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UvVOoD

Klistata spolu s komary patfi mezi nejcastéjsi krevsajici ektoparazity clovéka a
zvitat. Setkdvame se s nimi po celém svété a patii mezi nejvyznamnéjsi prfenasSece patogent,
ktefi jsou ptivodci riznych onemocnéni. Mechanismus jejich pfenosu klistaty neni stale

dostatecn¢ vysvétlen.

Fukosylované glykany byly prokazany v raznych klistécich vzorcich ve velkém
mnozstvi a jejich role byla také prokazana pro infekci klistéte patogenem Anaplasma

marginale.

Cilem mé bakalaiské prace bylo prokazat piitomnost fukosylovanych glykant
v klistécich bunéénych liniich za pouziti alkynovych derivatd fukoézy a vyuzit tyto derivaty

pro specifickou detekci glykant pouze klistéciho piivodu.
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- Kultivace klistécich bunécnych linii za pfitomnosti alkynovych derivati fukozy.

- Lokalizace znacenych fukosylovanych glykanti pomoci fluorescen¢niho mikroskopu

a elektronové mikroskopie.
- Detekce znacenych fukosylovanych glykanti pomoci SDS-PAGE a Western blotu.

- Purifikace proteint a jejich identifikace hmotnostni spektrometrii.



LITERARNI PREHLED

3.1 KLISTATA

Klistata patfi mezi roztoCe (Acarina), do tfidy pavoukovci (Arachnida), do fadu
Ixodida a &eledi Ixodidae. Celed’ Ixodidae zahrnuje piiblizné 650 druht. V Ceské republice
jsou nejznaméjsimi zastupci klistat klisté obecné (Ixodes ricinus), pijak luzni (Dermacentor
reticulatus) a klist' luzni (Haemaphysalis concinna). Posledni dva zastupci se vyskytuji

pfevazné na jizni Moravé.

Klistata jsou krevsajici ¢lenovci, ktefi maji Ctyfi vyvojova stadia: vajicko, larva,
nymfa a imago (dospé€lec). Larva klistéte se po nasati krve z hostitele méni v nymfu a po
dal$im sani v imago, tedy v dospélého jedince (Hoogstraal, 1978). VétSina druht klist'at
potfebuje ke svému vyvoji tifi rdzné hostitele, neboli maji trojhostitelsky cyklus
(Rhipicephalinae s. I., Haemaphysalinae a mnoho dalsich Ixodidae). Nékteré druhy klistat
jsou ale dvou- (vSechny Rhipicephalus a n¢které druhy Hyalomma) nebo jednohostitelska
(v8echny druhy Boophilus, Anocentor nitens a Dermacentor albipictus) (Murrel a spol.,
2001).

Tito roztoci se vyskytuji hlavné na vlhkych stanovistich, nejvice v lesich s travnatym
porostem. Nesvédci jim prilisné teplo a sucho, a proto je muzeme potkat v listnatych i
smiSenych lesich, na jejich okrajich ¢i na vlhkych loukéach. V pribéhu roku maji klistata
dvojvrcholovy vyskyt, kdy se nejvice objevuji na jafe okolo kvétna a na podzim béhem zari
(Randolph, 2008).

Jak uz bylo zminéno, klist'ata se Zivi jedin€ krvi z hostitele, u dospélcii ale krev saje
obvykle pouze samicka. Dospé€li samci u nékterych druhti véetné klistat rodu Ixodes krev
nesaji, pouze se sami¢kami kopuluji a to nejcastéji na hostiteli (Volf a spol., 2007). K sani
krve maji vyvinuté bodavé saci Gstroji, které se skladd z hypostomu a chelicer. Bodavé
ustroji je ukdzano na Obr. 1 a 2. KliSt'ata napadaji ¢lov€ka, suchozemské savce, jeStérky,
hady a ptaky. Spolu s koméry patii mezi velmi nebezpecné pienasece riznych onemocnéni

(Volf a spol., 2007).



Obrazek 1: Saci ustroji klistéte Ixodes ricinus, snimek ze skenovaciho elektronového mikroskopu —

pohled shora.

Obrazek 2: Saci ustroji klistéte Ixodes ricinus, snimek ze skenovaciho elektronového mikroskopu —

pohled zdola.



3.1.1 Klisté druhu Ixodes ricinus

Klisté obecné (I. ricinus) je rozsifeno hlavné v mirném pasmu Evropy a Asie, ale
Zije také v severni Americe a Africe. . ricinus se nejvice vyskytuji v nizinach ve vlhkém
prostiedi. Tato klist'ata jsou slepa (na rozdil naptiklad od rodu Dermacentor, ktery o¢i ma) a
reaguji pouze na hostitelem vydechovany CO, (popfipad¢ jiné signalni molekuly) pomoci
specialniho organu - Halleriv organ (Volf a spol., 2007). Na Obr. 3 jsou zndzornéna

jednotliva stadia tohoto kliStéte a jejich ptiblizné velikosti.

Larva

Nymfa Samedek

s

© Baster Devtvchiland Ganbil

Samicka

ne noama occa 'vmm

Obrazek 3: Jednotliva zivotni stadia klistéte . ricinus a jejich velikosti v milimetrech.

(http://www.mudrvincent.cz/klistova-encefalitida)

KIist¢ obecné je trojhostitelsky ektoparazit se Zzivotnimi stadii larva, nymfa a
dospélec. Larva ma pouze tfi pary nohou a nejcastéji saje na drobnych hlodavcich. Nésleduje
metamorféza v nymfu, ktera ma 4 pary nohou a saje jiz na vétsich zviratech (zajic, pes atd.).
Nasleduje konecnd preména v dospé€lce, u kterych saje pouze samicka a to na vétSich
zvitatech jako srnc¢i, koné ¢i ¢lovék. Cely tento vyvoj, od vajicka po dospélce, trva obvykle
2-3 roky. Klisté obecné je jednim z hlavnich ektoparazitii ¢loveéka a pfenaseCem zavaznych
onemocnéni lidi, hlavné lymské borelidzy a klistové encefalitidy v CR a v Evropé. Dale

muze prenaset i tularémii, ehrlichidézu (anaplazmoza) ¢i babeziézu (Schorn a spol., 2011).


http://www.mudrvincent.cz/klistova-encefalitida

3.2 NEMOCI PRENASENE KLISTATY

Pfi napadeni hostitele kliSt¢ prorazi jeho kizi pomoci hypostomu a vypusti sliny,
které obsahuji rizné latky pro tlumeni bolesti (anestetika), proteiny vazajici histamin
(protizanétlivy ucinek) a jiné latky tlumici zanét nebo imunitni reakci. Dal$i farmakologicky
aktivni molekuly zvysuji pritok krve v rané a blokuji srazeni krve (Stibraniova a spol.,
2013). Mezi nejcastéjsi nemoci pienaSené klistaty patii klistova encefalitida, lymska

borelioza, tularémie a babezidza.

3.2.1 Klistova encefalitida

Klistova encefalitida nebo také klistova meningoencefalitida (KE, angl. zkratka TBE
— tick-borne encephalitis), je zpisobena arboviry z rodu Flavivirus a patii mezi zanétliva
onemocnéni centralni nervové soustavy. Flaviviry jsou viry o velikosti pfiblizné 50 nm
s glykoproteinovymi vybézky a jedno-fetézcovou linearni RNA. Tyto viry se do klistat
dostavaji pii sani z malych obratlovct, naptiklad z hlodavct nebo z lesnich zvitat (Bednar a

spol., 1996).

KE se mize projevovat jako zanét mozku, zanét mozkové membrany a michy nebo
zanét mozku i mozkovych plen. U nemocnych dochazi vétsinou K neurologickym
problémiim, hore¢natym staviim, halucinacim a porucham spanku. Toto onemocnéni je
nejvice zavazné u dospélych nad 60 let a malych déti (Dumpis a spol., 1999). Pokud se
nemoc nepodchyti v€as, miZe dojit aZ k ochrnuti a ve vzacnych pifipadech k timrti. Lécba se

vétSinou provadi podavanim analgetik a antipyretik.

V dnesni dobé¢ existuje proti klistové encefalitidé ockovani, které je velmi ucinné a
snizuje pocet nakazenych. Dal§i moZnost jak se chranit, je nosit do mist vyskytu klistat
spravné obleceni, jako jsou dlouhé kalhoty nebo pouZivat ochranné prosttedky (repelenty

apod.).

3.2.2 Lymska borelioza

Lymska borelioza je infekéni onemocnéni zptuisobené bakteriemi komplexu Borrelia
burgdorferi sensu lato. Tyto bakterie maji spiralovity tvar, pohybuji se pomoci
periplazmatickych bi¢ikli a patfi mezi gramnegativni bakterie ze skupiny spirochét.
PtenaSeci téchto patogenti jsou hlavné drobni hlodavci, ze kterych se bakterie do klist'at

dostanou pfi sani jejich krve.



V piipad¢ prenosu borelie na ¢lovéka se vétSinou piiblizné€ po dvou tydnech od séni
klistéte objevi v misté sani skvrna (erythema migrans) se zarudlymi okraji (Volf a spol.,
2007). Mezi dalsi ptiznaky patii unava, bolest hlavy, artritida, Vv horSich pfipadech pak
spirochéty - borelie napadnou periferni nervy nebo centralni nervovou soustavu (Burrascano,
2008). Mezi nejvice znamé lidské patogeny patii B. afzelii, B. garinii a B. burgdorferi.
Pfiznaky se mohou lisit u riiznych kment borelii. Napiiklad pfi nakazeni B. garinii jsou
Cast&jsi neurologické projevy nemoci, u B. burgdorferi je Castéjsi spise artritida a B. afzelii

zpusobuje primarn¢ kozni infekce (Gerold a Strle, 2003).

Pokud se onemocnéni zjisti v€as z krevnich testli, pomahd velmi ucinné lécba
antibiotiky (erytromycin, doxycyklin, amoxycilin, azithromycin). Proti tomuto onemocnéni

neexistuje bohuzel zadna humanni vakcina.

3.2.3 Tularémie
Tato nemoc se také nékdy nazyva zaje¢i nemoc, protoze postihuje nejcastéji zajice ¢i

hlodavce. Zptisobuje ji gramnegativni ty¢inkovita bakterie Francisella tularensis.

PtenaSeci jsou opét hlodavci (hlavné zajici a kralici). Clovék se miize nakazit od
klistéte, které salo krev nakazeného zvitete nebo pfimo infikovanym zvifetem pftes sliznice

¢i Spatné upravenym masem (Ghaffar, 2010).

V misté¢ vniknuti se objevi vied, nasleduje horecka, zimnice a lymfadenopatie.
K 1écbé se nejcastéji pouziva streptomycin, dale pak rifampicin. Existuje i prevence pomoci

vakciny.

3.2.4 Babesioza

Babesioza je zpisobena prvoky rodu Babesia, druhu B. divergens nebo B. bovis.

Babesie vegetuji v cervenych krvinkach hostitele (hlodavec), kde se vytvareji stadia
zvana merozoit. Jakmile se na hostitele pfisaje klisté, babesie se dostavaji krvi do stieva
klistéte. Odtud se pak dostavaji do slinnych zlaz klistéte, kde se vyvijeji sporoblasty
obsahujici budouci sporozoity. Po pfisati klistéte na teplokrevné obratlovce (hlodavec apod.)
se uvolni zralé sporozoity. Ti napadaji erytrocyty a dale se méni Vv dalsi stadia (trofozoity,
meronty a merozoity) az dojde k rozpadu bunky a napadeni dal$ich erytrocytii (Hausmann a
Hiilsmann, 2003).



Mezi hlavni ptiznaky patfi inava, deprese, bolest hlavy, zvraceni a horecky. Nejlepsi
lécba je podavat antibiotika (kombinace chininu a klindamycinu). Vakcina proti babesiim
zatim neni k dostani. Toto onemocnéni Casto doprovazi lymskou boreliézu (Homer a spol.,

2000).

3.3 KLISTECI BUNECNE LINIE
Termin bunécné kultury anebo bunécné linie oznacuje soubory bunék, které jsou
péstovany in vitro v kultivaénich médiich a vétS§inou maji neomezenou zivotnost a schopnost

neomezeného bunééného déleni.

V ptipadé klistécich bunécnych linii neni jasné, jaké typy bunék tyto kultury
obsahuji. Pouzivaji se linie odvozené od riznych klistat, napiiklad IRE (l. ricinus embryo),
DAE (D. andersoni embryo), AVL (Amblyomma variegatum larva), RAN (Rhipicephalus
appendiculatus nymph) a mnoho dalSich. Celkem je znamo pies 40 bunétnych linii (Bell-
Sakyi a spol., 2007).

Klistéci buné&éné linie jsou uzitecné pro vyzkum vztahu hostitel - vektor - patogen,
pro studium interakci mezi klistécimi buitkami a virovymi ¢i bakteridlnimi patogeny. Jsou
vhodné pro vyzkum kli§tat a patogenti prenasenych kliStaty, popiipadé k vyzkumu lécby

onemocnéni zpisobenych t€émito patogeny.

3.4 GLYKOPROTEINY

Glykoproteiny jsou bilkoviny, které vznikaji procesem nazyvanym glykosylace. Tyto
bilkoviny obsahuji kovalentné¢ navazanou cukernou (sacharidovou) slozku, diky niz se
glykoproteiny stavaji hydrofiln€j$i. Sacharidovou slozku nazyvame také glykan. Mezi
glykoproteiny patii napfiklad rGzné hormony, enzymy, plasmové a membranové bilkoviny

(Kodigek, 2004).

Vazba sacharidu na protein probihd béhem posttranslacni modifikace proteinu, kdy
jsou k molekule proteinu pfipojovany ruzné sacharidové podjednotky a vznikaji tak rtizné
varianty glykoproteinti. Tyto modifikace jsou diilezité pro riizné funkce proteini, ovliviiuji
jejich stabilitu, rozpustnost nebo enzymovou aktivitu. Pfipojené sacharidy se rovnéz podile;ji

na interakci receptoru s ligandem. Ptikladem receptoru a ligandu je naptiklad C-terminalni
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doména CD69 vazici vapnik (Pavlicek a spol., 2003). Proces glykosylace ma casto
ochrannou funkci. Chréni pted proteolyzou, stabilizuje protein v prostfedi s vysokym ¢i

velmi nizkym pH (Kundra a Kornfeld, 1999).

Protein je syntetizovan v ribosomu, ale sacharidova cast je pfipojovana pomoci
posttransla¢nich modifikaci v endoplazmatickém retikulu (ER) a Golgiho aparatu (GA).
Sacharidova slozka mize byt piipojena ptes dva zakladni druhy vazeb — O-glykosidovou
nebo N-glykosidovou vazbou na postranni fetézec aminokyselin (viz nize). Mame tedy dva
zakladni typy glykosylace, O-typ a N-typ. Dal§im ¢astym typem glykosylace je C-typ (Varki
a spol., 2009).

O-glykosidovou vazbou je sacharidova ¢ast ptfipojena na aminokyseliny serin anebo

threonin pies -OH skupinu. Takové glykoproteiny se nazyvaji O-glykoproteiny.

N-glykosidovou vazbou je sacharidova ¢ast pfipojena na -NH, skupinu asparaginu.
Tyto glykoproteiny se nazyvaji N-glykoproteiny. N-glykosidové vazby a né&které O-
glykosidové vazby jsou zprostfedkované pomoci N-acetylglukosaminu (GIcNAC), ktery

vvvvvv

3.5 GLYKOSYLACE

Glykosylace je proces, kdy se k proteinu enzymaticky piipojuje sacharidova slozka
(glykan). Vazba je pievazné O-glykosidova nebo N-glykosidova. Rozmanitost glykosylace
je ale obrovska at’ uz mezi druhy, v rdmci jednoho druhu ¢i v biologickych strukturach toho

saméeho organizmu (Gagneux a Varki, 1999).

3.5.1 O-glykosylace
O-glykany jsou vazany na hydroxylovou skupinu aminokyselin serinu nebo threoninu
(Wilson a spol., 2009). Pfipojené glykany pak mohou podléhat dal§im modifikacim, jako je

acetylace nebo sulfatace.

Jednim ze zéakladnich sacharidi, ktery se pfipojuje k proteinu, je N-acetyl-a-D-
galaktosamin (GalNAc). Dale je v GA obvykle pfipojen dalsi sacharidovy zbytek a to
galaktdza. Nasledné jsou Castokrat pripojené dva zbytky zédporné nabité kyseliny sialové, coz

je specifické hlavné pro obratlovce (Lodish a spol., 2000). Podobnym zpiisobem mohou



vznikat 1 dalsi struktury pfipojenim jinych glykant jako je GlcNAc, man6za nebo fukdza

(Patsos a spol., 2009).

O-glykosylace je na rozdil od N-glykosylace mnohem vice riznoroda, co se tyce

glykosyla¢nich mist nebo enzymi a vyslednych struktur (Wilson a spol., 2009).

3.5.2 N-glykosylace

N-glykosylace, neboli pfipojeni molekul sacharidi na -NH, skupinu asparaginu je
nejbéznéjsim typem glykosylace u eukaryotickych organismt. K vyzkumu tohoto procesu
velmi pfispélo studium kvasinek (Aebi, 2013), hojné vyuzivanym modelovym organismem

je také had’atko Caenorhabditis elegans (Hanneman a spol, 2006).

Cely proces N-glykosylace zac¢ind v ER, do jehoz membrany se navéze lipidovy nosi¢
dolichol, tvofeny dlouhym fetézcem isoprenti. Na jeho fosfatovou skupinu se postupné
navazuji dva N-acetylglukosaminy a pét mandz. Nasledné se k tomuto komplexu ptipoji
dalsi 4 manozy a 3 glukézy a vznikne prekurzor GlcsMangGIcNAC, (Lodish a spol, 2000).

Schéma je znazornéno na Obr. 4

Alg10
a3

Alg8

13
Alg6
13

ER Lumen (\

Rft1 OST Sec61

Cytoplasm/y T
Sec59
Alg
Alg13 anm Tnms Dolichol®* Fosfat

Alg14
" Uridindifosfat

Alg2 Guanosindifosfat
(@ Cytosintrifosfat
[[] Pfidano k cytoplasmé

Alg11

Alg11?
N-acetylglukosamin
Manoza

Glukoza

Obrazek 4: Schéma N-glykosylace.

(http://clemonslab.caltech.edu/uploads/1/2/8/1/12817760/610200_orig.png)
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Tento prekurzor je ptipojen k asparaginu v sekvenci proteinu Asn-Xxx-Ser/Thr (angl.
sequon), kde Xxx muze byt jakakoliv aminokyselina s vyjimkou prolinu. U vSech organismi
plati vSeobecné tato sekvence, pouze u bakterii je tato sekvence rozSifena na Asp-XXx-Asn-
Xxx-Ser/Thr (Weerapana a spol., 2006). Tésn¢ pifed opusténim ER se z N-vazaného
oligosacharidu vétsinou odstépi 3 glukdzy a 1 mandza a zbyly glykoprotein je premistén do
GA. Zde dochazi k postupnym upravam, az nakonec vznikne konecnd podoba
oligosacharidu, ktery mtize obsahovat 4 GICNAC, 3 kyseliny sialové, 3 galaktozy, 3 mandzy
a jednu fukoézu. Stavba oligosacharidu se lisi u jednotlivych organismu (Gabius, 2009).
Naptiklad bakterie pouzivaji glykany které obsahuji bacillosamin pro adhezi k hostitelské
buiice, pseudoaminovou kyselinu a jeji derivaty. Archebakterie mohou mit ve svych
oligosacharidech 2,3-diacetamido-2,3-dideoxy-B-glukuronovou kyselinu nebo 2-acetamido-
2-deoxy-B-manuronovou kyselinu. U rostlin pfevladaji hlavné glykany typu high-mannose, u
niz8ich eukaryot glykany al,3-fukosylované a u vyssich eukaryot pfevazné paucimandzové

glykany (Voisin a spol., 2005).

3.6 GLYKOSYLACE U BEZOBRATLYCH

VétSina posttranslacnich modifikaci, které jsou zndmé u savcl, jsou zndmé 1 u
bezobratlych. Pfevazné se proces glykosylace u rostlin, bezobratlych a savcii mezi sebou lisi.
Nejvice tyto modifikace byly prozkoumany u octomilky obecné (Drosophila melanogaster)
(Gabius, 2009). V soucasné dob¢ nejsou ale dobfe znamé enzymatické pochody vedouci ke

glykosylaci u bezobratlych.

Velmi dobie byly N- a O-glykany popsany u D. melanogaster. N-glykany jsou u D.
melanogaster méné rozvétvené nez u savel. Nejvice dominantnimi N-vazanymi strukturami
jsou glykany mano6zového typu, které maji velmi cCasto fukosylovand jadra — to znamena, ze
na proximalni GICNAC je pfipojena fukdza. Identifikovany byly také tzv. paucimandzové
glykany (oproti glykanim manézového typu se lisi tim, ze maji fukosylované jadro) a

glykany obsahujici kyselinou sialovou, které se nasli v bunikach stieva (Aoki a spol., 2007).

Vyzkum glykosylace a glykoproteini byl intenzivné studovan i u modelového
organismu had’atka C. elegans. Pfi vyzkumu Burnham-Marusich a spol (2012) bylo

zjisténo, ze embryonalni bunky C. elegans si dokazi inkorporovat azidové analogy N-
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acetylgalaktosaminu a N-acetylglukosaminu. Diky vyzkumu glykoproteini se podafilo
identifikovat nékolik novych glykoproteind C. elegans, které pattily k mitochondridlnim

proteinim (Burnham-Marusich a spol., 2012).

Nejcastejsi fukosylované N-glykany u vyssich organismu jsou al,6-fukosylované.
Glykany al,3-fukosylované jsou spoleénym znakem hmyzich, parazitickych a rostlinnych N-
glykanti a vedou k produkci protilatek IgE a alergické reakci u obratloveti (Benctrova a
spol., 2004). Toto se napriklad tyka véel, kdy jsou al,3-fukosylované glykany rozeznavany
IgE protilatkami pacientt alergickych na véeli jed (Tretter a spol., 1993).

U hlistice Haemonchus contortus, ktera napada domaci ptezvykavce a je rezistentni
k v&tSin¢ uzivanych antihelmintik, se zjistilo, Ze jeji imunogenni proteiny jsou také
glykosylované. Diky tomuto zjisténi se védci snazi najit vakcinu, kterd by byla zaloZena na
vytvafeni protilatek nasledné slouZzicich k identifikaci proteinti na povrchu stteva. Jako jeden
z kandidatu byl identifikovan protein H11, ktery je N-glykosylovany (Haslam a spol., 1996).
U nematod Acanthocheilonema viteae a Onchocerca volvulus bylo zjisténo, ze jejich buiky
obsahuji fosforylcholin navdzany na glykoproteiny, ktery sekretuji béhem parazitovani do
hostitele. Pfedpoklada se, Ze fosforylcholin ovliviluje imunitni systém tim, Ze inhibuje

proliferaci T-lymfocyti (Haslam a spol., 1999).

U plzt byly rozsahle studovany N-glykanové struktury pochazejici z jejich ktize a
stteva. Tento vyzkum by mohl velmi pomoci pii vyvoji novych bunéénych kultur nebo pfi
identifikaci epitopl sacharidd, které by mohli byt podstatné pro imunitni odpovéd’. Plzi jsou
schopni produkovat vSechny glykosylované struktury jako maji savci, rostliny ¢i jini
bezobratli. U plzh bylo zjiSténo, Ze obsahuji hlavné oligomanosidické glykoproteiny, dale
obsahuji methylované manosidické glykoproteiny ¢i al,6-fukosylované glykoproteiny
(Gutternigg a spol., 2007).

U bezobratlych Zivocichli bylo prokazano, ze protein-sacharidové interakce maji roli
ve vztahu parazit-hostitel (Comstock a spol., 2006) a parazit-patogen (Pedra a spol., 2010).
Comstock a jeho spolupracovnici (2006) ve své praci diskutuji o tom, Ze mnoho bakterii ma
svoji vnéjsi vrstvu slozenou z glykant, kterou vyuzivaji pii interakci s buiitkami hostitele.
Pedra a jeho spolupracovnici (2010) zkoumali bakterii A. phagocytophilum, kterou pienasi
klisté 1. scapularis a ktery u lidi zptisobuje granulocytni anaplazmézu (podrobnéji popsano
v kapitole 3.6.1).
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3.6.1 Glykosylace u klist at

O glykosylaci ¢lenovet bylo v minulosti zjisténo velice malo informaci a k jejich
studiu nejvice prispélo znaceni lektiny a enzymaticka deglykosylace (Gabius, 2009).
V posledni dobé je glykosylace vice zkoumana diky rozvoji a vétSi dostupnosti
hmostnostnich spektrometrti. U klistat bylo nejvice rtiznych glykoproteini nalezeno ve
slinnych Zlazach klistéte I. ricinus (Uhlif a spol., 1994), napiiklad sialové glykany (Vancova
a spol., 2006 a 2012). Bylo také prokazano, ze glykoproteiny ze slinnych zlaz klistéte
funguji jako antigenni determinanty pro imunitni odpovédi hostitele (Francischetti a spol.,

2009).

U klistéte Ornithodoros moubata, které je pienaSeéem bakterie B. duttoni, byl
Z hemolymfy izolovan lektin Dorin M (Kovai a spol.,, 2000). Analyzou hmotnostni
spektrometrii byly u néj identifikovany glykany mandzového typu a glykany s fukézou
vazanou na jejich jadie (Man a spol., 2008). U lektinu Dorin M bylo zji§téno, ze ma
fibrinogen-related doménu a je podobny tachylektintim u ostrorepa (Marchalonis a Edelman,
1968). Tachylektiny rozpoznavaji cizorodé molekuly, takze se da predpokladat, ze podobnou

funkci ma i lektin Dorin M u klist’at.

Pedra a jeho spolupracovnici (2010) zjistili, Ze bakterie A. phagocytophilum
modifikuje expresi al,3-fukosyltransferaz u infikovaného klistéte a Ze umléeni geni RNA
inhibici této fukosyltransferazy snizuje kolonizaci klistécich bunéénych linii anaplasmami.

Tyto vysledky pomohly odhalit nové mechanismy patogenni kolonizace u ¢lenovci (klist’at).

3.7 BIOORTOGONALNI CHEMIE

Bioortogonalni chemie je souhrnny nazev pro vSechny reakce, které mohou probihat
uvnitt zivych systémt a nezasahuji pfitom do ptirozenych biochemickych procesu (Sletten a
Bertozzi, 2009). Tato chemie vyuziva modifikovanych molekul, které¢ nesou malou reaktivni
skupinu (sondu). Mala velikost téchto pfidavnych skupin umoziuje vyuziti téchto molekul
enzymy organismu. Na reaktivni skupiny, které nesou tyto modifikované molekuly, se poté
mohou specificky navazat dalsi molekuly nesouci naptiklad fluorescenéni barvy, nanocastice
zlata a mnoho dalSich. Molekuly nesouci tyto malé skupiny je pak mozné detekovat

napiiklad blotovacimi metodami nebo pod mikroskopem.
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Jednou z reakci vyuzivajici bioortogonalné znac¢ené molekuly je Click reakce. Click
reakce byla poprvé definovana Karlem Barrym Sharplessem v roce 2001. Pii Click reakci
mohou byt vyuzivany malé funk¢éni molekuly — azidy a alkyny. Jedna z téchto skupin (azid
nebo alkyn) je konjugovana napiiklad s molekulou sacharidu a druha je konjugovana
znaCkou (fluorofor, biotin), kterd se pak pouzije pro naslednou detekci. Pii této reakci se
tvofi pouze 1,4-substituované produkty a jde o cykloadici, katalyzovanou ionty Cu”. Jeji
vyhodou je, ze prubéh této reakce neni zavisly na rozpoustédle, ve kterém probihd, a mize se
tedy provadét v riznych rozpoustédlech a pti pokojové teploté (Lahann, 2009). Mezi dalsi
vyhody Click reakce patfi jeji rychlost. Reakce probiha az 107x rychleji neZ nekatalyzované
reakce a ma velmi vysoky vytézek. VSechny chemikalie potfebné pro tuto reakci jsou také

velmi stabilni (Lahann, 2009).

@=

alkyn - modifikovany protein
Cu, 1 hodina

Pokojova teplota

Protein
Triazol

.——.\' N=N

Biotin - azid

Obrazek 5: Schéma Click reakce.

V soucasnosti jsou dostupné cukerné analogy modifikované chemicky inertni
alkynovou anebo azidovou skupinou. S alkyny a azidy se daji konjugovat kromé cukrt také
nukleosidy, aminokyseliny ¢i lipidy. Diky malé velikosti alkynu a azidu jsou odpovédné
enzymy nadale schopné inkorporovat tyto cukerné analogy do glykant za ptedpokladu, ze
jsou tyto enzymy v daném organismu nebo tkani exprimovany. Alkyny a azidy se daji
nasledné jednoduse oznacit pomoci vyse popsané Click reakce.

Jednou z moznosti detekce znafenych proteini je vyuziti odpovidajiciho alkynu
anebo azidu konjugovaného s biotinem (Obr. 5) anebo také rtiznymi bézné pouzivanymi

detek¢nimi Cinidly. Glykany s navdzanym biotinem jsou pak snadno detekovatelné pomoci
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Streptavidinu zna¢eného vhodnou znackou a naslednym Western blottingem, fluorescencni
anebo elektronovou mikroskopii. Takto znacené glykany resp. glykoproteiny, je rovnéz
mozné izolovat pomoci afinitni chromatografie.

Pti své praci jsem inkubovala klistéci buiiky s fuk6zou, ktera na sobé méla navazany
alkyn, bunky tuto fukézu zabudovaly do svych glykoproteini a pii Click reakci byly
oznaceny biotin-azidem. Azid a alkyn za plisobeni katalyzatoru Cu” vytvofily triazol, ¢imz
se bioortogonalné znacené fukosylované proteiny podafilo naznacit biotinem.

Biotinem znacené glykany jsem dale detekovala a purifikovala pomoci Streptavidinu,
ktery vykazuje specifickou a silnou vazbu na biotin. Streptavidin byl konjugovan
s alkalickou fosfatdzou, FITC a nanocasticemi zlata. K detekci jsem vyuzila western
blotting, fluorescenéni a elektronovou mikroskopii, purifikaci jsem provedla afinitni

chromatografii.

3.8 FLUORESCENCNI A ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE

3.8.1 Fluorescencni mikroskop

Fluorescen¢ni mikroskop patii mezi optické mikroskopy, ktery vyuziva k zobrazeni
vzorku fluorescenci, tedy excita¢ni zateni. Fluorescence je jev, kdy fluorochromy po dopadu
svétla kratsi vinoveé délky vyzatuji svétlo o delsi vinové délce. Tato metoda se pouziva pro
zviditelnéni nékterych struktur v bufice. Pozorované objekty musi byt oznaleny
fluorochromem (fluorescenénim barvivem). Pouzivaji se naptiklad barvy FITC (fluorescein-
5-isothiokyanat), TRITC (tetramethylrhodamin-5-isothiokyanat), DAPI (4,6-diamidino-2-
fenylindol), ethidium bromid apod.

Pozorované buniky se pied znaCenim obvykle zafixuji. Jednim z nejcastéji
pouzivanych fixaénich ¢inidel je paraformaldehyd. Po fixaci a permeabilizaci, ktera

umoziuje prunik barviva dovnitf buiiky, se provadi znaceni fluorescen¢nimi barvami.

3.8.2 Elektronovy mikroskop

Elektronovy mikroskop k zobrazeni vzorku vyuZziva elektrony dopadajici na vzorek
skrze soustavu cocek. Bézné se vyuzivaji dva zakladni typy elektronovych mikroskopi:
transmisni (TEM) a skenovaci (SEM). TEM umoziiuje pozorovat vzorky o tloust’ce 40 - 100

nm a pomoci SEM se prohlizi povrchové struktury vzorku.
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Stejné jako u fluorescencniho mikroskopu i u elektronového mikroskopu je potieba
vzorky pfed analyzou fixovat. Fixaci 1ze provést chemicky riznymi ¢inidly nebo fyzikalnimi

postupy, naptiklad zménou teploty. Nejucinnéjsi je chemicka fixace, kdy se vyuziva hlavné

glutaraldehyd, paraformaldehyd ¢i oxid osmicely.

Dale se v elektronové mikroskopii vyuzivaji metody kryo-elektronové mikroskopie,
kdy se po fixaci vzorky zaliji do Zelatiny, daji se do koncentrovaného roztoku sachardzy
(kryoprotektant) a nasledn¢ se zmrazi tekutym dusikem. Takto pfipravené vzorky se pak
kraji na mikrotomu s kryo komorou, ktera chladi cely systém, aby nedoslo k rozmrazeni a
poskozeni vzorku. Takto pfipravené vzorky se naznafi pomoci imunoznaceni a pak se

prohliZeji v TEM, ktery je vybaveny kryo komorou.

SEM se vyuziva pro zobrazeni povrchovych struktur pozorovaného objektu a
muzeme tak pozorovat i mnohem vétsi nebo celé objekty. Objekt se musi pred pozorovanim
ocistit, aby se na ném nevyskytovaly nezadouci Castice, jako je prach apod. Poté se vzorek
musi zafixovat pomoci fixacnich ¢inidel. Mezi nejlepsi fixacni ¢inidla patfi glutaraldehyd ¢i
oxid osmicely. Po fixaci se musi vzorek odvodnit pomoci ethanolu ¢i acetonu, kdy vzorek
projde fadou roztokl o zvySujici se koncentraci ethanolu ¢i acetonu. Poté se vzorek vysusi
metodou kritického bodu. Tato metoda je zaloZena na principu, kdy se kapalina zahtiva
v omezeném prostoru a docili tak kritického stavu (kriticka teplota a tlak), kdy mizi rozdily
mezi obéma fazemi dané latky. V tuto chvili se prevede kapalina na plyn a ten se vypusti
z komory. Nakonec se vzorek pfilepi na nosi¢ (nejcastéji hlinikové podlozky) a necha se

potahnout vrstvickou kovu (nejcastéji zlatem).
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MATERIALY A METODY

4.1 CHEMIKALIE

4.1.1 Inkubace klistécich bunék s alkyn-fukozou:

Medium L15 pro buné¢nou linii IRE/CTVM 19: 20% Bofes (bovine fetal serum), 1%
glutamin, 10% TPB (tryptose phosphate broth), 100 U/ml penicilin, 100 pg/ml streptomycin
Alkyn-fukéza: alkyn-fukéza (Life Technologies) v mediu L15

Trypanova modi — 0,5% vodny roztok

4.1.2 Znaceni klistécich bunék pro fluorescenéni mikroskopii:

1x PBS pH 7,4: 0,137 M NacCl, 2,68 mM KCI, 2,57 mM Na;HPQy,, 1,76 mM KH,PO,
Fixa¢ni roztok: 4% paraformaldehyd v 1x PBS pH 7,4

Permeabilizacni roztok: 0,25% Triton X-100 v 1x PBS pH 7,4

Blokovaci roztok: 3% BSA (Bovine serum albumin) v 1x PBS pH 7,4

1% BSA v 1x PBS pH 7,4

Click-iT Cell Reaction Buffer Kit (Life Technologies)

Biotin-azid (Life Technologies): fedéni 1:1000

Streptavidin DyLight®549 (Vector Laboratories): fedéni 1:1000 v 1% BSA v PBS pH 7,4
Streptavidin Dylight®488 (Vector Laboratories): fedéni 1:1000 v 1% BSA v PBS pH 7,4
VECTASHIELD® Mounting Medium with DAPI (Vector Laboratories)

4.1.3 Priprava proteini 7 klistécich bunék

1x PBS pH 7,4

Lyzaéni pufr: 1% SDS v 50 mM Tris-HCI, pH 8,0
Inhibitory proteaz: HALT ™ Protease Inhibitor Single-USE Cocktail 100x (Thermo
Scientific)

Click-iT Protein Reaction Buffer Kit (Life Technologies)
Biotin-azid (Life Technologies)

Methanol

Chloroform

Magnetické kulicky: MagSi — STA 1.0 (Magna Medics)
10% NP-40
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4.1.4 SDS-PAGE elektroforéza

30% Akrylamid mix (Merck): smés akrylamidu a bis-akrylamidu 37,5: 1
10% APS: 10% persiran amonny v destilované vodé

TEMED (SERVA)

4x separacni pufr: 1,5 M Tris, 4% SDS, pH 8,8

4x zaostrovaci pufr: 0,5 M Tris, 4% SDS, pH 6,8

5x vzorkovy puftr: 0,313 M Tris-HCI, 10% SDS, 0,05% bromfenolova mod#, 50% glycerol,
pH 6,8

10x Elektrodovy pufr: 0,25 M Tris-base, 1,92 M glycin, 1% SDS
Protein Marker 1V (10-245 kDa) prestained (AppliChem)

PageBlue Protein Staining Solution (Thermo Scientific)

4.1.5 Western blotting

Methanol

1x blotovaci pufr: 20% methanol, 25 mM Tris-base, 192 mM glycin

1x PBS pH 7,4

5% mléko: 5% susené odstfedéné mléko v 1x PBS

Streptavidin Alkaline Phosphatase (Vector Laboratories)

PBS-Tween 20: 0,05% Tween 20 v PBS, pH 7,4

Vyvijeci roztok: 1x BCIP/NBT, 100 mM Tris pH 9,5, 0,1 M NaCl a 10 mM MgCl,
PVDF membrana — polyvinyliden difluoridova membrana (Bio-Rad)

4.1.6 Elektronova mikroskopie

2,1 M Sachar6za

10% zelatina v dH,0

Tekuty dusik

IxPBS pH 7,4

4% Paraformaldehyd v 0,1 M fosfatovém pufru

3x promyvaci roztok: 0,1 M fosfatovy pufr, 4% glukdza, 0,01 M glycin
2,3 M smés Methylcelulozy a sacharozy (1:1)

3% BSA v PBS

Click-iT Cell Reaction Buffer Kit (Life Technologies)
Biotin-azid (Life Technologies)

PBS-Tween 20

Streptavidin konjugovany s nanoc¢asticemi zlata 10 nm (Aurion)
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0,5 % BSA v PBS

3% vodny uranylacetat
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4.2 METODY

4.2.1 Kultivace klistécich bunék s alkyn-fukozou

K praci jsem pouzila klistéci bunécnou linii CTVM/IRE 19 (déle jen IRE 19)
kultivovanou v mediu L15 pii 28 °C v kultivaénich zkumavkach s plochym dnem (Bell-
Sakyi a spol., 2007).

Nejdiive jsem bufiky v laminarnim-boxu rozfoukala sklenénou pipetou, uréila
celkovy objem suspenze a piepipetovala ji do kadinky. Odebrala jsem 50 pl bunécné
suspenze do malé kadinky a ptidala 50 upl roztoku trypanové modii. Roztok jsem
napipetovala do Biirkerovy komitrky a spocitala bunky ve 25 ¢étvercich. Vysledek jsem

vynasobila 20 000x, ¢imz jsem vypocitala kolik bun¢k je v 1 ml suspenze.

Do jednotlivych jamek 24-jamkového panelu jsem vlozila plamenem sterilizované
kryci sklicka s primérem 16 mm. Do jamek jsem poté ptidala potiebny objem suspenze
bunék tak, aby v kazdé jamce bylo 200 000 bunék a doplnila jsem ji mediem na celkovy
objem 0,3 ml. Buiiky jsem ponechala kultivovat jeden den pfi teploté 28 °C v atmosfére 5%

CO,, aby nasedly na sklicka (Bell-Sakyi, 2002).

Alkyn-fukézu jsem natedila mediem L15 tak, abych ziskala koncentraci 2x vys$si nez
je pracovni koncentrace (pracovni koncentrace: 40 pM alkyn-fukéza) a v danych casovych
intervalech jsem timto roztokem nahradila polovinu objemu média v jamkach se sklicky s
buikami. Na jedno sklicko s bunkami jsem piidavala 300 pl alkyn-fukézy v mediu. Takto

piipravené bunky jsem déle inkubovala za podminek uvedenych vyse.

4.2.2 Znaceni bunék pro fluorescencni mikroskopii

4.2.2.1 Fixace a permeabilizace bunék

Nejdiive jsem si pfipravila fixa¢ni roztok 4% paraformaldehydu (PA) v PBS. Do
Cisté sklenéné vialky jsem si odméfila 5 ml dH,O a k ni jsem v digestofi navazila 0,4 g PA.
Smés jsem ohfivala v mikrovinné troub¢ a kazdé 2-3 minuty jsem roztok promichala, dokud
se nezahtal na cca 60 °C. V digestofi jsem ke smési ptidala kapku 10 M NaOH a michala do
vycifeni roztoku. Poté jsem ptidala 5 ml 2x koncentrovaného PBS a roztok zfiltrovala ptes

sttikackovy filtr (0,45 um).
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Po inkubaci s alkyn-fukézou jsem sklicka s buiitkami pfemistila do nového 24-
jamkového panelu a promyvala je 2 x 10 minut v 500 pl 1x PBS pH 7,4. Po odsati PBS jsem
bunky fixovala 15 minut v 500 pl fixaéniho roztoku, permeabilizovala 15 minut v 500 pl

permeabiliza¢niho roztoku a 2x je promyla ve 400 pl 1% BSA po dobu 10 minut.

4.2.2.2 Optimalizace blokovani nespecifického znaceni

Pro potvrzeni specifity reakce jsem v nékterych piipadech pouzila pted Click reakci
blok Streptavidinem DyLight®488, ktery jsem fedila 1:500 v 1% BSA. Buriky jsem
inkubovala 1 hodinu.

Dale jsem pouzivala jako blok 50mM NH4CI v 1% BSA, kdy jsem bunky promyvala

timto roztokem dvakrat 10 minut hned po fixaci a permeabilizaci.

4.2.2.3 Znaceni fukosylovanvch glykanu pomoci Click reakce

S takto pfipravenymi buiitkami (kapitola 4.2.2.1) jsem provedla tzv. Click reakci.

Podle poétu skli¢ek, jsem si spocitala potfebné mnozstvi reakéni smési pro Click

reakci (200 pl na skli¢ko). Moznosti pfipravy reakéni smési jsou uvedené v Tab. I.

Tabulka I: Pfiprava reakéni smési pro Click reakei (Click-iT Protein Reaction Buffer Kit).

Komponenty reakce Mnozstvi jednotlivych komponentid podle
celkového objemu

Celkovy objem 500 pl 1 mi 2,5ml 5ml

1x Click-iT reaction buffer 440 ul 880 ul 2,2ml 4,4 ml

CuSOq4 10 ul 20 ul 50 pl 100 pl

Click-iT cell buffer addtive 50 ul 100 wl 250 wl 500 ul

Biotin-azid 4 uM 0,5 ul 1wl 2,5l Sul

Bunky jsem inkubovala v reakéni smési 30 minut ve tmé. Od tohoto kroku jsem
pokracovala ve tmé&, protoze azidova skupina navazana na biotinu je citliva na svétlo. Buitky

jsem déle znacila pro fluorescen¢ni mikroskopii.

4.2.2.4 Fluorescenéni mikroskopie

Po promyti bun¢k ve 400 pl 1% BSA jsem builkky nechala 1 hodinu inkubovat
v roztoku se Streptavidinem DyLight®549 nebo 488, ktery jsem fedila 1:1000 v 1% BSA.

Buriky jsem poté promyvala 3x 20 minut v 1% BSA a 3x 20 minut v PBS.
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Ptipravena sklicka s bunkami jsem kratce osusSila na filtracnim papiru. Mezitim jsem
si ptipravila podlozni sklicka s VECTASHIELD® Mouting Mediem s DAPIL. Po suseni
jsem sklicka s bunkami pfilozila na podlozni sklicka (bunkami vespod) a zafixovala je

lakem. Takto pfipravena sklicka jsem prohlizela za pouziti fluorescen¢niho mikroskopu.

Pouzivala jsem fluorescen¢ni mikroskop znacky Olympus BX60 (Olympus Tokio
Japan) s objektivem Olympus DP71. Pro zobrazeni jednotlivych znaceni, jsem pouzila filtry
WU (DAPI) a WB (DyLight 549). Pro vyfoceni fotek jsem pouzivala kameru Olympus U-
RFL-T. Pro slozeni fotek a jejich Upravu jsem pouzivala program Adobe Photoshop CS6
(Adobe®, San José, Kalifornie).

4.2.3 Priprava proteinu 7 klistécich bunék
Buiky klistéci linie IRE 19 jsem nechala inkubovat 2 dny v mediu s 40 uM alkyn-
fukézou za vySe uvedenych podminek. Poté jsem pfisedlé builkky rozfoukala pomoci

sklenéné pipety.

Suspenzi buné€k jsem centrifugovala pti 2000 rpm 10 minut pti pokojové teplote. Poté
jsem bunky 3x promyla v PBS o stejném objemu jako méla suspenze bunék (2000 rpm, 10

minut).

K promytym bunikdm jsem pfidala 600 pl lyzaniho pufru a inhibitory proteaz (do
vysledné koncentrace 1x) a nechala je lyzovat 30 minut na ledu. Poté jsem buiiky sonikovala
10 minut, vortexovala 5 minut a centrifugovala na maximalni otacky pii 4°C 5 minut.
Supernatant jsem odebrala do nové mikrozkumavky a zméfila jsem koncentraci proteinii

pomoci nanofotometru (Nanophotometer®, Implen, Mnichov, Némecko).

Reakéni smés pro Click reakci jsem pfiipravila nasledovné: ke 100 ul Click-iT
Reaction Bufferu jsem pfidala 1 pl 4mM roztoku biotin-azidu a poté jsem podle koncentrace
ptidala bunécny lyzat, vzdy ale o maximalnim objemu 50 pl a dH,O tak, aby byl konecny
objem této smési 160 pl. VSe jsem vortexovala 5 sekund a piidala jsem 10 pl roztoku
CuSQ,. Opét jsem vortexovala 5 sekund, pfidala jsem 10 pl Click-iT Reaction Buffer
Additive 1 a vortexovala 5 sekund. Poté jsem nechala roztok 2-3 minuty stat, ptidala jsem 20
ul Click-iT Reaction Buffer Additive 2 a vortexovala 5 sekund. Click reakci jsem nechala

probihat 20 minut za pomalého otaceni na rotatoru.
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Proteiny z bunééného lyzatu jsem vysrazela, abych se zbavila nadbyte¢nych slozek
reakce a nenavédzaného biotin-azidu ndsledujicim zplsobem. Do mikrozkumavky jsem
ptidala 600 pl methanolu, kratce zvortexovala, ptidala jsem 150 pl chloroformu, opét kratce
zvortexovala a pridala jsem 400 pl dH,O. Po kratkém vortexovani jsem vzorek
centrifugovala pfi maximalnich otackach 5 minut a odebrala jsem horni vrstvu, tak abych
neporu$ila mezivrstvu s vysrdzenymi proteiny. K organické fazi jsem ptidala 450 pl
methanolu, zvortexovala a opét centrifugovala. Supernatant jsem odsala a pelet jsem stejnym
zpusobem promyla jesté¢ dvakrat methanolem. Nakonec jsem odséala vSechen supernatant a
pelet jsem nechala vysusit ve vakuu. Takto pfipraveny vzorek jsem pouzila pro detekci
ptitomnosti fukosylovanych glykant v klistécich bunikdch pomoci SDS-PAGE (kapitola
4.2.3.2) a Western blotingu (kapitola 4.2.3.3) a izolaci téchto glykoproteini afinitni

chromatografii.

4.2.3.1 Afinitni chromatografie

Magnetické kulicky se Streptavidinem jsem nejdiive promichala a odebrala 10 pl
(odpovida 650-900 mol Streptavidinu) do mikrozkumavky. Kulicky jsem 3x promyla v 500
pl PBS. Poté jsem k magnetickym kulickdm pfidala 6 pl 100x inhibitorti proteaz, 10 pl
vzorku, 7,68 ul NP-40 a PBS do celkového objemu 600 pl. Celou smés jsem dala na 1

hodinu otacet do rotatoru pii pokojové teploté.

Poté jsem dala mikrozkumavku do magnetického stojanku, odebrala jsem roztok a
oznacila jej jako FT (Flow-through). Magnetické kulicky jsem 3x promyla ve 200 pl PBS a
odebrany roztok jsem oznacila W (Wash). Promyté magnetické kulicky jsem smichala s 5x

neredukujicim vzorkovym pufrem a dH,O, zvortexovala a inkubovala 10 minut pti 70°C.

Vzorek FT a W jsem poté vysrazela methanolem zptisobem uvedenym vyse (kapitola
4.2.4). Po vysuSeni vzorkl ve vakuu jsem vzorky rozpustila v 5X neredukujicim vzorkovém
pufru a dH,O, zvortexovala a nechala je inkubovat 10 minut pfi 70°C. Takto pfipravené
vzorky jsem pouzila pro detekci izolovanych fukosylovanych glykant z klistécich bunék
pomoci SDS-PAGE a Western blottingu. V piipadé pozitivniho barveni prouzkti na PVDF
membrané jsem odpovidajici prouzky vyfezala z gelu a zaslala je k analyze hmotnostni

spektrometrii.

4.2.3.2 Polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE)

Pro separaci proteinii podle molekulové velikosti jsem pouzila polyakrylamidovou

gelovou elektroforézu (Laemmli 1970). Pro elektroforetickou separaci jsem pouzivala 10%
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polyakrylamidové gely. Smési pro piipravu 10% separa¢niho gelu a 5% zaostfovaciho gelu

jsou uvedené v Tab. Il.

Tabulka II: Objemy roztokt pro ptipravu dvou 10% separacnich gelll a dvou 5% zaostfovacich gela.

Separaéni gel (ml) Zaostiovaci gel (ml)
30% Akrylamid 3,3 0,33
Separacni pufr 2,5 -
Zaosttovaci pufr - 0,5
dH,0O 4,1 1,15
10% APS 0,1 0,02
TEMED 0,004 0,002

Sestavila jsem elektroforetickou aparaturu, nalila do ni 1x elektroforézovy pufr a
nanesla vzorky do jamek. Do prvni jamky jsem nanesla barveny proteinovy marker, do

nasledujicich jamek jsem nanesla moje vzorky. Takto jsem si pfipravila dva gely.

Elektroforézu jsem nejdiive pustila na 100 V a po vstupu vzorkt do separacniho gelu
na 120 V. Elektroforéza probihala cca 1,5 hodiny. Po skon¢eni SDS-PAGE jsem jeden gel
pouzila k pfeneseni proteinit na PVDF membranu pomoci Western Blottingu druhy gel jsem

obarvila v PageBlue Protein Staining Solution. Poté jsem gel vyfotila.

4.2.3.3 Western Blotting

Proteiny rozdélené pomoci SDS-PAGE jsem nechala pfenést na PVDF membranu

metodou podle Towbina a spol. (1979).

PVDF membranu jsem inkubovala 5 minut v methanolu, poté stejné jako gel po
SDS-PAGE vV 1x blotovacim pufru. Poté jsem pfipravila do blotovaci aparatury blotovaci
sendvi¢: blotovaci papir, membrana, gel, blotovaci papir, vSe jsem zalila blotovacim pufrem

a bublinky jsem odstranila sklenénou ty¢inkou. Blotting probihal 1 hodinu pfi 20 V.

Membranu jsem kratce promyla v PBS, blokovala 1 hodinu v 5% mléku v PBS a
nasledné¢ v 5% mléku s pfidanym Streptavidinem konjugovanym s alkalickou fosfatazou

(1:500) 1 hodinu pti pokojové teploté nebo pies noc pii 4°C.
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Poté jsem membranu promyla 3x 10 minut v pufru PBS Tween 20 a dala do
vyvijejiciho roztoku, dokud se na membrané neobjevily prouzky. Nakonec jsem membranu

kratce promyla v dH,0 a nechala vysusit.

4.2.4 Elektronova mikroskopie

Buiiky znacené alkyn-fukézou (viz kapitola 4.2.1) jsem centrifugovala v kultivacni
zkumavce pii 1000 rpm 10 minut pti 4°C, odsala jsem supernatant, pfidala PBS a rozfoukala
pelet. Suspenzi jsem pienesla do mikrozkumavky a znovu centrifugovala stejnym zptsobem.
Opét jsem odsala supernatant, pridala PBS a rozfoukala pelet. Promyvani PBS jsem

opakovala jeste 2x.

Promyty bunécény pelet jsem fixovala 4% PA v 0,1 M fosfatovém pufru 1 hodinu.
Poté jsem buniky promyla 3x promyvacim roztokem a zalila do 10% Zelatiny pii 37°C, ktera
se promisi s buitkami. Takto pfipravené builky v zelatin¢ jsem dala do sachar6zy a nechala

promichavat pii 4°C ptes noc.

Pod binolupou jsem odkrajela Zelatinu okolo bunék tak, aby ji tam bylo co nejméng,

a buniky jsem pifemistila na specialni piny. Poté jsem piny prudce zmrazila v tekutém dusiku.

Takto ptfipravené vzorky jsem krajela na mikrotomu s kryokomorou na ultratenké
fezy o tlouStce 90 nm. Nakrijené fezy jsem sebrala pomoci ocka namoceného
v methylcelul6ze se sachar6zou (pomér 1:1) a pfemistila na sitky potazené formvarovu

blanou.

Pro imunoznaceni jsem si pfipravila komurku z Petriho misky, do které jsem umistila
parafilm a kolem né&j navlh¢enou vatu. Na parafilm jsem nanesla kapky pottebnych roztok,
na které jsem umistovala sitky (fezy dolt). Sitky jsem nejdiive promyvala 3x 10 minut

v dH0, poté jsem je blokovala 30 minut v 3% BSA v PBS.

Poté jsem si pripravila reakéni smes pro Click reakci (na 5 sité€k): k 66 pl 1x Cell
Buffer jsem ptidala 1,5 ul CuSOy4, 7,5 pul Cell Buffer Additive a 0,2 pl biotin azidu. Click
reakci jsem nechala probihat 1,5 hodiny pfi RT. Po Click reakci jsem sitky promyla 6x
v PBS Tween po 2 minuty, piidala jsem Streptavidin konjugovany se zlatem 1:40 v 0,5%
BSA v PBS a nechala inkubovat 1 hodinu. Sitky jsem opét 6x promyla v PBS-Tween po 2
minuty, poté 3x kratce v PBS a nakonec 3x kratce v dH,O. Nakonec jsem si pripravila

roztok 900 pl methylcelulozy a 100 pl 3% uranylacetatu a nechala sitky inkubovat 1 minutu.
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Sitky jsem osusila filtracnim papirem. Takto pfipravené sitky jsem prohlizela v transmisnim

elektronovém mikroskopu (TEM).
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VYSLEDKY

5.1 Fluorescen¢ni mikroskopie
Pti prvnich pokusech se znacenim fukosylovanych glykoproteinii v buiikach
inkubovanych s alkyn-fukozou po riiznou dobu jsem pozorovala silny signal jiz po inkubaci
1 minutu (Obr. 6A). Odpovidajici znaceni bylo pozorovatelné i u negativni kontroly (bunky,

u kterych nebyla provedena Click reakce, vysledek neni ukazan).

Obrazek 6: Click reakce. A — specificky znacené fukosylované glykany po inkubaci 1 minuta
(Streptavidin  DyLight*549), B — Nespecificki vazba streptavidinu (zelend, Streptavidin
DyLight*488) a specificky znagené glykany (Servena, Streptavidin DyLight*549), C — blokovani
autofluorescence pomoci NH,CI, specificky znaené glykany (Servena, Streptavidin DyLight*549),

D — negativni kontrola.

Tento vysledek byl ale nerealny, proto jsem dale provedla pokus na ovéieni
nespecifické vazby konjugati streptavidinu. Pfi tomto znaCeni jsem kromé& blokovani

pomoci 3% BSA inkubovala vzorky se Streptavidinem DyLight®488 (pred Click reakci) a
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Click reakci jsem znatila Streptavidinem DyLight®549. Nespecificka vazba streptavidinu je
na fotkach zobrazena zelenou barvou a znacené glykany (specifickd vazba) ¢ervenou barvou
(Obr. 6B). Nespecificka vazba soucasn¢ odpovidala autofluorescenci formaldehydu a proto
jsem déle provedla blokovani autofluorescence pomoci roztoku chloridu amonného. V tomto
piipadé¢ jiz autofluorescence ani nespecifické znaceni neni viditelné (Obr 6C) a u negativni
kontroly neni viditelné zadné znaceni (Obr. 6D). Promyvani vzorkt roztokem NH4Cl jsem

proto pouzivala ve vSech dalSich pokusech.

U klistécich bun¢k inkubovanych s alkyn-fukézou (1 minuta, 6 hodin, 12 hodin, 1
den, 2 dny, 3 dny) a nésledné¢ znacenych Streptavidinem, se mi néasledné podaftilo prokézat,

ze bunky dokazi vyuzit alkynovy derivat fukdzy a zabudovat je do svych glykoproteind.

U kratSich casovych intervali (1 minuta, 6 hodin, 12 hodin) jsem pozorovala
mnohem méné fukosylovanych glykanti nez v delSich ¢asovych intervalech (1 den, 2 dny, 3
dny). Glykany v delSich jsem lokalizovala zejména v ER a GA. U bunék, které byly
inkubovany pouze 1 minutu, jsem nepozorovala téméf z4dné nebo vibec zadné
fukosylované glykany, jak je vidét na Obr. 7. Cim déle byly buiiky inkubovéany, tim vice

fukosylovanych glykant se vytvaielo.

Obrazek 7: Klistéci bunky inkubované s alkyn-fukézou po dobu 1 minuty a znacené Streptavidinem
DyLight®549. Modra — DAPI, &ervena — fukosylované glykany (Streptavidin DyLight*549), J — jadra
bungk.

Na Obr. 8 jsou zobrazeny buinky po inkubaci s alkyn-fukozou 6 hodin. Zde lze vidét,
ze znaCeni fukosylovanych glykanti je mnohem silnéj$i. Nekteré bunky produkuji

fukosylované glykany rychleji a pozorovala jsem u nich silnéj$i znaCeni, nckteré pomaleji.
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Obecné jsem znaCené fukosylované glykany pozorovala po 6 hodinach hlavné v ER a
v nékterych ptipadech i v GA (Obr. 8).

Obrazek 8: Klistéci buniky inkubované s alkyn-fukézou 6 hodin a znalené Streptavidinem
DyLight®549. Modra — DAPI, &ervena — fukosylované glykany (Streptavidin DyLight*549), J — jadra
bunek, ER — endoplasmatické retikulum, GA — Golgiho aparat.

V piipad€ inkubace po dobu 12 hodin jsem fukosylované glykany pozorovala ve
vétsi mite v GA (Obr. 9), ale jejich celkové mnozstvi je srovnatelné s ¢asovym intervalem 6
hodin.

Obrazek 9: Klistéci bunky inkubované s alkyn-fukézou 12 hodin a znafené Streptavidinem
DyLight®488 (vlevo) a Streptavidinem DyLight®549 (vpravo). Modra — DAPI, zelena (Streptavidin
DyLight“488) a ervena (Streptavidin DyLight”549) — fukosylované glykany, J — jadra bunék, ER —
endoplasmatické retikulum, GA — Golgiho aparat.

V casovych intervalech 1 den, 2 dny a 3 dny jsem fukosylované glykany pozorovala
jiz v celém objemu buiiky, v cytoplasmé, riiznych granulich a organelach, jakoZ i na povrchu

buniky (Obr. 10).
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Obrazek 10: Klistéci buriky inkubované s alkyn-fuk6zou po dobu A -1 den, B — 2 dny, C — 3 dny a
znagené Streptavidinem DyLight*549 (A a B vpravo, C) nebo Streptavidinem DyLight*488 (A a B
vlevo). Modra — DAPI, zelen4 (Streptavidin DyLight“488) a &ervena (Streptavidin DyLight*549) —
fukosylované glykany.

Podaftilo se mi také zaznamenat délici se buniky (Obr. 11A) u kterych je patrné, ze
fukosylované glykany nekolokalizuji se strukturami podilejicimi se na déleni bunék. U

nekterych bunék, které byly v tésném kontaktu, jsem dale pozorovala intenzivni signal



Vv misté kontaktu bunék (Obr. 11B). Tento intenzivni signal jsem ale pozorovala pouze u

bunék, které obsahovaly celkové vice znacenych fukosylovanych glykanti.

B
20.0 pm

Obrazek 11: Klistéci buriky inkubované s alkyn-fukézou. A — délici se buiiky, B — kontakt buné¢k
lokalizovan v blizkosti buné¢né membrany, C — typ bunky s malym jadrem uprostfed, D — typ bunky
s velkym jadrem na strané. Jednotlivé popisované buiiky jsou zvyraznéné ovalem. Modra — DAPI,
zelend (Streptavidin DyLight®488) a ¢ervena (Streptavidin DyLight*549) — fukosylované glykany.

U bunéénych kultur IRE 19, jsem zaznamenala pfitomnost minimalné¢ dvou typi
bunck. Jeden typ bunék ma velka jadra umisténd spiSe na strané bunky (Obr. 11C) a druhy
typ ma naopak mald kulatéjsi jadra umisténa uprostted buiiky. U druhého typu bunék lze

¢asto pozorovat organely plné fukosylovanych glykanii (Obr. 11D).

5.2 Elektronova mikroskopie
Vzorky pfipravené s vyuzitim kryo metod jsem znacila pomoci Streptavidinu

konjugovaného s nanoc¢asticemi zlata.

Jak je vidét na Obr. 12, intenzita znaceni je velmi nizkd a neodpovidéd znaceni
pozorovanému ve fluorescenénim mikroskopu. Znaceni se objevovalo naptiklad v blizkosti

membran (Obr. 12, zvétSend cast). Struktura bunck také nebyla dostatecné zachovala.
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Dlvodem pro tyto vysledky byly pravdépodobné nevhodné zvolené podminky fixace a

Vv soucasné dob¢ postup ptipravy vzorkl pro EM optimalizujeme.

>
- ie i 1?6 e

Obrazek 12: Klistéci bunky inkubované s alkyn-fukézou. Fotografie z TEM. Znaceni streptavidinem
konjugovanym s nano¢asticemi zlata. J —jadro. Ve zvétSené oblasti je patrné znaéeni fukosylovanych
glykant.

5.3 Detekce proteini pomoci SDS-PAGE a afinoblotu

Proteiny bunéénych lyzati jsem elektroforeticky separovala pomoci SDS-PAGE a po
elektroblotingu jsem pfitomnost nové vytvorenych fukosylovanych glykoproteint
detekovala pomoci afinoblotu. Pro detekci jsem pouzivala vzorky bunééného lyzatu pied
Click-reakci (L) a po Click reakci (C) (Obr. 13A). U téchto vzorkd jsem detekovala
ptitomnost fukosylovanych glykoproteini znacenych Click reakci afinoblotem (Obr. 13B).
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Obrazek 13: SDS-PAGE separace proteint z lyzatu klistécich bunék inkubovanych s alkyn fukozou
(A) a detekce fukosylovanych glykoproteinii afinoblotem pomoci streptavidinu konjugovaného s AP
(B). MB — barveny proteinovy marker, C — lyzat po Click reakci, L — lyzat pfed Click reakei, Fuc 1,
2, 3, 4 — vzorky pro hmotnostni spektrometrii.

U vzorku L jsem na membran¢ nezaznamenala zadny signal, zatimco u vzorku C
jsem pozorovala znacené proteiny v celém rozsahu molekulovych hmotnosti, pfi¢emz
nejintenzivngjsi znaceni jsem pozorovala v oblasti velikosti nad 80 kDa (Obr. 13 B). Tento

vysledek potvrdil specificitu Click reakce a afinoblotu.

Ctyfi z proteint, které byly intenzivné znacené afinoblotem o velikostech cca 28
kDa, 39 kDa, 55 kDa a 75 kDa (Fuc 3, Fuc 1, Fuc 4, Fuc 2, Obr. 13) jsem vyiezala z gelu
po SDS-PAGE a pripravila je pro identifikaci pomoci hmotnostni spektrometrie. Ziskané

vysledky jsou znazornény v Tab. 1.
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Tabulka III: Udaje ziskané pomoci hmotnostni spektrometrie. U kazdého vzorku je uveden nazev
identifikovaného proteinu a jeho identifika¢ni Cislo (GenBank), jeho teoretickd velikost, pocet
identifikovanych peptidl a pokryti sekvence a vysledné PLGS skore (ur¢eno softwarem).

Vzorek | Hmotnost (kDa) | Protein PLGS score | Peptidy | Coverage
Fuc 1l 37,175 Putative RNA | 454,9674 5 15,864
binding protein
musashi
EEC10609
Fuc 2 72,549 Heat shock protein 1032,353 10 18,541
EEC05056
Fuc 3 28,797 Putative RNA | 102,4284 2 8,7273
binding protein
musashi
EEC14609
Fuc 4 60,696 ATP synthase | 438,8967 12 29,3073
subunit beta
EEC17118

Znafené fukosylované proteiny (po Click reakci) jsem dale purifikovala
chromatografii pomoci magnetickych kuli¢ek konjugovanych se streptavidinem. V tomto
ptipade jsem elektroforeticky separovala vzorky FT (flow-through, nezachycena frakce), W
(wash) a magnetické kulicky (K, purifikované proteiny) (Obr. 14). I v tomto piipadé je
mozné pozorovat specifické znaceni pouze u vzorkid, u kterych probehla Click reakce.
Intenzivnéj$i znaceni jsem pozorovala pouze u vzorku C. Fukosylované glykoproteiny se
pomoci afinitni chromatografie nepodatilo purifikovat, resp. prokazat tuto purifikaci
afinoblotem. Tento vysledek ale neni uplné jednoznacny, jelikoz i znaceni u vzorku C (Obr.

14B) je mnohem mén¢ intenzivni nez u piedchoziho vysledku (Obr. 13B).
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Obrazek 14: SDS-PAGE separace vzorki z afinitni chromatografie (A) a detekce fukosylovanych
glykoproteinti afinoblotem pomoci streptavidinu konjugovaného s AP (B). MB — barevny marker, W
—wash, FT — flow through, K — kuli¢ky, C — lyzat po Click reakei, L — lyzat pfed Click reakei.

Afinitni purifikaci se mi nepodafilo ziskat dostatecné mnoZstvi fukosylovanych
glykoproteind, proto jsem pro identifikaci hmotnostni spektrometrii vyfezala proteinové
prouzky ze vzorku C, u kterych byla pozorovatelnd dostatecné silnd pozitivni reakce na
membrané — Fuc 1 (cca 35 kDa), Fuc 2 (cca 20 kDa), Fuc 3 a Fuc 4 (oba cca 10 kDa) (Obr.
14). Vysledky z identifikace jsou zaznamenané v Tab. IV,

Tabulka IV: Udaje ziskané pomoci hmotnostni spektrometrie. U kazdého vzorku je uveden nazev
identifikovaného proteinu a jeho identifikac¢ni ¢islo (GenBank), jeho teoretickd velikost, pocet
identifikovanych peptidl a pokryti sekvence a vysledné PLGS skore (ur¢eno softwarem).

Vzorek | Hmotnost (kDa) | Typ proteinu | PLGS score | Peptidy Coverage

Fuc 1l 37,175 Putative RNA | 493,7759 5 17,2805
binding
protein
musashi
EEC10609

Fuc 2 24,841 Putative 157,4036 2 13,0802
histone
EEC17023

Fuc 3 13,810 Histon H2B | 324,8613 4 29,0323
AAY66901

Fuc 4 11,360 Histon H4 | 971,4762 9 60,1942
AAY 66895
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DISKUZE

Cilem mé prace bylo ovéfit moznost pouziti bioortognalné znacenych cukrli pro
znaceni glykoproteinii u klistat a lokalizovat tyto glykoproteiny pomoci fluorescencni a
elektronové mikroskopie. Za timto ucelem jsem pouzivala model klistécich bunécnych linii,
konkrétn¢ linie IRE/CTVM 19 (Bell-Sakyi a spol., 2007). K praci s t¢émito butikami jsem
pouzivala Click-iT reakci, ktera je vhodna pro znaceni glykoproteinti v bunécnych lyzatech,
ale nemtize se pouzit u zivych organismu a to kvili cytotoxicité méd’nych iontl pouzivanych

jako katalyzator (Laughlin a Bertozzi 2007).

Bunky jsem inkubovala s alkyn-fukézou, alkynem znacené¢ fukosylované
glykoproteiny jsem nechala reagovat s biotin-azidem (Click reakce). Biotinylované
molekuly jsem dale detekovala anebo purifikovala pomoci konjugat streptavidinu. Moje
vysledky potvrzuji moznost pouziti alkyn-fukézy v klistécich bunéénych kulturach a
klistatech a produkci klistécich fukosylovanych glykoproteini. Moznost vyuziti
bioortogonalné znacenych cukrii byla potvrzena i u jinych bezobratlych, jako napt. u
had’atka Caenorhabditis elegans (Laughlin a Bertozzi, 2007) a alkyn-fukéza v kombinaci
s biotin-azidem byla uspé$né vyuzita u mnoha dalSich ptipadl, jako u rakovinotvornych
bunék. V tomto piipadé se vyuzivaly alkynyl derivaty fukozy a ManNAc v kombinaci
s biotin azidem (Hsu et al. 2007).

Pti porovnani lokalizace glykanid v rGznych ¢asovych intervalech, 1ze fukosylované
glykany v kratsich ¢asovych intervalech lokalizovat v ER a GA (znaceni identifikovano
pomoci uvedené¢ho postupu - Gillespie a spol., 2010) a pozdé&ji také v cytosolu, mnoha
granulach a organelach a na bunéénych membranach. Proces glykosylace probiha zejména
v ER a GA, odkud se glykoproteiny dostavaji do dalSich ¢asti buiiky (Varki a spol., 2009).

Pravé v ER a GA jsem lokalizovala nejvice fukosylovanych glykand.

Glykoproteiny se ve vyznamné mife podileji na mezibunééné komunikaci a dalsich
fyziologickych procesech a ve velkém mnozstvi se u eukaryotickych bunc¢k nachédzeji na
membranach (Neves a spol., 2011). Tomu odpovidd i moje pozorovani znafenych
fukosylovanych glykoproteini na povrchu bunék, popt. v mist¢ kontaktu bunék. Mnoho
glykanli se nachdzelo 1 na povrchu bun¢k, coz napovida, ze glykany se podili na bunécné
interakci a migraci, tudiz i na mnoha fyziologickych procesech. Membranova lokalizace
fukosylovanych glykoproteini znacenych alkyn-fukézou byla potvrzena napt. u Danio

pruhovaného (Baskin a spol., 2010), sav¢ich buné¢k nebo had’atka (Dehnert a spol., 2011). Je
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nutno podotknout, ze se piesné¢ nevi z jakych tkani pochéazi bunky v bunécnych liniich a
proto nelze piesnéji dovozovat vyznam fukosylovanych glykand u klistat a je potieba

provést dalsi pokusy vcetné pokust na klist'atech.

Pti pouziti elektronové mikroskopie bylo znaceni glykant velmi slabé a
neodpovidalo znaceni, které jsem pozorovala pomoci fluorescencni mikroskopie. Ani
struktura bunék nezistala zachovana. Nejpravdépodobnéj§im divodem vysledné struktury
bunck bylo pouziti nevhodného postupu pro fixaci. Pfi mé praci jsem buiky fixovala 1
hodinu v 4% PA s 0,1 M fosfatovym pufrem. Je mozné, Zze doba fixace byla velmi kratka a
bylo by dobré ji prodlouzit alesponi na dvé hodiny, jako tomu bylo u znaceni slinnych 714z
klistéte I. ricinus v praci Vancova a spol. (2012). Duvodem pro slaby signal po
imunoznaceni nanocasticemi zlata byla nejspiSe kratka doba inkubace bunék s alkyn-
fukézou (dva dny). Pokud bych méla vychéazet ze zjisténi z fluorescenéni mikroskopie, kde
jsem pozorovala nejsilngjsi signal po inkubaci 3 dny, tak by bylo vhodné zopakovat tyto
pokusy s inkubaci alkyn-fukézou delsi dobu. Zaroven je dulezité zminit, ze pti (transmisni)
elektronové mikroskopii je pozorovan tenky fez bunkami, cemuz odpovida 1 vyrazné mensi

mnozstvi glykoproteind v porovnani s fluorescenéni mikroskopii

V dalsi Casti mé prace jsem detekovala nové vytvorené fukosylované proteiny
pomoci SDS-PAGE a afinoblotu. Nékteré z proteinti, které vykazovaly silny signal pfi
afinoblotu jsem vyfezala z gelu a zaslala je k analyze na hmotnostni spektrometrii. Pomoci
afinitni chromatografie se mi ale nepodafilo purifikovat Click reakci zna¢ené fukosylované

glykoproteiny.

Pomoci hmotnostni spektrometrie bylo identifikovano nékolik proteinti. Patii mezi ne
histony H2B a H4, RNA binding proteiny, heat shock proteiny a B-podjednotku ATP
syntazy. VSechny tyto proteiny byly jiz dfive identifikovany u jinych organismil jako
glykosylované (Burnham-Marusich a spol., 2012, Fujiki a spol., 2011, Kondethimmanahalli
a spol., 2011, Soulard a spol., 1993, Suriano a spol., 2005, Zhang a spol., 2011) a/anebo
fukosylované (Levy-Wilson, 1983, Muinelo-Romay a spol., 2011). Roli fukosylace u téchto

proteinli budeme dale zkoumat.

U Kklistat pouzitymi postupy bohuzel nelze rozlisit O-glykosylované a N-
glykosylované glykoproteiny. Nas nejvice zajimaji N-glykany, protoZe bylo prokdzano, ze

N-glykany al,3-fukosylované na jadru jsou diilezité pro pfenos nékterych patogeni klistétem
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a alergie (Pedra a spol., 2010). Do budoucna mam v planu vyzkouSet enzymatické

uvolnovani N-glykant a tim rozlisit glykany na O-glykany a N-glykany.
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ZAVER
Cilem mé prace bylo kultivovat kliStéci bunky za ptitomnosti alkynovych derivati

fukozy a nasledné lokalizovat a detekovat nové vytvorené fukosylované glykany. Potvrdila

jsem, ze klistéci bunky dokazou vyuzit alkyn-fuk6zu a produkuji fukosylované glykany.

Fukosylované glykoproteiny jsem v bunécnych lyzatech detekovala pomoci SDS-
PAGE a afinoblotu. Neékteré ze znafenych glykoproteini se podafilo identifikovat

hmotnostni spektrometrii.

Fukosylované glykoproteiny jsem dale lokalizovala pomoci fluorescencni

mikroskopie.
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