokyseliny z bradykininu (Ribeiro a Mater
1998). Jeji fitomnost byla jiz detekovana na zaklaeshzymatickych reakci (Ribeiro a kol.
1985), ale zatim nebyla nijak d@na jeji velikost. Glykosylace karboxypeptidaz,
identifikovanych u kligat, byly potvrzeny pouze u proteinu Bm91, afinithinaenim
lektinem Lens culinaris (Jarmey a kol. 1995). Karboxypeptidaza HISCP1 @ata kol.
2007) obsahuje podle aminokyselinové sekverhigemtencionalni mista glykosylace.

U klistéte |. scapularis byly ureny geny pro celoufadu pgedpokladanych
manosyltransferdz (manosyltransferaza 1, GPI méinasgferdzapl,4-manosyltransferaza)
a také protein O-manosyltransferaza. Déle byly WACknihovnach kligat nalezeny geny
pro prekursoml,2 manosidazy a-manosidazy (databaze NCBI) a Zjish byla takén2,3-
manosyltransferazova aktivita (hypoteticky proteid@jich exprese a funkce jsou u &HS
zatim neznamé. iBstoZze funkce glykosyaich enzyni je u kli¥at malo prozkoumand,
nékolik informaci existuje o hmyzich enzymech. Enzy®@Pl manosyltransferaza
(Drosophila) se podily na biosyntéze fosfoliida enzym B1,4-manosyltransferaza
(Drosophila) ovliviiuje biosyntézu glykosylfosfatidylinositol — kotvy-GPI(Swiss-Prot
databéze). Manosidazy zpracovavaji hegniklé N-glykany nebo &pi zralé glykoproteiny.

a7



Dvé skupinyo-manosidaz sedti na #idu 1, které jsou specifické z GA &gtvazbu 1-2 mezi
Man. Trida 2 jsou lysozomalni-manosidazy a hydrolyzuji vazlml,2-,01,3- aal,6- (Daniel
a kol. 1994). Enzymul,2-manosidaza z ER tioMarsGIcNACc, izomer B z MapGIcNAC;,
zatimco enzymol,2-manosidaza z GA upravuje M@&ICNAck a dava tak vzniknout
MansGIcNACc, (Herscovics 2001).

Pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM)ggpozorovali fitomnost velkého
mnoZstvi manosylovanych protéiiManal,3Man v sekrénich bukachb ac acini typu Il a
v buitkachf acinu typu lll. Z vysledi vyplyva, Ze jsou tyto proteiny vytovany SZ klistte a
jsou pravdpodobr i klistéciho pivodu. Vazba s lektinem GNA byla také na povrchuniaci
[ll. Inhibi¢ni reakce s metyd-D-manosidem bylgésté&na, lektin GNA se vazal nakterych
granulichc burgk acinu Il a vb bunkach, kde zn&ni getrvavalo pouze na periferii granul.
Toto by mohlo souviset i8i afinitou k oligosacharidn nez k monosachafrich. Fitomnost
velkého mnozZstvi manosylovanych protein sekrénich buikdch byla také prokazana
znasenim lektinem Concanavalin A (Vancova a kol. 2006).povrchu acinu tyipll a Ill SZ
byla. mandza identifikovana pomoci fluorescence také kliStte Rhipicephalus
appendiculatus (Kamwendo a kol. 1993).

Ve slinnych Zlazach nenaséatych samic &é&it. ricinus bylo detekovano &tsi mnozstvi
GNA specifickych proteitr. Izolovany byly pouze dva proteiny 110 kDa a 1B@&kProteiny
byly nestabilni a dochazelo k jejich postupnémupeaii. Analyzami MS byly izolované
proteiny gedkEzne identifikovany jako protein podobny arylsulfataBez kliS€te Ixodes a
Sojo protein cytoskeletu kli&e Ixodes. MS spektra identifikovanych peptidyla nekvalitni
a skére pro tyto proteiny nizké. Tyto vysledky bumgné o¥fit, abychom mohli potvrditi
vylowit pritomnost &chto proteii v SZE nenasatych samic. Arylsulfataza B identifiéoa
z klisgte I. scapularis (B7PIU9)je hydrolaza s aktivitou pro sulfatové zbytky vazara 4-té
pozici sacharidu GalNAc (podle EMBL/GenBank/DDBJtatszi, Gene ID 8029592;
VectorBase ISCWO004093). V AK sekvenci arylsulfatd2y kter4 je vnitrobu&nym
roztazovacim lysozomalnim enzymem, byla nalezéngdtencialni N-glykosyléni mista
(Gieselmann a kol. 1992).

5.2. Glykoproteiny modifikované N-acet\-

galaktosaminembD-galaktézou

Pritomnost GalNAc/Gal ve slinnych zlazach byla zkonmdektiny specifickymi pro
GalNAc jako jsou HPA, SBA a DBA. Lektin specifickyro Gal je SBA lektin, ktery vaze
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oligosacharid GalNAgl,3Gal. NejlepSich vysledkjsme dosahli pomoci ztani lektinem
HPA, proto byla provedena HPA afinitni izolace. ifinim zn&enim extraktu protein SZ
jsem detekovala protein o velikostilizné 85 kDa, ale reakcefiznaeni eléni frakce byla
slaba a spiS se i@ oblast proteitl o velikostech pblizn¢ 80-95 kDa a 45-65 kDa.
Barvenim Protogoldem bylo v eloi frakci potvrzeno &kolik proteini o velikostech
priblizn¢ 85 kDa a 56 kDa, 43 a 40 kDa. Ziskan&eidrakce obsahovala nizkou koncentraci
proteini (150ug/ml). Vazba glykanu pomoci enzymebyla zkoumana.

GalNAc a Gal sacharidy jsouwippmné v komplexnich typech N-glykankteré se u
hmyzu vyskytuji jen vzaen(Marz a kol. 1995, Aoki a kol. 2007). zatimco uskht jsou
zastoupeny poMing ¢asto (Srba a kol., vysledky zatim nepublikovany) GalNAebo Gal-
GalNAc disacharidy byly identifikované u rekombitaich proteii hmyzich butk jako
souwast O-glykai (Thomsen a kol. 1990).

Sekvence zjig#had MS analyzou z roztoku protéirlucni frakce ziskané HPA afinitni
chromatografii byla fitrazena k sekvenci proteinuc¢eného jako Trappin 12 z mete
(Cavia porcellus). Trappin 12 izolovany z méete je vyldovan sekretorickym epitelem
semennych wku (je androgen-dependentni) a ma indribiaktivitu proti elastaze leukoayt
(Furutani a kol. 2005). Wlovéka je znamyTrappin 2 jinak nazyvany pre-elafin. Je to
inhibitor neutrofilnich serinovych proteaz a vyakgt se pedevsSim ve sliznicich (plice,
kuze). Trappin 2 je znamy svou antibakterialni afangalni aktivitou a poskytuje ochranu
proti proteazam (Baranger a kol. 2008). Barangerla(2008) se domnivaji, Ze maddivou
roli v ochrarg plic a sliznic¢lovéka pred patogennimi organismy. Velikost Trappinu 125& 1
766 Da, coz odpovida velikostpozorovanym fragmetin izolovanych proteiln Vyskyt asi
30 shodnych peptidv celéem spektru sekvence Trappinu n&nfg Ze protein Trappin 12 se
skute&né nachazel v ekini frakci HPA AF chromatografie, ifpsto, Ze pokryti sekvence bylo
jen 26 %. U Trappinu nebyly pozorovany N- glykosidamista (Furutani a kol. 2005), to
ovSem nevyltuje pitomnost O-vazanych glykéanobsahujicich GalNAc/Gal (Thomsen a
kol., 1990).

Pritomnost a aktivita enzymil1,4-galaktosyltransferazy, ktera by potvrdila wbast
syntézu GalNAc a Gal glykoprotdira potvrdila tak syntézu komplexniho typ N-glykam
hmyzu byla prokdzana u hmyzich linii Bun(Abdul-Rahman a kol. 2002). Aktivita enzymu
B1,4GalNAc-transferazy byla také pozorovany wikhch hmyzu (van Die a kol. 1996).
Nedavno byla u hi#atka Caenorhabditis elegans zjiSttna aktivita enzymu fukosid
B1,4-galactosyltransferazy, kteréipgojuje p1,4Gal kal,6-fuk6ze vazané na GIcNAc P-jadra
N-glykanu (Titz a kol. 2009). V cDNA KkIf&t byly zjiSny geny pro enzymy
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galaktosyltransferazu, B1,3-galaktosyltransferazu, N-acetylgalaktosann-
B1,3-galaktosyltransferdzu p4,3-N-acetylglucosaminyltransferazu jsou u kit |.

scapularis uvedeny v databazi NCBI.

5.3. Fukosylované glykoproteiny

Fukéza ve slinnych Zlazackast&éné nasatych samic byla zkoumana lektiny AAA,

AAL, LTL a UEA I. Tyto lektiny se liSi afinitou k iznym vazbam fukdzy fjpojené
v oligosacharidu (viz kapitola 1.4.4).

Z vysledii znateni pomoci lektih a enzymatické deglykosylace protei8ZE pomoci
enzymi PNGaza A (Stepi vSechny typy N-glykabez ohledu na Fuc vazanou na P-jadro),
PNGaza F (ne&pi glykany sol,3Fuc vazanou na P-jadro) a jejich kombinaci jais&ali
informace o vazb fukézy v glykanech kligte. Fukoza by ve &sSin¢ pripadi mohla byt
vazana vazboul,3- nebool,6- k GIcNAc P-jadra N-glykanu. Fukézaige byt gitomna
také v anténach N-glykérvazboual,2- ,al,3-, ale také vazbaoul,6- ke GalNAc. Zn&ni s
lektinem UEA 1 bylo nejslabsi ze vSech pouzitycktilei, proto fuk6za vazanal,2- vazbou
bude u klisat mér casta. Prawgpodobré se zde také nachazi O-vazana fukoza, protoze
deglykosylaci enzymem PNGasa&istava pozitivni zngeni s lektiny u proteinu velkém
priblizn¢ 45 kDa.

Klistata tedy pravtpodobré maji stej jako hmyz fukdézu népstji vazanoual,3-
vazbou na P-jadro N-glykanu. Fukéza vazaria3- ke GICNAc je typickou pro rostliny
(Ishihara a kol. 1979), je stésti glykoproteif véeliho jedu (Prenner a kol. 1992), nachazi se
u parazitickych schistosom (Khoo a kol. 2001), ale halatka Caenorhabditis € egans
(Hirabayashi a kol. 2002). Fukéza vazana touto wazinize vyvolat alergickou reakci
(Tretter a kol. 1993). U saude al,3- vazana fukdza na P-jadro N-glykapfitomna pouze
u rekterych patologickych z#m, jako jsou naiiklad rakovinné zrny burek plic a tlustého
streva (Becker a Lowe 2003). Pro savce §éna také vazbal,6Fuc na P jadro N-glykén
tato vazba byla u kif&t potvrzena MS analyzou ¢8ba, nepublikované vysledky).

Pomoci fluorescami mikroskopie a vazby lektinjsme lokalizovali fuk6zu ve SZ a
streve casté&n¢ nasaté samice kl&e. Pozitivni vysledky zri@ni se objevily pouze u z&eni
fezi pomoci lektinu AAL. Vazba s lektinem AAL byla ptigni pravdpodobré kvili jeho
Zadna pozitivni reakce. Totbe znamenat, Ze se dané glykanyemwech nevyskytuji, nebo

piitomné glykany jsou nd@ezech omezenpristupné pro vazbu s lektinem. Pro zlepSeni
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piistupu lektim a enzyni ke glykarim lze pouZzit metodu ztani na roztatych kryezech
(viz kapitola 1.4.4.3).

U sava se fukozanl,6- gipojuje k P-jadru oligomandzového typu N-glykam pies
GIcNAc pomoci enzymu GIcNAc-transferaza | (Longmaeré&chachter 1982). Fukosylace
oligoman6zového typu N-glykanu u hmyzu vSak probildomoci specifické
fukosyltranferazy, jejiz aktivitu spoustitifpmnost tzv. pechodnych GIcNAc (Szumilo a kol
1986, Kubelka a kol. 1993). Aktivita fukosyltransie byla také zkoumana na motylich
bung¢nych linii (Staudacher 1992, Altmann a kol. 199Y¥lo zjiSttno pipojovani fukozy
vazboual,6- ke GIcNAc P-jadra. Enzyml,3-fukosyltransferaza byl pragpbdobr také
piitomen, ale zvolenymi metodami nemohla byté¥ena jeji aktivita. U glykain jednoho
typu hmyzich buék bylo pozorovano ffipojeni fukdzy vazbowl,3- ke GICNAc, na které jiz
byla vazanaul,6-fuk6za, vznikla tak formace tzv. difukosylovahyglykani (Kubelka a kol.
1994). Ritomnost difukosylovanych glykén(Fual,3- a Fual,6- gipojenych ke GIcNAC)
byla potvrzena v jedovych Zlazackel (Staudacher a kol. 1991). Také &elmusi byt
piitomna fukosyltransferaza, ktera je odgwwa za fipojeni fukézy do antén glykén
fosfolipazy A (Kubelka a kol. 1993).

Fukosylované proteiny se nachazely vewtich bikach a sevnim obsahuéste&ne
nasatého kligte a patra se tedy jedna o proteiny hostitelskéhvgdu. Ritomnost fukozy
v granulich sekmich burgk acini typu Il a Ill nazn&uje produkci vlastnich kli&tich
[ll bude jeS& nutno provést pomoci lektin-afinitniho Zeai pozorovaného pomoci TEM.

Geny enzyn fukosyltransferazagl,3-fukosyltransferaza a O-fukosyltransferdza byly
uréeny u klis¢te 1. scapularis (databaze NCBI). O-fukosyltransferaza iniciujéppjeni

fukozy do O-glykosidové vazby (Swiss-Prot databaze)

5.4. Fitomnost kyseliny sialové

Pritomnost kyseliny sialové ve slinnych Zlazagsténé nasaté samice klige jsme

detekovali afinitnim zngnim lektinem MAA I, ktery je vazeknspecificky pro kyselinu
sialovou vazanou?2,3- vazbou ke Gal/GalNAc. Potvrzeni vazby kysekiloveé v glykanu
jsme zkoumali enzymatickou deglykolyzaci extraktd & slin enzymy PNGéaza F a
neuraminiddzou izolovanou z bakteri¥ibrio cholerae. Pomoci MAA 1l afinitni
chromatografie jsme izolovali 100 kDa protein. Arzal tohoto proteinu @eneseného na

PVDF membranu) byla provedena Edmanovou degradéiskali jsme sekvenci N-
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terminalniho konce izolovaného proteinu, kter4d na&ka podobnost s lidskym/mySim
sialoadhesinem (Siglec 1). Izolovany MAA |l speckly protein je tedy pravgodobr
hostitelského fvodu. Ke zjidéni proteinu Siglec 1ifmo v extraktu SZ jsme pouZzili zéeni
na membranach pomoci korter polyklonalni protilatky proti N-konci proteinuigdec 1.
Touto protilatkou proti N-terminalnimu konci Siglégsme v SZE detekovalkiplizné stejré
velké proteiny (obr. 23). Protein Siglec 1 je iekkteré rozpoznavaz,3- vazanou kyselinu
sialovou ke Gal/GalNAc a zprdgstlkovava mezibuné interakce v lymfatickych tkanich.
Siglec 1 je hlavni membranovou molekulou makréfay (tastni se jejich mezibgtneé
interakce s dalSimi hikami (Crocker a kol. 1994). Afinitni chromatograféi pouzitim
protilatky proti N-terminalnimu konci Siglec 1 jsnugakovas izolovali ze SZE ve velmi
malém mnozstvi (100l o koncentraci 10@ug/ml) proteiny o velikostech 90-100 kDa, 60—-65
kDa a 130-140 kDa ze SZ. Prozatim nam ziskané disle MS neumoznily potvrdit ani
vyvratit piitomnost Siglec 1. Tento vysledekibe byt zfisoben malym pokrytim méecich
proteimi v dostupnych databazich, a bude proto nutné tytorky znovu analyzovat
citlivéjSimi metodami (FT-MS). Pro @éveni, zda se opravdu jedna o hostitelsky protein
Z mokete, se pokusime izolovat Siglec 1 z celé krveceter Negativni vysledky analyz
metodou PMF byly obdrzeny prasgbdobré z divodu ziskani malého mnozstvi &ti frakce
s nizkou koncentraci protein

Pritomnost kyseliny sialové u hmyzu je spornym témmatdinohé studie potvrzuji
nejenom pitomnost kyseliny sialové, ale také jeji endogesyritézu u hmyzu. Roth a kol.
(1992) detekovahi2,8- polysialovou kyselinu u larev mouclyosophila. Pomoci pimych
(MS) a nepimych metod (zngeni lektiny) byla prokdzana kyselina sialova i telacikady
Philaenus spumarius (Malykh a kol. 1999). Watanabe a kol. se zabywadZnosti pouzit pro
vyrobu rekombinantnich sialovanych glykoproteisystém hmyzi hiky-baculovirus. Bylo
prokazano, Zep-N-acetylglukosaminiddza hmyzich kikn zpisobuje odstrami zbytka
GIcNAc z N-glykanového prekurzoru, a tak zatuje galaktosylaci a terminalni sializaci
glykoproteini. Pouzitim sytému hmyzi Bky-baculovirus k ziskani rekombinantniho
proteinu v pitomnosti inhibitoru pro enzynf-N-acetylglukosaminidaza byla obnovena
schopnost vytviit sialyzovany N-glykan sa¥ho typu. SniZzenti zruSeni aktivity tohoto
enzymu nfize umoznit schopnost hmyzich Blnprodukovat rekombinantni glykoproteiny
modifikované N-glykany sasho typu (Watanabe a kol. 2002). Syntéza kyseliajogé u
hmyzu byla potvrzenafftomnosti genu pro sialyltrasferazu v cDNA moudbgosophila
(Koles a kol. 2004), z kterého byfkipraven rekombinantni protein s potvrzenou aktivito

sialyltransferazy (Koles a kol. 2007). V k&8tl. scapularis byl uren gen pro fedpokladany
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enzym CMP-N-acetylneuraminfigalaktoside2,3-sialyltransferaza (databaze NCBI,
ISCW018738). Tato sialyltransferaza by mohla byt dpgm&dnd za syntézu
NeuAm?2,3Gapl,3GalNAc, ktera se naléza v oligosacharidovyeltzcich O-vazanych
glykani a také jako terminalni sekvence ré&terych gangliosidech (Swiss-Prot databaze). U
san@é ma tento enzym Sirokou specifiku aire modifikovat glykoproteiny a glykolipidy
kyselinou sialovou nezavisle népgchozich /vychozich strukturach (Zuber a Roth 2009
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6. Zawr

Cilem této prace bylo izolovat glykoproteiny zensljch zlaz kligite I. ricinus na
zaklad jejich specifity k vybranym lektiimm, charakterizovat je biochemickymi metodami
(SDS-PAGE, ,Western blot*, enzymatické deglykosgpcgipravit z nich vzorky pro
analyzu MS a detekovat je v tkanich kit

Lektinem GNA jsem detekovala manosylované proteir§Z ¢ast&né nasatych samic
klistéte |. ricinus. Pomoci GNA afinitni chromatografie jsem izolovaiéykoproteiny s
dominantnim glykoproteinem o velikosti 120 kDa. bhdto glykoproteinu bylo deno
piipojeni glykanu N- glykosidovou vazbou. Terminaimandza byla v sachariddipojena
pravdépodobré al,3- vazbou. Glykoprotein byl nestabilni a rozpasel V roztoku elkeni
frakce ziskané GNA afinitni chromatografii byla M8alyzou zji&na karboxypeptidaza M
(podtida N/E). Bylo lokalizovano velké mnoZstvi prapddobr kliStécich manosylovanych
proteini v sekrénich bukachb ac acini typu Il a burgk f acinu typu lll a na povrchu acinu
typu Il SZ ¢asténs nasaté samice klige.

Z nenasatych SZ samic ki jsem izolovala dva glykoproteiny o velikosti 14030
kDa, specifické pro zrani GNA lektinem. | v tomto ifpact byly proteiny nestabilni a
dochéazelo k postupnému rozpadu. V celufrakci GNA afinitni chromatografie byly
identifikovany proteiny jako arylsulfatdza B a Sqjmtein cytoskeletu kliste Ixodes. Tyto
vysledky bude nutné potvrdit. Manosylované proteliyyy také lokalizované v sekmeich
buikdch v acinech typu Il a Il SZ nenaséaté samiceouJso tedy glykoproteiny
pravdépodobré sekretované klistem.

Dva glykoproteiny o velikosti 85 a 56 kDa obsahuj@alNAc byly ziskany ze SZ
casténé naséaté samice kle HPA afinitni chromatografii. Zgani €chto proteii bylo
negativni, ale byly detekovany barvenim Protogold&mroztoku eldni frakce byl MS
analyzou identifikovdn meéeci protein Trappin 12. Trappin postrddd N-glyke&yl mista,
proto lze pedpokladat, Ze tento glykoprotein je modifikovarg@kany.

Metodou afinitniho zngeni lektiny AAA, AAL, UEA | a LTL a enzymatickou
deglykosylaci byla v proteinech SZ nasaté samiti#te detekovana fukdza, kter4 by mohla
byt vazana vazboul,2-; al,3- aal,6- v anténach oligosacharidu nebo vazbb;3- aal,6-
na GIcNAc P-jadra N-glykanu. Fukéza vazanéesp O-glykosidovou vazbu se také
pravdspodobré nachazi v glykoproteinech SZ samice #dis Potvrdili jsme ftomnost

fukosylovanych proteiin sekretovanych kli&tem v granulich sekéaich burk acini typu I
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a lll SZ pomoci fluoresceniho zn&enim s lektinem AAL. Ve #evnich buikach a v obsahu
streva klistte jsme detekovali také fukosylované proteiny hekstikého gvodu.

Pritomnost kyseliny sialové v glykoproteinech SZ ma&th nasaté samice kkdbyla
ne@imo prokadzana vazbou s MAA Il lektinem. Podle Nszigralni sekvence izolovaného
MAA |l specifického proteinu (100 kDa) ziskané Edrgou degradaci byl tento protein
uréen jako sialoadhesin (Siglec 1) z myius musculus). Afinitni chromatografii s pouzitim
protilatky proti N-terminalnimu konci Siglec 1 byl SZE opakovahizolovany jen velmi
nizké koncentrace protéir{100ug/ml). Zastoupené proteiny byly o velikostech 903-kDa,
60-65 kDa a 130-140 kDa identifikovany pomoci #fitio zng&eni protilatkou proti N-
konci proteinu Siglec 1. Dosavadni vysledky MS gnal elwtnich frakcich zatim nepotvrdily
ani nevyvratily gitomnost kyseliny sialové a proteinu Siglec 1 vr&idatych kli&at.

Dokazala jsem ifitomnost glykosylovanych protainve slinnych zlazach samic kk#&

I. ricinus, nejen hostitelskéhougodu, ale také kligtiho (mannosylované a fukosylované
glykoproteiny, karboxypeptidaza M). Manosylovanétpiny jsou hoji sekretovany ve SZ,

stejre jako fukosylované proteiny.

55



7. Literatura

Abdul-Rahman B, Ailor E,
Jarvidittp://www.sciencedirect.com/science? ob=Article BRudi=B6TFF-46RVIGN-

7& user=10& rdoc=1& fmt=& orig=search& sort=d& dowdor=&view=c& searchStrid
=1155410146& rerunOrigin=scholar.google& acct=CEIXP1& version=1& urlVersion
=0& userid=10&md5=3ef55¢c262075ab48fa0d79eb3f9da4@4f3 D, Betenbaugh M, Lee

LC (2002) B-(1—4)-Galactosyltransferase activity in native and ieegred insect cells

measured with time-resolved europium fluoresce@Geebohydrate Research 337:2181-2186

Altmann F, Fabini G, Ahorn H, Wilson IB (2001) Geéieanodel organisms in the study of N-
glycans. Biochimie 83:703-712

Altmann F, Kornfeld G, Dalik T, Staudacher E, GI6391993) Processing of asparagine-
linked oligosaccharides in insect cells. N-acetytgisaminyltransferase | and Il activities in
cultured lepidopteran cells. Glycobiology 3:619-25

Altmann F, Schweiszer S, Weber C (1995) Kinetic parson of peptide: N-glycosidases F
and A reveals several differences in substrateifsggc Glycoconjugate Journal 12:84-93

Altmann F, Staudacher E, Wilson IBH, Marz L (19%8)ct cells as host for the expression of

recombinant glycoproteins. Glycoconjugate Jour®al9-123

Anguita J, Ramamoorthi N, Hovius JW, Das S, ThoMaPRersinski R, Conze D, Askenase
PW, Rincon M, Kantor FS, Fikrig E (2002) Salp15, landes scapularis salivary protein,
inhibits CD4(+) T cell activation. Immunity 16:84859

Aoki K, Perlman M, Lim J-M, Cantu R, Wells L, Tieyer M (2007) Dynamic
developmental elaboration ®f-linked glycan complexity in thé®rosophila melanogaster

embryo. Journal of biological chemistry 282:9127431

56



Apweiler R, Hermjakob H, Sharon N (1999) On thegfrency of protein glycosylation, as
deduced from analysis of the SWISS-PROT databaBedchimica et Biophysica Acta
1473:4-8

Balashov YS (1967) Bloodsucking ticks (Ixodoideajltors of disease in man and animals.
Miscellaneous Publications of the Entomological i8tycof America 8:161-376. tpklad

Z Rustiny

Baranger K, Zani ML, Chandenier J, Dallet-ChoisyM®reau T (2008) The antibacterial and
antifungal properties of trappin-2 (pre-elafin) dot depend on its protease inhibitory
function. The FEBS Journal 275:2008-20

Barker DM, Ownby CL, Krolak JM, Claypool PL, BaudR (1984) The effects of
attatchment, feeding and mating on the morphologthe type | alveolus of the salivary

glands of the lone star tickmblyomma americanum (L.). Journal of Parasitology 70: 99-113

Barondes SH (1988) Bifunctional properties of lestilectins redefined. Trends Biochem Sci.
13:480-2

Becker DJ, Lowe JB (2003) Fucose: biosynthesis hkiaibgical function in mammals.
Glycobiology 13:41R-53R

Bergman DK, Palmer MJ, Caimano MJ, Radolf JD, Wi&KI(2000) Isolation and molecular
cloning of a secreted immunosuppressant proteim fidermacentor andersoni salivary

gland. Journal of Parasitology 86:516-525

Bianchet MA Odom EW, Vasta GR, Amzel LM (2002) Aweb fucose recognition fold

involved in innate immunity. Nature Structural Bigly 9:628—634

Binington KC, Kemp DH (1980) Role of Tick Salivaiglands in Feeding and Disease
Transmission. Advances in parasitology 18:315-339

Blum H, Beier H, Gross HJ (1987) Improved silvaising of plant proteins, RNA and DNA
in polyacrylamide gels. Electrophore8i93—99

57



Bowman AS, Sauer JR (2004) Tick salivary glandsaction, physiology and future.
Parasitology 129: S67-S81.

Boyd W (1963) The Lectins: Their Present Statusx 8anguinis 8:1-32

Bozola JJ, Russell LD (1992) Elektron microscopyngples and techniques for biologists.
Bartlett Publisher, Inc. 2.vydani

Buskas T, Ingale S, Boons GJ (2006) Glycopeptidessexsatile tool for glycobiology.
Glycobiology 16:113R-136R

Carlemalm E, Garavito RM and Villiger W (1982) Resdevelopment for electron
microscopy and an analysis of embedding at low &atpre. Journal of Microscopy
(Oxford) 126:123-143

Conzelmann E, Sandhoff K (1987) Glycolipid and glymtein degradation. Advances in
enzymology 60:89-216

Crocker PR, Mucklow S, Bouckson V, McWilliam A, W8l AC, Gordon S, Milon G, Kelm
S, Bradfield P (1994) Sialoadhesin, a macrophagdicsiacid binding receptor for
haemopoietic cells with 17 immunoglobulin-like dansga The EMBO Journal 13:4490-503

Cuatrecasas P, Wilchek M, Anfinsen CB (1968) Selecénzyme purification by affinity
chromatography. Proceedings of the National Academ$ciences of the United States of
America 61:636-643

Cummings RD (1994) Use of lectins in analysis gicgctonjugates. Methods in Enzymology
230:66—86

Daniel M, Danielova V, Kz B, Kott | (2004) An attempt to elucidate thereased incidence

of tick-borne encephalitis and its spread to higladtitudes in the Czech Republic.
International Journal of Medical Microbiology 293:52

58



Daniel PF, Winchester B, Warren CD (1994) Mammalfalpha}-mannosidases--multiple

forms but a common purpose? Glycobiology 4:551-566

Dunham-Ems SM, Caimano MJ, Pal U, WolgemGWv, Eggers CH, Balic A, Radolf JD
(2009) Live imaging reveals a biphasic mode ofehs®ation ofBorrelia burgdorferi within
tick. The Journal of Clinical Investigation 119:268665

Dwek RA (1996) Glycobiology: Toward Understandirige tFunction of Sugars. Chemical
Reviews 96:683—-720

Edman P (1949) A method for the determination oin@anacid sequence in peptides.
Archives of Biochemistry 22:475

El Hakim AE, Shahein YE, Abouelella AM, Selim MEO@7) Purification and characteristics
of two larval glycoproteins from cattle ticlBoophilus annulatus. Journal of Veterinary
Science 8:175-180

Endo T (1999) O-Mannosyl glycans in mammals. Biotgba et Biophysica Acta (BBA)-
General Subjects, 1473(1), 237-246.

Endo T (2004) Structure, function and pathologyGsfnannosyl glycans. Glycoconjugate
Journal 21:3-7

Etzler ME, Gupta S, Borrebaeck C (1981) Carbohydkanding properties of the Dolichos
biflorus lectin and its subunits. The Journal ablBgical Chemistry 256:2367-2370

Feldman-Musham B, Borut S, Saliternik-Givant S (@P%alivary secretion of the male tick

during couplation. Journal of Insect Physiology1Bé5—-1949
Fernandes JG, Sanchez AJ, Melcon C, Chamorro CK;i&€&, Paz P (1994) Development

of the chick thymus microenvironment: a study bstite histochemistry. Journal of Anatomy
184:137-145

59



Flory LL (1966) Differences in the H Antigen on Ham Buccal Cells from Secretor and

Non-Secretor Individuals. Vox Sanguinis 11:137-156

Francischetti IM, Valenzuela JG, Pham VM, Garfi?tK, Ribeiro JM (2002) Toward
a catalog for the transcripts and proteins (siajofmam the salivary gland of the malaria
vectorAnopheles gambiae. The Journal of Experimental Biology 205:2429-2451

Francischetti IM, Mans BJ, Meng Z, Gudderra N, \&emTD, Pham VM, Ribeiro JM
(2008) An insight into the sialome of the soft ti€krnithodorus parkeri. Insect Biochemistry

and Molecular Biology 38:1-21

Furutani Y, Kato A, Fibriani A, Hirata T, Kawai Reon JH, Fujii Y, Kim IG, Kojima S,

Hirose S (2005) Identification, evolution, and rigion of expression of Guinea pig trappin
with an unusually long transglutaminase substrabenain. The Journal of biological
chemistry 280:20204-15

Geyer H, Geyer R (2006) Strategies for analysiglyfoprotein glycosylation. Biochimica et
Biophysica Acta - Proteins and Proteomics 1764:18889

Gieselmann V, Schmidt B, von Figura K (1992) Inraitmutagenesis of potential
N-glycosylation sites of arylsulfatase A. Effecta glycosylation, phosphorylation, and

intracellular sorting. Journal of Biological Chetnys267: 13262—-13266

Goldstein 1J, Hollerman CE, Smith EE (1965) Prot€srbohydrate Interaction. II. Inhibition

Studies on the Interaction of Concanavalin A wittyBaccharides. Biochemistry 4:876-883

Goldstein 13, Hughes RC, Monsigny M, Osawa T, Shd&io(1980) What should be called a
lectin? Nature 285:66

Gorg A, Postel W, Gunther S (1988) The currentestdt two-dimensional electrophoresis

with immobilized pH gradients. Electrophoresis 45346

60



Gray JSDautel H, Estrada-Pefa A, Kahl O, Lindgrert2B09) Effects of climate change on
ticks and tick-borne diseases in Europe. Intergis@ry perspectives on infectious diseases
2009, ID 593232, 12 stran. doi:10.1155/2009/593232

Guinez C, Morelle W, Michalski JC, Lefebvre T (20@-GIcNAc glycosylation: a signal for
the nuclear transport of cytosolic proteins? Thertmational Journal of Biochemistry & Cell
Biology 37:765-774

Gutternigg M, Ahrer K, Grebher-Meier H, Burgmayr Staudacher E (2004) Neutral N-
glycans of the gastropaftion lusitanius. European Journal of Biochemistry 271:1348-1356

Hammastrom S, Westoo A, Bjork | (1972) Subunit &wee of Helix pomatia A

Hemagglutinin. Scandinavian Journal of Immunolodg?95—-309

Hannier S, Liversidge J, Sternberg JM, Bowman A@{ Characterization of the B-cell
inhibitory protein factor inixodes ricinus tick saliva: a potential role in enhanced Borrelia

burgdoferi transmission. Immunology 113:401-8

Harlow E, Lane D (1988) Antibodies : a laboratorgmaal. New York: Cold Spring Harbor
Laboratory

Haselhorst T, Weimar T, Peters T (2001) Molecutgognition of sialyl Lewis(x) and related
saccharides by two lectins. Journal of the AmeriCaemical Society 123:10705-10714

Herscovics A (2001) Structure and function of Clagalpha]l-2mannosidases involved in

glycoprotein synthesis and endoplasmic reticulu@itgucontrol.Biochimie 83:757-762

Hirabayashi J, Hayama K, Kaji H, Isobe T, Kasai 20¢2) Affinity capturing and gene
assignment of soluble glycoproteins produced byntimatode Caenorhabditis elegans. The
journal of biochemistry 132:103-14

Honda S, Kashiwagi M, Miyamoto K, Takei Y, Virose(Z)00) Multiplicity, structures, and
endocrine and exocrine naturel of eel Fuchse-bgqt#ntins. Journal of Biological Chemistry
275:33151-33157

61



Hovius JW, Levi M, Fikrig E (2008) Salivating forndwledge: Potential Pharmacological
Agents in Tick Saliva. PLoS medicine 5:43

Ishihara H, Takahashi N, Oguri S, Tejima S (19C€8mplete structure of the carbohydrate
moiety of stem bromelain. An application of the aid glycopeptidase for structural studies
of glycopeptides. The Journal of Biological Chemyi€54:10715-10719

Ishiyama |, Uhlenbruck G (1971) On the nature & Hnti-dextran activity of the Helix
pomatia "anti A" agglutinin. Zeitschrift fur natarschung 266:1198-1199

Jarmey JMRiding GA, Pearson RD, McKenna RV, Willadser{1P95) Carboxydipeptidase
from Boophilus microplus: A “concealed” antigen lisimilarity to angiotensin-converting
enzyme. Insect Biochemistry and Molecular Biolo2fy,969-974

Kamwendo SP, Ingram GA, Musisi FL, Trees AJ, MolyndH (1993) Characteristics of
tick, Rhipicephalus appendiculatus, glands dististyed by surface lectin binding. Annals of
Tropical Medicine and Parasitology 87:525-35

Khoo KH, Huang HH, Lee KM (2001) Characteristicustural features of schistosome

cercarialN-glycans: expression of Lewis X and core xylosylati Glycobiology 11:149-163

Kim K, Lawrence SM, Park J, Pitts L, Vann WF, Bdiangh MJ, Palter KB (2002)
Expression of a functional Drosophila melanogasteacetylneuraminic acid (Neu5Ac)
phosphate synthase gene: evidence for endogeralicsagiid biosynthetic ability in insects.
Glycobiology 12:73-83

Kochibe N, Furukawa K (1982Aleuria aurantia hemagglutinin. Methods in Enzymology,
83:373-377

Kochibe N, Furukawa K (1980) Purification and prdigs of a novel fucose-specific

hemagglutinin of Aleuria aurantia. Biochemistry 28416

Kocourek J, HeejSi V (1981) Defining a lecitin. Nature 290:188

62



Koles K, Irvine KD, Panin VM (2004) Functional chaterization of Drosophila
sialyltransferase. Journal of Biological Chemi2iAp:4346-57

Koles K, Lim JM, Aoki K, Porterfield M, Tiemeyer MWells L, Panin V (2007)
Identification of N-glycosylated proteins from tleentral nervous system of Drosophila

melanogaster. Glycobiology 17:1388-403

Krolak JM, Ownby CL, Bauer JR (1982). Alveolar stiure of salivary glands of the lone star
tick, Amblyomma americanum (L.): unfed females. Journal of Parasitology 68&A

Kubelka V, Altmann F, Kornfeld G, Marz L (1994) Gttures of the N-Linked
Oligosaccharides of the Membrane Glycoproteins fidmee Lepidopteran Cell Lines (Sf-21,
IZD-Mb-0503, Bm-N). Archives of Biochemistry amglophysics 308:148-157

Kubelka V, Altmann F, Staudacher E, Tretter V, MErHard K, Kamerling JP, Vliegenthart
JF (1993) Primary structures of the N-linked casmivhte chains from honeybee venom
phospholipase A2. European Journal of Biochemia13:1193-204

Laemmli UK (1970) Cleavage of structural proteingridg the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature 227:680-685

Lawrie CH, Nuttall PA (2001) Antigenic profile dkodes ricinus: effect of developmental
stage, feeding time and the response of differeat Bpecies. Parasite Immunold2y.549—
556

Lescar J, Sanchez JF, Audfray &poll JL, Breton C, Mitchell EP, Imberty A (2007)
Structural basis for recognition of breast and ralancer epitopes Tn antigen and Forssman
disaccharide b¥ielix pomatia lectin. Glycobiology 17:1077-1083

Liebler DC (2002) Itroduction to Proteomics: Tofds the New Biology. Humana Press Inc,
Totowa, NJ

Lis H, Sharon N (1993) Protein glycosylation. Ewgap Journal of Biochemistry 218:1-27

63



Liu X, McNally DJ, Nothaft H, Szymanski CM, Brisson JR,
Lihttp://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/ac060516m - 6@ED6MAF1 J (2006) Mass
Spectrometry—Based Glycomics Strategy for ExplorihgLinked Glycosylation in
Eukaryotes and Bacteria. Analytical Chemistry 78 666087

Loo JA (2000) Electrospray ionization mass specéioyn a technology for studying
noncovalent macromolecular complexes. Internatiodalrnal of Mass Spectrometry
200:175-186.

Longmore GD, Schachter H (1982) Product-identiforatand substrate-specificity studies of
the GDP-L-fucose:2-acetamido-2-deoxy-beta-D-glu®gFUC goes to Asn-linked GICNAC)

6-alpha-L-fucosyltransferase in a Golgi-rich fraati from porcine liver. Carbohydrate

Research 100:365-92

Lowe CR (1996) Affinity Chromatography and Relalezthniques: Perspectives and Trends.
Advances in Molecular and Cell Biology 15:513-522

Ma B, Simala—Grant JL, Taylor DE (2006) Fucosylatim prokaryotes and eukaryotes,
Glycobiology 16:158R-184R

Malykh YN, Krisch B, Gerardy-Schahn R, Lapina EBha® L, Schauer R (1999) The
presence of N-acetylneuraminic acid in Malpighiabules of larvae of the cicada Philaenus

spumarius. Glycoconjugate journal 16:731-9

Man P, Kovar V, Sterba J, Strohalm M, Kavan D, Kag&P, Grubhoffer L, Havlicek V
(2008) Deciphering Dorin M glycosylation by masglgpometry. European Journal of Mass
Spektrometry 14:345-54

Marz L, Altmann F, Staudacher E, Kubelka V (199%0tBin Glycosylation in Insects. In:

Montreuil J, Schachter H, Vliegenthart JFG (eds)lyc@proteins. Elsevier Science,
Amsterdam Vol. 3, pp 543-563

64



McSwain JL, Essenberg RC, Sauer JR (1982) Proteinges in the salivary glands of the
female lone star tick, Amblyomma americanum, dufeeging. The Journal of Parasitology
68: 100-106

Montreuil J (1980) Primary structure of glycoprotaglycans. Advances in Carbohydrate
Chemistry & Biochemistry 37:157-223

Morgan WTJ, Watkins WM (1953). The inhibition ofetihaemagglutinins in plant seeds by
human blood group substances and simple sugatshBiournal of Experimental Pathology
34:94-103

Motobu M, Tsuji N, Miyoshi T, Huang X, Islam MK, A&h MA, Fujisaki K (2007) Molecular
characterization of a blood-induced serine carbepyidase from the ixodid tick
Haemaphysalis longicornis. The FEBS Journal 27423392

Mulder H, Dideberg F, Schachter H, Spronk BA, Dengi@rink M, Kamerling JP,
Vliegenthart JFG (1995) In the biosynthesis of Meghs in connective tissue of the snail
Lymnaea stagnalis of incorporation GIcNAc by b2GAcNransferase | is an essential
prerequisite for the action of bGIcNAc-transferéisend b2Xyl-transferase. European journal
of biochemistry 232:272-283

Nuttall PA (1999) Pathogen-tick-host interactiorBorrelia bugdorferi and TBE virus.
Zentralblatt fur Bakteriologie : international joal of medical microbiology 289: 492-505.

O'Neill RA (1996) Enzymatic release of oligosacitkes from glycoproteins for
chromatographic and electrophoretic analysis. JwhChromatography A 720:201-215

OshimaG, Kato J, Erdés EG (1974) Subunits of human plasanbaoxypeptidase N (kininase
I; anaphylatoxin inactivator). Biochimica et Bioiga Acta (BBA) - Protein Structure 365:
344-348

Pal U, Yang X, Chen M, Bockenstedt LK, Anderson Blayell RA, Norgard MV, Fikrig E
(2004) OspC facilitates Borrelia burgdorferi invasiof Ixodes scapularis salivary glands.
Journal of Clinical Investigation 113:220-230

65



Parker GF, Williams PJ, Butters TD, Roberts DB @9®etection of the lipid-linked
precursor oligosaccharide of N-linked protein glygation in Drosophila melanogaster.
FEBS Letters 290:58-60.

Pereira MEA, Kabat EA, Sharon N (1974) Immunochamgtudies on the specificity of
soybean agglutinin. Carbohydrate Research 37:89-102

Pereira MEA, Kisailus EC, Gruezo F, Kabat EA (19T@munochemical studies on the
combining site of the blood group H-specific lectifrom Ulex europeus seeds. Archives of
Biochemistry and Biophysics 185:108-15

Piller V, Piller F, Cartron J (1990) Comparisontb&é carbohydrate-binding specificities of
seven N-acetyl-D-galactosamine-recognizing lectigsiropean Journal of Biochemistry
191:461-466

Prenner C, Mach L, Gléssl J, Marz L (1992) Thegenicity of the carbohydrate moiety of
an insect glycoprotein, honey-bee (Apis mellifev@nom phospholipase A2. The role of
alpha 1-3fucosylation of the asparagine-bound Nyéglacosamine. The Biochemical
journal 284:377-80

Regoli D, Barabe J (1980) Pharmacology of bradgkand related kinins. Pharmacological
Reviews32:1-46

Reisner Y, ltzicovotch L, Meschorer A, Sharon M978) Hemopoietic stem cell
transplantation using mouse bone marrow and spleglis fractionated by lectins.
Proceedings of the National Academy of Sciencab@United States of America, 75:2933—
2936

Ribeiro JMC, Alarcon-Chaidez F, Francischetti IMBlans BJ, Mater TN, Valenzuela JG,

Wikel SK (2006) An annotated catolog of salivary gland tcaipgs fromlxodes scapularis tick.
Insect Biochemistry and Molecular Biolo§$:111-129

66



Ribeiro JMC, Francischetti IM (2003) Role of arthoal saliva in blood feeding: sialome and

post-sialome perspectives. Annual review of entagpi8:73—-88

Ribeiro JMC, Makoul G, Levine J, Robinson D, SpialmA (1985) Antihemostatic,
antiinflammatory and immunosuppressive propertiethe saliva of a tick|xodes dammini.
TheJournal of Experimental Medicine 161:332-344

Ribeiro JMC, Makoul G, Robinson D (1988odes dammini: Evidence for salivary

prostacyclin secretion. Journal for Parasitol. ?68-1069

Ribeiro JMC, Mather TN (1998) Ixodes scapularistivday Kininase Aktivity is a Mettallo
Dipeptidyl Carboxypeptidase. Experimental Parasgpl89:213-221

Ribeiro JM, Spielman A (198@xodes dammini: salivary anaphylatoxin inactivating activity.

Experimental Parasitology 62:292-297

Riding GA, Jarmey J, McKenna RV, Pearson R, Cob8n\@illadsen P (1994) A protective
"concealed" antigen fronBoophilus microplus. Purification, localization, and possible

function. Journal of Immunology 153:5158-5166

Righetti PG, GelfiC (1983) Preparative isoelectric focusing in immaat pH gradients. Il.
A case report. Journal of Biochemical and Biophgisidethods 8:157-172.

Roseman S (2001) Reflections on glycobiology. Toerdal of Biological Chemistry 276:
1527-41542

Roth J, Kempf A, Reuter G, Schauer R, Gehkivi§)(1992) Occurrence of sialic acids in
Drosophila melanogastefcience 256: 673-675

Schéaffer C, Dietrich K, Unger B, Scheberl A, Rainex, Kohlig H, Messner P (2000)
A novel type of carbohydrate-protein linkage regadrthe tyrosine-bound S-layer glycan of
Thermoanaeobacterium thermosaccharolyticum D120-70. European Journal of Biochemistry
267:5482-5492

67



Schumacher U, Adam E (1997) Lectin histochemicaAHbhding pattern of human breast
and colon cancers is associated with metastasemafion in severe combined

immunodeficient mice. The Histochemical Journal @B7—684

Schumacher U, Mitchell BS, Brooks SA, Delpech Bathem AJ (1996) Does the lectin
Helix pomatia agglutinin bind to hyaluronic acid ioreast and colon cancer? Acta
Histochemica 98: 435-440

Sharon N, Lis H (2003) Lectins. Springer. Netheds

Shibuya N, Berry JE, Goldstein 1J (1988) One-stagfigation of murine IgM and human
alpha 2-macroglobulin by affinity chromatography wnmobilized snowdrop bulb lectin.
Archives of Biochemistry and Biophysics 267:676—680

Shibuya N, Goldstein IJ, Van Damme EJ, Peumans Y888) Binding properties of a
mannose-specific lectin from the snowdro@alanthus nivalis) bulb. The Journal of
Biological Chemistry 263:728-734

Sonenshine DE (1991) Biology of ticks, volumes Qford University Press, New York.

Spiro RG (2002) Protein glycosylation: nature, misition, enzymatic formation, and disease
implications of glycopeptide bonds. Glycobiology.42-56

Spiro RG (1973) Glycoproteins. Advances in Pro@hemistry 27:349-467

Springer GF, Desai PR (1971) Monosaccharides asfgpgrecipitinogens of eel anti-human
blood-group H(O) antibody. Biochemistry 10:3749-B76

Staudacher E, Kubelka V, Mérz L (1992) Distinct Negin fucosylation potentials of three
lepidopteran cell lines. European Journal of Biooisery 207:987—-93

Staudacher E, Altmann F, Glossl J, Marz L, Schadite&kamerling JP, Hard K, Vliegenthart
JF (1991) GDP-fucose: beta-N-acetylglucosamine (EuqFuc alpha 1-6GIcNAc)-Asn-
peptide)alpha 1-3-fucosyltransferase activity iméybee Apis mellifica) venom glands. The

68



difucosylation of asparagine-bound N-acetylglucasa&nEuropean Journal of Biochemistry
199:745-751

Steen NA, Barker SC, Alewood PF (2006) Proteinghie saliva of the Ixodida (ticks)

Pharmacological features and biological signifi@anioxicon 47:1-20

Szumilo T, Kaushal GP, Elbein AD (1986) Demonstiatof GICNAc transferase | in plants.
Biochemical and Biophysical Research Communicafi@d:1395-403

Tatchell RJ (1967) A modified Metod for obtainingckt oral secretion. Journal of
Parasitology 53:1106-1107

Taylor ME, Drickamer K (2003) Introduction to Glymology. Oxford University Press Inc,
New York

Thomsen DR, Post LE, Elhammer AP (1990) Structufe Qaglycosidically linked
oligosaccharides synthesized by the insect cel B19. Journal of Cellular Biochemistry
43:67-79

Titz A, Butschi A, Henrissat B, Fan YY, Hennet Tazzazi-Fazeli E, Hengartner MO,
Wilson 1B, Kiunzler M, Aebi M (2009) Molecular basfer galactosylation of core fucose
residues in invertebrates: identification of cadéadditis elegans N-glycan core alphal-
6fucoside betal,4-galactosyltransferase GALT-1 awember of a novel glycosyltransferase
family. Journal of Biological Chemistry 284:36223-3

Tokuyasu KT (1973) A technique for ultracryotomycedl suspensions and tissues. Journal
of Cell Biology 57:551-65

Towbin H, Staehelin J, Gordon J. (1979) Electrophor transfer of proteins from

polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets. Pdace and some applications. Proceedings of
the National Academy of Science of the United StateAmerica 76:4350-4354

69



Tretter V, Altmann F, Kubelka V, Marz L, Becker W{1993) Fucose alpha 1-3 linked to the
core region of glycoprotein N-glycans creates apartant epitope for IgE from honeybee
venom allergic individuals. International ArchivesAllergy and Immunology 102:259-266

Tretter V, Altmann F, Marz L (1991) Peptide-N4-(Netyl-beta-glucosaminyl)asparagine
amidase F cannot release glycans with fucose atlaalpha 1-3 to the asparagine-linked N-

acetylglucosamine residue. European journal offi@oustry 199:647-52

Uhli¥ J, Grubhoffer L, Borsky |, Dusbabek F (1994) Aetig and glycoproteins of larvae,
nymphs and adults of the titkodes ricinus. Medical and Veterinary Entomology 8:141-150

Valenzuela JG (2002) Exploring the messages ok#iigary glands ofxodes ricinus. The

American Journal of Tropical Medicine and Hygiete223—224

Valenzuela JG, Charlab R, Mater TN, Ribeiro JMC (2000) Purificatiocloning, and
expression of a novel salivary anticomplement pnobem the tick,Ixodes scaluparis. The
Journal of Biological Chemistr87518717-18723

Vancova M, Zacharovova K, Grubhoffer L, Nebesardv@2006) Ultrastructure and lectin
characterization of granular salivary cells frixades ricinus females. Journal of Parasitology
92:431-440

van Damme EJ, Allen AK, Peumans WJ (1987) Isatatind characterization of a lectin with
exclusive specificity towards mannose from snowd(@alanthus nivalis) bulbs. FEBS
Letters, 215:140-144

van Die |, van Tetering A, Bakker H, van den Eijnd2H, Joziasse DH (1996) Glycosylation
in lepidopteran insect cells: identification of etd 1-->4-N-acetylgalactosaminyltransferase

involved in the synthesis of complex-type oligogearade chains. Glycobiology 6:157—64

Varki A (1993) Biological roles of oligosaccharideall of the theories are correct.
Glycobiology 3:97-130

70



Varki A, Sharon N (2009) Historical Background aderview in Varki A, Cummings RD,
Esko JD, Freeze HH, Stanley P, Bertozii CR, Hart ,Gitzler ME eds. Essentials of
Glycobiology. The Consortium of Glycobiology Ed#oiLa Jolla, California

Varki NM, Varki A (2007) Diversity in cell surfacsialic acid presentations: implications for
biology and disease. Laboratory Investigation 87:857

Watanabe S, Kokuho T, Takahashi H, Takahashi M,okafy, Inumaru S (2002) Sialylation
of N-glycans on the recombinant proteins expressea baculovirus-insect cell system under
beta-N-acetylglucosaminidase inhibition. The JoumfaBiological Chemistry 2775090—
5093

Wheeler CM, Coleman JL, Benach JL (1991) Salivdangd antigens of Ixodes dammini are
glycoproteins that have interspecies cross-reagtivournal of Parasitology 77: 965-73

Whitfield P. L., Johnson M. C., Smith D. R. J., Boa V. J., Clifton G. F., Brown G. S.,
Cairns D., Irving D. O. and Cobon G. S. cit. v Jayma kol. 1995

Wikel SK (1999) Tick modulation of host immunitynamportant factor in pathogen
transmission. International Journal for Parasitpl29:851-859

Wilson IB (2003) Glycosylation of proteins in planand invertebrates. Current Opinion in
Structural Biology 13:141

Yamamoto K, Konami Y, Irimura T (1997) Sialic AcRinding Motif of Maackia amurensis
Lectins. Journal of Biochemistry 121:756—761

Yan L, Wilkins PP, Alvarez-Manilla G, Do SI, SmibbF, Cummings RD (1997) Immobilized
Lotus tetragonolobus agglutinin binds oligosaccharides containing thex Ldeterminant.

Glycoconjugate Journal 14: 45-55

Zuber C., Roth J (2009) N-glycosylation. In: Theggaucode. Ed.by Gabius H.J. Wiley-Vch
Verlag. p. 87-110.

71



