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Annotation: Sialic acid is a highly abundant and a common component of vertebrate
glycans, where it can be found in the terminal positions of the cell surface glycoconjugates.
The amount of sialylated glycoconjugates as well as their complexity vary between both
different species and different tissue types within one individual. Considering the
vertebrates, these well studied structures are know to be important for cell-cell interactions,

cell adhesion and immunity.

In contrary, sialic acid in arthropod glycans has been identified only in a limited number of
species. In obligatory blood feeding parasites such as ticks, distinguishing between
sialylated glycoproteins of tick and host origin is challenging due to huge volumes of
ingested blood containing heavily sialylated structures of host origin. In the tick Ixodes
ricinus, the presence of minor amount of tick’s sialylated structures has been shown
previously in the ovaries and salivary glands, however, their role remains completely

unknown.

In this thesis, we study the importance and role of both the tick-originating and the host
sialylated glycoproteins for I. ricinus, the tick commonly found in Czech Republic. We
show that the tick-originating sialylated glycoproteins are present in I. ricinus eggs, and
that their amount changes over time after laying the eggs. Furthermore, these molecules
were localized in cryosections of 14 days old eggs and in the larvae using confocal
microscopy. In addition, we shed some further light on the role of sialic acid for ticks in
the tick blood meal. According to our results, the glycan part of glycoproteins is the key in

recognition of these molecules by tick cells.
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1 Uvod

Klistata jsou krev sajici parazité rozSifeni téméf po celém svété. Jsou to vektory
(pfenaSeci) mnoha mikroorganismi, mezi kterymi je i mnozstvi nebezpeénych patogent,
schopnych zputisobit ¢lovéku zdravotni komplikace od lokalnich zanéti, pies alergie, az po
smrt. Jsou také celosvétove pii¢inou velkych hospodaiskych ztrat, které se ro¢né pohybuji

bezmala v miliardach dolart.

Ve vztahu klistéte, jeho hostitele, a klistaty pfenaSenych mikroorganisma, hraji dilezitou
roli glykany, ¢i jinak sacharidové ,,antény* pfitomné na proteinech. Glykany se skladaji z
riznych monosacharidovych podjednotek a vytvareji slozité¢ vétvené fetézce. Jejich
variabilita je tak velikd a mé takovy potencial, ze i mezi evoluéné ptibuznymi druhy
organismi muzeme pozorovat rozdilné glykosyla¢ni vzorce, které se navic dale odlisuji i
mezi jednotlivymi tkanémi samostatnych druhd. Glykany se vyskytuji napfi¢ evoluénim
fetézcem od jednoduchych bakterii az po slozité organismy vcetné zelenych rostlin, klist'at
(Clenovci) a ¢lovéka. Vyznamnou roli ma v tomto systému kyselina sialova, ktera ackoli je
u savct hojné zastoupena, u bezobratlych byla zatim naopak detekovéna jen v malém

mnozstvi ptipadu.

Pro vyvoj alternativnich metod kontroly klist'at je nutné porozumét nesmirné slozitému a
komplexnimu molekularnimu systému vzajemného pusobeni paraziti, jejich hostitelt a
prenasenych patogent, stejné jako uloham jednotlivych molekul, které maji v tomto

systému ulohu.

Pravé piispéni do mozaiky poznani této problematiky ma za cil predlozena magisterska
prace. Zabyva se otazkou vyznamu sialovanych glykoproteini pro klisté obecné (Ixodes
ricinus), které byly vytvofeny klistétem, ale i téch, které pochazeji z hostitele a do klistéte

se dostavaji béhem sani hostitelské krve.



2 Cile prace

- provest in vitro sani samic Ixodes ricinus s pfidavkem bioortogonalné znaceného
ManNAz (N-Azidoacetyl-D-Mannosamin)

- detekovat znacené sialované glykoproteiny ve vaji¢kach a larvach I. ricinus
- naznacit sérové glykoproteiny v proteinové a glykanové ¢asti (na kyseling sialové)
- provést kultivaci bunék IRE/CTVM19 se znacenymi sérovymi glykoproteinyproteiny

- detekovat znacené sérové glykoproteiny v bunikach IRE/CTVM19



3 Literarni prehled

3. 1 Kli¥tatoviti (Ixodida)

3.1.1 Systematické zarazeni

Klistatoviti (Ixodida) jsou ¢lenovei (Arthropoda) patiici do podkmenu Klepitkatci

(Chelicerata), tiidy pavoukovci (Arachnida), fadu roztoc¢i (Acari).

V ramci ¢lenovcet rozliSujeme nékolik podkmend. Krom klepitkatct (Chelicerata), jsou to
stonozkovci (Myriapoda), Sestinozi (Hexapoda), korysi (Crustacea), vyhynuli trilobité
(Trilobitomorpha) a nohatky (Pycnogonida).

Soucasné Zzijici pavoukovce rozdélujeme do nékolika fadd. Vyjma rozto¢t jsou to pavouci
(Araneae), bi¢ovci (Amplypigi), bi¢natci (Thelyphonida), kratkochvosti (Schizomida),
roztoCovci (Ricinulei), sekaci (Opiliones), solifugy (Solifugae), stirci (Pseudoscorpiones),
Stifenky (Palpigradi) a $titi (Scorpiones).

Klist'atoviti zahrnuji tfi rozdilné celedé: Ixodidae, Argasidae, Nuttalliellidae. Ixodidae,
Anomalohimalaya, Bothriocroton, Cosmiomma, Cornupalpatum, Dermacentor,
Haemaphysalis, Hyalomma, Ixodes, Margaropus, Nosomma, Rhipicentor a Rhipicephalus
celkove zahrnujicich 720 druht. Druhou celedi je skupina Argasidae, neboli mékka
klistata ¢i klistatoviti, s péti rody Argas, Antricola, Carios, Ornithodoros a Otobius
zahrnujicimi celkem 186 druht. Tieti ¢eledi je Nuttalliellidae, s jedinym rodem Nuttalliella
a také s jedinym dosud objevenym zastupcem Nuttalliella namaqua. Dosud bylo tedy
popsano vice nez 900 zastupct (pfehledy druht shrnuty v?!) oviem jejich presna
fylogeneze neni stale s jistotou dokongena (*). Druhem nejhojnéji zastoupenym v Ceské

republice je klisté obecné (Ixodes ricinus) spadajici do ¢eledé Ixodidae, rodu Ixodes.



3. 1. 2 Charakteristika a vyskyt

Klistatoviti (Ixodida) jsou ektoparazité¢ s nepfimym vyvojem vyskytujici se po celém
svété, Ceskou republiku nevyjimaje. Klistatoviti Ziji parazitickym zptisobem Zivota na
svych hostitelich, jejichz krev je pro né jedinou potravou. Ta je vyzadovana pro pfemény
zivotnich stadii zlarvy na nymfu, dospélce, i pro vykladeni vajicek (). Jedna se o

hematofagni parazity plazu, ptaka a savct.

Ackoliv existuje mnoho odchylek a zvlastnosti v anatomii a zivotnich cyklech riznych
druhti klistat, budu se v této ¢asti drzet informaci relevantnich pro nejrozsirenéjsi kliste

v Ceské republice, klistéte obecného (1. ricinus).

Télo dospélce se sklada z ,,hlavové a t€lové ¢asti. Hlavova ¢ast, neboli kapitulum, sloZzena
z hypostomu a chelicer, je nastrojem praniku do hostitele. Zvlastnim Gtvarem pfitomnym
na kapitulu jsou palpy, podptirné ttvary majici roli pii hledani vhodného mista pro piisati,
ale neucastnici se penetrace kize. Na télové Casti jsou patrné 4 pary nohou (nymfy a
dospélci) a tvrdy Stitek (skutum), ktery vykazuje vyrazny pohlavni dimorfismus. U samic
nedosahuje pokryti celého téla, narozdil od samce, kterého Stitek pokryva celého. Samice
maji pod Stitkem Cervené zbarvené kozovité alloscutulum, diky kterému lze pohlavi I.
ricinus na prvni pohled rozeznat. Na prvnim paru nohou je ptitomny Hallertiv organ, ktery

obsahuje receptory umoziujici nalezeni potencidlniho hostitele.

Pod pevnym S§titkem jsou ulozeny organy Klistéte, obklopené hemolymfou. Nejvétsi a
nejnapadnéjsi z nich je stievo. Zacatek stfeva se nachazi za jicnem, kterym je spojeno
s Gstnim Ustrojim. Sklada se z centralniho Zaludku, ktery navazuje na malé stfevo, to
pokracuje dale zadnim stievem, jez Usti do rekta (3). Pied timto vyusténim se propojuje

s Malpighickymi trubicemi, které z téla vylucuji odpadni latky.

Dalsim, velice diilezitym organem jsou slinné zlazy, které plni zasadni roli pfi nasavani
klistéte. Piedstavuji také misto, odkud jsou do hostitele pfendSeny patogeny, paklize jsou
ptitomny. Dale zde nalezneme mnozstvi tracheji, kterymi je zprostiedkovano dychéani, a

V pfipad€ samice ovaria.

Ptiblizné ve stiedu na dorsalni strané je pfitomno srdce obklopené perikardialnim sinusem
napojeného na aortu a dale arterialni cévy (°). Je soudasti ob&hového systému — hemolymfa

se z téla dostava do sinu, kde dochazi k jeji filtraci, odtud pokracuje ostii do srdce, které se



diky ¢innosti svalovych vlaken stlacuje a vypuzuje tak hemolymfu do aorty, odkud se

malymi artériemi ¢erpa do kapitula, nohou a t&Ini dutiny, tedy do celého t&la (3).

I. ricinus ma tfi vyvojova stadia, larvu, nymfu a dospélce. Larva je oproti dospélci
(pfiblizné 4 mm) jen velmi mala, mé&fi piiblizné 650 pm. Oproti nymfam a dospélcuim
disponuje klist¢ v tomto stddiu pouze tfemi pary nohou. Pro pieménu do nasledujicich
st&dii stejn¢ jako vykladeni vajiek je nutné nasati na hostiteli. To trva ve vétSiné piipada
nékolik desitek hodin. Pomoci chelicer klisté penetruje kiizi a zptisobi krvaceni. Diky nim
je ale zaroven pevn¢ pfichyceno na hostiteli a zde za obousmérné vymény tekutin (mozna
transmise patogentl) setrva do uplného nasati, kdy spontdnné hostitele opousti a nastava
pfeména na dal§i stadium, ¢i v piipadé samice vykladeni snuSky vaji¢ek. Pii této
metamorfoze dochazi v téle klistéte k velkym morfologickym zménam (3). Typicky je
tiihostitelsky cyklus, pti¢emz v piipadé dosp€lé samice znamena séni téméi konec jejiho
zivota. Ta beéhem séani pfijima velké mnozstvi krve, a tak nékolikanasobné zvétSuje svoji
velikost. Nasata samice klade do pidy nékolik stovek vajec, ze kterych se po piiblizné
tfech tydnech vylihnou larvy. Vajicka jsou chranéna mohutnym chitinovym obalem

chranicim choulostivé vyvijejici se embryo pied poskozenim a nepiiznivym okolim.

V Ceské republice jsou klistata ve svém vyskytu geograficky limitovana predevsim
nadmoiskou vyskou, nebot’ ve vyssich polohdch dochazi k porucham Zivotniho cyklu — ten
nemize byt dokonéen diky tamnimu nepfiznivému vlivu mikroklimatu. To zahrnuje
nizkou teplotu ¢&i relativni vlhkost (*). V priibéhu poslednich let doslo ke zménam v této
ptirozené bariéte diky globalnimu oteplovani, kdy postupné zmény makroklimatu ovliviuji
lokalni mikroklimata. Ta poté poskytuji vhodné podminky pro klistata i ve vysSich
nadmoiskych vySkach, ¢imz se klistatim oteviraji nové Zivotni prostory. Nejvyssi
nadmoiska vyska, kde se v CR jesté vosmdesatych letech klistata nachazela, se
pohybovala okolo 750 m.n.m (#), v roce 2001 tato hranice ¢&inila pfiblizné 1100 m.n.m (°)
pri¢emz v nasledujicich letech se déle posouvala a tak v roce 2007 doséhla jiz 1350 m.n.m
(°). Spolu s rozsifujicim se vyskytem klistat se tedy rozsiuji i oblasti kde nalezneme

klistaty pfenasené patogeny, které predstavuji zvétsujici se hrozbu.



3.1.3 Rizika spojena s klistaty

Klistata nepiedstavuji riziko pouze diky své schopnosti pifenaset patogeny. Mohou
zpusobovat alergické reakce, decimuji stada jimi promotena a také piimo ovliviiuji kvalitu
produkti z téchto zvifat vyrdbénych. Po celém svété zpusobuji klistata nemalé
hospodaiské skody (7,%) na velkém procentu hospodaisky vyuzivanych zvitat. Pouze
Vv Brazilii jsou $kody na dobytku zptisobené mistnim klistétem Rhipicephalus microplus
odhadovany na né&kolik miliard dolar ro¢né (8). Ackoliv jsou nejvétsi ekonomické skody
zpusobovany kligtaty prendsenymi viry, bakteriemi, houbami a prvoky (3°), ani ostatni

aspekty s klist'aty spjatymi nejsou zanedbatelné.

Pii sani na hostiteli musi kliStata obejit vSechny jeho obranné mechanismy, coz je
uskuteénéno sekreci slin obsahujici velkéh mnozstvi bioaktivnich molekul do rany (*°).
Spolu se slinami muze dojit i k pfenosu patogennich mikroorganismd, pro které piedstavuji

klistata pirozeného vektora (1).

V Ceské republice mezi hlavni pfenasené choroby (nejrozsifengjsim klistdtem I. ricinus)
patii lymska borelioza (spirochéty Borrelia burgdorferi sensu lato), lidska granulomat6zni
anaplasmoza (rickettsie Anaplasma phagocytophilum) a klistova encefalitida (virus
klistové encefalitidy). Celosvétové ovSem patii klistatim do poctu druhii pfenasenych
patogenti druhé misto po moskytech (*?). Na piednim misté mezi kli§taty pfenasenymi
chorobami je ve svété, stejné jako v Ceské republice, lymska borelioza, ktera je naptiklad
ve Spojenych statech americkych dokonce na prvnim mist& (). Spirochety jsou pfenaseny
prevazné klistaty rodu Ixodes, a to I. scapularis, I. pacificus, I. dammini, I. ricinus a I.
persulcatus (*%). Déale mizeme jmenovat tularaémii (bakterie Francisella tularensis)
pienasenou kligtaty Dermacentor variabilis, D. andersoni a Amblyomma americanum (*°),
nebo ehrlichiézu (rickettsie Ehrlichie chaffeensis, E. ewingii) pfenasené A. americanum
(*%). Mezi skotem jsou ve Spojenych statech americkych také velmi rozsifeny choroby

babesitza a anaplasmoéza (*').

Neptitomnost zminénych patogenli nemusi znamenat nezdvadnost kliSt'at, nebot’ latky jimi
produkované mohou drazdit imunitni systém samy o sob¢€. Dobrym ptikladem je v Evropé
se vyskytujici klistak holubi Argas reflexus (Ixodida, Argasidae), ktery se ¢asto nachazi ve
starych domech s podkrovim ¢i na pudach, které jsou Castym sidlem holubtli, na néz je

vazan. Napadeni timto klistakem zpusobuje alergické reakce s riznou zavaznosti od



mistnich zanétd az po anafylaktické Soky (%8, 1°). Na zakladé studie, kdy byly analyzovany
reakce na pokousani klist'dkem, ktera se uskutecnila na 148 dobrovolnicich bylo zjiSténo,
ze ackoliv prevazuji pouze lokdlni reakce jako zanét nebo svédéni, u nezanedbatelného

otoky ¢&i koptivka (%°).

Kromé¢ zminénych faktori je nutné také brat v potaz snizovani kvality vyrobki
Z chovanych zvirat, ke kterému dochazi v dasledku prostého mechanické penetrace kiize a
ztraté krve v disledku krvaceni. HlaSeny jsou také piipady paralyzy zptisobené klistaty. Tu
je schopno vyvolat mnoho druhi (%), znichz miZeme jmenovat naptiklad kliste I.
holocyclus, vyskytujici se v Austrélii. Toto klisté parazituje na savcich jako jsou ovce, psi
&i kocky, ale i na lidech (??). Hostitelim muze piivést diky svému toxinu paralyzu, ktera
muze vést az ke smrti, pisobi v neuromuskuldrnich spojich, kde inhibuje uvoliovani
acetylcholinu (3). Vyjma paralyzy patfi ke klinickym projeviim také slabost, rozmazané

vidéni a obtize s formulovanim slov (*).

3.1.4 Sani krve na hostiteli

Pro zivot klist'at je nezbytné sani krve. To probih& rtizné dlouhou dobu, po kterou museji
byt na hostiteli pevné pfichycena. K tomu jsou klist'ata anatomicky uzptsobena. Ackoliv
se jednotlivé druhy klistat v saci strategii mohou vice ¢i méné odliSovat, zakladni prvky
jsou vzdy podobné. Detekce hostitele a nalezeni vhodného mista pro pfisani je
zprostiedkovanao smyslovymi organy obsahujicimi chemo- a mechanoreceptory, které
jsou pfitomny na koncetinach, v ustnich ¢astech a na Hallerové organu, nachazejicim se na
prvnim péru konéetin (%). Ty jsou navic zakonéené zpétné zahnutymi bodci usnadiiujicimi

zachyceni a pohyb na hostiteli.

Po nalezeni vhodného mista pro sani pomoci zminovanych receptori piichazi na fadu ustni
Gstroji. Cast pronikajici do kiize se sklada z hypostomu, ozubeného utvaru ve tvaru noze, a
chelicer. Po stranach hypostomu s chelicerami se nachazi palpy, zaoblené pomocné Gtvary,
které pres kazi nepronikaji. V uvodni ¢asti prisati klisté roztahne podél povrchu kuize palpy
a za pomoci chelicer hypostom do ni pronika. Samotny trhavy pohyb chelicer potiebny pro
profiznuti tkan¢ je zprostfedkovan zménami tlaku v hemolymf¢ zptisobenymi pulzujicim

srdcem (). Diky zpétnému ozubeni hypostomu je klist¢ v kazi pevné zakotveno.
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Uchyceni muze byt navic podpoieno takzvanym cementem, jenz je vylu¢ovan ze slinnych

714z nékterymi z klistat, oviem nikoliv klistetem obecnym (%°).

Slinné zlazy hraji ve fyziologii klistat naprosto zasadni ulohu. Pfi nasavani musi klisté
nejen piekonat kozni bariéru, ale také Celit mnohastupniové obrané hostitele, zahrnujici
vasokonstrikci, krevni koagulaci, srdzeni krevnich desti¢ek, imunitni odpovéd’ ¢i prosté

odstranéni klistéte zvifetem, které je na kliStéci pfitomnost upozornéno bolesti v misté sani.

Pii samotném nasavani dochazi k penetraci hostitelovy kuze a nasledné pozieni velkého
mnozstvi jeho krve, které mulze dosahovat stondsobkli hmotnosti nenakrmeného klistéte
(). Mira fyzického ,,plisobeni® zaleZi také na druhu kli§téte (na jeho piislusnosti do
Celedi Ixodidae/Argasidae). Tvrda a mekka klistata se 1isi kromé (ne)ptitomnosti tvrdého
Stitku 1 zplisobem sani na hostiteli. Zatimco tvrda kliStata poskozuji kiizi jen minimaln¢ a
krmi se delsi dobu, m&kka klistata se krmi po krat$i ¢asovy usek, ovSem pisobi hostiteli
nepomémé hlubsi zranéni (¥,%8). Odlisnym strategiim sani je uzpiisobena ustni anatomie
(®"). Pi primiku hypostomu kizi dochazi k poruseni tkang, tedy naruseni cév a naslednému
unikani krve z ob&hové soustavy. Pii tomto d&ji se aktivuji obranné systémy hostitele a
spousti se kaskada reakci sméfujici k hemostazi, zanétu a aktivaci slozek imunitniho
systému (?°). Imunitni odpovéd’ se také méni v zavislosti na ¢ase od pocatku sani, kdy

V rané plisobi dynamicky rozdilné druhy bilych krvinek (*).

3.1.5 Hemostaza hostitele

Pfi normalnim pribéhu hemostdze dochazi k vasokonstrikci, tedy stdhnuti svalové vrstvy
v cévni sténé, a aktivaci krevnich destiek, v neaktivovaném stavu kolujicich v ob&hové
soustavé, které postupné ucpou cévy Vv mistech poskozeni. Tim dojde k odvréaceni
bezprostiedniho nebezpeci vykrvaceni coz umozni dal§i kroky vyzdraveni a likvidace
patogenu. Pfi zranéni jsou odhaleny (sub)endotelidlni buniky, se kterymi ptijdou desti¢ky
do kontaktu. Tim se aktivuji, ¢imz postupné dochazi ke zméné jejich tvaru, tvorbé
vybézku, sekreci latek obsazenych v jejich granulach zptisobujici migraci dalSich desticek
do mista zranéni az po tvorbu receptorti pro fibrinogen. Fibrinogen je 340 kDa velky
rozpustny protein vyskytujici se v plazmé. Fibrinogen se na tento receptor vaze, tim
dochézi k vytvofeni sit¢ ve které se zachycuji desticky ¢imz postupné vznika finalni

zéplata (review 3%, %),



Dulezitou ulohu zastavaji glykoproteinové receptory na membrané desticek. Prvotni a
téméf okamzitda adheze desticek na poSkozenou sténu Cévy je zpiusobend navazanim
extracelularniho  proteinu  von  Willebrandova  faktoru(®®), syntetizovaného v
(sub)endotelialnich bunkach, na receptor GP Ib-1X-V. Ten je na membranach desticek
pfitomny ve velkych mnozstvich. Vytvaii se tak jakési pfemosténi mezi destickou a
endotelem Tato interakce spousti kaskadu reakci (**), vedouci ke zméné Ca®" iontové
mobility (®), kterd aktivuje Ca?*-dependentni agregani membranovy receptor pro
fibrinogen, ktery je naslednym mediatorem agregace desticek (**). V neaktivovanych
desti¢kach je na cytoplasmatické doméné receptoru GP Ib-1X-V pfichycen aktin — vazajici
protein, ktery ho vaze na cytoskelet buiiky (*®). Pravé aktin a aktin-vazajici protein tvofi
z velké ¢asti cytosklet detidek a jsou zodpovédné za potfebné rychlé zmény tvaru (3,%). Po
zméné Ca?" gradientu je aktin-vazajici protein Ca?*-dependentni protedzou calpainem
odstépen, coz ma za nasledek rychlou piestavbu cytoskeletu, tedy zménu tvaru desti¢ek
(*®). Zaroven dochazi k sekreci dalsich podptirnych latek z poskozenych bunék, napi. ADP,
¢i uvolnéni kolagenovych vldken z obnazenych subendotelidlnich tkani, které aktivuji dalsi

desticky a tak se informace o poskozeni §ifi z mista zranéni do jeho bezprostiedniho okoli.

V této kaskade se také uplatiuje tzv. tkanovy fakor (TF), uvoliiujici se z poranéné tkang.
V klidovém stavu je pod kontrolou tzv. ,.tissue factor pathway inhibitoru* (TFPI). TF se
komplex VIIa/TF, ktery aktivuje faktor X pteménou na faktor Xa. Ten zptsobuje tvorbu
trombinu (faktor 1la) z jeho prekurzoru protrombinu (faktor 11) (°Y). Trombin je 39 kDa
velka protedza, ktera ma zasadni Glohu v krevni koagulaéni kaskadé (°2). Pomoci trombinu
jsou z fibrinogenu odstépeny postupné dva malé peptidy - nejprve fibrinopeptid A a
nasledné fibrinopeptid B, coz je nezbytné pro ,,aktivaci® fibrinu, neboli jeho polymerizaci,

a nasledné vytvorteni fibrinovych vlaken (*, ) zodpovédnych za uzavteni rany.

V této hemokoagulaéni kaskadé je tedy obsazeno mnoho enzymi, molekul, které jsou
teréem bioaktivnich latek obsaZenych ve slinach kliStat, které s témito obrannymi

mechanismy musi bojovat.



3.1.6 Potlaceni obrannych mechanismii hostitele

Pro sani krve hostitele je nezbytné zabranit aktivaci obrannych mechanismi hostitele ().
Za timto ucelem si klistata vyvinula biologicky aktivni latky, které aktivné sekretuji do
mista sani — jedna se o latky pasobici proti hemostaze (?°, %), proti imunitnimu systému
(*) a potlacujici bolest (*®). Pii inhibici obrannych molekul hostitele je pro klistata

........

disponuji molekulami pro ovlivnéni obrannych mechanismii na vsech trovnich.

Za &ast téchto vlastnosti je zodpovédna skupina latek patiicich mezi prostaglandiny (*4),
které pusobi proti nékolika trovnim obrannym systémum hostitele — proti vasokonstrikci,

degranulaci zirnych bunék a shlukovani krevnich desti¢ek (*2,%).

Jedna z prvnich protireakci klistéte nastavd pravé na urovni potlaceni vasokonstrikce.
Naptiklad ve slindch I. dammini byl objeven prostaglandin 6-keto-PGFLla, ktery po sekreci
do hostitele zptisobuje vasodilataci a navic zabrafiuje degranulaci bilych krvinek (*).
Vyjma vasodilatace a degranulace leukocytli je nezbytné¢ také predejit aktivaci a
shlukovani co mozna nejvétsiho mnozstvi krevnich desticek, které nastava bezprostredné
po poranéni stén cév pusobenim nékolika molekul jako je ADP, trombin a kolagen. Jednim
zpusobem je defosforylace ADP na AMP, ¢imz se zabrani ADP-dependentni aktivaci
desticek (*). Jako daldi piiklad mizeme jmenovat protein Disagregin (6 kDa) izolovany
z O. moubata, ktery se vaze na receptor pro fibrinogen pfitomny na povrchu krevnich

desticek a timto zabrafiuje jejich agregaci (*8).

Rozristajici se skupinu zndmych bioaktivnich latek uplatiiujicich se jesté pted vytvofenim
velkych koncentraci trombinu rozsifily nékteré proteiny izolované z I. scapularis. Ve
slinnych zlazach zde byl izolovan homolog sav¢iho TFPI, 35 kDa velky protein
pojmenovany Penthalaris, ktery ma afinitu k faktoraim X i Xa (*°), podobné jako protein
Ixolaris, izolovany taktéz ze slinnych zlaz, vazajici se take k faktoru X i Xa, a tedy
inhibujici komplex TF/fVila (*°). Inhibice faktoru Xa jsou schopné i dalsi inhibitory
proteaz identifikované v I. scapularis, a to napiiklad identifikovany 9,8 kDa velky
homolog proteinu Salpl4, jeden z imunogennich antigent klistécich slin a také 9,3 kDa
homolog Salp9Pac (°!). Inhibici faktoru Xa tyto latky tedy ve vysledku zabrafiuji

trombogenezi.
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Dalsi trovni potlatovani obrany hostitele je inhibice trombinu. Ten ma dvé vazebna mista,
diky kterym je zprostfedkovano odstépovani peptidu z fibrinogenu, aktivni misto a
sekundarni vazebné misto. Navézat se na tyto mista je schopnych mnoho inhibitori. Patii
mezi né naptiklad Ornithodorin (12 kDa) izolovany z O. moubata, schopny vézat se jak na
aktivni, tak i na sekundarni vazebné misto. Ornithodorinu je podobny (63% na
aminokyselinové turovni) dal$i inhibitor trombinu pojmenovany Savignin, jez byl
izolovany z O. savignyi (°?). Dal§imi inhibitory jsou napiiklad Americanin, protein
izolovanym ze slinnych zlaz A. americanum (°®), ¢i velice maly protein Variegin izolovany
z A. variegatum (*4). Inhibitory trombinu jsou znamy i mimo Ixodida u ostatnich krev
sajicich paraziti, a to napiiklad hirudin izolovany z pijavice Hirudo medicinalis (6.5 kDa),
jeho ¢ast hirulog (3 kDa) nebo huridinové peptidy (*°). Dale naptiklad rhodniin (11 kDa)

ze slin zakeinice (plostice) Rhodnius prolixus (°°).

Dalsim efektem molekul obsazenych v klistécich slindch je potladovani bolesti, které je
zptsobeno piitomnosti kinindz, jez hydrolyzuji hostiteliv bradykinin (**). Bradykinin je
latka zodpovédna kromé jiného za zpusobeni lokalni bolesti a svédéni, tedy upozornéni
hostitele na sani krve klistétem. Vyjma toho bradykinin podporuje obranu hostitele
navozenim vasodilatace a zvySenim permeability cév, coz usnadiuje migraci bilych
krvinek do poskozeného mista. Déle je v klistécich slinach ptitomny napiiklad anti-
komplementovy protein (°') a histamin-vazajici proteiny, které v misté penetrace
hypostomem cilené vyvazuji histamin (*®). Ten je vylu¢ovan po degranulaci Zirnych bungk
a bazofili v reakci na poranéni tkané, kdy po vyplaveni zplsobuje zanét, tedy vétsi
permeabilitu kapilar, coZ podobné jako bradykinin usnadiiuje pronikani bun¢k imunitniho

systému do poskozeného mista (>°).

3.1.7 Travici trakt klist'at, rezervoar mikroorganismu

Pii sani klistat dochazi k pozieni velkého mnozstvi krve, ktera se dostava z Ustniho Ustroji
pfes jicen do centralniho zaludku spojeného se stievem. Sténa stieva je vyztuzena bazalni
laminou, na které je piichycena epitelialni vrstva, ve které se nachazi sekrecni a travici
buniky. ZvétSeni efektivni plochy stfeva je zajiSténo podobné jako u stiev obratlovcl
mnozstvim vybézkd. Obdobné je stievo klistéte také nikou mikroorganismi, kterychse zde

nachazi znacné mnozstvi a tvofi tak jakousi mikrofloru, kterd ma pro fyziologii klistéte
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nemaly vyznam - ackoliv je o klistatech vSeobecné znamo pouze to, Ze pienasi mnoho
nebezpecnych mikroorganismi, jako jsou borrelie, ehrlichie ¢i rickettsie, druhova
rozmanitost mikrofléry je ve skuteCnosti daleko S$ir$i. Nachazi se zde mnoZzstvi

komenzalnich a mutualistickych druh (%, °%).

Z klistat rodu 1. scapularis bylo tyto mikroorganismt izolovany Kkultivaci. Zatimco
Vv dospélcich jednozna¢né prevazovaly grampozitivni bakterie (83%) nejcastéji rod
Bacillus, byl zde ale také dale identifikovan rod Corynebacterium, u nymf byly
grampozitivni bakterie zastoupeny v mensim poméru (71%), identifikovan byl napfiklad

rod Stenotrophomonas (°2).

Z velkého mnozstvi mikroorganismi opakované identifikovanych v klistéti R. microplus
pomoci pyrosekvenovani muzeme jmenovat napiiklad naptiklad rody Arthrobacter,
Curtobacterium, Microbacterium, Pseudomonas ¢i Staphylococcus (52, %, ). Stejné jako
v ptipadu klistéte |. scapularis se zde 1isi druhové slozeni Vv jednotlivych vyvojovych
stadiich (%®). Tyto rozdily mohou naznacovat vliv nékterych mikroorganismi na
zivotaschopnost klist'at. Kromé mozného vlivu na zivot klistéte se pravdépodobné mohou
mikroorganismy ovliviiovat i navzajem mezi sebou (piimo i nepiimo), kdy tedy
mikroorganismy piitomné v klistéti mohou jistym zptisobem ovliviiovat druhy, Které jsou
ptvodci onemocnéni skotu & lidskych chorob (%%, '), podobné jak bylo prokazéano

vV piipadé moskytd ¢i mouchy tsetse (%8, 9).

Ptikladem je kolonizace klistéte I. scapularis spirochétami B. burgdorferi. Zde, v piipadé
narudeni klitéci mikrofléry, dochazi k redukci kolonizace stieva boréliemi ("°). K tomuto
ovlivnéni pravdépodobné dochéazi diky schopnosti stievni mikroflory ovliviiovat expresi
klistéci varianty drozofiliho transkripéniho faktoru JAK/STAT ("1, ’?). Tento transkripéni
faktor reguluje expresi nékolika genli imunitni odpovédi a gend ovliviiyjicich strukturu a
opravy epitelu stieva (", ") skrze glykoprotein peritrophin, ktery je soucasti
glykoproteinové vrstvy, ktera tento epitel chrani (). Diky silng&jsi glykoproteinové vrstvé
maji potom borélie ztizené podminky pro prichod sténou stfeva a maji tim padem

snizenou Sanci dostat se do slinnych zlaz, odkud mohou infikovat sav¢iho hostitele.
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3.2 In vitro feeding klist'at

Pro vyzkum klistat a parazitl jimi pfendsenych, je nutné zajiSténi vhodnych hostitell.
Vyuzivani zvifat pro studium je spjato s fadou piekazek. Pti krmeni in vivo na savcich je
Casto nezbytné chovat zvifata, at uz se jedna o skot, psy ¢i malé hlodavce,
v kontrolovanych podminkach, vétsinou malych prostorach, ve kterych tato zvifata trpi a
jsou zatézovana stresem. Vyjma moralnich aspekt je nutné také piihlédnout k finan¢ni
strance, kdy zajisténi zvifat pfedstavuje zejména v piipadé skotu nemalou zatéz. Proto byla
velkd snaha vyvinout technologie, které by umoznily vyhnout se zbyte¢nému trapeni
zvifat. Alternativou ke krmeni klistat na laboratornich zvitatech, tedy in vivo, je krmeni

v laboratornich podminkéach in vitro, ustalené ,,in vitro feeding*.

In vitro feeding musi dostate¢né dobie imitovat vSechny aspekty sani na zivém tvoru. Musi
byt tedy zajisténa krev v tekutém stavu, teplota odpovidajici povrchu téla a vhodna ndhrada
kaze. Na systém krmeni jsou ovSem kladeny i dalsi pozadavky — cela aparatura musi byt
dostate¢né chranéna pted kontaminaci z vné&jsiho prostiedi, jelikoz krev ptedstavuje kromé
klistéci potravy také vyborny zivny roztok pro vSudyptitomné houby a bakterie. Um¢la
kaze musi také byt elasticka — pii dokonc¢eni sani a uvolnéni klistete z kiize vznika otvor,
kterym by v pfipadé jeho kompletniho neuzavieni vnikla do krmitka krev, coz by vedlo
K utopeni klistat. Tento faktor je zvlasté dulezity v piipadech, kdy se v jednom krmitku
vyskytuje vice klist’at.

Vyvoj technik in vitro feedingu se datuje mnoho let do minulosti, prvni pokusy s timto
zptsobem krmeni klistat probéhly jiz v roce 1956 (). Technika byla postupem c&asu
zdokonalovéna, a tak se postupné zvySovalo procento klistat, které byly v laboratornich

YV v

podminkach tspésné dokrmeny.

Experimenty byly v minulosti provadény napiiklad na fezech kuze, na kterych
byly relativné uspésné krmeny larvy (vice nez 50% larev dokrmeno a jejich nadpolovi¢ni
vétsina se preménila na nymfy) klistéte R. microplus ('"). Membréna byla pouZita poprvé
v roce 1979 pravé pti krmeni R. microplus ("®). Vynikajicich vysledki bylo dosazeno pfi
krmeni mékkych klistat (O. coriaceus) pii kterém bylo uspésné vykrmeno az 90% klistat,
a to pomoci krmitek s médiem z ¢ervenych krvinek a teleciho séra s parafilmovou
membranou pokrytou vrstvou chlupti morcete (). Protokol byl dale optimalizovan pro

vyuziti kligtaty 1. ricinus (%9). In vitro feeding se dnes vyuziva pro mnoho uceld (napt. *°),
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nebot’ rychla piiprava krmicich soustav a nasledna snadna manipulace s nimi dovoluji
krmeni klistat v bé&Znych laboratornich podminkach. Vyhodou je také moznost
jednoduchého monitorovani pribéhu sani a presna kontrola sloZzeni zivného roztoku, tedy

krve. Pro nase tcely bylo postupovano dle publikaci z roku 2007 s n¢kolika odchylkami
(80, 81 82)

3.3 Glykosylace

Glykosylace je proces pridavani glykant, neboli oligosacharidovych fetézcti, na
proteinovou kostru glykoproteinu, ¢i lipidovy zéklad glykolipidu. Produkty glykosylace
jsou obecné znamy jako glykokonjugaty. Jedna se o jednu z postranslaénich modifikaci
(ackoliv proces probiha v piipadé N-glykani i b&éhem translace). Glykany neposkytuji
pouze jednu specifickou funkci, ale naopak zabér vlastnosti jimi proptjéovany je veliky, a
modifikovany jsou proteiny zastavajici nejruzné&jsi funkce od stavebnich komponent, pies
hormony po fluoreskujici proteiny, glykany se tc¢astni sestavovani proteint, rozeznavani

bunék, adheze bunék, hydratace tkani a zadrzovani vody & imunitnich reakci (3, &).

Glykany rozdélujeme do nékolika tiid, ze kterych jsou soucasné nejlépe prozkoumané N-
vazané glykany (N-glykany). Pravé N-glykany jsou pro tuto préci relevantni. Vyznamnou
skupinou jsou vedle N-glykanu O-vazané glykany (O-glykany). Ty ovsem, jelikoz
postradaji spole¢né jadro, nemaji specifickd O-glykosyla¢ni mista (jako je asparagin
sequonu Vv ptipadé N-glykant), pfedstavuji komplikované;jsi objekt studia. Z toho duvodu,
informaci o jejich roli v bezobratlych a v interakcich parazit-hostitel je stale znamo

relativné malo.

Glykany jsou slozeny zjednotlivych monosacharidl, nejcastéji hexoéz. Ty jsou zde
ptitomné v pyrandzové (spojeni hydroxylové skupiny na patem uhliku s aldehydickou
skupinou na prvnim) D- konformaci. V glykokonjugatech se vyskytuji casto glukdza,
galaktoza a mannoza a dale hexozy vzniklé z téchto nahrazenim hydroxylové skupiny na
druhém uhliku acetylovanou aminoskupinou jako jsou N-acetylglukosamin (GIcNAc) a N-
acetylgalaktosamin (GalNAc), dale fukdza (deoxy-hexdza v L- konformaci) i tzv. kyselina
sialovd. Pod pojmem sialova kyselina je zafazena cela skupina devitiuhlikatych cukri,

nejéastéjsi z nich je oviem N-acetylneuraminova kyselina (%3).
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Glykany se na rozdil od proteini nesestavuji podle templatu, ale jsou piidavany na
specifickd mista na proteinové kostie. V piipadé N-glykant jsou tato mista pfesné ur¢ena a
nazyvaji se sequony. Sequon se sklada z asparaginu, X, serinu/threoninu; na druhé pozici
(X) mize byt jakakoliv aminokyselin, nemtize se zde viak vyskytovat prolin (3%). N-
glykany se piipojuji na prvni aminokyslinu z tripletu — na asparagin a to skrze tzv.

proximalni monosacharidickou jednotku GIcNAc (%).

Vsechny N-glykany maji stejné jadro. To se sklada ze dvou GIcNAc a tfech manoz, jez je
dale rozsifovano monosacharidy. Rozeznavame tii typy N-glykant liSici se strukturou —

komplexni, hybridni a vysoce manndzovy typ (viz Obr. 1).

Galaktéza

N-Acetylgukosamin (GIcNAc)

Mandza

¢ O m O

N-Acetylneuraminova kyselina (NeuSAc)

Fukéza

Oligomandzovy typ Komplexni typ Hybridni typ

Obrazek 1: Piiklady zastupct t¥id N-glykant: oligomandzovy (vysoce mandzovy), hybridni a

komplexni typ. Pfevzato a upraveno z Essentials of Glycobiology (34).

Sestaveni N-glykanu probiha v endoplasmatickém retikulu — nejdiive je sestaven prekurzor
a ten je jako celek pfipojen na asparagin sequonu, kde je pfipojeni dale ménén. N-
glykanové jadro je sestaveno na cytoplasmatické strané membrany ER — navézani dvou
GIcNAC a péti manoz. Toto jadro je nasledné pieneseno skrze membranu do lumen ER,
kde je dale zpracovavano az na finalni podobu, tedy dvou GlcNAc, deviti mandz a tiech
glukéz. Tento prekurzor je potom pomoci enzymu oligosacharyltransferazy pfipevnén na
proteinovou kostru, kde mtze byt upravovan velkou $kalou enzyma. Enzymy upravujici
glykany mtizeme délit na glykosidazy a glykosyltransferdzy. Do nich patii velka rodina
enzymi  zahrnujici ~ mannosidazy, = GlcNAc-transferdzy,  galaktosyltransferézy,

fukosyltransferazy, sialidazy ¢i sialyltransferazy (%%).
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3.3.1 Glykany obratlovci a bezobratlych

Ackoliv jsou glykany bezobratlych stale z velké ¢asti neprozkoumané, mizeme vychazet
predevsim ze studii glykani zdkladnich modelovych organismt, tedy hadatka
Caenorhabditis elegans a musky octomilky Drosophila melanogaster. Jsou to
mnohobunécéné organismy s relativné kratkym zivotnim cyklem a velkym poctem
potomstva, coz znich déla vynikajici modely pro studium glykant nejen diky jejich
osekvenovanému genomu. Obecn¢ jsou u bezobratlych zastoupeny ve velké mife vysoce
manndzové typy glykant (2, 87, ) ale vyskytuji se zde v mensim mnozstvi i komplexni a
hybridni typy. Komplexni a hybridni glykany zaujimaji 12% glykanového profilu
octomilky (¥9). Glykanovy profil bezobratlych se stejné jako v piipadé obratlovci
dynamicky méni v zavislosti na stupni vyvoje, jak bylo prokazano napiiklad na modelu
had’atka (*°).

Obecné tedy plati, ze ackoliv glykany v obratlovcich a bezobratlych obsahuji stejné
monosacharidy, existuji zde charakteristiky, podle kterych mutzeme tyto dvé rozdilné
skupiny odlisit. Dle sou¢asného zobecnéného poznani glykany bezobratlych obsahuji velké
mnozstvi vysoce manndzovych glykani, a jen malo glykand hybridniho a komplexniho
typu, které jsou naopak charakteristické pro glykany obratlovct. Ty jsou navic velmi ¢asto
sialovany (review °). Na vyssi trovni kromé téchto trendii mizeme ve slozeni glykant
pozorovat obrovskou variabilitu napfi¢ celym stromem zivota. Dva ptibuzné druhy nemusi
nutné vykazovat shody v glykosyla¢nich vzorcich a vice versa, podobné struktury mizeme
pozorovat i u velice vzdalenych skupin organismli oddélenych pted desitkami miliond let

wrwe

plisobenim vné&jsiho evoluéniho tlaku zptisobeného viry a mikrobialnimi parazity (°, %2).

Ptitomnost prekurzoru N-glykand v octomilce byla prokédzana jiz pied relativné dlouhou
dobou (*3), nicméné postupem &asu byla data zpiesiiovana a tak bylo identifikovano vice a
vice enzymu z N-glykosylaéni drahy. Jedna se napiiklad o homology podjednotek savéi
Dol-P-Man syntetazy, mannosyl- (**) a glukosyltransferaz (*°) a oligosacharyltransferaz
(*®). V mouse D. melanogaster byly detekovany také glykany obsahujici fukdzu: core-
a.1,6-fukosylované (*3), core-a1,3-fukosylované (°"), difukosylované (%) i nefukosylované
glykany (%) — ptiklady téchto fukosylovanych N-glykanti zobrazuje Obr. 2. Byly zde také

nalezeny i dva sialované N-glykany (*).
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Obrazek 2: Ptiklady nefukosylovaného, core-1,3-fukosylovaného a difukosylovaného N-glykanu

piftomnych v mouse octomilce. Pievzato a upraveno z Fabini a kol. 2001 (*').

Podobn¢ jako v ptipadé drozofily byly i u C. elegans detekovany fukosylované struktury,
pficemz také z velké vétSiny pfevazuji vysoce manndzové glykany - tyto oligoman6zové
glykany jsou stejné jako glykany nalezené v obratlovcich (2%°). Komplexni a hybridni
glykany zde pravdépodobné pfitomny nejsou, nebo jsou jen velice mélo zastoupeny. Takeé

se zde vyskytuji (core-)fukosylované struktury na proximalnim GIcNAc (88, 11).

Co se klistat a jejich glykoml tyce, je situace zmapomava pouze malo. Prvotnim
predpokladem je podobnost ke glykomum zmifiovanych organismt octomilky a had’atka.
To bylo né€kolikrat nezavisle potvrzeno. Vysoce mandzovy typ N-glykanu, tolik rozsiteny
u ¢lenovel, byl detekovan v klistatech O. moubata (1°?), D. marginatus, kde byl také
pritomen komplexni typ (%), a I. scapularis, kde byly taktéZ detekovany komplexni

glykany bez i s core-fukdzou (1°%).

Fukdza je ovSem samostatnou kapitolou. Jedna se o deoxy-hexdzu vyjime¢nou svoji
L-konformaci (6-deoxy-L-galaktoza). Fukosylované glykany nalezneme bézné jak u
bezobratlych (1%), tak u obratlovci (1°). Zde oviem mohou nékteré fukosylované glykany
pochazejici z bezobratlych zpusobovat alergické reakce. Fukosylace glykani je
zprostfedkovana pomoci fukosyltransferaz, které mohou fuk6zu navazat ve c¢tyfech
ruznych vazbach: al,2, al,3, al,4 a al,6, pricemz kazdy typ vazby je zprostiedkovan
pomoci samostatné rodiny enzymu. Fukdéza muze V nékterych piipadech byt silné
imunogenni, ptikladem budiz krevni systém ABO. V savéim systému existuje transferaza
H, ktera je al,2-fukosyltransferdzou exprimovanou v prekurzorech ¢ervenych krvinek, jez
syntetizuje antigen H a to pfipojenim al,2-fuk0zy na terminalni galaktozu oligosacharidd
nékolika krvinkovych glykani. U jedinci s A nebo B krevni skupinou je tento antigen
nasyntetizovan a dale zpracovan jinymi glykosyltransferdzami, oviem u 0 chybi (}%°). Proti
témto antigentim je pak v nekompatibilnim jedinci vedena prudké, zivot ohrozujici imutni
reakce. Praveé to je divodem dikladnych vysetieni pred darcovstvim krve. U savct jsou
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nicméné fukosylované glykany vyjma krevinek skupin dtllezité pti ontogenezi (1°7), déle
jsou soucasti glykoproteini zodpovédnych za interakce mezi hostiteli a jejich patogeny ¢i
za adhezi bilych krvinek na endotel (pomoci selektini 1%°). Alergické reakce mohou byt
ovSem vedeny i proti fukosylovanym strukturdm pochézejicich z bezobratlych. Ptikladem
miuze byt véeli jed, kde core al,3-fukdza je imunitnim systémem savci rozpoznana jako
cizi a je proti ni vedena alergicka reakce (1°®). Hlavni slozkou toho jedu je 15,7 kDa velky
protein fosfolipaza Az (*%,119), kterd obsahuje jedno glykosyla¢ni misto s N-glykanem, ve
kteréem je navdzana fukoéza na proximalni GIcNAc v al,3- vazbé pro obratlovce

imunogenni (}1).

Dalsim monosacharidem, jez se lisi ve vyskytu mezi bezobratlymi a obratlovci je kyselina

sialova.

3.3.2 Kyselina sialova

Kyselina sialova (Sia) je jednotné oznaceni skupiny negativné nabitych monosacharidu
hex6z vyznacujicich se devitiuhlikatou kostrou. Nej¢astéjsi formou kyseliny sialové je
N-acetylneuraminova kyselina znazornéna na Obr. 3. Jiz dlouho je znamo, Ze velice Casto a
ve vysokych koncentracich se sialované glykoproteiny vyskytuji ve tkanich obratlovcu,
kde jsou pfitomny na povrchu mnoha typt bunck, ovSem V posledni dobé se ukazuje, ze

existuji ve specifickych piipadech také u ¢lenovci a bakterii (}12).

Obrazek 3: Nejcastéjsi forma kyseliny sialové: N-Acetylneuraminova kyselina. Prevzato z

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/439197#section=Top.

Biosyntéza kyseliny sialové probiha za ucasti nékolika enzymid. Nejprve je zpracovan

prekurzor uridin-difosfat-N-acetylglukosamin (UDP-GIcNACc) na donorovy monosacharid
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cytidin-monofosfat-N-acetylneuraminovou kyselinu (CMP-Neu5Ac) (*12), ktery je napojen

na cilovy glykan pomoci sialyltransferazy.

Vsechny sialyltransferazy obsahuji ¢tyii konzervované domény, tzv. sialylmotivy L, S, III,
VS (13, 114115y Gjalyltransferazy lze rozdélit do nékolika rodin, které zprostfedkovavaji
samostatneé druhy vazeb: a2,3-, a2,6-, a2,8-. Specifickym pfipadem je vazba v poloze
a.2,8-, kterd umoziuje tvorbu polysialovanych fetézci (11%). Diky mnozstvi hydroxylovych

skupin také kyselina sialova poskytuje glykoproteinim negativni naboj.

Roli kyseliny sialové u obratlovci je mnoho: bunééna signalizace, adheze bunék, ovliviiuje
alternativni drahu komplementu (**', 18) a jiné ¢asti imunitniho systému (**°), neurogenezi
(118), &i chrani organismus pied invazi patogeni (%!, °2). Nejéast&jsim mistem vyskytu
kyseliny sialové (u obratlovci) je tedy vnéj$i membrana bunék (12°), ovsem Sia je pfitomna
také naptiklad v krevnim séru, kde nalezneme velké mnozstvi sialovanych glykoproteinti

(*21). Typickym zastupcem sialovanych sérovych glykoproteint je fetuin (122).

Kvili velkému mnozstvi kyseliny sialové na povrchu savéich bungk (*2°) a ztoho
vyplyvajiciho faktu, ze pfi kontaktu bakterie-savec je casto prvni struktura, Vv jejiz
pfitomnosti se bakterie ocita, pravé Kyselina sialovd, si evoluci tyto organismy vyvinuly
cesty, jak ji vyuzit ve sviij prospéch. Jednou z nich je zneuzit kyselinu sialovou jako jakeési
mimikry pro skryti a tmik pfed hostitelovym imunitnim systémem (*2%), druhou je rozlozit
Sia a pouzit metabolity jako zdroj energie, ¢i uhliku. Za timto G¢elem exprimuji bakterie
mnoho sialyltransferaz a sialidaz (*?*, %), které jim umoziuji s kyselinou sialovou
pracovat. Pozoruhodnda je také schopnost nékterych virt vyuzit kyselinu sialovou jako

receptor a tedy jako vstupni branu do hostitelskych bunék (*2°).

Pro skryti pfed slozkami imunitniho systému lze pouzit taktiku vlastni syntézy kyseliny
sialové, nebo jeji odstépeni z bunék hostitele a nasledné inkorporace do vlastnich

glykokonjugatt.

Prvni z nich je tedy biosyntéza kyseliny sialové. Ta muze probihat tzv. de novo, tedy ze
zakladnich jednoduchych metaboliti, prekurzoru UDP-GIcNAc pies ManNAc (N-
acetylmannosamin) po donor CMP-Neu5Ac (cytidine-5-monofosfo-N-acetylneuraminova
kyselina) napojenym piislusnou sialyltransferazou na akceptor, ¢ehoz jsou schopné
napiiklad Campylobacter jejuni, Neisseria meningitidis, ¢i Escherichia coli kmenu K1

(*?"), nebo pouze &aste¢né sialylaéni drahy za vyuziti meziproduktii hostitele (*2).
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V bakterii N. meningitidis je primarni funkci polysialované kapsule zamezeni navazani
komplementu (*%), podobn& v piipadé E. coli, piitomnost polysialovanych fetézci

z4sadnim zpisobem ovliviiuje rychlost odstranéni bakterii hostitelem (**°).

Druhym zptsobem je ziskdni kyseliny sialové pfimo z bunck hostitele. Za timto tcelem
nékteré bakterie pouzivaji sialidzu, kterou odstépuji kyselinu sialovou z hostitelskych
glykokonjugati (**!). Do této skupiny spadaji naptiklad Haemophilus influenza (3%2),
Pasteurella multocida (**%), Corynebacterium diphtheriae (***) ¢ Trypanosoma brucei

(135)_

Piikladem takového vyuziti kyseliny sialové pro vlastni kamuflaz za hostitelské buriky je
H. influenza. Jedna se o bakterii, kterd je castym pivodcem zanétu stiedniho ucha. Tato
gramnegativni bakterie ma n¢kolik kmenu, které navic mohou a nemusi byt
enkapsulované. Kapsule, paklize je pfitomna, chrani bakterii pfed nezadoucimi procesy,
jakymi jsou fagocytéza ¢i likvidace komplementem. Kmeny postradajici kapsuli jsou
obecné méné invazivni, nicméné v ptipadé, ze do svych lipopolysacharidi inkorporuji
hostitelovu kyselinu sialovou, stavaji se odolné&jsi vici hostitelové imunitnimu systému,
¢imz rapidné zvySuji svoji virulenci. Pfi mutaci genu sialyltransferdzy a tedy naruSeni
schopnosti dokonceni sialylace vlastnich glykokonjugati dochazi k velice rychlé likvidaci
téchto patogent (1%°), které tedy déle neptedstavuji pro hostitele riziko. Sialylace je zde

tedy pravdépodobné jednim z hlavnich faktord virulence.

Druhym ptikladem zasadniho vlivu kyseliny sialové ziskané patogenem z hostitele na
prezivani patogenniho organismu muze byt T. brucei. Jedna se o trypanosomu, ptivodce
spaveé nemoci, prenasenou vektorem mouchou tsetse v subsaharské Africe. Zde je jako u
mnoha ostatnich vztahti mezi vektory a jejich patogeny nazorn¢ vidét evolu¢ni soutéZeni,
kdy si mouchy tsetse na obranu pied infekci trypanozami vyvinuly trypanocidni prostiedi
(*®"), nicméné i pies to nasly tato protozoa efektivni zplisob pro obejiti obrannych
mechanismi vektora (**®). Trypanosoma se po infekci vektora dostava do stfeva, kde
dokaze prezit neptatelské prostiedi a z krevni obéhové formy diferencuje na procyklickou
formu (**7), ktera po kratké dobé ve stfevé mouchy ztraci schopnost pieziti v savci. Dale se
translokuje do slinnych zlaz, odkud se pouze v omezeném procentu nakazenych much a az
po nékolika tydnech od nakazeni mize dostat az do findlniho savéiho hostitele, kde mtze
vyvolat infekci  (**%). Procyklickd forma obsahuje velké mnozstvi GPI

(glykosylfosfatidylinositol) vazanych proteinti procyklinti (34°, 1*). Trypanosoma v tomto
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stadiu exprimuje trans-sialidazu. Ta je ukotvena na GPI a méa schopnost specificky pienést
kyselinu sialovou v a2,3- vazbé z terminélni galaktézy hostitelovych donorovych
glykokonjugati na terminalni galaktozu akceptorového glykokonjugatu vedlejsiho fetézce
GPI na povrchu bungk trypanosomy (¥, 142 143) Jako donor mohou slouzit krevni
proteiny savce ptitomné v trvicim traktu tsetse ¢i buiky stieva. Trypanosoma si timto
zpusobem vytvari sialovany glykokalyx slouzici jako obrana pted trypanocidnim prostredi
v travicim traktu svého intermedidlniho hostitele, tsetse, ktery tak ma zasadni

zodpovédnost za Sifeni této nebezpecné choroby, zodpoveédné za umrti desitek tisic lidi.

Je také pravdépodobné, Ze kyselina sialova je zahrnuta i v kompetici mezi nékterymi druhy
bakterii sdilejicimi stejnou niku v hostiteli. Napiiklad nékteré v lidském hornim dychacim
traktu vyskytujici se bakterie aktivné snizuji fitness jinych druhii, aby samy zvétsily sviij
Zivotni prostor. Pneumokokus Streptococcus pneumoniae, jez je v dychacich cestach bézné
ptitomen, vylucuje sialidazy schopné odstépeni kyseliny sialové z terminélnich galaktoz ve
vazbéach a2,3-, 02,6- a z GalNAC ve vazbé a2,6- (}*4). Ukazuje se, Ze tyto sialidazy plni
pravdépodobné dvoji tcel. Prvnim je, jak bylo diive zminéno, §tépeni kyseliny sialové ze
savCich glykokonjugati, kterd pak je dal$imi enzymy zakomponovana do bakteridlnich
struktur, coz témto bakteriim poskytuje ochranu pifed baktericidnim ucinkem
komplementu. Druhym je ov8em likvidace téchto mimiker konkurujicim bakteriim, kdy
tyto sialiddzy exprimované S. pneumoniae dokazi desialovat kromé& hostitelskych

glykokonjugatii i glykokonjugaty N. meningitidis a H. influenza (}*), ¢imz odhaluji jejich

vvvvv

Kromé& zminénych moZnych vyuziti kyseliny sialové se nabizi také jeji rozloZeni a vyuziti
jako zdroj energie, uhliku ¢i dusiku. Naptiklad bakterie E. coli, bézné pFitomna v lidském
organismu, vyuziva volnou kyselinu sialovou z prostfedi pro tvorbu pyruvatu a N-
actylmannosaminu. Ty mohou déle vstupovat do syntézy jinych molekul, ¢i postupovat
dale v katabolickych drahach (*46, 47, 148) Vyjma znamych bakterii E. coli je tato
schopnost vlastni mnoha dal§im mikroorganismiim, zahrnujice nékteré streptokoky (**°) ¢i

H. influenza (**°, 132),

Kromé vyse zminénych skute¢nosti nékteré patogeny pouzivaji kyselinu sialovou jako
receptor pro rozpoznani hostitelskych bungk (*?°). P¥ikladem mohou byt dvé rodiny vird.

Rozsifeny polyomavirus (Polyomaviridae), ptivodce zavazného onemocnéni progresivni
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multifokalni leukoencefalopatie (**!), ¢i rotaviry, viry zodpovédné za détské priijmové

onemocnéni (*°2).

3.3.3 Kyselina sialova v Kklistéti a octomilce

Piitomnost sialovanych struktur v klistéti 1. ricinus byla pfedpovézena na zakladé
lektinoblotu pomoci lektinit MAA II a SNA (**3) a potvrzena hmotnostni spektometrii i
pomoci imunodetekce Western blotem (**%). Klistata patii do skupiny krev sajicich
parazitl, pro které je tedy krev jedinym zdrojem potravy. Jelikoz je velké mnozstvi
glykoproteind hostitelské krve sialovano, neni snadné odlisit kyselinu sialovou vytvofenou
klistétem od té, ktera pochazi z molekul hostitele. Vystupni data z hmotnostni spektometrie
glykant tuto informaci neobsahuji, proto je nutné zvolit i jinych pfistupt studia. Prace
kvantifikujici celkové mnozstvi kyseliny sialové v poméru k metabolicky vytvoiené
dokazuje, e vétSina Sia pfitomné v dospélé samici . ricinus pochazi z hostitele (**°).
Nicmén¢, mala mnozstvi metabolicky vytvorenych glykanti obsahujicich kyselinu sialovou
byla detekovana v ovariich a slinnych zlazach. Detekce fluorescenéni mikroskopii odhalila,
7e tato Sia je lokalizovana v né&kterych oocytech (**°). Tim vyvstavaji otazky, jakou roli

zde kyselina sialova m4, a jakych procesti v ontogenezi se ucastni.

V ramci c¢lenovel se vyskytuji metabolicky vytvofené sialované glykoproteiny také v
glykoprofilu mouchy octomilky. Zde byla kyselina sialova detekovana jiz na zacatku
devadesatych let (**%) béhem embryondlniho vyvoje a jeji piitomnost byla né&kolikrat
potvrzena (*°, ). Drozofila disponuje jedinou sialyltransferazou, DSiaT, piibuznou
obratlovéi roding ST6Gal sialyltransferaz, patiici mezi o2,6- sialyltransferazy (**7). V této
mouse ma tedy Sia dileZitou roli pii vyvoji a fungovani neurdlniho systému, kdy se
exprimuje v embryonalnim vyvoji (**®). Je pravdépodobné, Ze se ticastni excitace neuront,
zajist'uje funkcnost sodiko-draslikové pumpy a tcastni se interakci mezi svalovymi vlakny
a neurony (*®). Role Sia v sav¢ich nervovych soustavach je jiz znama (viz kapitola
vénovana kyselin¢ sialove). Z téchto diivoda lze predpokladat moznost podobné ulohy

kyseliny sialové v nami zkoumaném kli$téti |. ricinus.
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3.4 Bioortogonalni chemie a ,,Click* reakce

Bioortogonalni chemie je relativné nové odvétvi chemie zabyvajici se znac¢enim molekul.
Jeji soucasti jsou znaCené molekuly, které mohou existovat v zivém organismu, a
nenaru$ovat jeho nativni procesy. Jedna se o uméle vytvoiené molekuly, obsahujici velice
malou nereaktivni skupinu. Ta nasledné muze byt spojena se sondou, ktera ma na sobé
skupinu kompatibilni, diky ¢emuz se tyto dvé molekuly propoji kovalentni vazbou (priklad

Click reakce mezi azidovou a alkynovou skupinou znézortiuje Obr. 4).

Je to efektivni alternativa ke diive pouzivanym sondam jako je fluoreskujici protein GFP
(26,9 kDa), ktery je ovsem tak veliky, ze diky své samotné piitomnosti ovliviiuje okoli a
predevsim ty molekuly, které maji byt s jeho pomoci studovany. Oproti t¢émto znacenim
v bioortogovalni chemii pracujeme se skupinami velkymi pouze né&kolik atomu, které
neovliviiuji svou pfitomnosti biologické okoli, a tak umoznuji studovat déje které se
uskute¢niuji v zivych systémech v nativnim stavu. Bioortogonalni chemie funguje
prakticky tak, ze poskytneme bunkam analog urcitého metabolitu, ktery prichazi do
metabolické drahy bunky a kompetuje s nativnimi metabolity. Bunka pak tento analog
pouzije jako stavebni kamen a inkorporuje ho do svych struktur. Na malou znacku poté

muzeme pripojit sondu, kterou dale detekujeme.

@, cu(l) QN/N\\N
NGOt @= — —

A\
NH

Molekula s azidovou skupinou Molekula s alkynovou skupinou . !
Propojeni triazolovym kruhem

Obrézek 4: Znazornéni Click reakce mezi azidovou a alkynovou skupinou. Pievzato a upraveno z:

http://medchem101.com/?page_id=142.

Konkrétni praktické vyuziti spoc¢iva napf. v odliSeni praveé nasyntetizovanych bunéénych
komponent od starSich, ¢i metabolicky vytvofenych proteini od téch proteind, které se

dostaly do buiiky ¢&i organismu z vnéjsiho prostiedi (**°).
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Nejvice vyuzivanou detekéni reakei je pravdépodobné reakce alkynu a azidu za vzniku
triazolového kruhu (*%°), takzvana 1,3-dipolarni cykloadice (odtud néazev Click). Tato

(1%, 182) oviem na prednim misté je reakce

reakce probiha za urcitych podminek
probihajici v ptitomnosti askorbatu sodného katalyzovana ionty Cu™. Ta je velice rychla a
oproti nekatalyzovym reakci vyzaduje fadové kratsich Gasovych intervali (). Oproti
ostatnim zpusobam ziskani znadenych biomolekul (1) vynika Click reakce vyjma velkou
rychlosti také tim, Ze je pIné kompatibilni s vodnim prostiedim, pracuje ve fyziologickém
pH, probiha efektivné, azid i alkyn jsou inertni vié¢i zivému okoli a nedochazi zde
k denaturi proteinti (*%°). Click reakce muze pfi pouziti uréitych substratd specifickych
podminek probihat i bez pfitomnosti katalyzatoru Cu* (%), a to v piipadé, Ze znadeni

probiha piimo v zijicim organismu ¢i bunkach a pouziti iontd médi by mélo pro zivy

organismus nepfiznivé ucinky.

Praktickym ptikladem bioortogonalni chemie s vyuzitim Click reakce je detekce
azidohomoalaninu (homologu aminokyseliny methioninu). Ten obsahuje azidovou
skupinu. Pokud kultivujeme buiiky v médiu s pfimési azidohomoalaninu, transla¢ni
mechanismus bunék inkorporuje azidohomoalanin do nové vytvaienych proteinti namisto
methioninu, a tak vznika cela skala proteini, kterou muzeme odlisit a identifikovat pravé
na zaklad¢ této skupiny. Na azidovou skupinu mize byt posléze Click reakci navazana pies
alkyn libovolna sonda (naptiklad biotin, fluorescein, Alexa Fluor® 488), kterou muzeme
mnoha zpusoby detekovat (Western blotem, fluorescenéni mikroskopii, elektronovou
mikroskopii) ¢i vyuzit pfi piipravé proteini na analyzu hmotnostni spektrometrii.
V minulosti byl azidohomoalanin vyuzit napiiklad pro identifikace nové syntetizovanych
proteinti savéich bungk (*%°, 1%6). Dalsi molekulou vyuzitelnou pro Click chemii, ktera
disponuje azidovou skupinou je ManNAz (N-Azidoacetyl-D-mannosamin). ManNAz (Obr.
5) je prekurzorem kyseliny sialové (N-acetyl-mannosaminu) a pro ucely identifikace

metabolicky vytvoienych sialovanych glykoproteini byl vyuzit v této praci.
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Obrazek. 5: Struktura ManNAz (N-Azidoacetyl-D-Mannosamin), prekurzor kyseliny sialové
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disponujici azidovou skupinou. Pievzato z:
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/71311757#section=Top
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4 Material a metody

4.1 Material

4.1.1 Biologicky material

Klistata

Pro veskerou experimentalni ¢innost provadénou v této praci byla pouzita klistata druhu
Ixodes ricinus. Byla nasbirdna v letnich mésicich vlajkovanim v BraniSovském lese,
Ceskych  Budgjovicich. Klistata byla uchovavana v laboratornich  chovech
Parazitologického tstavu Biologického centra Akademie véd v Ceskych Budgjovicich. Zde
byla klistata uskladnéna ve sklenénych nadobkéch s priduchy, vysokou relativni vlhkosti a

teplotou 26 °C.

Klistéci linie

Prace s klistécimi liniemi byla provadéna na linii IRE/CTVM 19 (*¢7). Jedna se o linii
derivovanou z embrya |. ricinus, kterd muze obsahovat buiiky pochazejici z vice tkani.
Kultivovany byly v kultivatoru pii 28 °C v kultiva¢nich zkumavkach se zplo$télym dnem,
pasdz probihala po uplynuti ¢trnécti dnli a to vyménou poloviny obsahu kultivacni
zkumavky za ¢erstvé médium L-15 obohaceného o 20% BOFES, 10% TPB a 1% glutamin.

Klistéci linii poskytla Banka klistécich bunécnych kultur Priblight Institute
(www.pirbright.ac.uk).

4.1.2 In vitro feeding

Krev

Pro in vitro feeding byla pouzita erstva by¢i krev odebrand na jatkach v Ceskych
Budgjovicich. Ta byla oSetfena proti srazeni heparinem (Sigma-Aldrich) o koncentraci 15
U/ml. Dale bylo do krve piidano (uvadéné vysledné koncentrace v krvi) 5 pg/ml
gentamicinu, 1 mM ATP, 100 U/ml Nystatinu (vSechny chemikalie z Sigma-Aldrich).
V piipad¢ klistat krmenych krvi spfimési ManNAz (N-azido-mannosamin, Life
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Technologies/Thermo Fisher Scientific) cinila vysledna koncentrace ManNAz v krvi 10
pg/ml (ManNAz rozpoustén v dimethylsulfoxidu, DMSO, koncentrace zasobniho roztoku
10 mg/ml). V ptipadé kontrolnich klistat byl pouzit pouze DMSO (Sigma-Aldrich) pro
vylouceni jeho ptfipadného vlivu v naslednych detekcich sialovanych glykoproteini. Krev

byla uskladnéna pii 4 °C do okamziku pouziti.

Soustava pro krmeni kliSt'at

Krmitka pro krmeni klistat byla vyrobena firmou Plexi — Kubik Miroslav
(http://www.plexikubik.cz/) dle nékresu (viz Priloha 1). Ta byla umisténa do
Sestijamkovych panelt, ve kterych se nalézala krev, kterd byla v kontaktu se syntetickou
membranou, imitujici sav¢i kazi. Jako pevny zaklad pro membranu poslouzil celulézovy

papir na Cisténi ¢ocek mikroskopu (Kodak). Na ten byla naneSena smés nasledujiciho

slozeni:

Elastosil E4 (Wacker) 15¢
Elastosil FL white color paste (Wacker) 0,159
DC 200 silicone oil (Fluka) 4,59
Hexan (Sigma-Aldrich) 2,99

4.1.3 Roztoky pro piipravu vzorka na fluorescen¢ni mikroskopii

Vsechny roztoky pouzité pro fluorescencni mikroskopii (FM) byly pied pouzitim
prefiltrovany pies 0,22 pum filtr.

1x PBS

1x PBS/20 mM glycin

4% formaldehyd/1x PBS

4% formaldehyd/0,1% glyceraldehyd/1x PBS

0,25% Triton X-100/1x PBS

3% BSA/1x PBS

50 mM NH4Cl/1% BSA/1x PBS

1% BSA/1x PBS

1% BSA/1x PBS + piislu$na protilatka

Vectashield Mounting Medium for Fluorescence with DAPI (Vector Laboratories)

4.1.4 Priprava kryorezi

Tissue Freezing Medium (Leica Biosystems)

10% zelatina

2,3 M sacharo6za

Liquid blocker Super Pap Pen mini (Daido Sangyo)
L-Azidomoalanin (AHA) (Click Chemistry Tools)
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4.1.5 Znaceni sérovych glykoproteini

Teleci sérum (Biowest)

Blue Sepharose 6 Fast Flow (GE Healthcare Life Sciences)

1x PBS
Oxidaéni ¢inidlo 100 mM NalO4/1M kyselina octova
1M TRIS

Fluorescein-5-isothiokyanat (FITC) (Thermo Fisher Scientific)

Fluorescein-5-Thiosemicarbazid (Sigma-Aldrich)

Alexa Fluor® 488 5-Sulfodichlorphenol ester (Life Technologies/Thermo Fisher

Scientific)

Alexa Fluor® 488 Hydroxylamin (Life Technologies/Thermo Fisher Scientific)
0,25% trypsin, EDTA in HBSS (Thermo Fisher Scientific)

1M NaOH
1M HCI
BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific)

4.1.6 Bioortogonalni (Click) chemie

Click IT Cell reaction buffer kit (Life Technologies/Thermo Fisher Scientific)

Alexa Fluor® 488 Alkyn (Life Technologies/Thermo Fisher Scientific)

20 mM CuSOq4

50 mM THPTA ("3,3",3"-(4,4',4"-(Nitrilotris(methylen))tris(1H-1,2,3-triazole-4,1-

diyl))tris(propan-1-ol)") (Click Chemistry Tools)
5 mM askorbat sodny

100 MM KH2PO4

5mM Biotin-alkyn (Click Chemistry Tools)
Methanol

Chloroform

4.1.7 SDS-PAGE a blotovani

Pro elektroforetickou separaci byla pouzita elektroforeticka souprava firmy Bio-Rad. Pro
blotting bylo pouzito blotovaci zatfizeni Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell firmy Bio-
Rad. PVDF membrana i blotovaci papir byly zakoupené u téze firmy. Slozeni SDS-PAGE

geli v Tab. I.

Tabulka I: Slozeni polyakrylamidovych gelt pro SDS-PAGE.

Separacni gel 12%

Zaostfovaci gel 5 %

30% akrylamid (37,5:1 akrylamid:bisakrylamid, 2ml 165 pl
MERCK)
4x separacéni pufr 1,25 ml -

4x zaosttovaci pufr - 250 pl
ddH20 1,7 ml 575 ul

10% persiran amonny 50 pl 10 pul

TEMED (MERCK) 2 ul 1l

TCE (Trichloro etanol, Sigma-Aldrich) 25 ul 5ul
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Separacni pufr 4x

1,5M TRIS
0,4% SDS (sodiumdodecylsulfat)

Zaostrovaci pufr 4x

1,0 M TRIS
0,4% SDS

Lyzaéni pufr 1x
100 mM fosfore¢nan sodny
1% SDS

1x inhibitory fosfataz (Thermo Fisher Scientific)
1x inhibitory protedz (Thermo Fisher Scientific)

Elektrodovy pufr 1x

25 mM TRIS

192 mM glycin

3,6 mM SDS

Blotovaci pufr 1x

25 mM TRIS

192 mM glycin

20% methanol

4x redukujici SDS-PAGE vzorkovy pufr (Fermentas, Thermo Fisher Scientific)
200 mM TRIS

400 mM DTT

8% SDS

0,4% bromfenolova modf

40% glycerol

Proteinovy marker

Protein Marker VI (10 — 245) prestained (AppliChem)
Blokujici roztok

1x PBS/5% susené mléko

Promyvaci roztok

1x PBS/0,05% Tween 20
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AP vyvolavaci pufr

100 mM TRIS

100 mM NaCl

10 mM MgCl»

pH=9,5

125 pg/ml BCIP/250 pg/ml NBT (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate/nitro  blue
tetrazolium)

Blue Silver CBB barvici roztok

10% kyselina fosfore¢na

10% siran ammony

0,12% Coomassie Blue G-250
20% methanol

Blue Silver CBB fixaéni roztok

50% ethanol
2% kyselina fosfore¢na

2D SDS-PAGE

Mini-PROTEAN TGX 12% precast gels (Bio-Rad)

ReadyStrip IPG Strips 3-10 (Bio-Rad)

Mineral oil (Bio-Rad)

Roztok pro piekryv ReadyStrip (0,003% bromfenolova modf, 25 mM TRIS, 192 mM
glycin, 3,6 mM SDS, 1% agar6za) (Bio-Rad)

IEF rehydratacni pufr

7M Urea

2M Thiourea

2% CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate hydrate)
40 mM DTT (dithiotreitol)

0,2% Pharmalyte 3-10 (GE Healthcare Life Sciences)

1% Bromfenolova modf

SDS-PAGE equilibriza¢ni pufr I
6M Urea

375 mM TRIS, pH=8,8

2% SDS

20% Glycerol

2% DTT

SDS-PAGE equilibriza¢ni pufr II

6M Urea
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375 mM TRIS, pH=8,8
2% SDS

20% Glycerol

2,2% iodoacetamid

Protilatky pro fluorescen¢ni mikroskopii a western blotting

Anti-Goat 1gG konjugované s alkaickou fosfatdzou, made in horse (Vector Laboratories)
Streptavidin konjugovany s alkaickou fosfatazou (Vector Laboratories)

Anti-Rabbit IgG konjugovana s alkaickou fosfatdzou, made in goat (Vector Laboratories)
Anti-Fluorescein, made in goat (Vector Laboratories)

Biotinilated Anti-Streptavidin, made in goat (\VVector Laboratories)

Anti-rabbit DyLight® 549 1gG, made in goat (Vector Laboratories)

Anti-Alexa Fluor® 488, made in rabbit (\Vector Laboratories)

4.2 Metody

4.2.1 Priprava znacenych sérovych glykoproteini

Dealbuminace séra

Pro dealbuminaci séra byla pouzita Blue Sepharose 6 Fast Flow. Blue Sepharose byla
dukladné zvortexovana po dobu 20 sekund a 1 ml suspenze byl smichan s PBS v poméru
1:1. Nasledné byla tato smeés centrifugovana silou 100 X g pii pokojové teploté po dobu 5
minut. Supernatant byl odstranén. Sefardza byla takto promyta tiikrat. Nasledné byl 1 ml
séra smichan s 1 ml PBS a 1 ml suspenze promyté sefardzy. Tato smés byla ponechana na
rotatoru pii pokojové teploté po dobu 30 minut, ndsledné byla zcentrifugovéana (100 X g, 5
min, RT) a odpipetovany supernatant obsahujici zfedéné dealbuminované sérum byl

zfiltrovan 0,22 um filtrem. Teprve takto upravené sérum bylo dale zpracovavano.

Urdeni optimalniho mnoZstvi znacky pro jednotliva znaceni

Pro zjisténi optimalniho mnoZstvi vSech ¢ty znafek pouzitych pro naznaceni
glykoproteinti byly provedeny optimalizacni reakce, kde byl zjiStovéana efektiva riiznych

mnozstvi znacek a vliv manipulace se vzorkem a chemikalii pouzitych v priabehu reakce
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napf. rozpoustédlo ¢i kyseliny/zasady na upravu pH, dale také moznost vyuziti trypsinizace
pro odstranéni moznych sérovych proteinii zachycenych na vnéjsi strané bunécné
membrany a moznost tfidenni kultivace bunék s vyménénym médiem (viz Obr. 15-18).

Nasledujici postup znaceni uvadi pouzitd mnozstvi stanovena na zakladé optimalizace.

Znaceni glykanové ¢asti sérovych glykoproteini pomoci Alexa Fluor®

488-hydroxylaminu

Nejprve byl smichan 1 ml dealbuminovaného séra s 10 ul 100 mM NalO4/1M kys. octové
pro oxidaci kyseliny sialové. Tato smés byla ponechana 30 minut pii 4°C ve tmé. Po
uplynuti tohoto ¢asu bylo pomoci roztoku 1M NaOH upraveno pH na 7,0. Ke smési bylo
ptidano 15 pl 10 mM hydroxylaminu (rozpoustédlo DMSO). Nyni byla smés inkubovana 2
hodiny pii 4 °C. Po uplynuti této doby byla smés zamraZena na -20 °C.

Znaceni glykanové ¢asti sérovych glykoproteini pomoci Fluorescein-5-

Thiosemicarbazidu

Nejprve byl ptipraven zasobni 10 mM roztok fluorescein-5-thiosemicarbazidu
(rozpoustédlo DMSO). 1 ml dealbuminovaného séra byl smichan s10 pl 100 mM
NalO4/1M kys. octové kvili oxidaci kyseliny sialové nachazejici se v terminalnich oblasti
glykant, obdobn¢ jako v ptipadé Alexy hydroxylaminu. Tato smé&s byla ponechana 30
minut pti 4°C ve tmé. Po uplynuti 30 minut bylo pomoci roztoku 1M NaOH
neutralizovano pH na 7,0. Ke smési bylo nyni ptidano 15 pul 10 mM fluorescein-5-
thiosemicarbazidu. Po tomto kroku byla smés inkubovana 120 minut pii 4 °C. Po uplynuti

této doby byl roztok zmraZen na -20 °C pro zastaveni znacici reakce.

Znaceni proteinové ¢asti sérovych glykoproteini pomoci Alexy Fluor® 488

5-Sulfo-dichlorphenol esteru

Nejprve byl pfipraven zasobni roztok Alexy Fluor® 488 5-Sulfo-dichlorphenol esteru
(SDP) o koncentraci 10 ug/ul rozpusténim v DMSO. Nyni bylo smichano 154 pl
dealbuminovaného séra s 10 pl roztoku Alexa Fluor® 488 SDP. Smés byla inkubovana pfi
mirném tfepani 60 minut ve tmé pii pokojové teploté. Po uplnynuti tohoto Casu bylo
k reakci pridano 30 ul TRIS pH 7,0 pro zastaveni znacici reakce, tedy vyvazani

nezreagovane Alexy.
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Znaceni proteinové cCasti  sérovych glykoproteini pomoci Fluorescein-5-

isothiokyanatu

Zasobni roztok FITC o koncentraci 10 pg/ul byl pfipraven rozpuSténim ptislusného
mnozstvi lyofilizovaného prasku v DMSO. 1 ml dealbuminovaného séra byl smichan se
100 pl roztoku FITC. Tato smés byla inkubovéna na tiepacim zatfizeni 60 minut ve tmé za
pokojove teploty. Po uplynuti 60 minut byla zastavena znacici reakce, a to piidanim 100 ul
TRIS pH 7,0.

Znaceni proteinové ¢asti pomoci FITC a glykanové Alexou Fluor® 488

Hydroxylaminem

Pro dvojité znacené sérové glykoproteiny bylo pouzito FITC znacené sérum, které bylo

nasledné nazna¢eno pomoci Alexy hydroxyaminu, dle postupu uvedeného vyse.

Kultivace bunék IRE/CTVM19 se znacenymi séry

Buiiky byly kultivovany v kultivaénich zkumavkach se zplostélou sténou Vv inkubatoru pii
27 °C. Bylo pouzito médium L-15 obohacené o 20% teleciho séra 10% TPB, 1% glutaminu
a 2% znaCeného séra. Ve vSech pifipadech bylo kultivovano 300 000 bunék/ml ve 4 ml
média s pridavkem 80 pl séra se znaGenymi glykoproteiny po dobu 7 dni, nasledné byly
buiiky zcentrifugovany, znac¢ené sérum bylo odstranéno a médium vyménéno za Cerstvé.
Po tfech dnech byly buriky lyzovany. Pocitani a kontrola piezivani bunék bylo provedeno

pomoci Burkerovy komurky.

4.2.2 In vitro feeding

Piiprava krmitek pro klistata probihala dle protokolu (8%) snékolika odchylkami (byla
vynechana doba inkubace pied in vitro feedingem, kdy jsou samice po dobu tii tydnt
drZzeny v pfiblizné 90 % relativni vlhkosti pii 20 °C, dale nebylo vyuzito stimulu zvitecich
stétin 82). Sklenéna deska byla obalena potravinovou folii, kterd byla nasledné zafixovana
lepici péaskou. Na tuto folii byly kladeny celulézové papiry (Kodak), jez byly na

protilehlych koncich taktéz zafixovany paskou. Byla ptipravena silikonova smés obsahujici
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silikon E4 (Wacker), FL white color paste (Wacker), DC 200 silicone oil (Fluka) a hexan
(Sigma-Aldrich) o prislusné gramazi, ktera byla nasledné rozetiena na 60 — 80 um tenkou
vrstvu po papiru. Tato smés byla ponechana 14 hodin pfi pokojové teploté na pracovnim
stole schnout. Vyhovujici tloustka byla ovéfena ultrametrem. Krmitka byla po spodni
stran¢ potiena tenkou vrstvou silikonu E4 a ptitlatena na membranu. Zde byla ponechana 4
hodiny. Krmitka byla nasledn¢ vyfiznuta skalpelem, kterym byla i odstranéna folie na
spodni strané membrany. Nasledné bylo pomoci ponoieni do 70% ethanolu zjisténo, zda
membrény neprotékaji.

Do Sestijamkovych paneli bylo do kazdé jamky napipetovano 3,1 ml krve oSetiené
heparinem, antibiotiky, nystatinem a ATP. Krev byla dale obohacena o ManNAz o
koncentraci 10 pg/ml, v pfipad¢ kontrolnich klist'at bylo ptidano stejné mnozstvi DMSO.
Do jednoho krmitka bylo umisténo 10 samic a 5 samcu, po jejich vloZzeni na membranu
bylo krmitko ucpano prody$nou bandazi. Panel se Sesti krmitky byl nasledné umistén do
vodni lazné€ vyhiivané na 37 °C. Lazen byla pfiklopena pro navozeni vysoké vlhkosti. Krev
byla ménéna po dvanacti hodindch, pficemz béhem kazdé vymény byl panel vycistén
proudem destilované vody a PBS s Nystatinem o koncetraci 100 U/ml. Klist'ata byla timto
zpusobem krmena, dokud nedoslo k samovolnému uvolnéni klistete. Po nakrmeni byla
klistata povrchové desinfikovéna 70% ethanolem po dobu 10 sekund a nasledn¢ 3x omyta
sterilni vodou. Takto ocCisténa klistata byla uskladnéna k vykladeni. Nékolik samic bylo
usmrceno a okamzit¢ znich byly vypitvany jednotlivé organy: slinné zlazy, stievo,
Malpigické trubice, ovaria. Jako kontroly byly tyto organy odebrany ze samic krmenych
krvi s ptidavkem DMSO. Vajicka byla odebirana v ¢asovych intervalech od vykladeni do
vylihnuti. Larvy byly odebrény a zpracovany ihned po vylihnuti. Jako kontroly poslouzily

vajicka a larvy pochazejici ze samic krmenych krvi s ptidavkem DMSO.

4.2.3 Piiprava kryorezii pro konfokalni (fluorescenéni) mikroskopii

Piiprava fezii buiikami IRE/CTVM19 zna¢enych AHA

Bunky byly kultivovany v obohaceném L-15 médiu (viz material) s ptidavkem AHA o
koncentraci 100 uM po 24 hodin. Poté byly zcentrifugovany silou 400 x g po dobu ti
minut, médium obsahujici AHA bylo odstranéno a nahrazeno stejnym objemem média bez

AHA, ve kterém byly buiiky ponechany 2 hodiny. Pfiprava probihala pti pokojové teploté,
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neni-li specifikovano jinak. Buiky byly 3x promyty PBS vzdy po dobu 10 minut.
Néaslednym krokem byla fixace 4% formaldehydem v PBS po dobu 15 minut. Bunky
(pfiblizné 120 tisic bunck) byly po tomto kroku zcentrifugovany, supernatant byl
odpipetovan. Nyni byly bunky opét 3x promyty PBS vzdy po dobu 10 minut. Buiiky byly
po poslednim promyti rozsuspendovany v 200 pl 10% zelatiny rozehiaté na 37 °C, mirné
rozmichany pipetou a centrifugovany silou 300 x g po dobu 5 minut pro zakoncentrovani
na dn¢ zkumavky. Tato smés Zelatiny a bunék byla inkubovana 10 minut pfi teploté 4 °C.
Béhem této doby doslo ke ztuhnuti zelatiny. Skalpelem byla rozkrojena zkumavka a
zelatina vyloupnuta z plastového obalu zkumavky. Bunky v Zelatiné byly nasledné
umistény do 2 cm dlouhé formy obdélnikovitého tvaru, které obsahovala Tissue Freezing
Medium. V této formé byla hluboce zamrazena pomoci tekutého dusiku. Po kompletnim
zamrazeni celé formy byl vzorek vyloupnut a ¢ast obsahujici buiiky byla vyfiznuta pomoci
ziletky a pfipevnéna na ocelovy tercik. Ter¢ik byl nasledné zamrazen tekutym dusikem a
umistén do mikrotomu (Leica CM 1850 UV), kde byl vzorek narezan za teploty -24 °C.
Zde byly nakrajeny 5 pm tenké fezy bunék, které byly pfilepeny (pusobenim teplého
povrchu skla) na podlozni sklicko. Na podloznim sklicku byly vzorky obtazeny
hydrofobnim fixem (Pap Pen) a po jeho zaschnuti bylo ptikroc¢eno k dal$im inkubacim.
Néasledovala permeabilizace 0,25% Tritonem X-100/PBS po dobu 20 minut. Po
permeabilizaci byla provedena Click reakce pomoci Click iT Cell Reaction Buffer kitu dle
protokolu vyrobce. Click reakce probihala po dobu 30 minut s pouzitim 1 UM Alexy
Fluor® 488 Alkyne. Nasledné byly fezy blokovany pomoci 3% BSA/PBS 60 minut. Po
blokovani byla zhasena autofluorescence pomoci chloridu ammoného (50 mM NH4Cl/1%
BSA/PBS) po dobu 20 minut. Dale byly buiiky 3x promyty 1% BSA/PBS po dobu 10
minut. Nasledné byl aplikovéan roztok 1% BSA/PBS obsahujici primarni protilatku (Anti-
Alexa Fluor® 488 rabbit, fedéni 1:1000) s inkubaci 1 hodinu. Po tomto kroku nasledovalo
3x promyti 1% BSA/PBS po dobu 10 minut. Nasledné byl aplikovan roztok 1% BSA/PBS
obsahujici sekundarni protilatku (Anti-rabbit DyLight 549, fedéni 1:1000) a fezy v ném
byly inkubovany 1 hodinu. V nasledujicim kroku byly fezy promyty 3x 1% BSA/PBS po
10 minutach a 3x v PBS po 10 minutach. Po tomto kroku byly ponechany na pracovnim
stole 20 minut vyschnout. VVzorky byly zaképnuty kapkou Vectashield Mounting Medium
obsahujicim DAPI a ptikryty krycim sklickem. Po pfitladeni bylo sklicko obtazeno lakem

pro zamezeni vyschnuti a posunu skel.
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Piiprava iezi vajicek a larev I. ricinus

Vaji¢ka samic krmenych in vitro byla odebirdna v ¢asech 3, 7, 14, 21 dna v piipadé 1
pg/ml a 3, 7, 14 dnu v piipadé 10 pg/ml ManNAz po vykladeni. Larvy byly odebrany
thned po vylihnuti. Jak vajicka, tak larvy byly zpracovany stejnou metodou pro dosazeni
mikroskopovatelnych tezi dle nasledujiciho postupu. Piiprava probihala ptfi pokojové
teploté, neni-li specifikovano jinak. Nejprve byly vzorky 3x promyty roztokem PBS po
dobu 15 minut. Vajic¢ka byla fixovana roztokem 4% formaldehyd/0,1% glutaraldehyd/PBS
po dobu 60 minut, larvy timtéz po dobu 120 minut. Po fixaci byly vzorky znovu 3x
promyvany PBS/20 mM glycinem po dobu 15 minut. Po tomto kroku byly zality 10%
zelatinou piedehtatou na 37 °C, dikladné promichany pomoci $picky pipety a ponechany
10 minut pii 4 °C. Ztuhla Zzelatina obsahujici vzorky byla odkrojena skalpelem a
vyloupnuta z plastového zbytku zkumavky. Larvy a vajicka v zelatin€¢ byly nasledné
ulozeny do 2 c¢cm dlouhé formy obdélnikovitého tvaru, kterd obsahovala Tissue Freezing
Medium. V této formé byla hluboce zamrazena pomoci tekutého dusiku. Po kompletnim
zamrazeni celé formy byl vzorek vyloupnut a ¢ast obsahujici vajicka/larvu byla vyftiznuta
pomoci ziletky a pfipevnéna na ocelovy ter¢ik. Tercik byl nasledné zamrazen tekutym
dusikem a umistén do kryomikrotomu, kde byl vzorek pii teploté -24 °C nafezan na 5 um
tenké fezy v ptipadé vajicek a 4 pm tenké fezy v ptipadé larev. Rezy byly pomoci tepla
ptilepeny na podlozni sklicka. Na podloznim skli¢ku byly vzorky obtazeny hydrofobnim
fixem (Pap Pen), po jeho zaschnuti bylo pfikroceno k dalsim inkubacim. Nasledovala
permeabilizace 0,25% Tritonem X-100/PBS po dobu 20 minut. Nyni byla provedena Click
reakce pomoci Click iT Cell Reaction Buffer kitu dne protokolu vyrobce. Click reakce
probihala po dobu 30 minut pfi 1 uM koncentraci Alexy Fluor® 488 Alkyne. Nasledné
byly fezy blokovany pomoci 3% BSA/PBS 60 minut. Po tomto kroku byla zhasena
autofluorescence pomoci chloridu ammoného (50 mM NH4Cl/1% BSA/PBS) po dobu 20
minut. Dale byly fezy 3x promyty PBS/1% BSA po dobu 10 minut. Byl aplikovan roztok
1% BSA/PBS obsahujici primarni protilatku (Anti-Alexa Fluor® 488 rabbit, fedéni
1:1000) s inkubaci 1 hodinu. Po tomto kroku nasledovalo 3x promyti 1% BSA/PBS po
dobu 10 minut. Byl aplikovan roztok 1% BSA/PBS obsahujici sekundarni protilatku (Anti-
rabbit DyLight 549, fedéni 1:1000) a fezy v ném byly inkubovany 1 hodinu. Rezy byly
promyty 3x 1% BSA/PBS po 10 minutach a 3x v PBS po 10 minutach. Po tomto kroku

byly ponechany na pracovnim stole 20 minut vyschnout. Vzorky byly zakéapnuty kapkou
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Vectashield Mounting Medium obsahujici DAPI a ptikryty krycim sklickem. Po pfitladeni

bylo sklicko obtazeno lakem pro zamezeni vyschnuti a posunu skel.

4.2.4 Priprava bunék IRE/CTVM19 kultivovanych se zna¢enymi séry pro FM

Bunky byly kultivovany v obohaceném L-15 médiu s pfidavkem 2% znacenych sér
z celkového objemu média. Kultivovany byly takto sedm dni, poté byly centrifugovany pii
400 x g po dobu tfi minut, médium obsahujici znacené sérum bylo odpipetovano a
nahrazeno stejnym objemem ¢istého média, se kterym byly tyto burniky kultivovany tii dny.
Po tomto kroku byly buniky pfemistény na zakryté podlozni skli¢ko, jeden den pro
uchyceni na sklo. Nasledujici ptiprava probihala pii pokojové teploté. Bunky byly 3x
promyty PBS po dobu 10 minut. Naslednym krokem byla fixaz 4% formaldehydem po
dobu 15 minut. Nasledovala permeabilizace 0,25% Tritonem X-100/PBS po dobu 10
minut. Nasledné byly bunky blokovany 3% BSA/PBS 60 minut. Po blokaci byla zhasena
autofluorescence pomoci chloridu ammoného (50 mM NH4CI/1% BSA/PBS) po dobu 10
minut. Dale byly buiiky 3x promyty PBS/1% BSA po dobu 10 minut. Nasledn¢ byl
aplikovan roztok 1% BSA/PBS obsahujici priméarni protilatku (Anti-Alexa Fluor® 488
rabbit, fedéni 1:1000) a inkubovany byly 1 hodinu. Po tomto kroku néasledovalo 3x promyti
1% BSA/PBS po dobu 10 minut. Nasledn¢ byl aplikovan roztok 1% BSA/PBS obsahujici
sekundarni protiladtku (Anti-rabbit Dylight 549, fedéni 1:1000) a buiky v ném byly
inkubovany 1 hodinu. V nésledujicim kroku byly buiiky promyty 3x 1% BSA/PBS po 10
minutach a 3x v PBS po 10 minutach. Po tomto kroku byly ponechany na pracovnim stole
20 minut vyschnout. Vzorky byly zakdpnuty kapkou Vectashield Mounting Medium
obsahujici DAPI a pfikryty krycim sklickem. Po pfitlaceni bylo skli¢ko obtazeno lakem

pro zamezeni vyschnuti a posunu skel a byly zmikroskopovany.

4.2.5 Fluorescencni a konfokalni mikroskopovani

Rezii vajicek a larev byly mikroskopovany na konfokalnim laserovém skenovacim
mikroskopu Olympus Fluoview FV-10i a prohlizeny pomoci softwaru FV-10i-SW.
Pofizené snimky byly zpracovany a upraveny programem FV10-ASW 1.7 Viewer.
Druhym mikroskopem pouzitym v této praci byl fluorescenéni mikroskop Olympus BX-60
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vybaven digitalni kamerou Olympus DP71 s prohlizecim softwarem DPC Controller.

Fotky z fluorescenéniho mikroskopu byly proloZeny pomoci programu ImageJ (1°8).

4.2.6 SDS-PAGE, Western blot

Piiprava lyzati klist'at a bunék

Klist'ata byla ptfed samotnou extrakci proteint povrchové sterilizovana 70% ethanolem po
dobu 30 sekund. Nasledn¢ byla 3x promyta sterilni vodou a osuSena filtracnim papirem.
Klist'ata byla usmrcena a byly vypitvany slinné zlazy, stteva, Malpighicke trubice a ovaria.
Samice, jednotlivé organy, vajicka i larvy byly nasledné 3x promyty sterilnim roztokem
PBS a umistény do lyza¢niho pufru. Vzorky byly nasledné umistény do homogenizatoru
(TissueLyser Il, Qiagen), kde byly zhomogenizovany olovénou kulickou (frekvence 30
udert za sekundu, 15 minut). Nasledné byly vzorky umistény do sonika¢ni vany, kde byly
pii 4 °C sonikovany po dobu 15 minut. Poté byly vzorky pfemistény do vortexu, kde byly
15 minut vortexovany. Vzorky byly umistény do centrifugy, kde byly po dobu 5 minut pfi
4°C centrifugovany silou 14 000 x g. Nasledné byl odpipetovan supernatant, byla zméfena
koncentrace proteint a tento vzorek byl nasledné zamrazen na teplotu -20 °C do pocéatku
dalsi prace. Buiky IRE/CTVMI19 byly zpracovany stejnym zplisobem, tzn. 3x promyty
PBS, sonikovany, vortexovany, centrifugovany dle stejnych parametrii jak bylo uvedeno
pro vzorky klistat, vaji¢ek a larev. Koncentrace roztokd obsahujici proteiny byla méfena
metodou BCA pomoci kitu Pierce BCA Protein Assay Kit dle pokynd vyrobce. Vzorky
ur¢ené pro SDS-PAGE pochéazejici z in vitro krmenych klist'at krvi s pfidavkem ManNAz i
bun¢k IRE/CTVM19, byla provedena Click reakce dle nize uvedeného postupu. Po této
reakci byly vzorky zbaveny vsech latek jez Click reakce vyzaduje, a to srazenim proteint

dle nize uvedeného postupu.

Click reakce

Pti Click reakci vzorkd pro naslednou SDS-PAGE byly pouzivany vzorky pfipravené pro
tuto metodu dle postupu uvedeného vyse. Byla pfipravena reakce dle (1), tedy smichan
pufr 100 mM dihydrogenu fosfore¢nanu draselného o pH = 7,0 s lyzatem obsahujicim 50
Mg proteinu (celkovy objem 4325 pl, tedy napi. 382,5 ul pufru a 50 pl vzorku o
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koncentraci 1 ug/ul). Nasledn¢ bylo piidano 10 pul 5 mM biotin-alkynu a 25 pl ddH-20. Byl
ptipraven premix 2,5 pul 20 mM CuSO4 s 5 ul 50 mM THPTA. Ten byl pfidan do roztoku.
Po tomto kroku bylo pfidano 25 pl askorbatu sodného. Smés byla inkubovana 1 hodinu pfi

37 °C. Nasledné byly proteiny srazeny dle postupu uvedeného nize.

Srazeni proteini

Pro srazeni proteint byl pouzit metanol a chloroform. 100 ul vzorku obsahujiciho proteiny
bylo smichano s400 ul metanolu, 100 ul chloroformu a 300 pl ddH.O. Smés byla
intenzivné vortexovana a centrifugovana silou 14 000 x g pii pokojové teploté¢ 1 minutu.
Nasledné byla odpipetovana horni faze a ke zbytku pfidano 400 pul metanolu. Smés byla
vortexovana a centrifugovana stejnym zptisobem jako v minulém kroku. Supernatant byl
odstranén a vysrazena peleta proteini ponechdna na pracovnim stole vyschnout. Proteiny

byly nésledné rozpustény v malém mnozstvi lyzaniho pufru.

Piiprava vzorki pred aplikaci na gel

Proteinové extrakty z klistat, organt, vajiek, larev a bunék byly pro SDS-PAGE
pfipraveny stejnym zpisobem. Ke zpracovanym vzorkim (viz vySe) bylo piidano
odpovidajici mnozstvi 4x koncentrovaného redukéniho vzorkového pufru obohaceného o
DTT, nasledné byly vzorky zahfaty na 75 °C na 5 minut a centrifugovany silou 5 000 x g
po dobu 5 minut.

Pribéh SDS-PAGE a Western blottingu

SDS-PAGE byla provedena dle protokolu (*'°). Nejprve byly odmastény skla a piipravena
elektroforeticka aparatura. Polyakrylamidové separa¢ni a zaostiovaci gely byly pfipraveny
z ptislusnych chemikalii dle udaju v Tab. 1. Spolu se vzorky byl nanesen proteinovy
marker (Protein Marker V1 (10 — 245) prestained (AppliChem)). Zdroj byl nastaven na 120

V, separace probihala 75 minut.

Po dokonceni SDS-PAGE byl gel oplachnut destilovanou vodou. Déle byla v blotici

aparatufe seskladana blotici sestava. Ta se sklddala (smérem od anody ke katod¢) ze
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saveho papiru, PDVF membrany, polyakrylamidového gelu a savého papiru. Blotting

probihal vzdy 12 hodin pfi voltazi 3V. Bloting tedy probihal dle protokolu (*'%).

Pribéh 2D SDS-PAGE a Western blottingu

Pro pfipravu vzorku na dvourozmérnou SDS-PAGE (2D SDS-PAGE) bylo vysrazeno 50
ug sérovych proteinu (odpovidajicich 3,8 ul znacenych dealbuminovanych sér) pomoci
methanolu a chloroformu. K proteinové peleté byl pfidan rehydrataéni IEF pufr. Pro
izoelektrofokusaci byly pouzity prouzky ReadyStrip IPG Strips (Bio-Rad). Prouzky byly
rehydratovdny 125 pl rehydratanim IEF pufru obsahujiciho proteniny a piekryty
mineralni olejem. V tomto stavu byly pii pokojové teploté ponechany 12 hodin. Nasledné
byla provedena izoelektrofokusace v aparatuie Hofer IEF100 dle schématu uvedenyho v
Tab. Il

Tabulka Il: Parametry izoelektrofokusace.

Voltd? | Napéti[V] | Délka[min] | VO'thodiny
[Vh]
konstantni 250 30 125
gradient 1000 60 1000
gradient 4000 120 8000
konstantni 4000 120 8000
konstantni 500 420 3500

Po dokonceni izoelektrofokusace byly prouzky ocistény od minerdlniho oleje a
ekvilibrovany, a to pomoci ekvilibra¢niho pufru I (EP 1) a ekvilibra¢niho pufru II (EP II).
Na jeden prouzek bylo naneseno nejprve 2,5 ml EP | a inkubovéano po dobu 5 minut za
mirného tfepani pii RT. Po péti minutach byl EP I slit a vyménén za novy EP I. Po druhé
pétiminutové inkubaci byl odpipetovan a nahrazen 2,5 ml EP II, se kterym byla cela

ekvilibra¢ni procedura zopakovana stejnym zpisobem, jako v piipadé EP 1.

Po ekvilibraci byla rozehiata overlay agardza na 90 °C. Nyni byl ekvilibrovany prouzek
promyt n¢kolikrat v elektrodovém pufru a umistén na precast TGX polyakrylamidovy gel

(Bio-Rad). Po tomto kroku byl prouzek zalit zahfatou agarézou. Do levé Casti (ke konci
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prouzku s pH=3) byl umisten 2x2 mm velky C¢tverec filtracniho papiru napustény 3 pl

markeru (Protein Marker V1 (10 — 245) prestained).

Nastaveni SDS-PAGE i provedeni blotu bylo stejné jako v pfipad¢ jednodimenzionalni
SDS-PAGE.

4.2.7 Inkubace a vyvolavani membran

Po provedeni elektroblotu byly PVDF membrany omyty proudem destilované vody
pomoci stficky a zbaveny blotovaciho pufru. Nasledovaly jednotlivé inkubace, které
probihaly vzdy pti RT za mirného pohybu na téepacim zafizeni. Nejprve byly membrany
blokovany pomoci 5% odtu¢néného mléka/PBS. Po blokaci byly inkubovény s roztokem
5% odtuénéného mléka/PBS a primarni protilatkou fedénou 1:1000 po dobu 60 minut.
Nasledné byly promyty v PBS-T po dobu 10 min. Promyvani bylo 3x opakovano. Po
promyvani ptisla na fadu inkubace se sekundarni protilatkou fedénou 1:1000 v roztoku 5%
odtu¢néného mléka/PBS po 60 minut. Nasledovalo opét promyvani PBS-T 3x 10 minut. Po
odmyti nenavazanych sekundarnich protilatek (v pfipadé¢ kdy byly vyvolavany pomoci
Click reakce signély pochazejici z NeuNAz bylo pouzito trojité znaceni) byly membrany
zality 10 ml AP vyvolavacim pufrem a pfidano 200 pl BCIP/NBT. Membrany byly
ponechany na pracovnim stole, dokud se nevyvinul signal. Potom byl AP vyvolavaci
roztok odlit, membrana byla oplachnuta proudem destilované vody a ponechana na stole

vyschnout.
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5 Vysledky

5.1 Detekce metabolicky vytvoienych sialovanych glykoproteini pomoci
WB

Vin vitro podminkach byly samice I. ricinus krmeny na nami vytvofené silikonové
membrané nahrazujici kuzi Krvi obohacenou o prekurzor kyseliny sialové obsahujici
azidovou skupinu — ManNAz. Tento prekurzor byl metabolizovan klistétem na NeuNAz a
nasledné inkorporovan do vlastnich, metabolicky vytvofenych sialovanych glykoproteinti.
Na azidovou skupinu v téchto glykoproteinech byla pomoci Click reakce navazana pies
alkynovou skupinu za vzniku kovalentni vazby (triazolového kruhu) Alexa Fluor® 488®.
Glykoproteiny s navazanou Alexou byly nésledné detekovany pomoci Western blotu
protilatkami konjugovanymi s alkalickou fosfatazou (viz Obr. 6 - 9), a pomoci mikroskopie
protilatkou konjugovanou s DyLight 549 (viz Obr. 11 - 13).

Detekci metabolicky vytvofenych sialovanych glykoproteini pomoci Western blotu
v organech in vitro krmené samice a bun¢k IRE/CTVM19 znazornuje Obrazek 6. Samice
byla krmena krvi s 10 pg/ml ManNAz. Jako negativni kontrola pouzit lyzat celé in vitro
krmené samice krvi s DMSO o stejné koncentraci. Bunky byly kultivovany 7 dni s pfimési
ManNAz o koncentracich 1 ug/ml, 10 ug/ml a DMSO o stejné vysledké koncentraci v

médiu jako negativni kontrola.

Obrazky 7 a 8 znazoriiuji detekci metabolicky vytvofenych sialovanych glykoproteini
pomoci Western blotu obsazenych ve vaji¢kach in vitro krmenych samic odebiranych v
uvedenych intervalech po vykladeni (3 — 21 dni v pifipad¢ samic krmenych krvi s ManNAz
0 koncentraci 1 pug/ml, 3 — 14 dni v pfipadé samic krmenych krvi s ManNAz o koncentraci
10 pg/ml). V ptipadu téchto obrazku se jedna o technické opakovani, tedy vajicka
odebirana v uvedenych ¢asovych intervalech po vykladeni pochézela z 1 samice v piipadé
obou koncentraci ManNAz. Click reakce byla provedena nezavisle dvakrat. Jako negativni
kontrola byla pouzita vajicka samice krmené krvi s pfidavkem DMSO odebrand po 3
dnech (K1, K2). Vzorek K1 piedstavuje lyzat, K2, lyzat s provedenou Click reakci.

Vsechny vzorky byly srazeny chloroformem a methanolem.
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Obrazek 9 znazornuje detekci metabolicky vytvofenych sialovanych glykoproteini pomoci
Western blotu obsazenych ve vaji¢kach in vitro krmenych samic krvi s ManNAz o
koncentraci 10 ug/ml odebiranych v uvedenych intervalech po vykladeni (3 — 14 dni). Tyto
vzorky pochézeji z vajicek ze dvou dalSich riznych samic (A, B), celkem tedy byly
klistétem vytvorené sialované glykoproteiny detekovany ve snliSkach vajicek
pochazejicich ze tfech samic in vitro krmenych krvi s pfidavkem ManNAz.

I IRE/CTMV19 | _Organy in vitro krmené samice . ricinus |

I K 10ug/ml 1ug/ml | K 10 ug/ml |
| | MT Sz ST ov | kDa

245

100
75

63

48

35

25

20

17

11

Obrazek 6: Metabolicky vytvorené sialované glykoproteiny v organech in vitro krmené samice |.
ricinus krvi s ManNAz o koncentraci 10 ug/ml a buné¢k IRE/CTVM19 detekované pomoci Click
reakce. (MT=Malpigické trubice, SZ=slinné Zlazy, ST=stievo, OV=ovaria, K=kontrola). Po Click

reakci probéhlo srazeni. Detekce pomoci alkaickéu fosfatazy.
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| Vajiéka in vitro krmenych samic /. ricinus |

| 10 ug/ml ManNAz | 1 ug/ml ManNAz 1 K2 1 K1 I
14D 7D 3D 21D 14D 7D 3D 3D 3D kDa
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63

48

35

25
20

17

11

Obrézek. 7: Metabolicky vytvotené sialované glykoproteiny ve vajickach in vitro krmené samice |I.
ricinus krvi s ManNAz o koncentracich 1 ug/ml a 10 ug/ml odebiranych po uvedenych intervalech

od vykladeni. Kontroly K1, K2 bez a s probéhnutou Click reakci a srazenim. Detekce alkalickou
fosfatazou.

| Vajicka in vitro krmenych samic /. ricinus |

| 10 ug/ml ManNAz | 1 ug/ml ManNAz | K2 | K11
14D 7D 3D 21D 14D 7D 3D 3D 3D kDa
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Obrazek 8: Metabolicky vytvotené sialované glykoproteini ve vajickach in vitro krmené samice
l.ricinus krvi s ManNAz o koncentracich 1 pg/ml a 10 ug/ml odebiranych po uvedenych
intervalech. Technické opakovani, material pouzit stejny jako v ptipadé Obr. 7. Kontroly K1, K2

bez a s probéhnutou Click reakei a srazenim. Detekce alkalickou fosfatazou.
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| Vaji¢ka in vitro krmenych samic /. ricinus | A | Vajicka in vitro krmenych samic /. ricinus | B
| 10 ug/ml ManNAz I K2 | K1 | I 10 ug/ml ManNAz I K2 | K1 |
14D 7D 3D 3D 3D kDa 14D 7D 3D 3D 3D kDa
. 245
245
100
75
100 63
75
‘ 3 = 48
35
48
35 25
20
25
20 17
17 11

Obrézek 9: Detekce metabolicky vytvotenych sialovanych glykoproteinii ve vajickach in vitro
krmené samice |. ricinus (2 jedinci, A, B) krvi s ManNAz o koncentraci 10 pug/ml odebiranych po
uvedenych intervalech od vykladeni. Kontroly K1 bez srazeni a bez Click reakci, K2 kontrola
pochézi z vaji¢ek samice krvi obohacenou pouze o DMSO, ale s probéhnutou Click reakci a

naslednym srazenim. Detekce alkalickou fosfatatou.
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5.2 Detekce metabolicky vytvorenych sialovanych glykoproteinii pomoci
FM

Pro detekci a lokalizaci pomoci fluorescen¢ni mikroskopie byly zhotoveny fezy. Pro
zjisténi, zda mohou byt 5 um tenké fezy znaceny pomoci Click reakce byl proveden pilotni
pokus, kdy byly natezany zafixované buiiky IRE/CTVM19 kultivované 12 hodin s AHA o

koncentraci 1 pg/ml. Tyto fezy byly uspé$né naznaceny, negativni kontrola navic odhalila

jen minimalni zk¥iZenou reaktivitu, viz Obrazek 10.

Obrézek 10: Buiiky IRE/CTVM19 znagené AHA 1 ug/ml (B1-B3). (A1-A3) negativni kontrola.
Cervena: AHA, detekce DyLight 549, modra: DAPI. Méfitko 20 pum.

46



Vajicka odebrana 14 dni po vykladeni samice krmené krvi s koncentraci ManNAz
10 ug/ml byla nakrdjena na 5 pm tenké fezy a piipravena pro fluorescenéni
mikroskopovani. Tato vajicka zachycuje Obrazek 11, kde doslo k potvrzeni vysledki
z Western blotu. Signal se nachazel pouze ve vejcich pochézejicich ze samic krmenych
krvi, ktera byla obohacend o ManNAz, v kontrolnich nikoli. VSechna vejce byla
zpracovana identickym zptisobem. Pro ptfesnou lokalizaci signalu a lepsi rozliSeni byly
vzorky mikroskopovany konfokalnim mikroskopem (viz Obr. 12). Zde je krom¢ neurcitych

bodovych signala patrny signal podél plasmatickych membran bungk.

Nekterd vajicka byla ponechéna na vykladeni a stejnym zptisobem jako v pfipad¢ vajicek
byly pfipraveny 4 pum tenké fezy larvami. Rezy byly nasledn& naznaGeny identicky jako
fezy vajiCky a mikroskopovany ve snaze detekovat piipadné sialované glykoproteiny. Ty
byly lokalizovdny pomoci konfokalniho mikroskopu (viz Obr. 13). Proostfeni detail

jednotlivych specifickych signali viz Ptilohy 2 — 5.

Obrézek 11: Vajicka pochazejici z in vitro krmené samice krvi, kterd byla obohacena o 10 pg/ml
ManNAz, odebrana 14 dni po vykladeni (A-E). Kontrola F. Cervena: NeuNAz, detekce DyLight
549. Modra: DAPI. Mé&titko 200 pm.
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Obrézek 12: Vnitini struktura vajicka z Obr. 11 oznaceného A. (Al) a (A2) filtr pro DyLight 549,
(A2) prolozen s Nomarskiho kontrastem. (B1) a (B2) detail s ozna¢enym signalem pochazejici

z plasmatické membrany. Cervena: NeuNAz, detekce DyLight 549. Métitko 30/80 um.

Obrazek 13: Larva I. ricinus (dorsalni pohled) pochéazejici z vajicka samice krmené in vitro krvi

s ManNAz o koncentraci 10 pug/ml. A prolozeni Nomarskiho kontrastu. B filtr pro DyLight 549 a
DAPI. Cervena: NeuNAz, detekce DyLight 549. Modra: DAPI. Mé&fitko 200 um.
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Pro identifikaci specifického signalu z larvalnich utvard (viz Obr. 13) byly zhotoveny
fotografie larev na mikroskopu Olympus BX-60. Larvy byly pred mikroskopovanim
zafixovany 4% formaldehydem. Pravdépodobny zdroj signalu byl identifikovan a oznaéen
viz Obr. 14 (fotografie (B) potizena pod svételnym mikroskopem, fotografie (A) potizena
pod DAPI filtrem).

A

Obrézek 14: Ventralni pohled na larvu I. ricinus. (A) fotografie ptes DAPI filtr. (B) fotografie pod

svételnou fazi. Métitko 200 pum.
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5.3 Detekce znacenych sérovych glykoproteinii v buiikaich IRE/CTVM19
pomoci WB a FM

Teleci sérum bylo naznac¢eno pomoci fluoresceinu a Alexy Fluor® 488 zvlast’ i zaroven na
glykanove (na kyseliné sialové) a proteinové ¢asti. Pro optimalizaci koncentrace znacici
latky a odhaleni ptipadného vlivu doprovodnych chemickych a fyzikalnich vliva se
znacenim spjatych byly provedeny pilotni reakce — optimalizace byla vykonana pro
jednotlivé znacici chemikalie a vliv na sérum byl sledovan jak pomoci Western blotu, tak
pomoci Coomassie blue barveni. Reakce byly optimalizovany tak, aby séra byla nazna¢ena
stejnym mnozstvim fluoresceinu a Alexy na obou jednotlivych ¢astech. Zasobni roztoky
vSech znacicich latek obsahovaly DMSO jako rozpoustédlo. Na zakladé pokust byly

stanoveny optimalni koncentrace znacidel a vyloucen negativni efekt teploty, rozpoustédel.

Testovana byla také trypsinizace (0,25% trypsin po 10 minut) povrchu téchto bunék (viz
Obr. 16-B) a vyména znaceného média za Cisté 3 dny pted zhotovenim lyzatu bunék (viz
Obr. 16-A), kvili moznému zachytavani se znaCenych glykoproteini na vnéj$i strané
membrany bun¢k a tedy naslednému ovlivnéni vysledkt, kdy nas zamér byl detekovat

pouze ty glykoproteiny, které pronikly dovnitf bunék.

Obrazek 15 znazoriiuje efektivitu znaeni proteinové Kostry sérovych glykoproteind
pomoci fluorescein izothiokyanatu. Zvyraznéna je koncentrace pouzitda v nasledném
experimentu, kdy bylo toto znacené sérum piidano do média k bunikam. Odpovida 1 mg
FITC na 5 mg proteinu. Je zde také podrobné zkoumana nezavadnost ptidavanych latek,
tedy DMSO jakozto rozpoustédla, a TRISu, ktery byl pouzit diky obsahu NH2 skupin, jez
vyvézaly nezreagované molekuly FITC, jez by mohly znacit povrch bunék pii kultivaci.
V vzorka B-, B-p, B-DT byl zkouman vliv pfidaného DMSO a TRISu odpovidajicimu
mnozstvi pouzittmu v jamce F4 (vyznatené), kde bylo pouzito nejvétsi mnozstvi
fluorescein izothiokyanatu. Oznaceni B- odpovida neupravovanému séru, B-b zastupuje
sérum, s kterym bylo pracovano stejné jako s naznaenym, ov§em bylo zde pfidano pouze
DMSO, a oznaceni B-DT odpovida seru zpracovanému identickym postupem jako sérum
F4 (tedy pouziti DMSO, TRIS), pouze bez fluoresceinu. Vzorky K-1 az K-4 odpovidaji
potom také negativnim kontrolam, zpracovanych identickym zpisobem jako F1 az F4, kde
bylo ovsem pfidavano mnozstvi DMSO odpovidajici mnozstvi roztoku FITC pro toto

znaceni pouzitych. Na znaceni 5 mg proteinu bylo postupné pouzito 0,05 mg, 0,1 mg, 0,2
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mg a 1 mg FITC (zasobni roztok FITC byl koncentrovany 20 pg/ul, rozpoustédlo DMSO).
V piipadech ostatnich znacidel byly jiz, na zakladé tohoto experimentu, ktery negativni
ucinky se znacenim spjatych vyloucil, negativni kontroly provadény pouze s mnozstvimi

doprovodnych chemikalii odpovidajicich nejvys$§im koncentracem znacidel.

| BOFES |
| fluorescein izothiokyanat |
| K- K-2 K-3 K-4 F1 F2 F3 F4 B-or B-D B- | kDa

e i
. 63

35

25
20

17

11

Obrazek 15: Testovani u¢inku riznych mnozstvi FITC pti znaceni sérovych glykoproteini. Vzorky
F1-F4 ptedstavuji séra znacend riznym mnozstvim FITC, tomu odpovidajici negativni kontroly K-
1-K-2, misto FITC piidano pouze rozpoustédlo DMSO. Vyznaceny vzorek odpovida koncentraci
pouzité v nasledujicich experimentech (1 mg FITC na 5 mg proteinu). B- zna¢i neupravované
sérum, B-p sérum s DMSO, B-pt sérum s DMSO a TRIS. Detekce pomoci alkalické fosfatazy.
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| Lyzéty IRE/CTMV19 | A | Lyzaty IRE/CTMV19 | B
| fluorescein izothiokyanat |

| fluorescein izothiokyanat |

| F/3 F7 K- | kDa | F Fr 2FT K- I1kDa
o 3
245 245
100 100
75
—— — 75
63 S .
63
48
48
35
35
25
20 25
20
17
17
11
B 11

Obrazek 16: (A) Testovani vlivu téech dni kultivace bun¢k IRE/CTVM 19 bez znacenych sérovych
glykoproteinti na detekci FITC znacenych sérovych glykoproteinti. F7 lyzat bunék kultivovanych s
FITC znaCenymi sérovymi glykoproteiny po dobu 7 dni. F7/3 butiky kultivované s FITC zna¢enym
sérem po dobu 7 dni a 3 dny bez znageného séra (zvyraznéno). K- negativni kontrola, lyzat bunék
bez znaceného séra. (B) Testovani zda detekované znaCené glykoproteiny nepochdzeji z vnéjsi
membrany, ale skute¢né€ z vnitinich prostor bun€k. F znaci lyzat bunek kultivovanych 7 dni s FITC
znaCenymi sérovymi glykoproteiny, FT je lyzat téchto bunék po trypsinizaci, 2FT dvojndsobné
mnozstvi tohoto lyzatu, K- negativni kontrola, stejnd jako v ptipadé (A). Detekce alkalickou
fosfatazou.
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Obrazek 17 znazornuje efektivitu znaceni proteinové ¢asti sérovych glykoproteinii pomoci
Alexy Fluor® 488 sulfodichlorfenol esteru. Vzorky Al — A4 obsahuji znafena séra
riznymi mnozstvimi Alexy na 1000 pg sérovych proteinti (Al odpovida 0,5 ug, A2 5 ug,
A3 25 ug, A4 50 ug), K- znazoriiuje nezpracované sérum, K-bDT potom negativni kontrolu
zpracovanou identickym zptisobem jako znafené sérum A4 (oznacené). Zvyraznéna je
koncentrace pouzita v nasledujicim experimentu, tedy 50 ug Alexy na 1000 pg sérovych
proteint, kdy bylo takto znafené sérum piidano do média k buitkam. Odpovida 1 mg

Alexy na 20 mg proteinu.

| BOFES |

[ Alexa Fluor 488 sulfodichlorfenol ester |
| K-bT Al A2 A3 A4 K- | kDa

245

~ 100
75

48

35

25
20

17

11

Obrézek 17: Testovani ruznych mnozstvi Alexy Fluor® 488 sulfodichlorfenol esteru pii znaceni
sérovych glykoproteini. Vzorky Al-A4 piedstavuji jednotliva séra znaCend riznymi mnozstvi
Alexy, negativni kontrola K-pT s pouzitym DMSO, odpovidajici objemu znaéiciho roztoku (tedy 50
pg na 1000 pg proteint), pouzité ve vzorku A4 (zvyraznéno). To bylo nasledné pouzito pro zivy
pokus s buitkami. K- pfedstavuje druhou negativni kontrolu, nezpracované sérum. Detekce pomoci

alkalické fosfatazy.
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Obrazek 18 znazoriuje efektivitu znaceni glykanové casti glykoproteinl, a to pomoci
fluorescein-5-thiosemicarbazidu. Vzorky F1 az F4 odpovidaji sérim znaCenym postupné
jinymi mnozstvimi fluoresceinu. 100 pl séra bylo znaceno: 1,5 ul 1,25 mM roztoku
fluoresceinu (odpovida F1), 1,5 ul 2,5 mM (F2), 1,5 ul 5 mM (F3) a 1,5 ul 10 mM (F4).
Zvyraznény vzorek (F4) odpovida poméru znaciciho roztoku Alexy k séru pouzitého pro

naznaceni Séra pro experiment s inkubaci znac¢eného séra s buikami.

| BOFES |
| fluorescein-5-thiosemicarbazid |
| K+ K- F1 F2 F3 F4 K-o | kDa

245

100

e e — "

48

35

25

Obrazek 18: Testovani rtiznych mnozstvi fluorescein-5-thiosemicarbazidu pfi znaceni sérovych
glykoproteinti. Vzorky F1-F4 predstavuji jednotliva séra znacena riznymi mnozstvi fluoresceinu,
negativni kontrola K-o (DMSO a TRIS), K- (neopracované sérum) a pozitivni kontrola
predstavujici lyzat bunek kultivovanych s FITC znacenym sérem. Zvyraznény vzorek F4 (1,5 ul 10

mM roztoku fluoresceinu na 100 ul séra) byl pouzity pro kultivaci s buitkami. Detekce pomoci

alkaické fosfatazy.
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V piipadé znaceni glykoproteini pomoci Alexy Fluor® 488 hydroxylaminu bylo znac¢eno
100 pl séra pomoci 1,5 ul 10 mM roztoku Alexy, stejné jako v piipadé fluorescein-5-
thiosemicarbazidu. Efektivita tohoto postupu byla experimentilné ovéfena Western
blotem. Ve vSech ptipadech byly buriky kultivovany s piidavkem 2% celkového objemu
znacené¢ho séra (4 ml média + 80 pl znacené¢ho séra) po dobu sedmi dni se znaenymi
sérovymi glykoproteiny, a nasledné tii dnti bez znacenych sérovych glykoproteint. Lyzaty

byly zhotoveny identickym zptisobem.

Obrézky 19 a 21 znazoriuji lyzaty bun¢k IRE/CTVMI19 kultivovanych se znacenymi séry,
a tato jednotliva séra. Na Obrdzku 19 je detekovana Alexa (primarni protilatka anti-Alexa,
sekundarni anti-krali¢i protilatka konjugovana s alkalickou fosfatazou), na Obrazku 21
fluorescein (primarni protilatka kozi anti-fluorescein, sekundarni anti-kozi protilatka
konjugovand s alkaickou fosfatazou). Negativni kontroly odpovidaji pfislusnym
kultivaénim reakcim, pticemz byly pfipravovyny identickym zptisobem jako bunky se

znacenym sérem, ovSem misto znac¢enych sér byly pouzity negativni kontroly téchto sér.

| Lyzaty IRE/CTMV19 | BOFES |
| anti-Alexa |
| N-a/F N-Agiyk N-Aprot  A/F  Aglyk Aprot | A/F  Aglyk  Aprot | kDa

-

100
75
— . - .
y 63

35

25

20
17

11
Obrazek 19: Lyzaty bunék kultivovanych se znaenymi sérovymi glykoproteiny a tyto jednotlivé
sérové glykoproteiny, detekce pomoci anti-Alexa protilatky. Aprot — Alexa navazana na proteinové
kostfe glykoproteini, Aglyk — Alexa navazana na glykanové casti glykoproteini, A/F Alexa
navazana na glykanové Casti a fluorescein na proteinové. N-Aprot, N-Aglyk, N-aF odpovidaji

jednotlivym negativnim kontrolnim reakcim. Detekce alkalickou fosfatazou.
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Na tomto misté byla provedena kontrola vysledkii Western blotu pomoci fluorescen¢ni
mikroskopie. Bunky IRE/CTVM 19 kultivované 7 dni se sérovymi glykoproteiny
znacenymi Alexou jednotlivé Vv glykanové a proteinové casti byly nasledné 3 dny
kultivovany cerstvého média bez znaCenych glykoproteini. Bufiky kultivované
s glykoproteiny znacenymi Alexou na glykanové Casti a burniky kontrolni, tedy bez
znaCeného séra, zobrazuje Obrazek 20. Kvuli potizim s kultivaci téchto bunék byl tento

experiment nékolikrat opakovan, i pfes tuto snahu se nepodatilo ziskat kvalitni obrazky

bunék v pripad€ znaceného séra v proteinové Casti.

Obrazek 20: Buiky IRE/CTVM 19 kultivované s Alexou znaenym sérem na glykanové Casti
glykoproteinti (B1-B3). Kontrolni buiiky (A1-A3). Cervena: Alexa Fluor® Hydroxylamin. Modra:
DAPI. M¢titko: A1, B1 200 um, A2, A3, B2, B3 20 um.
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| Lyzaty IRE/CTMV19 I BOFES |
| anti-fluorescein I
| N- F/A Fgyk Fprot | N- Aprot F/A Fglyk Fprot | kDa

H - | ’. 245
~ . 100

75

=y -

48

25

_ 11

Obrézek 21: Lyzaty bunék kultivovanych se znaenymi séry a tato jednotliva séra detekce pomoci
anti-fluorescein protilatky. Fprot — fluorescein navazany na proteinové kostie glykoproteint, Fglyk —
fluorescein navéazany na glykanové ¢asti glykoproteint, A/F dvojité znaGenému séru s Alexou
navazanou na glykanové ¢asti a fluoresceinem a proteinové kostie, Aprot zna¢i Alexu navazanou na

proteinové ¢asti, N- negativni kontrola (lyzat bunék bez znaceného séra). Detekce alkalickou
fosfatazou.

Z uvedenych Obrazka 20 a 21 vyplyva, ze ty glykoproteiny, které byly naznaeny
Vv proteinové Casti byly bunikami internalizovany, ovsem ty glykoproteiny, které byly
znaCeny v glykanové Casti, se do vnitinich prostor bun€k nedostaly. V ptipadé dvojité
znaceného séra pii detekci pomoci anti-fluoresceinu ovsem toto znacené sérum bylo uvnitf
bun¢k detekovano. Formulovali jsme hypotézu, ze tyto detekované glykoproteiny jsou
naznacené V proteinové ¢asti, ovsem v glykanové znaceni neni kompletni. Pro zodpovézeni

této otazky byla provedena dvoudimenzionalni elektroforéza nami pouzitych sér, ktera by
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umoznila odliseni glykoprotein bez znacené kyseliny sialové (nezméneny naboj a tedy 1
pl hodnota) a se znacenou kyselinou sialovou (pl je zménené a tedy i umisténi proteini na

2D gelu je odlisné).

5.4 Vizualizace znalenych sérovych glykoproteini pomoci 2D SDS-
PAGE

Na 2D SDS-PAGE bylo rozdéleno stejné mnozstvi séra znaceného pomoci FITC a dvojité
znaceného séra, tedy pomoci FITC a nasledné znaceného Alexou na kyselin¢ sialové. Po
elektroforéze byly gely obarveny pomoci Coomassie Blue (Obr. 22 a 23) anebo
preblotovany na membranu, kde byl detekovan fluorescein pomoci anti-fluorescein
protilatek v piipadé¢ FITC zna¢eného séra (vizv Obr. 24) a Alexa Fluor® 488 pomoci anti-

Alexy v piipadé dvojité znacené séra (viz Obr. 25).

Z obrazku geli obarvovanych Coomassie Blue (Obr. 22 a 23) je patrné, Ze po naznacéeni
FITC séra Alexou doslo k posunu ¢asti signadlu smérem do vysSiho pH, coz bylo
(a vyrusni negativniho ndboje). Zrozdilu intenzity a rozmisténi signdlu v piipadé
vizualizace pomoci protilatek je pravdépodobné, Ze je ve vzorku ptitomno vice navazaného
fluoresceinu, nez Alexy, coz je vsouladu se skuteCnosti, ze glykoproteiny obsahuji
nesrovnatelné vice NHz skupin, nez kyseliny sialove. Vysledky tedy naznacuji, Ze znaceni
kyseliny isalové pomoci Alexy skutecné nebylo Uplné a v séru se nachazely FITC znacené

proteiny s nemodifikovanou kyselinou sialovou.
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Obrézek 22: Dvoudimenzionalni SDS-PAGE vizualizace FITC zna¢eného séra pomoci Coomassie
Blue.
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Obréazek 23: Dvoudimenziondlni SDS-PAGE dvojit¢ znaceného séra vizualizovaného pomoci

Coomassie Blue. Znazornény posun signalu oproti séru zna¢eného pouze FITC (viz Obr. 22).
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Obréazek 24: Dvoudimenzionalni SDS-PAGE vizualizace FITC znaceného séra pomoci anti-

fluorescein protilatek. Detekce alkalickou fosfatazou.
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Obrézek 25: Dvoudimenzionalni SDS-PAGE dvojité znaceného séra vizualizovaného pomoci anti-

Alexa protilatek. Detekce alkalickou fosfatazou.
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6 Diskuze

KIisté Ixodes ricinus se vyskytuje na velkém tzemi Ceské republiky. Zde dochézi
Vv posledni dobé¢ k rozsifovani téchto klist'at i do oblasti, kde jesté pred n€kolika desitkami
let klidtata nebyla pozorovana (4, ®), a tim padem i ke zvétSeni uzemi, na kterém jsou jak
lidé, tak divoka i hospodarska zvifata témito krev sajicimi parazity ohrozena. Klist'ata jsou
vektory patogennich mikroorganismt, které zplsobuji zavaznd onemocnéni. Pro
umoznéni Vyvoje novych zpusobu zasahu do Zivotniho cyklu téchto paraziti je nutné
porozumét na molekularni trovni tloze jednotlivych ¢asti komplexniho systému parazit-
patogen-hostitel, a pravé ztohoto divodu zde byla studovéna role sialovanych
glykoproteina pochézejicich z metabolismu klistéte i hostitele pro klisté 1. ricinus.

6.1 Sialované glykoproteiny pochazejici z metabolismu klistéte se uc¢astni

embryogeneze

Tato Cast prace navazovala na diivéjsi vyzkum kyseliny sialové v klistéti 1. ricinus. Sia
byla v tomto organismu byla detekovéana jiz v roce 2006 v bunkach slinnych zlaz, a to
pomoci lektinh SNA (Sambucus nigra agglutinin) a MAA Il (Maackia amurensis
agglutinin II), které rozeznavaji Sia ve vazbach a2,3- (MAA IIi SNA) a a2,6- (SNA) (**3).
Piitomnost Sia zde byla pozdéji potvrzena jak ve slinnych zlazach (nikoli samotnych
slinach) tak stfevé pomoci Western blotu i hmotnostni spektrometrie (**4). Témito
metodami ovSem nelze uréit puvod sialovanych glykoproteint, tedy zda byly tyto
molekuly vytvofeny klistétem, nebo hostitelem. Z n€kolika divodd je mozné ovsem
usoudit na hostitelsky ptivod. Prvnim je, Ze zdrojem potravy pro klistata je krev savci,
ktera obsahuje velké mnozstvi sialovanych glykoproteind, které mohou v klistéti pretrvavat
probiha postupné, tedy dlouhou dobu po nasati a poskytuje klistatim obecné velkou
odolnost vii¢i hladovéni (%). Druhym déivodem je, ze dle N-glykomu MS identifikovanych
N-glykanti maji zde identifikované sialované glykany dvé, nebo tfi antény, kde je Sia
navazana v terminalnich oblasteh na galaktoze (*°*), diky ¢emuz spadaji do skupin

hybridnich a komplexnich N-glykand, charakteristickych pro obratlovce. Na tyto studie

61



navazuje prace zroku 2014, ktera si za cil stanovila objasnit pivod sialovanych
glykoproteinti (**°). Byla zde kvantifikovana a porovnana veskera Sia pfitomna v klistéti a
Sia metabolicky vytvofend, znacena bioortogonalné. Dle vysledkl této studie je vétSina
kyseliny sialové ptritomné v klistéti hostitelského puvodu, nicméné malé mnozstvi
sialovanych glykoproteini vytvorenych metabolismem klistéte bylo detekovano ve

slinnych Zlazach a ovariich (**).

Pro odliSeni klistétem vytvorenych glykoproteinii bylo v této praci pouzito stejného
principu, a to detekce na zaklad¢ bioortogonalné znaceného prekurzoru. Vyuzitim tohoto
pfistupu se Ize vyhnout nékolika doprovodnym efektim (*’3), které mohou vzniknout
odstranénim Sia, at’ uz zapti¢inéného mutaci sialyltransferaz, ¢i odstépovanim sialidazou.
Tim je napiiklad zbaveni bunky negativniho naboje, ktery Sia poskytuje, ¢i odhaleni

glykanovych residui na kterych je kyselina sialova lokalizovana v terminalnich pozicich.

Zvolenym zplsobem studia je proto vyuziti zminované bioortogonalni chemie, kdy byl
pouzit oznafeny prekurzor kyseliny sialové malou nereaktivni (azidovou) skupinou
(ManNAz) k tomu, aby byl tento prekurzor piislusnymi enzymy klistat zapracovan do
metabolicky vytvoienych glykoproteini. Tim bylo mozné odlisit sialované glykoproteiny
pochézejici z hostitele od sialovanych glykoproteinti pochazejicich z metabolismu klistéte
(**). ManNAz jiz byl pro detekci sialovanych glykant vyuzit difve (**°, 174), stejné jako

jiné prekurzory (*’°, 18), naptiklad N-levulinoylmannosamin (7).

Pro tyto ucely byly sestaveny krmici aparatury (%), ve kterych byly samice I. ricinus skrze
silikonovou membranu krmeny by¢i krvi obohacenou o ManNAz o vysledné koncentraci 1
a 10 pg/ml. Paralelné byl tento prekurzor o stejnych koncentracich pfidan k bunkam
IRE/CTVM 19, derivovanych z embrya I. ricinus, které s nim byly kultivovany po dobu
sedmi dnli. Tento modifikovany prekurzor v kliStécich buikadch kompetoval
s analogickymi nativnimi prekurzory (ManNAc, N-acetylmannosamin) biosyntetické drahy
sialovanych glykoproteinii, a byl metabolizovan na NeuNAz (N-azido neuraminova
kyselina). Ten byl vyuzit k syntéze sialovanych glykoproteind, které obsahovaly malou
nereaktivni azidovou skupinu, pochdzejici z pfidaného prekurzoru ManNAz. Ta byla
nasledné spojena kovalentni vazbou pres triazolovy kruh (**°) pomoci 1,3-dipolarni
cykloadice (Click reakce) s Alexou disponujici alkynovou skupinou. Alexa byla posléze

detekovana protilatkami.

62



Metabolicky vytvofené sialované glykoproteiny byly detekovany v bunikdch IRE/CTVM
19 a ve vajickach I. ricinus pomoci Western blotu (viz Obr. 6 - 9). Pfitomnost téchto
glykoproteind Vv jednotlivych orgdnech vykrmené samice nebylo mozné pomoci WB
jednoznacné urcit (viz Obr. 6). Ve vajickach, ktera byla odebirana v riznych ¢asovych
odstupech po vykladeni, byly klistétem vytvofené sialované glykoproteiny detekovany, a
také byla zaznamenana zména obsahu téchto glykoproteini (viz Obr. 7 - 9), kdy
v okamziku vykladeni vajicek byla nejvétsi, a do okamziku vylihnuti larev se postupné
snizovala. Na zéklad¢ toho se domnivame, ze tyto glykoproteiny hraji ur¢itou roli pii

embryogenezi.

Tento zavér je podpotfen vysledky vyzkumu sialovanych glykoproteini u mouchy
octomilky, hmyzu, ktery neni hematofagni. Zde byla Sia detekovana pii embryonalnim
vyvoji, kde ma roli pfi vyvoji neurdlniho systému (*°°). Sialyltransferaza je zde
exprimovana pouze v nervovych tkanich (**7). V ptipadé vyssich organismi (savcil) maji
sialované glykoproteiny taktéz dilezitou funkci v nervovém systému (1) a jejich obsah je
zde vétsi, nez v jinych typech tkani (18, 17°). Nachazi se zde ve formé polysialovych
fetézcl ve vazbé a2,8- na NCAM (neural cell adhesion molecules), které zprosttedkovavaji
mezibunééné interakce, ucastni se axondlnich ristl a zprostfedkovavaji tvarnost a
flexibilitu neuront v centrélni nervové soustavé (*1°). Piitomna je oviem kyselina sialova i
ve vazbach a2,3- a 02,6-, kdy se dale ucastni rozvijeni komplexity mozku ale i jeho vyvoje
(8. Z diivodu existence téchto indicii, kdy se sialované glykoproteiny wcastni dé&ji
spjatych s neuralnim systémem nejen ve vyspélych organismech, jako jsou savci, ale i
klistéti evolu¢né piibuznéjsiho organismu, mouchy octomilky, jsme provedli sérii
experimentll pro objasnéni moznosti role kyseliny sialové v neurdlnim systému kliStéte.
Analyza sialovanych glykoproteinii pomoci MS neni v tomto stavu mozZna, nebot’ sraZeni
proteind, nutné po ziskani proteinti po Click reakci, zabranuje fadnému rozdéleni proteinti
pii SDS-PAGE. Tento problém nebylo moZné odstranit prodluZovanim doby sonikace,
vortexovanim ani ziedénim vzorku (data neukdzana), ¢i aplikaci ultrafiltrace namisto
srazeni proteini pomoci metanolu/chloroformu. Vliv sraZeni proteinti a ultrafiltrace
na proteinovy profil pti SDS-PAGE viz Piiloha 6, v tomto pfipadé byly pouzity identické

vzorky jako v experimentu zobrazeném na obrazku 9-A.

Pro zodpovézeni otazky mozného pisobeni metabolicky vytvorenych sialovanych
glykoproteini pii vyvoji nervové soustavy byla provedena lokalizace téchto molekul

pomoci 5 um tenkych kryotfezl vaji¢ek. Moznost vyuziti takového postupu byla nejprve
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otestovana zhotovenim 5 um tenkych kryofezti bunék IRE/CTVM 19 znadenych
azidohomoalaninem (viz Obr. 10), naslednou Click reakci a detekci pomoci protilatek
konjugovanych s fluorescen¢ni znackou DyLight 549. Po uspésném testu vyuziti tohoto
postupu byly zhotoveny 5 um tenké fezy vaji¢ek a 4 pum tenké fezy larvou. Ty byly
znaceny identickym postupem a signél pochézejici z metabolicky vytvofenych sialovanych
glykoproteind byl vizualizovdn pomoci konfokalni mikroskopie (viz Obr. 11 - 13). Signal
se zde nachézel podél membran bunék a v mnoha neuspotadanych shlucich (viz Obr. 11,
12). V nasledujicim stadiu, tedy larvach, byl nalezen stejnym zpisobem specificky signal
(viz Obr. 13, Piilohy 2 - 5), ovSem z divodu nezndmeé anatomiec larvy nebyl pfifazen K
zadné struktuie, ¢i nervovému systému. Na zdékladé vysledkli ndmi provedenych
experimentti nemuzeme potvrdit o¢ekavanou podobnost s octomilkou a je tedy mozné, ze
metabolicky vytvofené sialované glykoproteiny ve vyvoji nervové soustavy klistéte I.
ricinus na rozdil od mnoha jinych druht Zivogicht (**¢, 1!6) zadnou wilohu nemaji a jejich

funkce v embryogenezi prozatim zistava neznama.

6.2 Sérove glykoproteiny hostitele jsou buiikami IRE/CTVM 19

rozeznavany na zakladé jejich glykanové casti

V krevnim séru hostitele se nachazi velké mnozstvi sialovanych glykoproteint (%), které
predstavuji znacnou ¢ast potravy. Pro objasnéni vlivu kyseliny sialové nachazejici se na
hostitelovych sérovych glykoproteinech bylo pouzito bunék IRE/CTVM 19 (*81). Pro
kultivaci téchto bunék je vyuzivano médium, které obsahuje 20% teleciho séra, jez je
zdrojem zivin a stavebnich latek. Pro objasnéni role kyseliny sialové v pfijmu sérovych
glykoproteind byly tyto glykoproteiny znaceny dvéma odlisnymi molekulami, Alexou
Fluor® 488 a fluoresceinem, a to jednotlivé na kyselin¢ sialové (tedy glykanové ¢asti) a
proteinové ¢asti. Bylo zhotoveno i sérum, kde byly glykoproteiny znacené soucasné na

proteinové kostie 1 na kyselin€ sialové.

Pro znaceni kyseliny sialové bylo pouzito Alexa Fluor® 488 hydroxylaminu a fluorescein-
5-thiosemicarbazidu. Princip znaceni spocival ve vytvofeni aldehydovych skupin na
kyseliné sialové pomoci oxidace jodistanem sodnym (18?), které nasledné umoznily
kovalentni navazani Alexy a fluoresceinu. Znaceni proteinové kostry glykoproteinti bylo

uskutecnéno Alexa Fluor® 488 sulfodichlorophenol esterem a fluorescein-5-
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isothiokyanatem. Tyto molekuly byly navazany na volné aminoveé skupiny glykoproteint
(pfehled struktur pouzitych molekul pro znaceni jak kyseliny sialové, tak proteinové kostry
viz Priloha 7). Pro kazdé znaceni byly provedeny optimalizacni reakce pro zjisténi
vhodného mnozstvi znadici latky. Za téelem zajisténi detekce pouze téch glykoprotein,
které se dostaly do vnitfnich prostor bunek byly provedeny trypsiniza¢ni reakce a vymeéna
média za Cerstvé neobsahujici znacené glykoproteiny 3 dny pied zhotovenim lyzatu (po 7

dnech kultivace se zna¢enymi glykoproteiny).

Znacené sérové glykoproteiny byly kultivovany s bunkami IRE/CTVMI19 (ve vSech
ptipadech byly buiiky kultivovany s ptimési 2% celkového objemu média se znaCenymi
séry). Nasledné¢ byly znacené glykoproteiny detekovany pomoci Western blotu a
fluorescen¢ni mikroskopie. Diky centrifugaci, promyvani, trypsinizaci bunék a
ponechanim bunék po ur€ity Casovy interval v absenci znacenych sér byly detekovany
pouze ty znacené glykoproteiny, Které se nachazely ve vnitinim prostiedi bung¢k, ale nikoli

ve vnéjsim prostoru, ¢i zachycené na vnéjsi strané membrany bunék.

Membranou bunék pronikaly pouze ty glykoproteiny, které byly znafené na proteinové
kostie glykoproteini (viz Obr. 19 a 21). Stejného vysledku bylo dosazeno v piipadé
znaceni dvéma odlisnymi molekulami, Alexou Fluor® 488 a fluoresceinem. V piipadg, ze
se znacici molekula nachazela na kyseling sialové (glykanové ¢asti) nebyly detekovany
v buiikach zadné znacené glykoproteiny (viz Obr. 19 a 21). Tato skuteCnost mize byt
vysvétlena tim, ze se bunky pii ptijimani glykoproteint orientuji podle glykanové struktury
glykoproteinti, a Vv pfipadé pozménéni této glykanové struktury nedokazi glykoproteiny
identifikovat. Vysledky dosazené pomoci Western blotu byly v piipadé bunék
kultivovanych s Alexou na glykanové ¢asti ovéfeny pomoci fluorescenéni mikroskopie

(viz Obr. 20).

Pivod signalu detekovaného anti-fluoresceinovymi protildtkami v ptipadé dvojite
znaceného séra fluoresceinem na proteinové a Alexou na glykanové ¢asti byl vysvétlen
rozdélenim glykoproteini pomoci dvoudimenzionalni SDS-PAGE. Jak je patrné ze skenti
membran (Obr. 24 pro FITC znafené sérum, Obr. 25 pro dvojité znafené sérum) a
fotografii gela barvenych pomoci Coomassie Blue (Obr. 22 pro FITC znacené serum, Obr.
23 pro dvojité¢ znacené sérum), pii navazani Alexy na kyselinu sialovou a tedy sniZeni
negativniho naboje sialovanych FITC znacenych glykoproteina dochazi k posunu glykani

smérem do vySsiho pH, ovSem k tomuto posunu doslo pouze u ¢asti glykoproteint, z ¢ehoz
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usuzujeme, ze pouze Cast glykoproteini byla Alexou naznacena. V bufikach byly tedy
detekovany ty glykoproteiny, které byly naznaceny fluoresceinem na proteinové ¢asti,
avSak jejich glykanova Cast zlstala nedotéena. Glykoproteiny s poSkozenou/neznamou
glykanovou strukturou tedy nejsou rozeznany, internalizovany do vnitrobunéénych prostor

a dale vyuzivany.

Na zéklad¢ téchto experimentd provedenych na modelu klistécich bunék IRE/CTVM 19 se
domnivame, ze sérové glykoproteiny jsou klistétem rozezndvany na zakladé glykanové

struktury.
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1 Zavér

Usp&sné byl proveden in vitro feeding samic Ixodes ricinus Krvi s ptidavkem
bioortogonalné znaceného ManNAz, tedy prekurzoru kyseliny sialové obsahujiciho
azidovou skupinu. Klistétem byly posléze metabolicky vytvofeny sialované glykoproteiny,
které byly znaceny pomoci Click reakce a nasledné detekovany za vyuziti Western blotu a

fluorescenéni/konfokalni mikroskopie.

Bylo dokazano, ze klisté I. ricinus vytvari vlastni sialované glykoproteiny, které se t¢astni
embryogeneze ve vajicku. Zde byly tyto molekuly lokalizovany konfokalni mikroskopii
Vv plasmatickych membranach bunék. Ve stadiu larvy byly tyto molekuly také detekovany a
lokalizovany, ovsem z divodu nedostatku anatomickych podkladd nebylo mozné urcit

organ vyskytu téchto molekul, nebo jejich funkci.

V druhé casti prace byl pomoci znaceni sérovych glykoproteini dvéma riznymi
molekulami (fluoresceinem a Alexou Fluor® 488) zkouman vyznam kyseliny sialové
hostitelovych glykoproteini pro klisté, respektive rozpoznavani hostitelovych sérovych
glykoproteint klistétem na modelu bunék derivovanych z embrya I. ricinus IRE/CTVM
19. Na zékladé provedenych vysledkli se domnivame, Ze kyselina sialovd, potazmo
glykanovéa cast glykoproteinii je rozpovédna za rozeznani téchto molekul kliStécimi

bunkami a tedy jejich vyuZivani kliStétem.
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8 Pouzité zkratky

2D SDS-PAGE

AA

ADP

AHA

AMP

AP

APS

ATP

BCA

BCIP/NBT

BSA

CBB

CHAPS

CMP-Neu5Ac

DAPI

DMSO

DTT

EP I

EP 11

FITC

GalNAc

dvourozmémd elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

ptitomnosti dodecylsiranu sodného
akrylamid

adenosindifosfat

L-Azidohomoalanin

adenosinmonofosfat

"alkaline phosphatase™ alkalicka fosfataza
"amonium persulfate" peroxosiran amonny
adenosintrifosfat

"bicinchoninic acid assay"
"5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate/nitro blue tetrazolium™
"bovine serum albumin”

Coomassie Brilliant Blue

"3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate

hydrate"
cytidine-5-monofosfo-N-Acetylneuraminova kyselina
2-(4-amidinofenyl)-1H-indol-6-carboxamidin
dimetylsulfoxid

dithiotreitol

equilibrizacni pufr |

equilibriza¢ni pufr II

fluorescein-5-isothiokyanat

N-Acetylgalaktosamin
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GIcNAc

GP Ib-1X-V

GPI

IEF

IRE/CTVM19

kDa

m. n. m.

ManNAc

ManNAz

MT

NCAM

oV

PBS

RT

SDS

SDS-PAGE

ST

TCE

TEMED

TF

TF/fVI1la

TFPI

N-Acetylglukosamin
"glycoprotein Ib-IX-V"
glykosylfosfatidylinositol

izoelektrofokusacéni

oznaceni linie bun¢k derivovanych z embrya Ixodes ricinus

kilodalton

metrt nad moiem
N-Acetylmannosamin
N-Azidoacetyl-D-Mannosamin
Malpigické trubice

,.heural cell adhesion molecules®
ovaria

"phosphate buffered saline™

"room temperature" pokojova teplota
sodiumdodecylsulfat

elektroforéza v  polyakrylamidovém

dodecylsiranu sodného

stfevo

slinné Zlazy

trichloretanol
N,N,N’,N’-Tetramethyletan-1,2-diamin
"tissue factor" tkanovy faktor

komplex tkanového faktoru a faktoru VIla

gelu

\Y

pfitomnosti

"tissue factor pathway inhibitor" inhibitor tkanového faktoru
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THPTA "3,3',3"-(4,4",.4"-(Nitrilotris(methylene))tris(1H-1,2,3-triazole-4,1-
diyl))tris(propan-1-ol)"

TPB "tryptose phosphate broth™

TRIS 2-Amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol
UDP-GIcNACc uridin-difosfat-N-Acetylglukosamin

VWF von Willebrandav faktor

WB "Western blot"
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10 Ptilohy

Piilohal: Schéma krmitka pouZitého pro in vitro feeding.
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Piiloha 2: Detail struktury larvy 1. ricinus obsahujici metabolicky vytvoiené sialované

glykoproteiny. Proostieni pfiblizné po 0,50 pm. Cervena: NeuNAz, detekce DyLight 549. Méfitko

20 um.
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Piiloha 3: Detail struktur larvy 1. ricinus obsahujicich metabolicky vytvofené sialované

glykoproteiny. Proostieni pfiblizné po 0,50 pm. Cervena: NeuNAz, detekce DyLight 549. Méfitko

20 um.
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Piiloha 4: Detail struktur larvy 1. ricinus obsahujicich metabolicky vytvofené sialované

glykoproteiny. Proostieni pfiblizné po 0,33 pm. Cervena: NeuNAz, detekce DyLight 549. Méfitko

20 um.




Piiloha 5: Detail struktury larvy 1. ricinus obsahujici metabolicky vytvofené sialované
glykoproteiny. Proostieni pfiblizné po 0,26 pm. Cervena: NeuNAz, detekce DyLight 549. MéfFitko
20 um.
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Priloha 6: Ukazka vlivu sraZeni proteint a ultracentrifugace po Click reakci na migraci proteint
v gelu pti SDS-PAGE. C = lyzaty vajicek na které byla aplikovana Click reakce a nasledné byly
srazeny proteiny pomoci metanolu chloroformu, ¢i ultrafiltrace. K = kontrolni vzorek, lyzat vajicek

ktery nebyl podroben Click reakci, tedy ani sraZeni, ¢i ultracentrifugaci.

I lyzaty vajic¢ek I. ricinus
I ultrafiltrace |  srdzenimet./chloro. | detekce NeuNAz
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Piiloha 7: Struktura molekul pouZitych pro znaeni séra. A = Alexa Fluor® 488 Hydroxylamin, B
= Fluorescein-5-Thiosemicarbazid, C = Alexa Fluor® 488 Sulfodichlorophenol Ester, D =
Fluorescein-5-Isothiokyanéat. Prevzato z protokolti vyrobce Thermo Fisher Scientific jednotlivym
chemikaliim, dotupné online https://www.thermofisher.com/cz/en/home.html.
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