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Anotace:

Glycosylation in vertebrates has a main role in many important processes such as
cell transport, protein folding, secretion of proteins etc. What function has glycosylation
in arthropods, for example in ticks, is rarely studied. This work was focused on analysis
of N-glycans in tick tissues, namely in Ixodes ricinus and Dermacentor marginatus.
High-mannose glycans as well as complex glycans with or without core-fucosylation
were identified in this study. Furthermore several sialylated glycans were present in the
studied samples. Sialic acid is found in arthropods rarely and this is the first study

which directly proves its presence in ticks using mass spectrometry.
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1 UVOD

Glykosylace proteini hraje u vysSich zivo¢ichli nezastupitelnou roli v mnoha
dalezitych procesech. N-glykosylace ma vliv na skladddni a sekreci proteinu,
mezibun&ény transport, komunikaci mezi buitkami a aktivitu enzymil atd. U niZSich
zivocicht jako jsou ¢lenovci nebyla glykosylace dosud dostatecné prostudovéana. Oproti
vys$§im ZzivoCichiim, zejména savciim, se u cClenovcl vyskytuje mnohem méné
komplexnich a hybridnich glykant. Naptiklad u octomilky Drosophila melanogaster
tvoii komplexni glykany jen pfiblizné desetinu vSech N-glykant. Sialované glykany se
vyskytuji u ¢lenovct jesté vzacnéji, octomilka je produkuje pouze v embryondlnim
stadiu. Co se tycCe klistat, ptitomnost kyseliny sialové byla prokdzana pouze
elektronovou mikroskopii s lektinovym znacenim na povrchu slinnych duktd klistete

Ixodes ricinus (Vancova et al., 2006).

Tato prace je zaméfena na analyzu N-glykant v tkanich klist'at Ixodes ricinus a

Dermacentor marginatus.



2 CILE PRACE

Cile mé prace byly:

-izolace a purifikace N-glykant z klistéte Dermacentor marginatus a z organt

klistéte Ixodes ricinus,
—modifikace N-glykanti pro hmotnostné spektrometrickou analyzu (permetylace),

—analyza permetylovanych N-glykani pomoci hmotnostni spektrometrie metodou

MALDI-TOF,

—strukturni charakterizace komplexnich glykani MS/MS analyzou (MALDI-
TOF/TOF).



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Klist’ata

3.1.1 Systematicky prehled

KIisté obecné neboli Ixodes ricinus je Clenovec (Arthropoda) pattici do podkmenu
klepitkatcti (Chelicerata). Klepitkatci zahrnuji tfi tfidy: témét vymielou tfidu hrotnatcti
(Merostomata), malou tifidu nohatek (Pycnogonida) a pocetnou tfidu pavoukovcl
(Arachnida). Hrotnatci jsou dnes jiz témét vymielou skupinou motskych ¢lenovct, kteti
svlj nazev dostali podle vybézku ve tvaru hrotu, jenz jim vyrlstad ze zadni Casti téla.

D¢li se na dva fady kyjonozci (Gigantostraca) a ostrorepi (Xiphosura).

Na rozdil od tfidy nohatek, jez je jen malou skupinou moiskych clenovci,
pavoukovci patii k nejpodetngjsi skuping podkmene klepitkatcii. Ziji na pevning i ve
vodnim prostfedi. Az na malé vyjimky maji pavoukovci Sest parti koncetin (klepitka,
makadla a ¢ty pary kracivych nohou). Zahrnuji nékolik tadt: Stifi, bicnatci,
kratkochvosti, bi¢ovci, pavouci, Stifenky, Stirci, solifugy, rotoCovci, sekaci a roztoci.
Roztoc¢i (Acari) jsou obecné velmi mali (80 pum — 1 mm), nékteré druhy vSak dosahuji
délky az 2 cm. Mezi pavoukovci vynikaji také zpisobem obzivy, protoze na rozdil od
ostatnich tadl se Zivi nejen dravé, ale 1 saprofyticky a paraziticky. Mezi podifady
roztocu se fadi ¢melikovci, sametkovci, zdkozkovci a klistata (Ixodida) (Molyneux et

al., 1993).

Klistata se déli do celedi Argasidae (klist'aci; anglicky ,,soft ticks®), Ixodidae
(klistata; anglicky ,hard ticks*) a Nuttalliellidae. Az na vyjimky vSechna vyvojova
stadia saji krev. Maji Ctyfi pary koncetin, za ¢tvrtym parem vyustuji dychaci otvory
neboli stigmata. T¢lo kliStéte se sklada z hlavové Casti (gnathosoma) a vlastniho téla
(idiosoma). Klistata se zivi paraziticky a jejich Ustni Ustroji je tomu pfizpiisobeno —
sklada se z hypostomu, pedipalp a chelicer. Hypostom je dlatovity utvar pokryty zpétné
otocenymi zoubky. Po stranach hypostomu se nachéazeji chelicery (prvni par piiastnich

koncetin) (Klompen et al.,1993)



Zastupci celedi Argasidae neboli kliSt'aci postradaji skutum neboli chitinizovany
tvrdy Stitek na hibetni stran¢. Gnathosoma (Cast klistéte zahrnujici jeho ustni a saci
ustroji) je na spodni strané téla a je kryta idiosomou. Saji kratkou dobu a opakovang.

Celed’ zahrnuje 186 druhil v riiznych rodech, z nichZ nejznaméjsi jsou Antricola, Argas,

Nothaspis, Ornithodoros anebo Otobius (Bowman a Nuttall, 2008).

Na rozdil od klistakd kryje hibetni stranu zastupcii cCeledi Ixodidae skutum.
Existuje dohromady asi 720 druhtt ve 14 rdznych rodech (napt. Amblyoma,
Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalomma, Rhipicephalus, Ixodes a dalsi) (Barker a

Murrell, 2004).

Skutum je u samic a samcu rtizn¢ veliké. Zatimco u samce pokryva celé télo, u
nenasaté samice dosahuje jen do jeho poloviny ¢i dokonce tfetiny. Zbytek téla samice je
tvofen m&kkym, varhankovité sloZzenym, kozovitym Gtvarem zvanym alloscutulum. Ten
muze po nasati krve zvétsit svij objem az 300x. Dospélci i nymfy maji vpredu dobie

viditelnou gnathosomu (Dusbabek et al., 1976).

Na chodidlech ptednich nohou se nachazi tzv. HallerGv orgéan, ktery u klist'at
umoziuje detekci CO, — klisté diky nému dokaze vyslidit svou obét’ (Klompen et al.,

2000).

3.1.2 Zivotni cyklus zastupcu éeledi Ixodidae

Zivotni cyklus kli§téte zahrnuje t¥i stadia: larva, nymfa a dospélec. Samice
naklade na jatfe kolem 5000 vaji¢ek, z nichz se doziva jen 1-3 % stadia dospélce. Z
vajicek se za 6 az 36 tydnil lihnou larvy, které maji jako jediné stadium pouze tfi pary
nohou. Larva mé&fi pfiblizn€ 0,8 mm a vétSinou parazituje na drobnych hlodavcich. Po

nasati odpadne a dostava se do stadia tzv. metamorfozy (pfemény) a stava se z ni nymfa.

Nymfa byva vétsi (asi 1,3 mm) a podoba se dospélému klistéti. Kromé vétsich
zvitat se pfisava i na Clovéka. Na hostitele vydrzi cekat 1 az 2 roky. Po pfisati saje
kolem Sesti dni, poté odpadne a méni se kone¢nou metamorfézou na dospélého jedince

(imégo) (Daniel et al., 1976).

Dospéla klistata atakuji hostitele zejména na podzim a dokadzi na néj cekat

podobn¢ jako nymfy i déle nez rok. Parazituji na mensich i vétSich zvitatech, jakoz i na



¢lovéku. Po nalezeni vhodného mista pro sani roztahne klisté¢ pedipalpy, zachyti se na
ktizi pomoci zoubkll na chelicerach a natrhne ji. Poté chelicery vytahuje zpét a vsune
skrz poskozenou ktizi hypostom. Klist¢ zacne do rany vyluCovat sliny obsahujici
proteiny, které maji nckolik funkci. Brani vyjmuti klistéte (vytvareji tzv. cement),
znecitlivuji ranku, brani sraZzeni krve a inhibuji imunitni odpovéd’ hostitele. Sani trva

obvykle jeden az dva tydny (Klompen et al., 1993, 2007).

Vétsina klistat ¢eledi Ixodidae je tfihostitelska, kazdé stadium ma jiného hostitele.
Nékteré druhy rodt Hyalomma a Rhipicephalus maji cyklus dvouhostitelsky, kdy larva
po nasani krve metamorfuje v nymfu, ktera pak saje na tom samém hostiteli a po
odpadnuti se méni v dosp€lce a hleda si konecného hostitele. Nékteré druhy rodu
Rhipicephaus maji dokonce pouze jednohostitelsky cyklus, kdy vSechny tfi vyvojova

stadia saji na tom samém hostiteli (Volf a Horak, 2007).

3.1.3 Onemocnéni prenasena klist'aty

Klistata prenaSi fadu infekénich onemocnéni, ktera jsou zplisobena raznymi
patogeny — viry, bakteriemi i1 prvoky. Jelikoz klist¢ miize byt pfenaseCem soucasné vice

patogend, hostitel se miize zdroven nakazit vice nemocemi (Jongejan et al., 2004)

wewr

klistétem je klistova encefalitida, kterou zplsobuje virus klistové encefalitidy.
Inkubacni doba viru je ptiblizné 14 dni. Po této dob¢ se objevuje prvni faze onemocnéni
projevujici se piiznaky lehké chiipky. U ¢asti postizenych jedincti pokroci infekce
zhruba po tydnu do druhé faze nemoci, kdy virus pronikd do mozkovych blan a mozku.
Druhé faze se projevuje silnymi bolestmi hlavy, horeCkami, popi. nevolnosti. U 10%
pacientil nasledné dochazi k tzv. postencefalickému syndromu trvajicimu nékolik tydnt
nebo i dozivotné. Vyznacuje se bolestmi hlavy, poruchou spanku a koncentrace,
depresemi a n€kdy az obrnou hornich koncetin. Pokud virus zasdhne spodni centra
mozku zodpovédného za zakladni zivotni funkce mize dojit i k amrti pacienta. Spolu s
lymskou boreliozou je klisStova encefalitida nejobdvanéjsi onemocnéni prenaSené
kligtaty v Evropé a vyskyt obou téchto onemocnéni v CR i Evropé stale stoupa (Eisen,

2008). Proti viru klistové encefalitidy jiz existuje i¢innd humanni vakcina.



Mezi bakterialni onemocnéni se fadi ehrlichiéza (anaplazmoza), bartonelldza,
rickettsioza, tularémie, navratné horecky nebo lymska borelidza, ktera je jednim z
nejcastéji se vyskytujicich onemocnéni. Lymské borelidza je zplisobena spirochetou z
druhového komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.) a patfi k polysystémovym
onemocnénim, napadajic vice orgdnil, zejména kiizi, nervovou soustavu, klouby a srdce.
Nemoc ma tfi stddia. V prvnim stadiu vznika na kiZzi charakteristickd cervena ovalna
skvrna, tzv. erythema chronicum migrans, piipadné se objevuji pfiznaky podobné
chiipce. Ve druhém stadiu se jiz mize onemocnéni projevit poruchami nervového
systétmu a to zejména nehnisavym zanétem mozkovych blan, zadnétem nervovych
kotenti, pfipadné¢ i obrnou licniho nervu (tzv. neuroborelidza). Po mésicich i letech
muze nemoc pokrocit do tfetiho stadia, charakterizovaného jak ptitomnosti bakterie tak
1 pfemrs$ténou imunitni reakci. Postizeni je znatelné hlavné na kiizi a kloubech. Kiize se
stava velmi tenkou s prosvitajicimi cévami a postizeni kloubil se projevuje jejich

bolestmi a otoky (McQuiston et al., 2000).

Rezervoarem tohoto patogena jsou nejcastéji drobni obratlovci, ale mohou to byt i
domadci zvitata. Proti lymské borelioze zatim nebyla vyvinuta zadnd u¢inna huménni
vakcina, [éCba spoc¢iva v podavani antibiotik. Dal$i onemocnéni zplisobené spirochetami
rodu Borrelia je nemoc zvand navratnd horecka (relapsing fever). Plavodce, B.
recurrentis, je prendsen klistaty Celedi Argasidae. Nelécena forma se projevuje nékolika

opakujicimi se cykly vysokych horecek. Lé¢i se antibiotiky (McQuiston et al., 2000).

Ehrlichiéza je zpisobena prinikem velmi malé bakterie z rodi Anaplasma a
Ehrlichia, jez napada granulocyty pacienta a projevuje se pfiznaky podobnymi lymskeé
borelidze. Bartonelléza je vzacnéji diagnostikované onemocnéni, jez vyvolava
intracelularni bakterie Bartonella, a je ptenaseno z klistéte na psy a kocky a z nich
teprve na ¢lovéka. Bézné se po infekci objevuje zdufeni uzlin, horecka, bolesti kloubti a
svalti. Pod pojmem rickettsioza se skryva fada onemocnéni, ktera jsou zptisobena opét
bakteriemi a to intracelularnim patogenem rodu Rickettsia. Mezi rickettsidzy patii napft.
purpurova horecka, Q horecka anebo horecka Skalistych hor. Byvaji provazené lokalni
obstrukci cév, kaslem, horeckami, zdnétem plic, nékdy az deliriem a Sokem. Dalsi
nemoci prenasenou klistaty je tularémie zpisobena intracelularnim patogenem
Francisella tularensis. Jako u ptfedchozich onemocnéni, tularémie ma za nasledek

horec¢ky, zimnici, bolesti hlavy a malatnost. Proti ziddnému z vySe zminénych



bakteridlnich onemocnéni neni zatim k dispozici u¢inné ockovani a jedinou 1écbou jsou

velké davky antibiotik (McQuiston et al., 2000).

Onemocnéni zplusobené prvokem rodu Babesia se nazyva babezidza a je
prendSena hlavné klistaty rodt Rhipicephalus a Dermacentor. Postihuje Cervené
krvinky zejména oslabenych pacientd, velmi ¢asto jiz tripicich lymskou boreliozou.

Projevuje se unavou, nechutenstvim, bolestmi svalil a kloubtll. TaktéZ se 1é¢i antibiotiky

(McQuiston et al., 2000).

Zvlastni kategorii onemocnéni je toxickd paralyza, kterou nezpiisobuje Zadny
infekéni patogen, ale neurotoxin produkovany v klistécich slinnych zlazach. Neurotoxin
brani presynaptickému uvolnéni acetylcholinu z neuromuskuldrnich plotének a
zpusobuje tak neuromuskularni blokadu, kterda mtze vést az k ascendentni paralyze se
zastavou dechu. Prvni projevy se objevuji pfiblizné tyden po pfisati, graduji velmi
rychle v pribéhu 1-2 dni a patii mezi né ztrata hlasu, dusnost, zvraceni, Spatna
koordinace az ochrnuti koncetin. Tyto stavy jsou popsany zejména v souvislosti se
sanim klistat D. andersoni a D. variabilis popiipad¢ také australského klistéte 1.
holocyclus. Hostitele ochromi samotnym sanim, nicméné jiZz pouhym odstranénim
sajicich klistat dochazi ke zlepSeni stavu. V tézkych ptipadech se podava klistéci

antisérum (Muth et al., 1945, Stone et al., 1989).

3.2 Glykosylace

Sacharidy jako takové se v organismu a bunikach vyskytuji bud’ samostatné anebo
vazané na proteiny ¢i lipidy. Proces, pfi némz se navaze cukerna slozka na protein, se
nazyva glykosylace a je pro organismus pfirozeny. Vice nez polovina vSech ptirozené
se vyskytujicich proteinii eukaryotnich bunék je glykosylovana (Apweiler et al., 1999).
V zavislosti na velikosti a typu cukerné slozky délime glykosylované proteiny na
glykoproteiny a proteoglykany. U proteoglykanti je sacharidovd ¢ast, tzv.
glykosaminoglykan, relativné velkd a opakuji se v ni podjednotky disacharidi.
Glykoproteiny naproti tomu obsahuji pfevazné€ rozvétvené oligochosacharidy s

limitovanym poctem monosacharida a strukturnich motiva (Wyss et al., 1996).



Glykoproteiny délime podle typu vazby, kterou jsou oligosacharidové fetézce
kovaletné¢ vazany na proteiny, na N-glykoproteiny, O-proteiny, C-glykoproteiny a
fosfoglykoproteiny.

3.2.1 N-glykosylace a klasifikace N-glykant

N-glykosylace je obecné nejrozsitenéjSim typem glykosylaci. AZ tfi Ctvrtiny vSech
glykosylovanych struktur obsahuje N-vdzané sacharidy (Apweiler et al., 1999).
Procesem N-glykosylace se sacharidy kovalentné vazi na asparagin v sekvenci Asn-
Xxx-Thr/Ser, kde Xxx je jakdkoliv aminokyselina kromé prolinu. U N-glykoproteinti se
redukujici konec N-acetylglukosaminu (GlcNAc) vaze k amidové skupin€ asparaginu
(Mononen et al., 1984.). VSechny N-glykany obsahuji zakladni strukturu nazyvanou
j&dro, které je tvorené sekvenci (Manal-6(Manl-3)Manl-4GlcNAc1-4GlcNAc-Asn),
kde Man je manoéza (Silberstein a Gilmore, 1996). Na toto trimanosylové jadro se vazi
dalsi sacharidové jednotky a podle jejich slozeni rozd€lujeme N-glykany do tfi typl
(Obrazek 3.1) : vysoce manosylovy typ, hybridni typ a komplexni typ (Wittmann et al.,
2008).

A B C
B GIcNAc @ Man O Gal

> Fuc  Sialic acid (Neu5Ac)
Obrazek 3.1: Tti typy N-glykanti: a) hybridni typ, b) vysoce manosylovany typ, ¢)
komplexni typ.

Vysoce manosylovany typ N-glykani je pomérné jednoduchy. K manozam
zakladni struktury jsou navéazany dal$i manodzy, maximalné vSak Sest dalSich jednotek
Obr. 3.1A). Pokud se na jednu z mandz jadra piipoji jesté jiné sacharidové zbytky,
komplexni typ. Na manozy jadra se mize vazat N-acetyllaktosamin (GalB1-4GlcNAc),

kyselina sialovd (NeuAc) ¢i jiné sacharidy. O co vic, na proximalni GlcNAc jadra se



mohou vazat dalsi sacharidy (napt. fukéza) (Obr. 3.1C). Diky velkému mnozZstvi variant
vazeb, kterymi jsou dal$i sacharidy vdzany na mandzy zdkladni struktury, jsou N-
glykany komplexniho typu velmi rozmanit¢ (Kornfeld a Kornfeld, 1985). Jako
terminalni jednotky se rovnéz mizou objevovat rizné sacharidy jako natiklad kyselina

sialova nebo fukoza.

Dalsi moznosti modifikaci je vazba dlouhych postrannich fetézcii skladajicich se z
poly-N-acetyllaktosamini nebo polysialovych fetézcl. Tato rozmanitost bo¢nich fetézct

jak v poctu i typu prispiva k velké diverzit¢ komplexnich N-glykanti (Fukuda, 2000).

Rozmanitost glykoproteinti dale umociiuje pritomnost riznych typt N-glykant na
jednom glykosylaénim misté proteinu, ¢imZ vznikaji glykoformy proteind, z nichz
kazdd muze mit svoji vlastni funkci (Rudd et al., 1994, 1997). Bézné je, Ze jeden
glykoprotein obsahuje vice N-glykosyla¢nich mist, které mohou byt modifikovany
riznymi strukturami glykand (Varki et al., 2009).

U ¢lenovct a hmyzu nachazime obvykle jednodussi typy N-glykand. Nejcastéjsim
druhem jsou N-glykany tvofeny trimanosylovanym jadrem, kterému mohou jesté chybét

jedna az dv€ manozy (tzv. ,,truncated* struktury) (Tomiya et al., 2004).

3.2.1.1 N-glykosylace ¢lenovcl

Octomilka (Drosophila melanogaster) je jakozto modelovy organismus nejhojnéji
probaddanym organismem c¢lenovcil. N-glykant se vyskytuje u octomilky v porovnani se
savci vyrazné méné. Nejcastéj$imi strukturami, které byly popsany, jsou vysoce
manosylované glykany — oligomandzovy typ glykanu a paucimanoézovy typ glykanu
GlcNACc,Fucy.Man, 4, ktery zatim u savcli nebyl nalezen (Donald et al., 1995). Struktury
se ¢tyfmi nebo péti anténami nebyly u octomilky nalezeny viibec. Hybridni a komplexni
struktury byly v tkanich pozorovany také, ale celkové predstavuji jen asi 12% glykomu
octomilky, jelikoZ se gen pro N-acetylglukosaminyltransferazu Il exprimuje oproti
savCim bunkam ve vyrazné mensi mife (Aoki et al., 2007). Enzymy zodpovédné za
pfenos kyseliny sialové a galaktdzy jsou u clenovcl také méné exprimovany, proto
nejsou sialované proteiny ¢i proteiny s navazanou galaktézou u €lenovct Casté (Aoki et
al., 2007). Zaroveit ma silnou expresi gen pro N-acetylglukosaminadazu odstépujici
termindlni N-acetylglukosamin. Z toho diivodu je hlavnim N-glykanem produkovanym

¢lenovci vysoce manosylovand struktura Man;GlcNAc, (Varki et al., 2009).



3.2.1.2 N-glykosylace u klistat

Glykosylace byla dosud u klistat studovana zejména nepiimymi metodami
pomoci lektinl, proteinti specificky véazajicich sacharidy a glykany. V homogenatu celé
larvy klistéte 1. ricinus byly pomoci lektini prokdzany komplexni glykany, stejné tak v
ptipadé¢ homogenatu nymfy /. ricinus. U nymfty I ricinus byly identifikovany takeé
fukosylované glykany (Grubhoffer a Dusbabek, 1990, Uhlit et al., 1994).

Pfi analyze organii CasteCné nasaté samice . ricinus, byly pomoci lektinového
barveni nalezeny vSechny typy N-glykanl vcetné fukosylovanych glykand.
Zkoumanymi organy v tomto ptipad¢ byly kutikula, slinné zlazy, stfeva a vajecniky

(Uhlif et al., 1994).

V jiné studii byly zkoumany slinné zlazy klistéte 1. ricinus s vyuzitim elektronové
mikroskopie a znacenymi lektiny a to v¢etné lektinh MAA II a SNA, které specificky
rozeznavaji kyselinu sialovou. V slinnych Zlazdch nenasité samice byla potvrzena
pfitomost N-acetylgalaktosamin (GalNAc), N-acetylglukosamin (GIcNAc), 1 sialova
kyselina (NeuAc). Ve slinnych Zlazach ¢astecné nasaté samice byla nalezena zejména
mandza (Man), ale také GalNAc, GIcNAc 1 NeuAc. Jesté vic glykosylovanych struktur
bylo nalezeno ve slinnych duktech. Do t¢ doby nebyla NeuAc u klistat prokazana, o to
veétsi bylo prekvapeni, ze se vyskytuje jak v bunkach slinnych zlaz, tak i ve slinnych

duktech (Vancova et al., 2006).

V nedavné studii byla ve slinnych zlazadch nasaté nymfy klistéte I scapularis
pfimou metodou pomoci hmotnostni spektrometrie prokdzana piitomnost vysoce
manosylovanych glykant, ale také vysoce manosylovanych glykanti s fukézou vdzanou
na proximalni GIcNAc (proximalni fukéza) a dvou proximalné fukosylovanych

komplexnich glykanii (Pedra et al., 2010).

Soucasné¢ Ize v genomu klistéte 1. scapularis (klisté ptibuzné ndmi studovanému /.
ricinus) najit vicero genll kodujicich potencialni sialyltransferazy
(www.ncbi.nlm.nih.gov) — enzymy, které katalyzuji navazani kyseliny sialové na
glykany. Exprese jednoho z téchto genid byla prokdzana v bunécnych liniich

odvozenych od klistéte . ricinus (J. Stérba — nepublikované vysledky).

Ve slinnych zlazadch nenasaté samice ale také u samce klistéte /. ricinus byly

detekovany N-glykany véetné komplexnich glykanti (J. Stérba — nepublikované
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vysledky). Komplexni glykany byly také potvrzeny u nenasatych nymf /. ricinus; ty v
priabéhu svého zivota sdly jenom jednou (J. Dupejovd — nepublikované vysledky).
Ptitomnost komplexnich glykant byla prokézéna 1 v praci Dupejové et al. (2011)
zametfené na analyzu hemlipoglykoproteinu z hemolymfy klistéte D. marginatus. Tento
protein obsahuje ¢tyfi rizné glykanové struktury — dva vysoce manosylované a dva
komplexni glykany. Z téchto informaci Ize jasné vyvodit, ze klisté je schopno tvofit

komplexni glykany (Dupejova et al., 2011).

3.2.1.3 Fukosylace N-glykant

Fukosylace N-glykant je béznym jevem jak u savcl a vys$Sich organismu, tak i u
Clenovcu vcetné klistat. N-glykany mohou byt fukosylovany tfemi riiznymi zpusoby:
al-6 fukosylace proximalniho N-acetylglukosaminu vyskytujici se hlavné u savci a
vysSich organismt; al-3 fukosylace proximalniho N-acetylglukosaminu, kterd je velmi
Casta u hmyzu, parazitli nebo rostlin, ale u se savct vyskytuje jen vyjimecné (oba typy
budu déle spolecné oznafovat jako proximalné fukosylované glykany); dalSim typem je
fukdéza vazand al-2, al-3 anebo al-4 vazbou na termindlni galaktozu nebo N-
acetylglukosamin, popf. vice termindln¢ vazanych zbytkid fukézy (dale budu tento typ

oznacovat jako terminal¢ fukosylované glykany) (Tretter et al., 1993).

Fukosylace je vyznamna pii organogenezi, zanétu, bunécné adhezi a svou roli
hraje 1 pfi vzniku rakoviny anebo mikrobidlni infekci. N-glykoproteiny hmyzu maji
fukézu vazanou k proximalnimu N-acetylglukosaminu vazbou al-3 nebo al-6 a u
octomilky se nachédzi glykany mono nebo difukosylované. Je zajimavé, ze nékteré
glykoproteiny vyskytujici se v buitkdch hmyzu mohou zpiisobovat alergickou reakci. Tu
ma za nasledek pravé al-3 fukosylace proximalniho N-acetylglukosaminu (Altman,

2007).

Jakou hraje fukosylace roli u klistat dosud neni znamo. Pedra et al. (2010) se
zabyvali kolonizaci klistéte patogenni bakterii Anaplasma phagocytophilum, a pti tomto
vyzkumu prokazali vyznam fukosylace klistécich glykoproteinti pro tuto kolonizaci.
Bakterie 4. phagocytophilum je ptendSend klistaty, napt. rodu Ixodes, a u Clovéka
zpiisobuje granularni anaplasmozu — v USA druhé nejcastéj$i onemocnéni pienaSené
klistaty. Pro uspésnou kolonizaci sav€ich bunék potfebuje bakterie fukosylované a
sialované glykoproteiny na povrchu téchto bun¢k (Reneer et al., 2006; Sarkar et al.,

2007). U Kklistat rodu Ixodes Pedra et al. (2010) identifikovali al-3 proximalné
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fukosylované N-glykoproteiny ve slinnych zldzach a stievech. Takto fukosylované
proteiny jsou pak nezbytné pro kolonizaci kliStécich bun¢k bakterii A.
phagocytophilum. Zaroven je Anaplasma schopna indukovat produkci al-3
fukosylovanych glykoproteini u klistat, ¢imz si vytvaii vhodné podminky pro

kolonizaci (Pedra et al., 2010).

3.2.1.4 Syntéza N-glykanu

Syntéza vSech glykanii je katalyzovana enzymy, které se obecné nazyvaji
glykosyltransferazy, a probiha v endoplazamatickém retikulu (ER) a Golgiho aparatu.
Syntéza N-glykanii sav€ich bun¢k zacind v ER tvorbou perkurzorového oligosacharidu
skladajiciho se ze tfi jednotek glukozy, deviti jednotek mandzy a dvou zbytkd N-
acetylglukosaminu (GlcsManyGlcNAc,) . DileZitou roli zde hraje dolichol pyrofosfat,
polyisoprenoid zakotveny v membrané ER, ktery je orientovan smérem do jeho lumen,
a slouzi jako pfenaSe¢ tohoto prekurzoru pii syntéze (Burda et al., 1999, Silberstein et
al., 1996; Imperiali et al., 1997). Z dolicholu je hotovy prekurzor pfenesen na asparagin
v sekvenci Asn-Xxx-Thr/Ser za vzniku vysoce manosylovaného prekurzoru, ze kterého
jsou syntetizovany vSechny typy N-glykand. V membrané¢ ER jsou ukotveny
glykosidazy, které¢ tomuto prekurzoru odsStépi tfi glukézy. Dale dochazi v ER a cis-
vacku Golgiho aparatu k dalsim sestiihiim celkové ¢ty mandz. Vysledkem této Gpravy
je N-glykan vysoce manosylovaného typu. Aby doSlo ke vzniku hybridniho a
komplexniho typu, je potieba jesté dalSich zasahli. V prvé fadé odstépeni dalSich dvou
manoz. Enzymem N-acetylglukosaminyltransferdza I nasledn€ dochazi k ptipojeni N-
acetylglukosaminu. V medidnnich a trans vaccich Golgiho aparatu se mohou odehravat
dalsi reakce, zejména kaskada krokt, které vedou ke vzniku komplexnich N-glykanii

(Fukuda, 2000).

Vseobecné nejvice studovanymi organismy jsou savei a jiné modelové
organismy. VySe popsany postup glykosylace probihd u savcl. Az na vysoce
konzervované drahy N-glykosylace, existuje mnoho odlisnosti, co se tyce glykanovych
struktur u obratlovct, bezobratlych a prokaryot. U prokaryot byla glykosylace proteinti
zaznamenana zejména u patogennich bakterii (napt. Campylobacter jejuni,
Helicobacter pylori) a u nékterych archebakterii (Abu-Qarn et al., 2008). U prokaryot
dochazi k syntéze N-glykant na vnéjsi strané cytoplazmatické membrany, v bakterialni

periplasmé, na rozdil od eukaryot, kde probiha vzdy v lumen ER. Nevime, zda-li
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bakterialni glykosylace probihd také pouze kotranslacné nebo i1 posttranslacné. Jako
glykosyla¢ni donor zde nefiguruje dolichol, ale jiny pyrofosfit — undekaprenyl-
pyrofosfat. Sekvence, k niZ jsou N-glykany pfipojovany, je u bakterii rozSitena o dvé
aminokyseliny. Je popsana v podobé Asp-Xxx-Asn-Xxx-Ser/Thr, kde Xxx je jakakoliv
aminokyselina krom¢ prolinu. Vznikly glykan uz neni u prokaryot déle sestfihovan ani
jinak upravovan. Glykany prokaryot jsou tvofeny mnohem S$irSim spektrem
monosacharidi, napt. N-glykosidické vazby se u prokaryot kromé N-acetylglukosaminu

ucastni také glukdza, N-acetylgalaktosamin, ¢i rhamnoédza (Weerapana a Imperiali,

2006).

Pro vSechna eukaryota jsou pocatecni kroky tvorby N-glykanti v ER stejné.
Glykany ¢lenovcit maji podobnou strukturu jako savei glykany, avSak v pozdéjsi fazi

biosyntézy se uprava N-glykant lisi (Tomiya et al., 2004).

Je pfitom zajimavé, ze Clenovci by pravdépodobné mohli syntetizovat N-glykany
stejné jako savci, ponévadz jsou geneticky vybaveni vétSinou odpovidajicich enzymii,
ty jsou ale produkovany pouze v urcitych fazich vyvoje. Aoki et al. (2007) se zabyvali
vyzkumem embryi octomilky D. melanogaster a zjistili, ze ty jsou krom¢ glykant s
vysokym obsahem manozy schopné vytvaret i hybridni a komplexni N-glykany. Dale
identifikovali pfitomnost kyseliny sialové u hybridnich i komplexnich N-glykanii. To
poukazuje na to, Ze embryo octomilky je schopné biosyntetizovat komplexni
dvouanténové struktury, jejichZ rozmanitost je pfirovnatelna k analoglim vyskytujicim

se u obratlovctl (Aoki et al., 2007, North et al., 2006).

3.2.1.5 Vyznam N-glykosylace

Glykany navazané v N-pozici jsou nejbéznéjsi a komplexné ovliviiuji proteind,
které modifikuji. Maji vliv na sklddani proteini v ER a Golgiho aparatu, sekreci
proteinu (Spiro, 2004), mezibun&cny transport (Helenius et al., 2001) a komunikaci
mezi buikami (Dwek et al., 1996). Glykosylace je velmi diilezitd pro spravné sbaleni
proteini i jejich funkci. N-glykany poskytuji proteinim wvys$si stabilitu, vyhodné
prostorové uspotadani, které chrani pred protedzami a nespecifickymi interakcemi
(Rudd et al., 2001), ale také prodluzuji jejich zivotnost v plasmé (Sinclair et al., 2005).
N-glykosylace ma rovnéz vliv na aktivitu enzymt, protoZze je Casto nezbytna pro
dosazeni spravné aktivni konformace enzymu. Rizena deglykosylace vede ve vétsing

piipadti ke znatelné redukci funkce proteinu, katalytické a vazebné aktivity pravé z
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diivodu destabilizace aktivni konformace enzymu (Skropeta, 2009). Na druhou stranu,
existuje mnoho studii, kde odstranéni N-glykanu vede ke zvySeni enzymatické aktivity,
vazebné afinity a substratové specifity. V nékolika pfipadech se N-glykany vyskytuji v
doméné¢ enzymu obsahujici aktivni misto a jsou tedy nezbytné pro jeho enzymatickou
aktivitu (Baboval et al., 2000). V nékterych pifipadech N-glykosylace blokuje aktivni
misto enzymu a tim zamezuje pfistupu specifickému substratu. Pfitomnost kyseliny
sialové je nezbytna napft. pro vazbu parvoviru na povrchovy receptor, ktery vyuzivaji k

infekci (Scropeta, 2009).

3.2.2 O-glykosylace

O-glykosidickd vazba je ta vazba, kterou se vaze sacharid na hydroxylovou
skupinu aminokyseliny. MuZze se uplatnit kazdd aminokyselina s hydroxylovou
skupinou (Ser, Thr, Tyr) (Spiro, 1973). Znamé jsou tfi nejcastéjsi typy. Mucinovy typ je
v ZivoCi$né fi8i nejroz§ifenéjsi. Je nazvany podle glykoproteinu mucin, ve kterém byl
tento typ O-glykosylace poprvé nalezen. Obsahuje vazbu tvofenou N-
acetylgalaktosaminem navazdnym na serin nebo threonin. V dalSim typu O-glykant
jsou modifikovanymi aminokyselinami také serin nebo threonin, ale vaze se na né N-
acetylglukosamin. Tento typ glykanu byl prvni O-glykan, ktery byl nalezen u octomilky
(Kelly a Hart, 1989). Tteti typ nalézdme u proteoglykanti, kde je na Ser a Thr vdzana
xyloza (Lidholt et al., 1988).

3.2.2.1 Syntéza O-glykanu

Syntéza O-glykani probiha z valné c¢asti v Golgiho apardtu za ucasti
glykosyltransferaz. Pfi putovani piisluSného proteinu nebo glykoproteinu Golgiho
aparatem jsou jednotlivé monosacharidy pfipojovany k vhodnym O-glykosyla¢nim

mistim proteinu (Piller a Piller, 1993).

3.2.2.2 Vyznam a vyskyt O-glykosylace

O-glykoproteiny se ve velké mite vyskytuji na povrchu sliznic, tedy v
gastrointestindlnim a dychacicm traktu, kde wvytvafi souvislou hlenovou vrstvu
poskytujici hydrataci a ochranu a zabranujici priniku patogent pies epitel. Hlen
obsahuje O-glykoproteiny, které jsou schopny vazat lektiny na povrchu bakterii a tim
zabranuji infekci organismu (Moran et al., 2011). Heterogenita glykoproteini na

sliznicich je zna¢nd. Cim vétsi je riznorodost glykoproteint ve vrstvé hlenu, tim vetsi je
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Sance, Ze se vétSina bakterii zachyti hlenem a nepronikne do epitelu (Fukuda et al.,
2000). Tato diverzita je dana tim, Ze sliznice je tvofena rliznymi typy bun€k, které jsou
schopny produkovat glykoproteiny. K heterogenité pfispiva jak riiznorodost proteind, na
které se O-glykan vaze, tak i samotna rozmanitost oligosacharidového fetézce. Navic
jsou O-glykany vazané na proteiny v klastrech, diky tomu jsou pfitomné ve vysoké

koncentraci (Moran et al., 2011).

3.2.2.3 O-glykany ¢lenovcu

Ve srovnani se sav¢imi bunikami, maji buitkky hmyzu a ¢lenovcti O-glykany kratsi
a jednodussi. Napiiklad u octomilky je hlavnim typem O-glykanu mucinu podobny
disacharid (Gall-3GalNAc) (Aoki et al., 2008). Pokud se ptipoji k této struktuie
GlcNAc, vznikd dalsi typ glykanu (Gall-3(GlcNAcl-6)GalNAc). Druhym
nejrozsifenéj§im typem O-glykand u octomilky jsou rtuzné formy disacharidi s
glukoronylovym jadrem. Dale se v octomilce nachazeji O-glykany, které jsou ptipojené
pies fukézu a maji termindlné vazanou kyselinu hexuronovou anebo hexdzy, dale

glykany véazané ptes glukozu (Aoki et al., 2008).

Nékteré O-glykany se specificky distribuji do riznych tkdni embrya. Napf. nové
popsany glukuronovy trisacharid GIcNAc1-3(GlcAl-4)fucitol byl detekovan pouze v
dorzalni Casti kiidel (Aoki et al., 2008, Yano et al. 2009).

Obecné u Clenovcel nejcastéji nachdzime O-glykany tvofené pouze samotnym N-
acetylgalaktosaminem (tzv. Tn antigen), popifipadé mize byt k tomuto N-
acetylgalaktosaminu B1-3 vazbou navazéna galaktéza (tzv. T antigen) (Mejia et al.,
2006). U octomilky i u vosi¢ek Vespula germanica byly nalezeny oba antigeny, Tn 1 T-

antigen (Garenaux et al., 2011).

3.2.3 C-glykosylace

C-glykoproteiny vznikaji navdzanim manézy C-glykosidovou vazbou na C-2
uhlik tryptofanu, ktery je ve specifické sekvenci Trp-Xxx-Xxx-Trp. Glykosylace
probiha v ER a podobné jako u N-glykosylace se ji ucastni dolichol, konkrétné
dolicholfosfatmanoza (Doucey et al., 1998). Tento typ glykosylace byl nalezen u
Clovéka 1 nékterych dalSich savci (Krieg et al., 1997, 1998). U prokaryot nebo
rostlinnych bunék nebyla C-glykosylace nalezena a az v roce 2008 byla popsana u

hmyzu (Munte et al., 2008).
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3.2.4 Fosfoglykosylace

U fosfoglykoproteint je cukernd slozka navézéna na proteinu fosfodiesterovou
vazbou. Vyvolavaji silnou imunitni odpovéd’ (Haynes, 1998). Tento typ glykoproteini
dosud nebyl u savcii zaznamenan, mezi fosfoglykoproteiny dosud patii pouze jedna z
proteinaz améby hlenky Dictyostelium discoideum (Gustafson et al., 1980) a fosfataza

parazitického prvoka rodu Leishmania (1lg et al., 1994).

3.2.5 S-glykosylace

S-glykoproteiny byly objeveny teprve nedavno. Byly izolovany z bakterii
Lactobacillus plantarum (Stepper et al., 2011) a Bacillus subtilis (Oman et al., 2011),
konkrétné z jejich bakteriocinli. Bakteriociny jsou proteiny, které diky svym
antimikrobialnim a baktericidnim U¢inkim mohou byt vyuzivany jako konzervanty.
Tyto vlastnosti proteinim poskytuje pravé S-glykosylace. S-glykoproteiny vznikaji
vazbou monosacharidu na siru v thiolové skupiné cysteinu. U bakterie Bacillus je timto

monosacharidem gluko6za a u bakterie Lactobacillus N-acetylglukosamin (Venugopal et

al., 2011).

3.2.6 Lektiny

3.2.6.1 Lektiny ¢lenovcu

Lektiny jsou proteiny, které dokazi specificky rozpoznavat a vazat cukry. Nejsou
imunitniho ptivodu a nevykazuji zddnou enzymatickou aktivitu. Obsahuji alespoil jedno
vazebné misto, na které se miiZe reverzibilnd navézat sacharid. Ucastni se mnoha d&jt
zavislych na specifickém rozpoznavani, jako naptiklad interakce patogena s hostitelem
anebo kontakt bun¢k ve tkdnich (Pneumans et al., 1995). U bezobratlych i obratlovct
jsou lektiny soucéasti vrozené imunity, kde se podileji na opsonizaci a aktivaci
komplementu (Fujita et al., 2004). U ¢lenovci, kteti nemaji specifickou imunitu, slouzi
lektiny jako funkcni analogy imunoglobuini a to diky jejich specifickému vazani se k
sacharidovym strukturdm v povrchovych molekulach patogenti (Grubhoffer et al.,
2004). Lektiny mohou také slouzit k pfenosu patogeni vektorem. Napi. galektin
vyskytujici se v musce z rodu Phlebotomus papatasi je vyuzivan parazitickym prvokem
L. major jako receptor, jimz se navaze na sténu stfeva musky (Kamhawi et al., 2004).

Lektiny byly popsany jiz u mnoha druht ¢lenovct (Grubhofter et al., 1991, 1994, 1995
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a 1997). Lektiny, které maji specifitu k sialové kyselin¢ byly prokdzadny v hemolymf¢, v
hemocytech, v buiikach stfeva a nefrocytech klistéte 1. ricinus (Kuhn et al., 1996).
Mimo afinitu k sialové kyseliné, byla prokazana afinita lektinii ¢lenovcl také k N-
acetylglukosaminu a galaktdoze (Grubhofter et al., 1991, 1994). Je mozné, ze lektiny
hraji dileZitou roli v pfenosu viru klistové encefalitidy a spirochety Borrelia burgorferi

zpuisobujici lymskou boreliézu (Kuhn et al., 1996).

Lektiny tvoii n€kolik velkych rodin, které se 1isi strukturou a vazebnou specifitou
k sacharidiim. Jednou z téchto rodin jsou lektiny, jejichz vazba je zavisla na ionech
vapniku, tzv. C-lektiny. Tyto zahrnujici celou fadu vyznamnych skupin, jako jsou
kolektiny, selektiny, anebo lektiny na povrchu lymfocyti. Kolektiny jsou naptiklad
dilezit¢ v obrané¢ proti virim a bakteriim a to zejména diky jejich schopnosti
rozpoznavat specifické struktury patogena (PAMP, z anglického Pathogen Associated
Molecular Pattern), kterymi jsou lipopolysacharidy nebo peptidoglykany. Vazba na tyto
struktury mé za nésledek aktivaci dé&jt, které omezuji Sifeni infekce (neutralizace,
opsonizace, aktivace komplementu, fagocytdza) (Vasta et al., 1999). Jinou skupinou C-
lektint jsou fibrinogenu podobné proteiny (FREPs — Fibrinogen REelated Proteins),
které byly nalezeny také v klistatech (Kovar et al., 2000). FREPs obsahuji fibrinogenu
podobné domény, z nichz nékteré jsou schopny vazat sacharidy a u c¢lenovcl jsou
povazovany za molekuly, které se podileji na rozezndvani PAMP struktur patogent a

tim se podileji na imunitni obrané (Natori, 2001).

Lektiny, véetné FREPs byly dosud potvrzeny u nékolika druht klistat (Huang et
al. 2007, 2010, Stérba et al., 2009, 2011, shrnuto v Grubhoffer et al.). FREPs byly
popsany u klistéte /. ricinus — Ixoderin A, Ixoderin B a Ixoderin A-like, dalsi u klist'aka

O. moubata — Dorin M (Kovar et al., 2000) a OMFREP (Grubhoffer et al., 2009).

Dorin M se vyskytuje pfedevsim v hemocytech a hemolymf€ klistat O. moubata.
Tento protein o velikosti 640 kDa se sklada z podjednotek o velikosti 37 kDa, vykazuje
silnou hemaglutinaéni aktivitu a ma vazebnou afinitu ke kyselin¢ sialové a N-
acytylhexosaminim. Lektinové barveni Dorinu M naznacilo, Zze Dorin M obsahuje
vysoce manosylovany a komplexni typ glykani (Kovar et al., 2000), coz bylo déle
potvrzeno hmotnostné spektrometrickou analyzou tohoto purifikovaného proteinu (Man
et al., 2008). Geny pro ixoderiny maji vysokou homologii (75%) s genem pro Dorin M

a OMFREP. Bylo potvrzeno, ze Ixoderin A je pfitomny ve stieveé, slinnych zlazach a
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hemocytech klistéte, a Ixoderin B je zastoupen pouze ve tkani slinnych 714z (Grubhoffer

et al., 2009).

3.3 Hmotnostni spektrometrie ve vyzkumu glykaniu

Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry, MS) se vyuziva jiz déle nez sto let
a prvni glykoprotein byl pomoci MS Uspé&$né analyzovan pted 30ti lety (Fenn et al.,

1989).

MS je analytickd metoda, kterd je vyuzivana ke zjiStovani slozeni mnoha
chemickych a biologickych vzorkii. Je zalozena na rozdéleni nabitych c¢astic podle
jejich molekulovych hmotnosti a naboje v elektrickém nebo magnetickém poli, tedy
méfenim poméru m/z (angl. mass-to-charge neboli pomér hmostnosti a naboje) nabitych

castic ve vakuu (Zaia, 2004).

Aby se molekulova hmotnost mohla zméfit, musi se molekula nejprve prevést do
plynné faze, ¢imz dostdva naboj a stava se z ni iont. Iont se pohybuje elektrickym polem
ve vakuu, diky elektrickému poli je urychlen a podle jeho pohybu lze vypocitat pomér
hmotnosti a naboje. Dlouhou dobu bylo mozné kviili omezenym zptisoblim ionizace
detekovat pouze latky s nizkou molekulovou hmotnosti. Pozd¢ji se ptisSlo na to, jak
dilezity je kontrolovany pfenos energie na vzorek bez jeho tepelného rozkladu (Morris,
1980). K ionizaci vzorku se pouziva metoda ESI (ElektroSpray Ionization ¢ili ionizace
elektrosprejem) (Fenn et al., 1989), nebo metoda MALDI (Matrix Assisted Laser-
Desorption/Ionization neboli desorpce a ionizace laserem za pfitomnosti matrice; Obr.
3.2) (Hillenkamp a Karas, 1988), ktera je v glykobiologii preferovanou metodou.
Vzorek se smicha s tzv. matrici (obvykle nizkomolekuldrni aromatickou kyselinou) a
necha se vykrystalizovat na vhodném nosi¢i, napt na nerezové desticce (MALDI
desticka). Matrice je schopna absorbovat elektromagnetické zafeni, rozpada se a tim
pfenasi ioniza¢ni energii laseru na molekuly vzorku. Na molekulu vzorku se tak navaze
kationt ¢i aniont, vznika radikal odstépenim elektronu a ionty analyzovaného vzorku se
vypafuji do vakua analyzatoru. V pfipad¢ glykanti dochazi obvykle k vazbé& jednoho
ionu sodiku (popf. drasliku) na molekulu glykanu a diky tomu kazdé molekule glykanu

odpovidé jenom jeden pik ve spektru, coz vysledné spektrum vyrazné zjednodusuje.
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Tyto ionty jsou nasledné urychleny vysokym stejnosmérnym elektrickym napétim.
Ionty se stejnym ndbojem ziskaji prichodem elektrickym polem stejnou energii (E,, =
zU, kde z je naboj a U elektricky potencidl). Nasledné leti vakuem urcitou rychlosti od
mista ionizace az k detektoru v zavislosti na jejich hmostnosti a naboji. Rychlost zavisi
na jejich hmostnosti podle rovnice Ey, = %mv’. Pomoci hodnoty doby letu v TOF
analyzatorech (time-of-flight neboli doba letu) se potom vypocte pomér m/z. Dalsi
metody urcovani hmotnosti vyuzivaji jiné typy analyzatort (quadrupoél, iontova past,

apod.) (Hillenkamp a Karas, 1988).

Pouzivani matrice zabranuje fragmentaci molekul jiZ pfi ionizaci, proto lze s
vyuzitim MALDI ionizace sledovat i velké molekuly bilkovin, sacharidi a DNA. Diky

ni 1ze také méfit vice latek v témze vzorku najednou (Dass, 2001).

urychleni ionti

iontovy zdroj
& / elekiromagnet

vzorek /

vychileni ionth

S

detektor %
|

zesilovad ]
|
hmoinosini spekirum I:I

Obrazek 3.2 Schéma MALDI/TOF hmotnostniho spektometru

(http://users.prf.jcu.cz/sima/analyticka chemie/vybranemet.htm).

3.3.1 MS/MS analyza

MS/MS analyza spociva v navazujici MS jiz analyzovaného vzorku. Slouzi k
urceni presné struktury a kompozice analyzovanych molekul. Nejprve je vyselektovana
jedna konkrétni molekula z celého spektra molekul ve vzorku. Tato je nasledné

fragmentovana (obvykle kolizi s molekulami plynu) a tyto fragmenty jsou analyzovany
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obdobnym zptisobem, jako je tomu u MS experimentl a je urcena jejich m/z hodnota.
Ve srovnani se sekvenovanim proteinti a nukleovych kyselin je analyza glykant

S 4

(Garg et al., 2008).

Pro analyzu glykanii je vhodné tyto nejdiive odd¢lit od polypeptidu enzymovym
Stépenim. Enzymy, které jsou obvykle pouzivané ke Stépeni a uvolnéni N-glykanl z
glykoproteinu jsou endoglykosidazy PNGaza A a PNGaza F (N-glykosidaza, peptid-N-
acetyl-B-glykosaminyl-asparagin amidaza, Obr. 3.3). PNGaza F S§tépi vazbu mezi
proximalnim GIlcNAc a asparaginem. Uvolnéné oligosacharidy jsou neporusené, ale
asparagin je pfi Stépeni deaminovan na aspartovou kyselinu. PNGéaza F ale nedokéze
odstépit oligosacharidy obsahujici fukdézu al-3-vdzanou na proximalni GIcNAc, které
jsou casté u glykoproteint rostlin a hmyzu. Pro uvolnéni 1 téchto glykani se pouziva

PNGaza A (Maley et al., 1989).

Z—Mlan
Y

Man-GleMNAG-GleNAG-Asn—

ra
=—llan

Obrazek 3.3: PNGéza F hydrolyzuje témét vSechny typy N-glykand z proteinti a
glykoproteinti; x = H nebo sacharid (Garg et al., 2008).

MS umoznuje meéfit molekulovou hmotnost glykanl. Slozeni jednotlivych
sacharidl uvolnénych z glykoproteinii mohou byt urceny na zaklade presné molekuldrni
hmotnosti, jiz zndmych O- nebo N-glykanti nebo monosacharidi. Navazujici MS
potvrdi ptredpokladané slozeni a uptesni dalsi detaily struktury (Viseux et al., 2001).
Jeho podstatou je fragmentace molekuly glykanu a to bud’ v glykosidické vazbé mezi
jednotlivymi sacharidovymi jednotkami anebo napfi¢ kruhem sacharidi. Pro popsani
vzniklych fragmentl se pouzivd nomenklatura zavedena Domonem a Castellem (1988).
Podle mista §tépeni pak délime vzniklé ionty na ty s redukujicim koncem (X, Y, Z) a na
ty s neredukujicim koncem (A, B, C). lonty A a X vznikaji $tépenim napii¢ kruhem

sacharidu, Ionty B, C, Y, Z vznikaji St€penim v glykosidové vazbe.

V ptipadé¢ MALDI-TOF analyzy je potfebné pii vyhodnocovani hmotnostnich

spekter brat do uvahy 1 zdroj ndboje — zatimco u ionizace pomoci ESI je néboj na
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analyzované makromolekuly dodan obvykle protonem (H"), u MALDI je to obvykle
sodik (Na") (Domon a Castello, 1988).

Pouziti MALDI jako ionizaéni metody k ureni molekularni hmotnosti
oligosacharidi. ma mnohé vyhody, obzvlast kdyz je tieba analyzovat jednotlivé

sacharidy v heterogenni smési glykant.
3.3.2 Permetylace

Pokud analyzujeme smés glykanti, ve které se mohou kromé neutralnich
vyskytovat také negativné nabit¢ molekuly (obsahujici karboxylovou skupinu), je
vyhodné odstranit naboj z téchto kyselych glykani — diky tomu je pak mozné
analyzovat vSechny glykany v hmotnostnim spektrometru v jednom modu (v ptipadé
glykani a MALDI-TOF je to v pozitivnim modu). Jednou z moznosti je permetylace
¢ili navazani metylové skupiny na hydroxylové skupiny glykantl. Permetylace tedy
umoziiuje analyzu razné€ nabitych sacharidii zéroven a také ulehcuje vyhodnoceni
nasledné fragmentacni analyzy molekul. K vysledné molekuldrni hmostnoti glykant je
pak potieba pfi¢ist velikost metylové skupiny CH; bez jednoho vodiku (Mr = 14,026)
pro kazdou hydroxylovou skupinu v glykanu (véetné¢ -OH kaborxylovych skupin)
(Morelle et al., 2004).
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Material

4.1.1 Klist’'ata

Klistata Ixodes ricinus a Dermacentor marginatus byla ziskdna z laboratornich
chovii Parazitologického Gstavu Biologického centra Akademie véd, v.v.i. v Ceskych
Budgjovicich. Klistata byla chovana pti 26°C, ve vlhkém prostiedi. Klistata sala na
laboratornich morcatech a podle miry nasati byla nasledné v pokusu rozdélena na nasata

(sala po dobu 6 dnil), ¢astené nasata (3 dny) a nenasata.
4.1.1.1 Klistéci vzorky

Castedn& nasaté a nasaté samice, nenasaté nymfy a samci L. ricinus byli pitvani a z
jednotlivych organi byly pfipraveny homogenaty (Tabulka 4.1). Déle byla

zhomogenizovand nasata samice D. marginatus.

Tabulka 4.1. Orgéany casteCné nasatych a nasatych samic, nenasatych nymf a

samct /. ricinus, ze kterych byly pfipraveny homogenaty.

KIiste: Organy:

Casteéné nasata samice |kutikula

Nasata samice kutikula

Casteéné nasata samice |stfeva

Nasata samice stfeva

Castecné nasatd samice |slinné zlazy

Nasata samice slinné Zlazy

Céstecn¢ nasata samice |vajecniky

Nasatd samice vajeCniky

Castecn¢ nasata samice |ostatni organy

Nasatd samice ostatni organy
Nenasata nymfa slinné zlazy
Nenasaty samec slinné zZlazy

Samec cely + kutikula




Samec cely + kutikula + stfevo + ostatni organy

Nenasatd nymfa cela + kutikula

4.2 Metody

Pii ptipravé klistécich organu jsem pouZzivala ultraistd rozpoustédla (HPLC

grade).
4.2.1 Priprava homogenatu a tryptické stépeni

Klistéci organy byly homogenizovany na piistroji TissueLyser II (Qiagen) po
dobu 2 minut pii 30Hz v 0,5 ml PBS (0,15 M NacCl, 0,01 M fosfatovy puftr, pH 7,4) s
inhibitory protedz (Pierce). Homogenizované vzorky byly poté klarifikovany

centrifugaci 10 min pti 10 000xg.

Dal$im krokem piipravy vzorku bylo odstranéni nizkomolekuldrnich sloucenin
véetné volnych glykant (ty by pak pti MS analyze nebylo mozné odlisit od N-vazanych
glykantt). 30 pl supernatantu bylo smichano s 30 ul PBS (pH 7,4) a vznikla smés byla
centrifugovana na ultrafiltratni centrifugacni kolonce (mezni molekulova hmotnost 10
000, Millipore) pti 4°C a 5 000xg do zahuSténi na polovi¢ni objem. Cely proces byl
znovu opakovan. Mezni molekulova hmotnost 10 000 byla zvolena s ohledem na mozné

velikosti volnych glykant.

K 30 pl vysledného roztoku bylo ptfiddno 30 pl 6M guanidium hydrochloridu.
Dale byly ptidany 2 pl 200mM dithiotreitolu (DTT), ktery redukuje cysteinové miustky.
Tato smés byla zahfivana 30 min pii 60°C. Nasledné¢ bylo pifidano 8§ pl 200mM
iodoacetoamidu a roztok byl ponechén 30 min ve tmé pii pokojové teploté. Po ptidani 2
ul DTT byl roztok opét inkubovan pti pokojové teploté po dobu 30 min. Nakonec bylo
k roztoku piidano 30 ul PBS a 1 ul roztoku trypsinu (10 mg/ml). Roztok byl inkubovéan
za stalého tfepani v 37°C nejméné 18 hodin. Takto jsem pfipravila trypsinem nastépené

peptidy a glykopeptidy, které 1ze pouzit pro dalsi MS analyzy i pro izolaci glykand.



4.2.2 Purifikace peptidu

Vzniklé peptidy byly z reakcni smési purifikovany extrakci na pevné fazi pomoci
centrifugacni kolonky (naplin C18). Kolonka byla nejprve trikrat promyta 400 pl 85%
acetonitrilu (ACN) s 0,1% kyselinou trifluoroctovou (TFA) a centrifugovana pii 1500xg
I min. VSechny dalsi centrifugace byly provadény za stejnych podminek. Kolonka byla
dale trikrat promyta 400 pl 5% ACN s 0,1% TFA, poté bylo aplikovano 80-100 pl
vzorku a kolonka byla centrifugovdna. Nezadrzena frakce byla jesté¢ dvakrat znovu
centrifugovana pres tutéz kolonku. Nespecificky zachycené molekuly byly odmyty
dvojnasobnym promytim 100 pl 5% ACN s 0,1% TFA. Peptidy zadrzené na C18 naplni
byly eluovany 300ul 60% ACN s 0,1% TFA. Nakonec byl eludt vysuSen ve vakuu.

4.2.3 Uvolnéni glykani pomoci endoglykosidaz

VysuSeny vzorek purifikovanych peptidi byl rozpustén v 15 ul vody, k nimz bylo
pfidano 0,1 pl 10% SDS (dodecylsiran sodny), 0,4 pl 200mM DTT a 4,5 pl vody a
vznikly roztok byl inkubovan 10 min pfi 100°C. Po vychladnuti bylo ke smési pfidano 3
ul 500 mM fosftatového pufru (pH 7,5), 3 ul 10% detergentu NP-40, 0,2 ul PNGazy F
(New England Biolabs) a 0,2 ul PNGazy A (ProGlycAn) a 3,6 ul vody. Reakce byla

inkubovana pii 37 °C pfes noc.
4.2.4 Purifikace glykanu

V dalsim kroku byly purifikovany uvolnéné glykany extrakci na pevné fazi
pomoci centrifugac¢nich kolonek s naplni aktivniho uhli (Harvard Apparatus). Nejprve
byl vzorek ptecistén na C18 koloné. C18 kolona byla pfipravena obdobné¢ jako v
kapitole 4.2.2 a podobnym postupem byly piipraveny i kolonky s naplni aktivniho uhli.
Reakéni smés po deglykosylaci byla aplikovdana na promytou CI18 kolonu,
centrifugovand a kolonka byla poté jesté dvakrat promyta 100 pl 5% ACN s 0,1% TFA.
Vsechny tii nezachycené frakce obsahujici glykany byly poté aplikovany na promytou
kolonku s naplni aktivniho uhli. Nezachycena frakce byla jesté dvakrat aplikovana na
kolonku pro maximalni zachyt glykant. Kolona byla nasledn¢ dvakrat promyta 200 pl
5% ACN s 0,1% TFA. Glykany byly z kolonky eluovany 200 ul 65% ACN s 0,1% TFA

a eluat byl vysusSen ve vakuu.



4.2.5 Permetylace

Permetylace na pevné fazi probihala na kulickdch NaOH (Sigma-Aldrich), které
byly ptfed pouzitim uchovavany v acetonitrilu. Kulicky byly aplikovany na prazdnou
centrifugacni kolonku (Harvard Apparatus) a nasledné centrifugovany pii 1000xg 1

min.

VysuSené glykany byly rozpustény v 5 ul vody a k roztoku bylo pfidano 70 pl
dimetylsulfoxidu a 25 pl metyljodidu. Smés byla nanesena na kolonku obsahujici
kulicky NaOH, kolonka byla inkubovana po dobu 15 min pii pokojové teploté a poté
centrifugovana 30 vtefin pfi 1000xg. K roztoku, ktery protekl kolonou, bylo ptfidano
dalsich 25 pl metyljodidu, celd smés byla opét aplikovand na kulicky NaOH,
inkubovana 15 min a centrifugovana 30 vtetin pfi 1000xg. Zbytky glykand z kulicek
byly uvolnény dvojnasobnym promytim 100 pl acetonitrilu, pfi¢emz vSechny tii frakce

byly spojeny.

Permetylované glykany byly poté extrahovany pomoci chloroformu. K vzorku
bylo ptidano 300 pl chloroformu a 1 ml 0,5 M NaCl. Trepanim se glykany extrahovaly
do chlorformu. Smés byla centrifugovana 30 vtefin pii 1000xg a horni vodni vrstva s
metyljodidem byla odebrana. K organické fazi byl opét ptidan 1 ml 0,5 M NacCl,
nasledovalo protfepavani, centrifugace a odebrani vrchni vrstvy. Nakonec byl k roztoku
pfidan 1 ml vody a cely pfedchozi postup byl opakovan. Organickd faze obsahujici
procisténé permetylované glykany byla vysusena a glykany byly rozpustény v 1 pl vody
a uchovavany pii -20°C (Alley et al., 2010).

4.2.6 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostn¢ spektrometrické analyzy byly provedeny v National Center for
Glycomics and Glycoproteomics (Department of Chemistry, Indiana University,
Bloomington, IN, USA) vedeném Prof. MiloSem V. Novotnym. 0,5 pl roztoku
permetylovanych glykanti bylo v duplikatech nakapano na kovovou MALDI desti¢ku a
vysuseno ve vakuu. Na kazdy vzorek (spot) bylo piikapano 0,5 pl roztoku 2,5-
dihydroxybenzoové kyseliny (10 mg/ml v 1 mM roztoku octanu sodného) a roztok byl
znovu vysusen ve vakuu. Vzorky byly poté analyzovany piistrojem 4800 MALDI TOF/
TOF Analyzer (Applied Biosystems) v pozitivnim mddu. Data byla konvertovana do



formatu mzXML (softverem ConvertPeakList, https://www.proteomecommons.org) a
zpracovana pomoci programii mMass (Strohalm et al.,, 2008) a GlycoWorkbench

(Ceroni et al., 2008).



5 VYSLEDKY

Jak ukazuje Tabulka 4.1, zpracovavala jsem celou fadu homogenizovanych
organi klistéte /. ricinus a jeden homogenat celé nasaté samice klistéte D. marginatus.
Bohuzel nékteré vzorky byly kontaminovany nezndmymi polymery a dale sérii hexo6z
neznamého pivodu, které se ze vzorkd nedaly odstranit a jejichz signal prevladal ve
spektrech téchto vzorkl jak ukazuje Obrazek 5.1. Proto jsem dale zkoumala z organt
pouze kutikulu a stfeva Castecn¢ i zcela nasaté samice [ ricinus, dale slinné Zlazy
Castecné nasaté samice /. ricinus a nakonec homogenat celé¢ho jedince — samice klistéte

D. marginatus., celkem tedy 6 vzorka.
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Obrazek 5.1: MALDI-TOF spektrum N-glykant z vaje¢nikti nasaté samice klistéte
Ixodes ricinus. Zakrouzkované glykany patii k sérii polyhex6éz nezndmého puvodu,

které kontaminovaly vzorek.

MALDI-TOF analyza umoznila identifikovat v jednotlivych vzorcich glykany a
informovala o jejich hmostnosti (m/z, kdy z je vzdy rovné 1). Diky programu
Glycoworkbench  byly navrZzeny potencidlni  struktury glykani. Program
Glycoworkbench ma ve své databazi Sirokou Skalu realnych glykanovych struktur. Po

zadani urcité hodnoty m/z je program schopen poskytnout piislusné glykanové struktury



odpovidajici dané hmotnosti m/z. Vysledné struktury byly potvrzeny MALDI-TOF/TOF

analyzou.
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Obrazek 5.2: MALDI-TOF spektrum N-glykanii purifikovanych z kutikuly nasaté

samice kliStéte Ixodes ricinus.

V kutikule nasaté samice klistéte 1. ricinus (Obr. 5.2) bylo nalezeno pét
glykanovych struktur: HexNAc,Hex;dHex (m/z 1345,7), HexNAc,Hexs (m/z 1375,7),
HexNAc,HexsdHex (m/z 1549,8), HexNAc,Hexs (m/z 1579,8) a HexNAc;Hex, (m/z
1753,9). Ve spektru jsou dale viditelné adukty glykanii s iony drasliku (m/z hodnoty
glykand jsou pak zvysSené o 16,1) a kontaminace sérii polyhexdéz (1293,6; 1497,7,
1707,8). V kutikule cCastecné nasaté samice klistéte I ricinus (Obr. 5.3) se navic
vyskytovaly jest¢ dva nejjednodussi N-glykany: HexNAc,Hex, (m/z 1141,6),
HexNAc,Hex; (m/z 1171,6).
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Obrazek 5.3: MALDI-TOF spektrum N-glykana purifikovanych z kutikuly ¢aste¢né

nasaté samice klistéte Ixodes ricinus.
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Obrazek 5.4: MALDI-TOF spektrum N-glykan purifikovanych ze stfeva Castecné

nasaté samice kliStéte Ixodes ricinus.
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Obrazek 5.5: MALDI-TOF spektrum N-glykan purifikovanych ze stfeva nasaté

samice klistéte Ixodes ricinus.

Ve stievé castecné nasaté samice [. ricinus (Obr. 5.4) byly nalezeny stejné
glykanové struktury jako v kutikule ¢aste¢né nasaté samice /. ricinus, a navic také cela
fada dasich, slozitéjSich glykanti: HexNAc,Hexs (m/z 1783,9), HexNAc,;Hex;dHex (m/z
1835,9), HexNAcsHex, (m/z 1865,9), HexNAc,Hex; (m/z 1988,0), HexNAc,;Hexs (m/z
2070,0), HexNAc,Hexs (m/z  2192,1), HexNAc,Hex, (m/z  2396,2),
HexNAcsHexsNeuAc (m/z 2431,2), HexNAcsHexsFuc (m/z 2448,2), HexNAcsMang (m/
z 2519,3). N-glykany s m/z hodnotou 2070,0; 2431,2 a 2519,3 byly dale podrobné
studovany MS/MS analyzou, diky niZ bylo upfesnéno jejich strukturdlni uspofadani (viz

Obr. 5.6, 5.7 a 5.8).
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Obrazek 5.6: MALDI-TOF/TOF spektrum iontt vzniklych fragmentaci glykanu s
hodnotou m/z 2070,0.
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Obrazek 5.7: MALDI-TOF/TOF spektrum iontt vzniklych fragmentaci glykanu s
hodnotou m/z 2431, 2.
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Obrazek 5.8: MALDI-TOF/TOF spektrum iont vzniklych fragmentaci glykanu s
hodnotou m/z 2519, 3.

Stievo nasaté samice I. ricinus (Obr. 5.5) obsahuje oproti stievu ¢astecné nasaté
samice 1. ricinus Ctyfi glykany navic, jeden komplexni glykan HexNAc;Hex;dHex a tii
glykany obsahujici kyselinu sialovou, které se vyskytovaly ze vSech vzorkli pouze ve
vzorku stfeva mnasaté samice I ricinus HexNAcsHexsNeuAc, (m/z 2792.4),
HexNAcsHexsNeuAc (m/z 2880,4) a HexNAcsHexsNeuAc, (m/z 3241,0). Tyto
komplexni glykany byly dale zkoumany MS/MS analyzou (Obr. 5.9, 5.10 a 5.11),
pomoci které byly upfesnéné jejich struktury. Glykanové struktury s hodnotami m/z
2448.,2; 2396,2; 1865,9 a 1753,9 naopak ve vzorku stiev nasatych samic I. ricinus

nebyly pozorovany.
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Obrazek 5.9: MALDI-TOF/TOF spektrum iontii vzniklych fragmentaci glykanu s
hodnotou m/z 2791,4.
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Obrazek 5.10: MALDI-TOF/TOF spektrum iontti vzniklych fragmentaci glykanu
s hodnotou m/z 2880,4.
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Obrazek 5.11: MALDI-TOF/TOF spektrum iont( vzniklych fragmentaci glykanu s
hodnotou m/z 3241,0.
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Obrazek 5.12: MALDI-TOF spektrum N-glykant purifikovanych ze slinnych zlaz

¢astecné nasaté samice klistéte Ixodes ricinus.
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Obrazek 5.13: MALDI-TOF spektrum N-glykant purifikovanych z homogenatu

samice klisté¢te Dermacentor marginatus.

Slinné Zlazy nasaté samice /. ricinus obsahuji v porovnani se vzorky stfev méné
komplexnich glykant (Obr. 5.12). Pozorovany byly glykany s hodnatami m/z 1141,6;
1171,6; 1345,7; 1375,7; 1549,8; 1579,8; 1590,8 a m/z 2070,0 podobné¢, jako u N-
glykant ve vzorku stieva nasaté samice /. ricinus. Oba vzorky také obsahuji sialovany
glykan HexNAc,HexsNeuAc s m/z hodnotou 2432,1. Navic jsou naopak ptitomné
glykany s jinymi strukturami — HexNAcsHex; (m/z 1416,7), HexNAc;Hexs (m/z
1753,9), vysoce manosylovanou strukturu HexNAc,Hex, (m/z 2396,2) a glykan
obsahujici fukézu vdzanou na proximalni GlcNAc HexNAc;HexsdHex (m/z 1620,8).

Vzorkem s nejvétSim poctem glykant je homogenat celé nasaté samice klistéte D.
marginatus (Obr. 5.13). Glykany pozorované v tomto homogenatu odpovidaji glykanim
identifikovanym ve vzorcich homogenatl z klistat I ricinus (Tab. 5.8). Jedinym
glykanem, ktery je unikatni pro tento vzorek je komplexni glykan obsahujici fukézu
(HexNAc5Hex6dHex, m/z 2693,4). Tento glykan se od ostatnich fukosylovanych
struktur pozorovanych v klistécich vzorcich 1isi terminalné vazanou fukzou (viz dale,

Obr. 5.14).
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Obrazek 5.14: MALDI-TOF/TOF spektrum iontd vzniklych fragmentaci glykanu s
hodnotou m/z 2693,6.

Celkové jsme v homogenatech organi z Castecné nasaté a z nasaté samice /.
ricinus a v homogendtu nasaté samice D. marginatus icentifikovala dvacet pét
glykanovych struktur, které jsou shrnuty v Tabulce 5.7. Pfitomnost jednotlivych glykant
v konkrétnim vzorku je pak déale shrnuta v Tabulce 5.8. Z téchto struktur bylo sedm
vysoce manosylovanych glykani (HexNAc,Hex,,), Ctyfi vysoce manosylované
obsahujici fukézu navézanou na proximalni GIlcNAc (HexNAc,Hex,sdHex), Ctyfi
hybridni glykany, vSechny obsahujici fukdézu vazanou na proximalni GIlcNAc
(HexNAc;Hex,4dHex a HexNAcsHexsdHex) a deset komplexnich glykant
(HexNAcs;Hex;dHex, HexNAc;Hex,, HexNAc,Hexs, HexNAc;HexsdHex,
HexNAcsHexs, HexNAcsHexsdHex), pfi¢emz cCtyii obsahovaly termindlné vazanou
kyselinu sialovou (HexNAcsHexsNeuAc, HexNAc,;HexsNeuAc,, HexNAcsHexsNeuAc,
HexNAcsHexsNeuAc,).

Tabulka 5.15: Souhrn vSech glykant vyskytujicich se ve zkoumanych tkanich
klistat 1. ricinus a D. marginatus; u struktur, které jsou oznaceny hvézdic¢kou, jsou nize

uvedeny i MS/MS spektra, podle kterych byly struktury potvrzeny.



m/z
1141,6

1171,6
1345,67
1375,7
1386,7
1416,71
1549,77
1579,78
1590,8
1620,81
1753,87
1783,88
1835,93
1865,94
1987,99
2070,035 *
2192,08
2396,18
2431,21*
244822
2519,26*
2693,35*
2792,38*
2880,44*

3241

Hex HexNAc dHex NeuAc

2

3

3

~l

&)}

&)}

[6)]

2

2

2

1

0

1

0

0

0

O o

[ o =-m
e

B petl

(om

*lo

sSes o g



Tabulka 5.16: Prehled glykanovych struktur pfitomnych v jendotlivych homogenatech

organl ze samic /. ricinus a v homogenatu samice D. marginatus.

kutikula, kutikula, stfeva, stieva, slinné Zlazy,
Céastetné nasata | nasata samice |Castené nasata | nasatd samice |nasata samice | celé klisté

mz samice l.ricinus |.ricinus samice l.ricinus |ricinus |.ricinus D.marginatus
1141,6 X X X X X
171,6 X X X X X
1345,7 X X X X X X
1375,7 X X X X X X
1416,71 X X
1549,77 X X X X X X
1579,78 X X X X X X
1590,8 X X X
1620,81 X X
1753,87 X X X X X
1783,88 X X X
1835,93 X X X
1865,94 X X

1988 X X
2070,04 X X X X
2192,08 X X
22451 X X
2396,18 X X X
2431,21 X X X X
2448,22 X
2519,26 X X X
2693,35 X
2792,38 X




6. DISKUZE

Moje prace byla zaméfena na urCeni N-glykomu klistat Ixodes ricinus a
Dermacentor marginatus, dale na analyzu jejich N-glykant v tkanich klistéte a jejich
porovndni. Prokazala jsem celou fadu N-glykanl, mezi nimi vysoce manosylované,
hybridni i komplexni glykany, z nichz nékteré byly modifikovany vazbou fukdzy na

proximalni GIcNAc. V klistécich vzorcich jsem dale identifikovala Ctyfi sialované

glykany.

Podobné N-glykany byly identifikovany i1 u jinych clenovct, jako napi. u
octomilky D. melanogaster, kde se nejCastéji vyskytuji vysoce manosylované a
paucimanosylované N-glykany (GlcNAc,Fuc,;Man,4), které mohou byt modifikované
vazbou fukézy na proximalni GIcNAc (Natsuka et al., 2006, Hoffmann-Sommergruber
et al., 2011). V. mnohem mensi mife se u nich nasly komplexni N-glykany (pfiblizné
12% z celého glykomu u D. melanogaster). Je zajimavé, ze mnozstvi komplexnich N-
glykanti se v pritb¢hu vyvoje D. melanogaster zvysuje. Naopak, sialované glykany byly
prokdzany pouze u embryonalniho stddia octomilky a tyto nebyly fukosylované. Jak se
prokézalo, sialované glykany maji vliv na vyvoj nervového systému u octomilky a tim i

na cely vyvoj jedince (Aoki et al., 2007).

V piipadé mnou studovanych klistécich vzorkli byla velmi zajimava ptitomnost
komplexnich N-glykanii ve vétsim poméru k celkové nalezenému poctu N-glykanii nez
je tomu u D. melanogaster. Komplexni glykany a glykany obsahujici kyselinu sialovou
jsou u niz$ich organismti nalézadny v nizsi mife (Wilson et al., 2009) a obdobné Ize tedy
1 u klistat ocekéavat spiSe pfitomnost vysoce manosylovanych struktur. Jedno z
moznych vysvétleni pritomnosti téchto N-glykant v klistéti je jejich ptivod z krve

hostitele.

Spise klistéci ptivod pozorovanych komplexnich glykanti Ize vyvodit ze zndmych
informaci o strukturach glykant, pozorovanych u klist'at. V praci Dupejové et al. (2011)
zaméefené na analyzu hemlipoglykoproteinu z hemolymfy klistéte D. marginatus byly
mimo jiné analyzovany i N-glykany tohoto proteinu. Tento protein obsahuje Ctyfi rizné
glykanové struktury — dva vysoce manosylované a dva komplexni glykany. Jelikoz se

jedna o kliStéci protein, je to potvrzenim schopnosti klistat produkovat komplexni



glykany. Komplexni glykany byly dale pozorovany i pfi analyze homogenatl slinnych
7laz nenasaté samice 1 samce klistéte 1. ricinus (Sterba et al., 2010). U obou je sice
moznost pretrvani hostitelskych struktur v klistéti 1 po metamorféze z nymfy na
dospélce, velké mnozstvi komplexnich struktur ale poukazuje spiSe na jejich klistéci
pivod. Podobné byly komplexni struktury pozorovany i u nenasatych nymf /. ricinus
(Dupejova et al., 2011), které¢ v pribéhu svého zivota saly jenom jednou. Z téchto

informaci lze vyvodit, Ze klistata jsou schopné tvofit komplexni glykany.

Moznost pretrvani komplexnich glykanovych struktur v parazitovi po del§i dobu
lze ovéfit porovnanim vysledkd ziskanych z klistat s glykany pozorovanymi u jinych
krev sajicich parazitii. Na spiSe klistéci nez hostitelsky ptivod komplexnich glykanii pak
poukazuje porovnani s vysledky ziskanymi pii analyze N-glykani z ploStice rodu
Triatoma. U nasaté T. infenstans byly zaznamenany téméi vyluéné vysoce
manosylované glykany a dale slabé signaly pro tfi jednoduché proximalné fukosylované
vysoce manosylované glykany (J. Sterba — nepublikované vysledky). To odpovida
vysledkiim ziskanym lektinovym barvenim proteinti ze slin 7. infestans (Volf et al.,
1993). Pokud by komplexni N-glykany z hostitelské krve pietrvaly v organismu parazita

delsi dobu, byly by pfitomny jak v nasatém klistéti tak v nasaté plostici.

DalSim typem glykanii, které se ve velké mife vyskytuji v mnou studovanych
klistécich vzorcich jsou glykany s fukdézou navazanou na proximalni GlcNAc. Tyto byly
pozorovany i v jinych studiich klistécich vzork, konkrétné¢ v homogenatech slinnych
714z a v kli§técich slindch klistat 1. ricinus (Stérba et al., 2010), ale i u konkrétnich
proteinti ziskanych z homogenati celych klistat 1. scapularis (Pedra et al., 2010).
Proximalni fukosylace N-glykanli byla pozorovand 1 u jin¢ho klistéciho proteinu,
Dorinu M z hemolymfy klistéte O. moubata (Man et al., 2008). Tti N-glykosyla¢ni
mista tohoto proteinu jsou modifikovana ve dvou piipadech vysoce manosylovanymi

glykany a na tfeti misto je vazan praveé proximalné fukosylovany glykan.

Ptitomnost sialovanych struktur u hmyzu je v posledni dobé Siroce diskutovana
(Kuhn et al. 1996, Vancova et al., 2006, Aoki et al.,2007). V hemolymf€, hemocytech,
bunikach stfeva a nefrocytech klistéte 1. ricinus byla analyzou pomoci lektind prokazana
pfitomnost kyseliny sialové (Kuhn et al. 1996). Ve slinnych zlazach klistat . ricinus
byly sialované glykany dosud prokazany pouze elektronovou mikroskopii s vyuZzitim

lektinmh MAA II a SNA (Vancova et al., 2006). Soucasn¢ Ize v genomu klistéte /.



scapularis (klisté ptibuzné nami studovanému /1. ricinus) najit vicero genii kddujicich
potencialni sialyltransferazy, tedy enzymu, které¢ katalyzuji pfipojeni kyseliny sialové na
komplexni glykany. Exprese jednoho z téchto enzymil byla prokazédna v bunétnych
liniich odvozenych od klistéte I ricinus (J. Stérba — nepublikované vysledky).
Sialyltransferazy jsou pfitomné a exprimované i u jinych clenovci, jako napi. u D.
melanogaster a vyskyt sialovanych glykanii byl u octomilky potvrzen, spolecné s jejich

vyznamnou funkci pfi vyvoji nervové soustavy octomilky (Aoki et al. 2007).

Co se tyCe sialovanych glykant, ¢tyii glykany obsahujici kyselinu sialovou byly
identifikovany ve stfevé nasaté samice [. ricinus, jeden sialovany glykan ve stfevé
Castecn¢ nasaté samice a ve slinnych zldzach ¢aste¢né nasaté samice /. ricinus a jeden
sialovany glykan v homogenatu celého klistéte D. marginatus. Tyto glykany s
navazanou kyselinou sialovanou neobsahovaly fuk6ézu vdzanou na proximalni GlcNAc.
Proximalni fukosylace se zda byt charakteristicka pro klitata (Stérba et al., 2010), je

tedy mozné, ze sialované glykany jsou spise hostitelského ptivodu.

Jakou hraje kyselina sialova roli v kliStécim organizmu, zatim neni jasné. Je mozné,
ze je vyznamna pii vyvoji klist€ciho organismu stejné jako to bylo pozorovéano u

embryonalniho stadia octomilky.

Sialova kyselina je u savcl rozpoznavana sialoadhesiny (anglicky Siglecs — sialic
acid binding Ig-like lectins), coZz jsou povrchové bunécné receptory a patii do
superrodiny IgSF imunoglobulinti. Rozpoznani kyseliny sialové sialoadhesiny hraje roli
v regulaci vrozené i ziskané imunity u savcl tim, Ze ji potlacuji (Crocker et al., 2001).
Ve slinach a slinnych zlazach klistéte /. ricinus byla identifikovana kyselina sialova
(Vancova et al., 2006) 1 sialoadhesin (Vancova et al., 2008, 2011). Je proto mozné, ze
klist¢ je schopno vyuzivat kyselinu sialovou a sialoadhesin z hostitelské krve a tim

potlacovat imuntni odpovéd’ hostitele, kterou se hostitel brani proti kliStécimu sani.

Pokud porovnavame vyskyt glykani v jednotlivych organech, je zfejmé, ze
nejvetsi pocet riiznych struktur N-glykani, pfevazné komplexnich a hybridnich, se
vyskytuje ve stievech. Slinné zlazy nasaté samice [. ricinus obsahuji spiSe vysoce
manosylované a hybridni glykany a méné komplexnich. Ve slinnych Zlazach jsou
pfitomny tfi typy komplexnich N-glykant, z nichZz jeden obsahuje dokonce kyselinu

sialovou. Zdrojem komplexnich glykani ve vSech klistécich vzorcich mohou byt



hostitelské glykoproteiny, ¢emuz by odpovidalo mensi zastoupeni komplexnich a
sialovanych glykant ve slinnych zlazach. Presto intenzita znaceni sialovanych struktur
lektiny MAA 1II a SNA ve slinnych Zlazdch (Vancova et al., 2006) a velmi malé
mnozstvi hostitelskych proteinii v extraktech slinnych zlaz a slindch (Wang et al., 1994,
1995) naznacuji, ze mnou pozorované komplexni glykany mohou byt i klistéciho

puvodu.

Ptitomnost sialovanych glykoproteinii byla potvrzena 1 izolaci hostitelského
sialoadhesinu (Siglec) z homogenatu slinnych zlaz nasatych samic /. ricinus (Vancova
et al.,, 2008). Izolace byla provedena lektinovou afinitni chromatografii s vyuZzitim
lektinu MAA 1I pravdépodobné diky sialované molekule, na kterou byl sialoadhesin
navazany. V této praci ale tato sialovana molekula nebyla identifikovana, podobné také

nebyl urcen jeji ptivod.

Nejvétsi pocet riznych struktur N-glykant byl identifikovan v homogenatu celého
klistéte Dermacentor marginatus. Kromé celé fady N-glykanti, které byly nalezeny i ve
sttevech samic /. ricinus, se u tohoto vzorku jako u jediného ze vSech vyskytoval 1
glykan s hodnotou m/z 2693,4, ktery se od ostatnich 1iSi v tom, Ze je termindlné
nalezen napiiklad u CD45 receptoru lidskych leukocytt (Sato et al., 1993) ale také u
lidského al-kyselého glykoproteinu (Fournet et al, 1978). Vyskyt terminalné
fukosylovaného proteinu s podobnym sloZzenim byl pozorovan také u bunék lidského
karcinomu délohy (Stroop et al., 2000). Obdobné struktury ale dosud nebyly
zaznamenany u cClenovcu. Jelikoz v mé praci byl tento glykan identifikovan v
homogenatu celé¢ nasaté samice, které organizmus mohl obsahovat 1 velké mnozZstvi
puvodnich hostitelskych glykoproteinii v riizném stadiu natrdveni, je vysoce
pravdépodobné, Ze tento glykan byl hostitelského ptivodu a ptislusny glykoprotein jesté
nebyl straven a nachazel se v krvi (obsahu stfev) nebo ve vezikulach stievnich bunék
klistéte. Z celkového poctu vSech glykani vyskytujicich se v tomto vzorku vyskytoval
terminaln¢ fukosylovany pouze jeden glykan, z ¢ehoz miizeme soudit, Zze velka vétSina
hostitelskych proteinti byla strdvena a v naSich vzorcich se tedy hostitelské glykany

vyskytovaly jen ve velmi malé mite.



7 ZAVER

Cilem mé prace byla analyza N-glykanil v tkanich kliStéte Ixodes ricinus a celého
homogenéatu klistéte Dermacentor marginatus. Usp&$né byly pfipraveny a analyzovany
vzorky z nékolika orgédni kliStéte /. ricinus a homogenatu nasaté samice D. marginatus.
Pii svém vyzkumu jsem identifikovala vysoce manosylované, hybridni i komplexni
glykany, z nichZ nékteré obsahovali fukézu védzanou na proximalni GlcNAc. Déle jsme
identifikovala Ctyii N-glykany obsahujici kyselinu sialovou. Vysoce manosylované
glykany a proximaln¢ fukosylované glykany se vyskytovaly v klistécich vzorcich ve
velké mife a z vysledki dfivéjsSich studii s jistotou mizeme tvrdit, Ze jsou klistéciho

puvodu.

Na rozdil od ostatnich ¢lenovcii se v mych vzorcich vyskytovalo velké mnozstvi
komplexnich glykant. Identifikovala jsem je ve slinnych Zlazdch a piedevSich ve
sttevech klistéte . ricinus a dale v celém homogenatu D. marginatus. V celém
homogenatu kliStéte D. marginatus byla potvrzena piitomost terminalné
fukosylovaného komplexniho glykanu. Tento typ fukosylace je charakteristicky pro
Ve ctyfech komplexnich glykanech byla zaznamenéna pfitomnost kyseliny sialové,
ktera se mezi ¢lenovci vyskytuje pouze vzacné. Jeji plivod nemtiizeme s jistotou urcit. Je
vsak pravdépodobné, Ze tyto sialované glykany jsou klistéti vlastni a je mozné, Ze jsou

vyznamné pii vyvoji kliStéciho organismu stejné jako to bylo pozorovano u octomilky.

Ptesny ptvod sialovanych glykant je mozné urcit s vyuzitim bioortogonalnich
derivati cukrlt v kombinaci s in vitro feedingem popt. kliStécich bunéénych linii.
Potvrzeni pfitomnosti sialovanych glykanii a molekularni podstata vyuziti téchto
struktur kliStétem pfi sdni ndm umozni 1épe pochopit proces sani a v budoucnu také
vyvinuti novych prostiedki boje proti klistatim a popf. jinym ¢lenoveim a tim také

zamezenim S§ifeni klist'aty (Clenovci pfenaSenych nemoci).



8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

dHex — deoxyhexo6za

ER — endoplasmatické retikulum

FReP - fibrinogen-related protein, fibrinogenu podobné proteiny

Fuc — fukéza

Gal — galaktozae

GalNAc — N-acetyl-D-galaktosamin

Glc — glukéza

GlcNAc — N-acetyl-D-glukosaminu

Hex — hex6za

HexNAc — N-acetylhexosaminem

MAA (MAA II) — Maackia amurensis (I11) agglutinin, lektin

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

Man — mandza
MS — mass spectrometry, hmotnostni spektrometrie
NeuAc — neuraminova kyselina neboli kyselina sialova

SNA — Sambucus nigra agglutinin, lektin
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