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1 UVOD

Klist'ata, patiici do kmene clenovcii, se fadi mezi vyznamné pienasece fady infekcnich
chorob. Pienaseji Siroké spektrum patogent vcetné virt, bakterii a prvoku (Fuente, 2008).
Jejich jedinym zdrojem potravy je krev, pficemz se krmi na savcich, plazech a ptacich. Mezi
nemoci pienasenymi klist'aty se zahrnuje prfedevsim Lymska borelidza, klistova encefalitida,
ehrlichioza, horecka Skalistych hor, Marseillska horecka, lidska granulocytarni anaplazmoza

a spousta dal$ich (Sonenshine, 1993).

Klistata vSak nejsou nebezpecna jen kvuli patogenim, které ptenasi. Jejich sliny
obsahuji farmakologicky aktivni latky, které maji pro clovéka mnoho nebezpecnych
vlastnosti. Miizeme zde najit latky =zabranujici vazokonstrikci, latky, které pulsobi
protizanétlivé, protisrazlivé a podobné. Ne&které antigenni determinanty jsou schopny v
hostiteli vyvolat imunitni reakci. V nedavné dobé se ve svété rozsifuje unikatni fenomén zvany
jako ,,red meat allergy*, v piekladu alergie na Cervené maso. V mnoha piipadech jde o
zavaznou alergickou reakci primarné na glykoepitop zvany aGal (galaktoza-al,3-galaktoza).
Ve studiich vénujicich se této alergii bylo dokézano, Ze jeji vyskyt souvisi s vyskytem klistéte
amerického (Amblyomma americanum) ve Spojenych statech americkych a klistéte obecného

(Ixodes ricinus) v Evropé (Commins et al., 2011).

Cilem mé bakalarské prace bylo detekovat jeden z alergenogennich glykoepitopt —
tzv. aGal epitop, vyskytujici se u klist’at, a nasledné identifikovat a purifikovat proteiny, které

tento epitop nesou.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Kilistata

K1isté obecné (1. ricinus) je ¢lenovec patiici do podkmenu klepitkatcti. Tento podkmen
zahrnuje tfi tfidy: hrotnatce (Merostomata), nohatky (Pycnogonida) a pavoukovce
(Arachnida). Pavoukovci jsou nejpocetnéjsi skupinou klepitkatci a jejich zastupci obyvaji

V porovnani s dal§im dvéma tiidami v tomto podkmenu nejen vodni prostiedi ale i sous.

Pavoukovci zahrnuji nékolik fadii: pavouci, bi¢natci, bicovei, rozto€i, roztocovci,
kratkochvosti, sekaci, solifugy, Stirci, Stifenky a $tifi. Roztoci (Acari) se od ostatnich fada 1isi
pfedevsim tim, Ze se neZivi pouze dravym zpusobem, ale hlavné parasiticky a saprofyticky.
Bézné dosahuji mensiho vzrustu (80 um — 1 mm), ale nékteré druhy jsou schopné dortst az 2

cm. Mezi podiady roztoct fadime sametkovce, ¢melikovce, zdkozkovce a klistata.

Klistat bylo popsano vice nez 900 druhii a déli se do tfech celedi: Ixodidae (klist'ata,
angl. hard ticks), Argasidae (klist'aci, angl. soft ticks) a Nuttallielidae. Hlavnimi znaky klist'at
jsou zplostélé telo, 4 pary koncetin (3 pary pii larvalnim vyvojovém stupni) a chobotek

(hypostom; Sonenshine, 1993).

Jsou to krevsajici paraziti, ktefi si krmi na riznych obratlovcich, aby dokoncili sviyj
vyvoj. Zivotni cyklus klist'at se sklada ze &tyf stadii: vajicko, larva, nymfa a dospélec, pii¢emz
kazdé toto stadium se zivi sanim krve. Kazdé stadium se zpravidla krmi na jiném hostiteli a
méni se na dalsi stadium. Dospélec se poté krmi a v piipadé samic zvétSuje svou velikost az
stonasobné, dokud neni pfipravena klast vajicka. Samci vétSinou nesaji, k hostiteli se

ptichycuji jenom ke spafeni se samici (Sonenshine, 1993).

2.1.1 Ixodes

V porovnani s ¢eledi Argasidae je vyvojovy cyklus Ixodidae zkracen na jendonymfalni
stadium. U nékterych druhti je vyvoj urychlen jesté vice tim, Ze jiz dale nemeéni svého hostitele,
ale dokoncuji svilij Zivotni cyklus na tom samém. Jejich vyvojovy cyklus je tiihostitelsky a
zahrnuje drobné savce, ptaky, vysokou zvéi a dobytek. Clovék je ve skute¢nosti pouze
nahodny hostitel (Fuente, 2008). Samice Ixodidae se krmi pouze jednou za svuj zivot, kladou

vajicka a umiraji (Sonenshine, 1993).



Na ptichyceni na hostitele ¢ekaji na stéblech trav nékdy az tak dlouho, dokud
nezahynou. Pro pfichyceni hledaji vhodné misto, nejlépe s jemnou a tenkou pokozkou jako je
naptiklad za usSima a v podpazi. K pfichyceni pouziji chelicery, kterymi pokozku nafiznou a
vsunou hypostom. Jsou schopna se na hostiteli krmit minuty, hodiny az dny. K tomu jim
napomahaji farmakologicky aktivni latky, které jsou sekretovany ze slinnych 714z v prab¢hu

sani.

Ttida Ixodidae se dale d€li na metastriate a prostriate. Metastriate (klist'ata, ktera mayji
andlni ryhu za fitnim otvorem) maji hypostom kratsi, ale jejich slinné zldzy produkuji
mnozstvi sekretu, ktery ma vlastnosti cementu a zajist'uje pevné ptichyceni klistéte k hostiteli.
Oproti tomu Prostriate (kliStata, kterd maji andlni ryhu pted fitnim otvorem) k ptichyceni

k hostiteli vyuZzivaji predev§im delsi a silng&jsi hypostom.

Krom¢ rozsifovani nebezpecnych onemocnéni, ke kterému dochazi pti tomto ndhodném
ptichyceni klistéte na ¢lovéka, 1 samotné kousnuti miize vyvolat zdvazné toxické a alergické
reakce (az paralyzu) vzhledem k molekulam, které obsahuji klistéci sliny (Bowman & Nuttall,
2008).

2.2 Glykosylace
Vétsina biologicky aktivnich cukri se vyskytuje ve formé polysacharida (pf. celuloza,
chitin, glykogen) nebo jako komplex (glykolipidy, glykopeptidy, glykoproteiny). Glykosylace

patii mezi posttranslaéni (i kotransla¢ni) modifikace proteinti (Demchenko, 2008).

Spole¢né s dalsimi typy (metylaci, fosforylaci, acetylaci, sulfataci a dalsimi) jde o
ptirozeny proces v buiikach, ktery zvysuje diverzitu proteint. Je to jedna z nejpodstatnéjsich
posttransla¢nich modifikaci u eukaryotickych bunék, jelikoz proteiny konjugované glykany
hraji roli v dalezitych biologickych a fyziologickych procesech jako jsou regula¢ni funkce,

bunécna komunikace, genova exprese, bunéénd imunita, riist a vyvoj.

Glykosylace byla nejvice studovana v ramci eukaryotickych organismi, ale posledni
dobou je kladen duraz také na studie bakterialnich glykant. Glykosylace zajistuje spravné
sloZeni proteinli a moznost jejich degradace pfi Spatném slozeni. Déle zajiStuje piesné
smétovani proteind do jejich intraceluldrnich i1 extraceluldrnich mist uréeni, méni nachylnost
k degradaci, modulaci imunologickych vlastnosti a vazbu lektind (2009, Robert. V. Stick,
Spencer J. Williams).



Pii glykosylaci dochazi k navazani fetézce glykanti na proteiny v endoplasmatickém
retikulu a nasledné upravé téchto fetézci v endoplasmatickém retikulu a Golgiho aparatu.
V zavislosti na velikosti a typu pfipojeni glykanu délime glykosylované proteiny do dvou
skupin, glykoproteiny a proteoglykany. Sacharidova ¢ast u proteoglykanu je vétsi, tvofena
opakujicimi se podjednotkami disacharidii. Naproti tomu glykoproteiny obsahuji zejména
vétvené oligosacharidy. Bylo popséano pét typu glykosylace, lisicich se typem vazby, jimz jsou

v

glykany vazany na proteiny, z nichZ nejvyznamnéjsi je N- a O-typ.

Monosacharidy jsou to, co zajist'uje proteinim velkou diverzitu, jelikoZ je mozné tvoftit
nespocet kombinaci mezi sacharidovymi jednotkami, které se mizou vazat v rozdilném
mnozstvi a variacich. VEtsi rozmanitosti je mozné dosahnout jesté kovalentni vazbou sulfatu,
fosfatu, acetylu nebo metylu na glykan. Zaroven je glykosylace jakéhokoli proteinu zavisla na

burnce, tkani anebo organismu, ve kterém probiha (Lis & Sharon, 1993).

Glykany jsou vyznamnou soucésti vnéjSich stran bun€k, kde vytvaii vrstvu, ktera
zajiStuje mnoho vyznamnych procest. Mezi funkce glykanl jakozto vnéjsi vrstva bunééné
membrany patii zprostfedkovani interakci mezi buitkami a extracelularni matrix a zajistovani
imunologickych interakci (Corfield & Berry, 2015). Termin glykoepitop je pouzivan pro
upfesnéni sacharidové casti, ktera je rozpoznavana bud’to protildtkou nebo proteiny vézajici

glykany (glycan-binding proteins).

2.2.1 N-glykosylace

N-glykosylace je obecné nejrozsitenéjsi typ glykosylaci. Dochazi pfi ni k napojeni
glykanu k amidu asparaginovych zbytkt pfislusného polypeptidu. N-glykosylace probiha
v endoplazmatickém retikulu, spravné navazané glykoproteiny poté dozravaji v Golgiho
aparatu a jsou nasledné vétSinou transportovany do plazmatické membrany, kde se rozhodne
o jejich dalsim osudu. N-glykany maji schopnost ovliviiovat jak spravné slozeni vysledného

glykoproteinu, tak i jeho funkci a aktivitu.

Momentu, kdy je urcity glykan navazan na asparagin, predchazi nékolik kroki
zahrnujici vazbu daného oligosacharidu na lipid a tvorbu prekurzoru na membrané
endoplazmatického retikula. Polyisoprenoid, slouzici k transportu takovych glykand, se

nazyva dolichol (Aebi, 2013). Glykan je poté navazan na asparagin v konzervované sekvenci



Asn-Xxx-Ser/Thr polypeptidického fetézce, kde Xxx miize byt jakakoli aminokyselina kromé
prolinu (Taylor. & Drickamer, 2006).

VS8echny N-glykany maji spole¢né jadro, které je tvorené N-acetylglukosaminem
(GleNAc), ktery se poji na asparagin, dal$i GIcNAc a tfemi man6zami. Na toto trimanosylové
jadro se dale v zavislosti na funkci glykosidaz a glykosyltransferaz v endoplasmatickém
retikulu a Golgiho aparatu vazi dalsi sacharidové jednotky, popf. jsou odStépovany a podle
vysledného slozeni délime N-glykany na tfi typy: vysoce manosylovany typ, hybridni typ a
komplexni typ (Breitling & Aebi, 2013).

Vysoce manosylovany typ neboli oligomano6zovy typ je z téchto tii nejjednodussi, jde
0 typ N-glykanti, na jehoZ trimanosylové jadro se vazi pouze dalsi mandzy (Obr. 1A). Hybridni
typ vznika, pokud se na jedno z ramen navaze jina sacharidova jednotka (Obr. 1B).
sacharidovych jednotek na mandzy N-glykanového jadra. U komplexnich sacharidi jsme
schopni nalézt mnozstvi sacharidli pojici se na mandzy (fukodza, galaktéza, GlcNac,
N-acetylgalaktosamin — GalNAc, kyselina sialova) (Obr. 1C). Rozmanitost vazeb u

komplexnich N-glykanti zarucuje tomuto typu Sirokou diverzitu.

Vysocemanosylovany typ Hybridni typ Komplexni typ
? S . N-acetylglukosamin
. mandza
D N-acetylgalaktosamin
e
= O galaktoza
)
A - >
27 ] [ @ kyselina sialova
Q <
2,
. ’ LJ - Asn: Asparagin
5 5 G
< — < <

Obrazek 1: Typy N-glykant: A) vysoce manosylovany typ, B) hybridni typ, C) komplexni
typ; ptevzato z Higel, Seidl, Sorgel, & Friess (2016).



2.2.2 O-glykosylace

Oproti N-glykanim jsou O-glykany relativné malé (vétSinou 3-6 monosacharidovych
jednotek) a jejich vyskyt je o dost mensi.

O-glykosylace je proces navazani urcitého glykanu na sekvenci polypeptidického
fetézce na jakoukoli aminokyselinu obsahujici hydroxylovou skupinu. Vétsinou se vazi na
threoninovy nebo serotoninovy zbytek, v mensiné také na tyrosin (Spiro, 2002). O-glykany se
vazi na  protein  pfes  N-acetylgalaktosamin  (GalNAc) za pomoci  N-
acetylgalaktosaminyltransferazy, ktera zajistuje transport GalNAc z UDG-GalNAc
k hydroxylu ur¢itého Ser nebo Thr. Nasledovné enzymatické reakce pomoci specifickych
transferaz prodluzuji vznikly fetézec a tvorti jadrové (stiedové) struktury podobné jako u N-
glykan, které¢ prodluzuji fetézec a mohou byt dale modifikovany sialylaci, sulfataci, acetylaci,

fukosylaci nebo vazbou polyaktosaminu.

U O-glykosylace ptes GalNAc je mozné jadra rozdélit do 8 strukturnich typu, které
mohou byt dale upravovany. Pokud k dal§im zménam uz nedojde, vytvoii se Tn-antigen
(pouze u urCitych rakovinnych bunék.) VétSina O-glykand nemd Zzadny specificky

konzervovany zaklad jako je to u N-glykant (Van Den Steen et al., 1998).

Jeden z nejcastéjsich O-glykant je tzv. mucinovy typ, ktery byl pojmenovan po prvnim
glykoproteinu tohoto typu, ktery byl objeven. Obsahuje vazbu tvofenou N-

acetylgalaktosaminem. Jsou znamé hlavné pro svou schopnost tvofit gely (Spiro, 2002).

Dalsimi moznostmi O-glykosylace jsou vazby glykanu pfes jiny sacharid nez GalNac,
proteoglykanovy typ (vazba proteoglykani pies p-xylozu), O-manosylovy typ (vazba
glykanu ptes mandzu), O-fukosylace (vazba ptes fukdzu), O-glukosylace (vazba ptes glukozu,

Van Den Steen et al., 1998).

2.3 Glykany u ¢lenovci
Glykany byly studovany u rozsahlé fady ¢lenovci, ale nejvice vysledkd bylo dosazeno
u modelového organismu Drosophila melanogaster. U hlavnich tiid glykant byla nalezena

podobnost s obratlovci.

Nejprve bylo mysleno, ze N-glykany u D. melanogaster a dalSich druhti hmyzu, které
jsou soucasti vSech zivotnich cyklu ¢lenovct, jsou vyhradné typu oligomanozy a paucimandzy
(N-glykany obsahujici nékolik mandz), ale diky novym analytickym technikam bylo zjisténo,
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ze hybridni a komplexni glykany (pf. sialované, suflatované a glukuronylované) tvoii az
desetinu N-glykant. Fuko6za vazana na proximalni GICNAc jadra N-glykani se u D.
melanogaster vyskytuje jak ve vazbé a-1,3, tak i a-1,6 zatimco u obratlovca se vyskytuje

téméf vyhradné ve vazbé a-1,6 (Wiederschain, 2009).

U hmyzu se O-glykany poji vazbou na serinové a threoninové zbytky u vylucovanych,
membranovych a mimobunéénych proteini. Nachazeji se zde strukturdlné jednoduché
monosacharidy (GalNAc, mandza, glukdza, fukdza) i modifikované glykosaminoglykanové
fetézce (Wiederschain, 2009).

2.4 Glykosylace u klistat

O glykosylaci u klistat bylo zatim zjisténo pomémé malo v porovnani naptiklad
sjinymi druhy hmyzu, a hlavné¢ s modelovym organismem jako je D. melanogaster.
Nejrozsitenéjsi metodami, které byly u klistat vyuzivany k studiu glykosylace je znaceni

lektiny a hmotnostni spektrometrie.

Ve studii, kterd se zabyvala detekci glykoproteinii v Malphigickych trubicich, ve
stievech, slinnych zlazach, reprodukénich organech, pokozce, mozku, larvach a ampulla recti
u klist'aka Argas polonicus za pouziti Siroké Skaly lektind, bylo detekovano velké mnozstvi
glykoproteint. Ve tkanich byl sledovan protein o velikosti 305 kDa, ktery je pro vSechny tkané

spole¢ny.

Pfitomnost a mnoZstvi antigennich glykoproteinii obsazenych ve slinnych zlazach a
dalSich tkanich se li$i mezi vyvojovymi cykly a v prib¢hu procesu sani. Vysledkem studie
bylo zjisténi, ze glykoproteiny u A. polonicus jsou vice N-glykosylované, ale je zde i mnoho
O-linked glykand (Grubhoffer & Dusbabek, 1991). Toto zjisténi podporuji i studie Buttler a
Hughes (1980) a Grubhoffer a Matha (1990), které dospély ke stejnym vysledktim u dalsich

druhu ¢lenovcu.

Glykany mohou u kliStat hrat vyznamnou roli jako imunogenni epitopy a tim
zpusobovat reakce u hostitele, stejné tak, jako byt soucasti dlezitych bunécnych receptort

(Uhlit et al., 1994).



2.5 Cross-reactive carbohydrate determinants (CCDs)

Jednd se o glykanovou ¢ast glykoproteinli, kterd je schopna vyvolavat zkiizené
(cross-reactive) imunologické odpovédi. Ty vznikaji, pokud IgE protilatky reaguji na
antigeny, které se li$i od ptivodniho imunogenu, ale maji pravé spolecny glykan. CCD se
nevyskytuji U savci, jde o reakci protilatek proti rostlinnym a hmyzim glykanim (Commins
& Platts-Mills, 2009). CCD jsou schopné vazat IgE protilatky naptiklad proti pylu, véelimu
jedu, riznym potravinovym alergentim, jako je lepek a soja, jak bylo zjisténo ve studii Y okoi

a spol. (2017).

Struktura CCD byla identifikovana jako oligomandzni typ N-glykosidického
sacharidového fetézce obsahujiciho B1,2-xylozy a core-a-l,3-fukézy. V nékterych piipadech
neni imunitni odpovéd’ na CCD zavazna, pouze s minimalni klinickymi symptomy. Dochazi
sice k tvorbé IgE protilatek, ale vlivem pouze jednoho vazebného mista pro protilatku, které
vétsina CCD-glykoproteint nabizi, nedochazi k tvorbé kiizové vazby mezi CCD a anti-CCD
specifickymi IgE protilatkami na membrané mastocytii. Tim je inhibovéna jejich degranulace

a uvolnéni farmakologicky aktivnich latek (pf. histaminu; Yokoi et al., 2017).

Nejvyznamngj$imi CCD jsou core-a-1,3-fukoza, B1,2-xyléza a aGal epitop. Dale se

budu podrobnéji vénovat pouze aGal epitopu.

2.5.1 aGal epitop

Galaktoza-a-1,3-galaktoza (aGal) je glykan vyskytujici se savct a kockodanovitych, ne
u primatt a ¢lovéka. Jeho nepiitomnost je dana absenci genu pro expresi a-galaktosyl-1,3-
galaktosyltranferazy (a1,3GT) u téchto savcu, ktery jinak zajistuje tvorbu aGal. Absence
exprese tohoto enzymu je zpusobena dele¢ni mutaci, ktera nastala zhruba pied 28 miliony let
(Macher & Galili, 2008).
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Obrazek 2: Struktura aGal epitopu (Saleh et al., 2012).

aGal epitop je mozné najit u fady glykolipida a glykoproteint. Vyskyt jeho exprese se
u riznych druht lisi. Naptiklad u krav a kraliki mnoho studii potvrdilo pfitomnost tohoto
epitopu na glykolipidech ¢ervenych krvinek, ledvin, thymu i gangliosidech. U krav, prasat a
psu je mozné aGal nalézt jako soucast hormonu thyroglobulinu, u mysi na povrchu
nadorovych a lymfatickych bunék. Stejné tak se aGal hojné vyskytuje ve strukturach

buné¢nych membran ve formé riznych glykokonjugati (Huai et al., 2016).

U lidi jsou imunokompetentni jedinci piirozené schopni tvofit IgG protilatky proti
aGal, kvili kterym dochazi ¢asto k odmitnuti organti pfi xenotransplantacich, ¢imz se staval
tento druh transplantace zdravé praseci tkan¢ lidem nemoznym. Anti-aGal protilatky tvoii az
1 % vsech cirkulujicich protilatek v téle. OvSem v posledni dobé bylo mozné problém s anti-
aGal protilatkami vyfesit diky ,knock-out* prasattim, ktera byla specialné vySlechténa tak, aby

byl jejich gen pro a1,3GT inaktivovan (Macher & Galili, 2008).

Sam o sobé¢ je aGal epitop velice vyznamnou biologickou komponentou. V posledni
dobé bylo totiz zjiSté€no, Ze zaroven hraje 1 negativni roli jako spousté¢ alergie na Cervené
maso. V mnoha studiich bylo dokazano, ze vyskyt tohoto fenoménu ma co docinéni
s vyskytem urcitého druhu klistat predevsim ve Spojenych statech americkych, Australii,

Evropé a ¢astech Asie (Steinke et al., 2016).

2.5.1.1 Alergie na cervené maso (red meat allergy)
Jedna se o stav, kdy byla u lidi sledovana alergicka reakce po pozieni ¢erveného masa,
jako je veprové, hovézi, jehné¢i apod. Zjisteéni, co vlastné zpusobuje tuto reakci, predchazelo

nekolik pozorovani.



Zaprvé bylo pozorovano, ze u lidi dochazi ke koznim alergickym reakcim pfi styku
s koci¢im alergenem. Pozd¢ji bylo zjisténo, Ze jsou tyto reakce podminény odpovéedi
imunitniho systému na oligosacharid, ktery se nachazi na IgE protilatkach proti koc¢i¢imu

alergenu. (Commins et al., 2011)

Zadruhé bylo sledovéano, ze monoklonalni protilatka zvana cetuximab, ktera je podavana
pacientim s kolorektalnim karcinomem a s krénimi ¢i mozkovymi nadory, vyvolava u
nékterych téchto pacientti hypersensitivni reakce (Saleh et al., 2012). VSechna tato sledovani
propojilo pozorovani zvlastniho fenoménu, kdy urciti pacienti trpéli vaznymi az fatalnimi
alergickymi reakcemi po pozieni ¢erveného masa. Jak se ukazalo, dochazi k nim v ramci
utoku imunitniho systému proti glykanu aGal v ramci tvorby IgE protilatek. Rozvoj téchto
protilatek viici aGal byl spojen s vyskytem kliStéciho kousnuti, ve vétSiné piipadi klistéte
amerického (A. americanum). Nejvice piipadi bylo sledovano ve Spojenych statech
americkych v regionech, kde se klisté americké vyskytuje. Pacienty trpicimi alergii na ¢ervené
maso jsme vSak schopni najit i v Australii, kde je za ni podeziivano klisté pacifické (l.
holocyclus). V ramci Evropy (pfedeviim Spanélsko a Svédsko) alergii zptisobuje
pravdépodobné klisté obecné (l. ricinus), i kdyz pro to neexistuji zadné pitimé dikazy

(Apostolovic et al., 2016; Saleh et al., 2012).

Co se ty€e mechanismu vzniku alergie, dochazi pfi styku antigen prezentujicich bunék
s aGal k aktivaci Th2 bunék a vlivem interleukini k tvorbé IgE B buiikami. Toto zplsobi
aktivaci mastocytt, eosinofilii a celou kaskadu reakci indukovanou IgE protilatkami jako je
kopfivka, angioedém, hypotenze aZ anafylakticky Sok. Toto vSechno je podobné jako u
ostatnich alergickych reakci na potraviny, co je ale zvlastni na alergii na ¢ervené maso je to,
Ze nastup symptomu piichazi o dost déle. U normélnich potravinovych alergii se symptomy
projevi zpravidla do 1 hodiny, u alergie na ¢ervené maso je to kolem 3-7 hodin po pozieni
alergenu. Mechanismus toho, pro¢ se symptomy projevi az s nékolika hodinovym zpozdénim
je stale neznamy. Jedno z moznych vysvétleni podali Commins a spol (2011), kteti navrhuji,
7e by to mohlo byt zptisobeno ¢asem potiebnym na straveni Cerveného masa v travicim traktu.
aGal se hojné vyskytuje na glykolipidech a glykoproteinech, jejichz traveni ve stfevech trva
delsi dobu (Saleh et al., 2012).

V nékolika ptipadech byla zjiSténa spojitost 1 s reakci na kravské a kozi mléko, kdy

pacienti s touto alergii jsou nuceni vyfadit z jidelni¢ku jak Cervené maso, tak i mlé¢né vyrobky
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(Kennedy et al., 2013). Dobrou zpravou pro pacienty diagnostikované alergii na ¢ervené maso

je zjisténi, ze driibez a ryby zadné reakce nespousti.

2.6 Metody detekce glykant
Metod detekce glykant je mnoho, ve vétSiné ptipadt se detekuji pomoci chemickych
reakci s jednotlivymi monosacharidy, zna¢enim radioaktivnimi nebo chemicky reaktivnimi

monosacharidy a nejvice s pouzitim specifickych lektini a protilatek.

2.6.1 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je stale ¢astéji vyuzivand metoda, kterd slouzi k zjisténi
chemickych struktur Sirokého spektra vzorkd, hmotnosti a stanoveni elementarniho slozeni
Vv elektrickém nebo magnetickém poli. Obecné se v hmotnostni spektrometrii pracuje
s pomérem naboje a hmotnosti daného fragmentu/iontu. Proteiny se ve vétSiné ptipadi
identifikuji az po jejich rozstépeni proteazou, naptiklad trypsinem (Rappsilber et al., 2007).
Existuje n¢kolik typti hmotnostni spektrometrie, zamétim se pouze na typ MALDI-TOF/TOF
MS, ktery je v praci zahrnut.

MALDI (matrix-assisted laser desorption/ionization) je analyticka ioniza¢ni metoda,
pii které je vyuzito laserového zafeni. Kombinuje se s detektorem doby letu (TOF, time-of-
flight), ktery méfi dobu priletu, a tak urcuje rychlost ¢astic. Touto technikou je mozné zjistit
molekulové hmotnosti, prostorové usporadani a dalsi detailni charakterizace molekul. Slouzi
k identifikaci DNA, RNA, proteind a peptidt, glykolipidi a glykoproteind, polysacharidt

a ruznych dalsich biomolekul.

Princip MALDI je zalozen na krystalizujici matrici (vétSinou aromatického charakteru)
ptidané ke vzorku, ktera zajist'uje absorpci svétla urCité vinové délky, brani fragmentaci
molekul a zajist'uje Setrnou ionizaci molekul vzorku (Rappsilber et al., 2007). V prvnim kroku
je vzorek smichan s matrici na vhodném nosici (nerezova desticka) a je ozaren laserem velmi
kratky Casovy usek v rozmezi nanosekund. Matrice energii laserového paprsku absorbuje,
¢imz dochazi k jeji desorpci a odparovani. Odpaiujici se Castice matrice s sebou strhavaji
molekuly vzorku a ptevadéji je do plynného skupenstvi. V druhém kroku dochazi k ionizaci

vzorku molekulami matrice pfenosem protonu. lonty vygenerované MALDI nésledné
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prochazi trubici detektoru letu, jehoz princip zavisi na detekci doby letu iontu mezi iontovym
zdrojem a detektorem (Carbonnelle et al., 2011).

2.6.2 Schiffovo barveni

Jedna z nejzékladnéjsich metod detekce glykanti zahrnuje oxidaci vicinalni

hydroxylové skupiny jodistanem, po které nasleduje Schiffovo barveni (Wiederschain, 2009).

Jde o chemickou analytickou metodu, ktera je schopna prokazat pfitomnost aldehydi
a ketonl pomoci Schiffova ¢inidla. Toto ¢inidlo je tvofeno vodnym roztokem barviva fuchsinu
¢1 pararosanilinu, ke kterému je pfiddn hydrogensifiitan nebo sifi¢itan. Pararosanilin ¢i
fuchsin maji rizové zbarveni, které se po pridani ¢inidla jako je hydrogensifi€itan i sifi¢itan
odbarvi. Principem tohoto testu je zafivé Cervené-rizové zbarveni, které¢ opét vznikne, kdyz

¢inidlo v roztoku chemicky reaguje s aldehydem ¢i ketonem (Hardonk & Van Duijn, 1964).

Riizné typy Schiffovych cinidel jsou pouZivany i pro znaceni tkani, kdy mluvime o
detekci sacharida, které obsahuji aldehydovou skupinu. Je mozné vyuzit barveni i pro detekci
DNA, v takovém ptipad¢ o ¢inidle mluvime jako o Feulgenové reagentu. Obdobné reakce 1ze
pak pouzit i pro reakci cukri s jinymi molekulami, které slouzi k detekci
glykani/glykoproteint  jako napf. ¢inidla obsahujici hydroxylaminovou skupinu

(aminooxybiotin; Sterba et al., 2014).

2.6.3 Radioaktivni znaceni

Metoda detekce glykant za vyuziti radioaktivnich struktur. Metabolické znaéeni za
pomoci inkubace bunék s monosacharidem obsahujicim [*H] nebo [**C] je schopné detekovat
jakykoliv glykokonjugat, do které¢ho je dany monosacharid bunkami zabudovan. K detekci
glykosaminoglykanti se pouziva ¥SQO4 a znaéeny myo-inositol nebo ethanolamin k detekci
GPI (glykofosfatidylinositol) kotev. Takto radioaktivné znacené glykokonjugaty je poté
mozné separovat pomoci SDS-PAGE, pokud se jedné o glykoproteiny nebo proteoglykany,
nebo TLC, pokud se jedna o glykolipidy (Obr. 3).
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Obrazek 3: Znazornéni mozného znaceni pii detekci glykand; pirevzato z Wiederschain
(2009).

2.6.4 SDS-PAGE a imunoblotting nebo lektinoblotting

Jde o kombinaci dvou laboratornich metod — elektroforézy a nésledné vizualizaci,
kterou pfedchazi mezistupen, ktery nazyvame blotting. Pomoci blottingu je mozné detekovat

DNA, RNA, proteiny a glykoproteiny (Bartinkova, 2005).

SDS-PAGE je separacni metoda, ktera slouzi pro separaci proteini v elektrickém poli
za pouziti polyakrylamidového gelu. Pti detekci glykant je nutno nejdiive rozdélit proteiny
ve vzorku podle této metody a nasledné separovany gel pfenést na nitrocelulozovou nebo
PVDF membranu elektroblotem. Poté je membrana inkubovana s lektiny (v ptipadé
lektinoblottingu) nebo protilatkami (v ptipad¢é imunoblottingu) specifickymi pro dany glykan
a vzniklé prouzky na membrané nasledné vizualizovany pomoci vyvijejiciho roztoku (dany

podle konjugatu pouzitého pii imunoblotu, pf. alkalicka fosfataza; Wiederschain, 2009).

Lektiny jsou proteiny, které jsou schopné se vazat na specifické sacharidové struktury,
at’ uz ve volné podob¢ nebo vdzané na proteiny, lipidy apod. V piirodé se nachéazeji témet
vSude, u zivocichu i u rostlin. Vétsinou obsahuji dvé a vice vazebnych mist pro sacharidové
jednotky. Vazby, které vznikaji mezi lektiny a sacharidy jsou relativné slabé, av§ak dokazi se
vazat na ur€ity glykan v celé Skale ostatnich a jejich vazba na takovy glykan je vysoce afinitni.

Proto se antiglykanové protilatky a lektiny pouzivaji k detekci glykanid velmi rozsifen¢.
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3 MATERIALY A METODY

3.1 Material a chemikalie

3.1.1 Afinitni chromatografie za pouZiti magnetickych kulic¢ek

Magnetické kulicky: PureProteome™ Streptavidin Magnetic Beads (Merck Millipore)

1x PBS pH 7,4: 0,137 M NaCl, 2,68 mM KClI, 2,57 mM Na;HPOQO4, 1,76 mM KH2PO,4 (PBS)
PBS-Tween 20: 0,05% Tween 20 v PBS, pH 7,4 (PBST)

Halt™ Inhibitory protedz (100x) (Thermo Fisher Scientific)

Biotinylated Griffonia simplicifolia Lectin I (GSL 1) isolectin B4 (Vector Laboratories) (GSL
B4)

3.1.2 SraZeni proteinit a BCA Assay

Metanol

Chloroform

Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific)
10% SDS (dodecylsiran sodny)

3.1.3 SDS-PAGE

30 % Akrylamid/bisakrylamid (Rotiphorese® Gel 30 smés akrylamidu a bis-akrylamidu
37,5:1, Carl Roth)

10% APS: 10% persiran amonny

TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin, SERVA)

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

4x zaosttfovaci puftr: 0,5 M Tris, 4% SDS, pH 6,8

4x redukujici pufr: 0,2% bromfenolova modft, 40% glycerol, 8% SDS, 0,2M Tris, pH 6,8,
100 mM dithiothreitol

Elektrodovy puft: 0,25 M Tris-base, 1,92 M glycin, 1% SDS

Protein Marker IV (10-245 kDa) prestained (AppliChem)
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3.1.4 Barveni gelu

Blue Silver Coomassie: 10% kyselina fosfore¢na, 10% siran amonny, 20% metanol, 0,12
Coomassie G-250

Kyselina fosfore¢na

Etanol

Kyselina octova

Thiosiran sodny

Uhli¢itan sodny

Dusi¢nan stiibrny

Formaldehyd

3.1.5 Western blotting

Metanol

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

PBS, PBST

5% suSené mléko v PBST (pH 7,4)

Blot-QuickBlocker™ (G-Biosciences)

Biotinylated Griffonia Simplicifolia Lectin I (GSL 1) isolectin B4

Goat Anti-Biotin (Vector Laboratories)

Alkaline Phosphatase Anti-Goat IgG (Vector Laboratories)

Vyvijeci roztok: 1x BCIP/NBT, 100 mM Tris pH 9,5, 0,1 M NaCl a 10 mM MgCj.
PVDF membrana: polyvinyliden difluorid (GE Healthcare)

3.1.6 Znaceni klistécich bunék pro fluorescenéni mikroskopii

PBS

Fixac¢ni roztok: 4% paraformaldehyd v PBS

Permeabilizacni roztok: 0,25% Triton X-100 v PBS

Chlorid amonny

Blokovaci roztok: 3% BSA (Bovine serum albumin) v PBS

1% BSA v PBS

Biotinylated Lens culinaris Agglutinin (Vector Laboratories) (LCA)
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Biotinylated Griffonia Simplicifolia Lectin | (GSL 1) isolectin B4

Rabbit Anti-Peroxidase, Horseradish (US Biological) (anti-HRP)

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

Klistéci bunééné linie IRE 11 a IRE/CTVM-20

3.1.7 Priprava vzorkii pro hmotnostni spektrometrii

0,1 M hydrogenuhli¢itan amonny

25mM TCEP

330 mM jodacetamid

330 mM DTT (Dithiothreitol, Life Sciences)
Sequencing Grade Modified Trypsin (1:50, Promega)
Metanol

Isopropanol

Kyselina mravenci

Octan amonny

Acetonitril (ACN)

Kyselina trifluoroctova (TFA)

CHCH matrice (a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina)
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3.2 Metody
3.2.1 Afinitni chromatografie za pouZiti magnetickych kulicek

Pro purifikaci proteinti nesoucich aGal epitop z lyzath klistécich bun¢k bylo vyuzito
afinitni chromatografie s vyuzitim biotinylovaného lektinu GSL I B4 a magnetickych kulicek

se streptavidinem.

Do dvou mikrozkumavek bylo ze suspenze magnetickych kuli¢ek odebrano 100 pl
(oznacena ,,lektin) a 50 pl, suspenze (,.kontrola®). Kulicky byly tfikrat promyty 1 ml PBS
tak, Ze mikrozkumavky byly vzdy vortexovany nékolik sekund, poté umistény do
magnetického stojanku a ze zkumavek byl opatrné odebran supernatant tak, aby pelet zGstal

netknuty. Obdobné probihalo kazdé promyti kulic¢ek.

Po promyvani bylo do zkumavky ,lektin“ pfidano 5 ul biotinylovaného GSL | B4
ve 200 ul PBS a do zkumavky ,kontrola® 5 ul PBS. Po promichani byly zkumavky
inkubovany 30 minut na rotatoru. Po inkubaci s lektinem byly kulicky zbaveny piebyte¢ného
roztoku a znovu byly tiikrat promyty 1 ml PBS. Dale byly kuli¢ky inkubovany s 200 ul vzorku
(obsah proteinti 50 pg) v PBS a piidavkem 2 pl inhibitora proteaz 1 hodinu na rotatoru.

Nasledovné byly zkumavky zbaveny supernatantu, ktery byl pienesen do novych
zkumavek oznacenych jako FT (,,flow-through®). Poté byly vzorky 3x promyty 1 ml PBS,
pficemz supernatant byl uchovan v novych mikrozkumavkach jako W1-W3 (,,wash®).
Nakonec byly magnetické kulicky promyty 3x 1 ml PBST a znovu z nich byl vzdy odebran
supernatant do mikrozkumavek popsanych jako W4-W6. Kulicky byly po pfidani 10 ul PBS
a 0,1 ul inhibitora proteaz a ulozeny do mrazaku (-80 °C) pro naslednou separaci proteinti
pomoci SDS-PAGE a identifikaci proteinii pomoci hmotnostni spektrometrie. Roztoky FT a

W1-W6 byly také uchovavany v mrazéku pro nasledné sraZeni proteinil a méteni koncentraci.

3.2.2  SraZeni proteinit a BCA Assay

U vsech frakci z purifikace byla provedena precipitace proteinii za ucelem jejich
zakoncentrovani. U FT frakci bylo pro srazeni pouzito 100 pl, jelikoz jejich objem ziskany
z purifikace byl niz§i a obsah proteint vyssi, a z frakci W bylo pouzito pro srazeni 200 pl.
Poté byly ke kazdému vzorku pfidany postupné vSechny reagencie a po kazdém kroku byla
smés peclivé zvortexovana. Na kazdych 100 ul bylo pfidano 400 pl metanolu, 100 ul

chloroformu a 300 pl destilované vody. Nasledovala centrifugace po dobu 3 minut na
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maximalni otacky, po které vzniklo v mikrozkumavkach viditelné rozhrani, ve kterém se

nachazely proteiny, a proto bylo dilezité odebrat pouze vrchni vrstvu.

Po tomto kroku bylo na kazdych 100 ul znovu pfidano dal$ich 400 ul metanolu, smés
byla zvortexovana a centrifugovana po dobu 10 minut na maximalni otacky. Po centrifugaci
byl odebran vsechen supernatant tak, aby v mikrozkumavce zistal pouze pelet srazenych
proteinti na dné, ktery byl vysusSen pii laboratorni teploté. Pelety byly rozpustény ve 30 ul
lyza¢niho pufru (4% SDS v PBS sinhibitory protedaz.) Vysledna smés byla peclivé

zvortexovana a 10 minut sonikovana Vv sonikac¢ni lazni.

V zakoncentrovanych vzorcich z afinitni chromatografie byla zjisténa koncentrace
proteinti pomoci BCA. Do 96-jamkového panelu pro BCA Assay bylo napipetovano vzdy 5 pul
vzorku ziskanych ze srazeni spolu s 20 pl destilované vody, a 25 pl standardi. Nasledn¢ bylo
ke vzorkim pifiddno 200 pl reakéni smési. Panel byl 30 minut inkubovan pii 37°C.

Koncentrace byla méfena zatizenim

3.2.3 Polyakrylamidova gelova elektroforéza

Pro separaci proteint dle jejich molekulové velikosti byla pouZita polyakrylamidova
gelova elektroforéza (SDS-PAGE). Pro separaci byl pouzit separa¢ni gel obsahujici 12 %
akrylamid/bisakrylamid, 0,1 % APS, 0,375 M Tris-base (pH 8,8) a 0,04 % TEMED.
Zaostrovaci gel obsahoval 5 % akrylamidu/bisakrylamidu, 0,25 M Tris-base (pH 6,8, 0,1 %
SDS) 0,1 % APS a 0,01 % TEMED.

Vzorky pro elektroforetickou separaci byly smichdny s 4x redukujicim vzorkovym
pufrem s DTT a 10 minut zahfivany pii 70 °C. Kuli¢ky byly také smichany s 4x redukujicim
pufrem, hodinu inkubovany, zahiaty pii 60 °C a zcentrifugovany. Pro elektroforetickou
separaci byl pouzit pouze supernatant. Elektroforéza byla provadéna v Sestavéné aparatuie
Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad) s vyuzitim 1x elektrodového pufru. Na kazdy gel byl

do jedné jamky nanesen proteinovy marker.

Elektroforéza byla nejprve provadéna pii 100 V a po vstupu vzorka do separa¢niho
gelu bylo napéti zvySeno na 120 V. Elektroforéza byla zastavena, kdyz ¢elo vzorka dosahlo
konce gelu a cela elektroforéza probihala pfiblizn¢ 1 hodinu a 45 minut. Po dokonceni
separace byly gely pouzity pro western blotting, ptipadn¢ nabarveny Blue Silver Coomassie a

nasledné stiibrem.
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3.2.4 Barveni gelu

a) Blue Silver Coomassie

Polyakrylamidové gely byly fixovany 20 minut v 50% ethanolu s2% kyselinou
fosfore¢nou, promyty destilovanou vodou a nasledné pteneseny do barviciho roztoku Blue
Silver Coomassie pifes noc. Nasledné byly gely oplachnuté v destilované vodé a po
dostatecném odbarveni pozadi byly foceny dokumenta¢nim zafizenim (G:BOX Chemi XX®6,

Syngene).

b) Barveni stiibrem

Gely byly promyty destilovanou vodou nasledné vloZeny do fixa¢niho roztoku (30%
ethanol, 20% kyselina octova) po dobu 30 minut na tfepacce. Po fixaci byly gely 2x promyty
promyvacim roztokem (20% ethanol) po dobu 10 minut a 2x destilovanou vodou. Néasledn¢
byly gely vlozeny do senzitiza¢niho roztoku (0,005% thiosiran sodny) na 30 minut ve tmé na
tiepacéce. Po senzitizaci byly gely 2x promyty v destilované vodé¢ po 5 minutach a vlozeny do
barviciho roztoku (0,1% dusi¢nan stfibrny) na 20 minut ve tmé bez tfepani. Nakonec byly gely
zbézné proplachnuté destilovanou vodou a vlozeny do vyvolavaciho roztoku (3% uhlicitan
sodny, 0,005% formaldehyd, 0,025% thiosiran sodny) a ru¢né prottepavany, dokud nedoslo
k dostate¢nému obarveni proteinovych prouzku. Poté se gely vlozily do roztoku 5% kyseliny
octové, ktera zastavila vyvolavani. Na zavér byly gely promyty v destilované vodé a foceny

dokumentac¢nim zafizenim.

3.2.5 Western Blotting

Proteiny separované SDS-PAGE byly pfeneseny na PVDF membranu v blotovaci
aparatufe (Trans-Blot® Turbo™ Transfer System, Bio-Rad) s vyuzitim 1x blotovaciho pufru.
Blotovani probihalo 30 minut pfi 25 V. Po dokonceni pfenosu byla membrana omyta
destilovanou vodou, zalita 10 ml blokovaciho roztoku (5% BLOT-QuickBlockeru v PBS) a

inkubovéna bud'to 1 hodinu pfi laboratorni teploté nebo pii 4 °C pies noc.

Po tomto kroku byla membrana 3x promyta PBST 5-10 minut a poté inkubovana jednu
hodinu s biotinylovanym lektinem GSL B4 (v 5% BLOT-QuickBlockeru v PBST v fedéni
1:1000). Poté byla membrana znovu 3x promyta PBST a 1 hodinu inkubovana s goat Anti-
Biotin protilatkou v 5% BLOT-QuickBlockeru v PBST v fedéni 1:1000.
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Nasledovné byla membrana znovu 3x promyta PBST a inkubovana 1 hodinu s Anti-
Goat 1gG konjugovanou s alkalickou fosfatazou v 5% BLOT-QuickBlockeru v PBST
(1:1000). Nakonec byla membrana znovu promyta a nechana vyvijet ve vyvijejicim roztoku,
dokud nebylo mozné identifikovat viditelné prouzky. Poté byla membrana promyta

v destilované vodé a nechana uschnout.

3.2.6 Fluorescencni mikroskopie

K ptipravé bun€k pro fluorescencni mikroskopii byly vybrany bunky klistécich linii
IRE 11 a IRE/CTVM 20. Lyzaty bun€k byly po kazdé inkubaci centrifugovany 3 minuty pfi
1500 otackach. Pelet bunék v mikrozkumavkach byl promyt 1 ml PBS a nasledovné 1 hodinu

fixovan 4% paraformaldehydem v PBS pfi laboratorni teploté.

Poté byly bunky permeabilizovany 1 ml permeabiliza¢niho roztoku po dobu 15 minut.
Poté byly buniky promyty 1% BSA po dobu 10 minut a blokovany 1 hodinu v roztoku 50 mM
NH4Cl v 3% BSA a promyvany 10 minut v PBS. Po tomto kroku byly bunééné suspenze
rozsuspendovany v 1 ml PBS, rozdéleny do ¢tyt mikrozkumavek po 250 pl a buniky byly
v kazdé protilatce anebo lektinu inkubovany 1 hodinu v 1% BSA/PBS, ve vSech ptipadech
fedéni 1:1000 (Tab. 1).

Po inkubaci s primarni protilatkou byly buniky 3x promyvany 1 ml 1% BSA/PBS 10
minut a inkubovany V roztoku fluorescenéné znacené sekundarni protilatky anebo lektinu
(Tab 1.) v 1% BSA/PBS po 1 hodinu ve tmé. Nasledujici kroky jiz probihaly pfi ztlumeném
svétle. Nakonec byly vzorky 3x promyty 1% BSA/PBS po dobu 10 minut.

Tabulka I..: Znaceni bunék protilatkou anebo lektinem pro fluorescenéni mikroskopii.

Primarni GSLB4 LCA Anti-HRP Kontrola

protilatka ¢i lektin

Sekundarni DyLight® 549 DyLight® 549 DyLight® 488 DyLight® 549
protilatka Streptavidin Streptavidin Anti-Rabbit 1gG Streptavidin

Pro findlni ptipravu vzorkd k fluorescenéni mikroskopii byly vzorky fixovany na

podlozni skli¢ko za pomoci Cyto-System Bio-Seal (Hettich). Bunééna suspenze v 1x PBS byla
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napipetovana do komtrek po 200 ul. Ty byly nasledovné pevné uzavieny a centrifugovany pfi

4000 otackach 10 minut.

Po skonceni centrifugace byl z podlozniho skla odstranén ptebytek roztoku, bunky byly
ususeny pii pokojové teploté, zakapnuty kapkou mountovaciho média Vectashield s obsahem
DAPI a zakryty krycim sklickem. Kryci sklo bylo k podloznimu zabezpeceno pomoci laku na
nehty. Takto piipravené a zafixované buiky pro fluorescenéni mikroskopii byly uloZeny pii
4 °C.

3.2.7 Priprava vzorkii pro hmotnostni spektrometrii

PBS, ve kterém byly magnetické kulicky po afinitni chromatografii ponechany, bylo
vyménéno za 20 pl 0,1 M hydrogenuhli¢itanu amonného. Nésledné byly kulicky redukovany
45 minut pridanim 5 ul 25 mM TCEP a alkylovany 5 ul 330 mM jodacetamidem 25 minut ve
tmé. Vysledné mnozstvi bylo inkubovéano s 5 p1 330 mM DTT 10 minut pfi laboratorni teploté,
poté bylo ptidano 165 pl hydrogenuhli¢itanu amonného a trypsin (1:50). Ve bylo spole¢né

inkubovéno pies noc pii 37 °C, aby trypsin mohl naStépit proteiny.

Kulicky byly nasledné centrifugovany a k supernatantu, odebraného do nové
mikrozkumavky, bylo pfidano 10 ul kyseliny mravenéi. Vysledny roztok byl rozdélen na dvé
Casti, z nichZ jedna byla vyuzita pro separaci pomoci C18-SCX StageTip a druha pro separaci

peptida ve zvySujicim se gradientu acetonitrilu v mikrokolonce.

3.2.7.1 Frakcionace a odsoleni s vyuzitim StageTips

K tomuto kroku byly potieba ptipravit dvé StageTips s C1g-SCX sorbenty Setrné
natlaCenymi ve Spi¢ce a 16 mikrozkumavek. Takto ptipravené Spicky byly vlozeny do
mikrozkumavky. Po kazdém kroku (pfidani pufru) byly Spicky centrifugovany 2 minuty pii
1500 otackach nebo tak dlouho, dokud se $pi¢ka nevyprazdnila (Rappsilber et al., 2007).

Pufry potiebné k frakcionaci a odsolovani:

Pufr 1 (0,5% kyselina mravenci)

Pufr 2 (0,5% kyselina mravenéi, 80% acetonitril)

Pufr 3 (50mM octan amonny, 0,5% kyselina mravenci, 20% acetonitril)
Pufr 4 (150 mM octan amonny, 0,5 kyselina mravenci, 20% acetonitril)
Pufr 5 (300 mM octan amonny, 0,5 kyselina mravenci, 20% acetonitril)

Pufr 6 (500 mM octan amonny, 0,5% kyselina mravenci, 20% acetonitril)
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Nasledné bylo k sorbentu pridano 40 ul metanolu, poté 40 ul pufru 2, 40 ul pufru 1,
40 pl pufru 6. a nakonec 40 pl pufru 1. Poté bylo zvlast' do Spicek ptidano 100 pl supernatantu
z magnetickych kulicek konjugovanych s lektinem a 100 ul supernatantu z magnetickych
kulicek kontroly a ziskany eluat byl pii centrifugaci pii 700 otackach po 4 minuty stocen do
mikrozkumavek oznacenych FT (flow-through). Poté byly $picky promyty 40 pl pufru 1 a 40
ul pufru 2. Nakonec nasledovala frakcionace, kdy byly Spicky promyty 40 ul pufru 3 a ziskany

eluat byl pfenesen do zkumavky oznacené FTO.

C18-SCX $picka byla promyta 40 ul pufru 2 k pieneseni peptid z Cig sorbentu na SCX
sorbent. Nasledovné byly peptidy eluovany pomoci pufri 3-6 a jednotlivé frakce byly sbirany
do vlastnich mikrozkumavek. Ke vSem frakcim bylo pfiddno 120 pl pufru 1 ke sniZeni
koncentrace acetonitrilu. Pro odsoleni frakci bylo pfipraveno 8 StageTips, obsahujici pouze
sorbent Cig, a vlozeno do mikrozkumavek. Ty byly dvakrat promyty 50 pl isopropanolu a
dvakrat 50 ul 5 % kyseliny mravenci. Frakce byly naneseny na Cig StageTips, které byly pak
promyty 40 ul pufru 1. Poslednim krokem byla eluce 20 pl pufru 2, kterd byla opakovana a

jimana do stejné mikrozkumavky,

Tyto frakce byly nasledné vysuseny vakuem (Speed-Vac, Labconco), rozpustény ve
20 ul 0,1 % TFA a pouzity pro analyzu na MALDI-TOF/TOF.

3.2.7.2 2. Separace peptidii ve zvysujicim se gradientu acetonitrilu v mikrokolonce
Nejdiive byla pfipravena mikrokolonka (FEP trubicka, fluorovany ethylen-propylen),
do které byl vlozen sklenény disk a SGE mikrostiikackou pridany C18 disky (stacionarni
faze). Mikrokolonka byla promyta 10 ul 80% acetonitrilu. Nasledné bylo do mikrostiikacky
nabrano postupné 5 pl 0,1 % TFA, 20 ul vzorku (v ptipadé pre-frakciovanych vzorka 5 ul) a
znovu 5 pul 0,1 % TFA. Poté byl konec stfikacky vlozen do mikrokolonky a cela mikrostiikacka
pfipevnéna do stojanu. Nahoru bylo poloZeno pfislusné zavazi tak, aby vzorek postupné

protekl mikrokolonkou.

Po ptidani vzorku byl vytvofen mikrogradient, kdy do mikrostiikacky bylo postupné
nabrano 8 ul 80% ACN, 2 pl 50% ACN, 2 ul 32% ACN, 2 pl 24% ACN, 2 ul 16% ACN, 2 ul
8% ACN a 2 pul 2% ACN. Poté byl konec stfikatky znovu vlozen no mikrokolonky a
mikrostiikacka upevnéna a zatiZzena zavazimi ve stojanu. Eluat z mikrokolonky byl po 0,5 pl
odebiran na desticku pro MALDI (Franc et al., 2012). Nakonec bylo ke kazdé kapce ptidano
0,5 ul CHCH matrice. Peclivé zaschnuté vzorky byly méfeny hmotnostnim spektrometrem

Autoflex Speed (Bruker).
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4 VYSLEDKY

Pii prvnich pokusech o detekci proteind, ziskanych z afinitni chromatografie pomoci
SDS-PAGE a jejich néasledovné znaceni dochazelo k neuspokojivym vysledkim. V prvnich
pokusech jsme nebyli schopni detekovat skoro zadné proteiny, proto bylo rozhodnuto zménit

znaceni na trojité. Poté byla kazdd membrana znacena systémem:

1. biotinylovany GSL B4
2. protilatka goat Anti-biotin
3. protilatka Anti-Goat IgG konjugovana s alkalickou fosfatazou.

Pfi meéfeni koncentraci proteini ve frakcich ziskanych z afinitni chromatografie
dochdzelo k ziskani jen velmi nizkych koncentraci a nasledné slabému signalu jak na gelech,
tak membrandch, proto se koncentrace proteinu ve vzorku IRE 11, se kterym byly kulicky
inkubovany, zvysila z 0,25 pg/ul na 1 pg/1 ul a koncentrace lektinu byla zménéna na 1:500

misto 1:1000 k dosazeni co nejlepsiho signélu.

Signaly byly po provedeni zmény koncentrace stale nizké, coz se dalo ocekavat, vzhledem
K nizkym koncentracim z frakci, které byly zméfeny po provedeni po afinitni chromatografie

(Tab. I1.), ale jiz jsme byli schopni prouzky jasné detekovat.

Tabulka I1: Koncentrace zjisténé pomoci BCA Assay z frakci ziskanych purifikaci proteinti

za pouziti afinitni chromatografie s vyuZitim magnetickych kulic¢ek.

Koncentrace pg/ml Koncentrace pg/ml

Flow-through lektin 487,7 Flow-through kontrola 516,9

Wash 1 lektin 60,0 Wash 1 kontrola 28,5

Wash 2 lektin 6,2 Wash 2 kontrola 3,8

Wash 3 lektin 1,5 Wash 3 kontrola 4,6

Wash 4 lektin 4,6 Wash 4 kontrola 0,8

Wash 5 lektin 13,1 Wash 5 kontrola 6,2

Wash 6 lektin 31 Wash 6 kontrola 3,8

Frakce ziskané z afinitni chromatografie byly nasledovné vysrazeny, naneseny na gel

a elektroforeticky separovany. Gely byly obarveny Blue Silver Coomassie (Obr. 4 a 5).
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FTL FTK IRE11

Obrazek 4: Proteiny separované pomoci SDS-PAGE barvené Blue Silver Coomassie. M —
marker, BL — purifikované proteiny na kulickach s navazanym biotinylovanym GSL-B4, BC
— kontrola kulicky, FTL — flow-through vzorku po pouziti kuli¢ek s biotinylovanym GSL B4,
FTK — flow-through kontroly, IRE 11 — lyzat klistécich bunék IRE 11 (c= 1 pg/1 pl).

M WL1 WL2 WL3 WL4 WL5 WL6 WK1 WK2 WK3 WK4 WKS WK6

245 kDa

180 kDa

135 kDa
100 kDa
75 kDa
63 kDa

48 kDa/
35 kDa
25 kDa!
20 kDa

17 kDa
11 kDa

Obrazek 5: Proteiny separované pomoci SDS-PAGE barvené Blue Silver Coomassie. M —
marker, WL1 — wash kuli¢ek s biotinylovanym GSL B4 po promyti 1. 1x PBS, WL2 — po 2.
1x PBS, WL3 - po 3. 1x PBS, WL4 — wash kuli¢ek s biotinylovanym GSL B4 po promyti 1.
PBST, WL5 — po 2. PBST, WL6 — po 3. PBST, WK1 — wash kuli¢ek kontroly po promyti 1.
1x PBS, WK2 —po 2. 1x PBS, WK3 —po 3. 1x PBS, WK4 — wash kuli¢ek kontroly po promyti
1. PBST, WKS5 - po 2. PBST, WKG6 — po 3. PBST.

U proteint barvenych pomoci Blue Silver Coomassie byl u frakci BL a BC pouze slaby
signal, a proto bylo rozhodnuto, ze purifikované proteiny nebudou z gelu vyfezavany pro
identifikaci proteini pomoci hmotnostni spektrometrie. Misto toho byly pouzity piimo
magnetické kulicky s imobilizovanymi proteiny.
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Po vyfoceni geli obarvenych Blue Silver Coomassie byly gely jesté nabarveny

stfibrem pro ziskani siln€jsiho signalu (Obr. 6 a 7).

M BL BC FTL FTK IRE11

Obrazek 6: Proteiny separované pomoci SDS-PAGE barvené stiibrem. M — marker, BL —
purifikované proteiny na kuli¢kach s navazanym biotinylovanym GSL B4, BC — kontrola
vzorku kuli¢ek kontroly, FTL — flow-through vzorku po pouziti kuli¢ek s biotinylovanym
GSL B4, FTK — flow-through kontroly, IRE 11 — lyzat klistécich bunék IRE 11 (c= 1 pg/ul).

M WLIWL2 WL3 WLI WLSWL6  WKIWK2 WK3 WK4 WKS WK6
245 kDa :

180 kDa

135 kDa
100 kDa

Obrazek 7: Proteiny separované pomoci SDS-PAGE barvené stiibrem. M — marker, WL1 —
wash kuli¢ek s biotinylovanym GSL B4 po promyti 1. 1x PBS, WL2 — po 2. 1x PBS, WL3 —
po 3. 1x PBS, WL4 — wash kuli¢ek s biotinylovanym GSL B4 po promyti 1. PBST, WL5 — po
2. PBST, WL6 — po 3. PBST, WK1 — wash kuli¢ek kontroly po promyti 1. 1x PBS, WK2 — po

2. 1x PBS, WKS3 — po 3. 1x PBS, WK4 — wash kuli¢ek kontroly po promyti 1. PBST, WK5 —
po 2. PBST, WK6 — po 3. PBST.
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Proteiny byly pienesené elektroblotem na PVDF membranu, ktera byla nasledné
znacena biotinylovanym GSL B4 (1:500), goat Anti-biotin protilatkou (1:1000) a Anti-Goat
IgG protilatkou konjugovanou s alkalickou fosfatazou (1:1000) (Obr. 8).

M BL BC FTL FTK IRE11
245 kDa
180 kDa
135 kDa

+ 100 kDa
75 kDa

63 kDa s
48 kDa
35 kDa

25 kDa
20 kDa

17 kDa
11 kDa

Obrazek 8: Detekce proteint S vyuzitim trojiho znaceni: biotinylovany GSL B4, goat Anti-
Biotin protilatka a Anti-Goat protilatka konjugovana s alkalickou fosfatazou. M — marker, BL
— purifikované proteiny na kulickach s navazanym biotinylovanym GSL B4, BC — kontrola
kulicky, FTL — flow-through vzorku po pouziti kuli¢ek s biotinylovanym GSL B4, FTK —
flow-through kontroly, IRE 11 — lyzat klistécich bunék IRE 11 (c= 1 pg/ul).

Na membrané je detekovatelny protein o ptiblizné velikosti 100kDa, coz znaci protein
nesouci aGal epitop, na ktery se navazal GSL I B4 lektin, jehoZ velikost je 114 kDa Pfi detekci
proteini pomoci westernu blotu u promyvanych frakei (,,wash®) ziskanych z afinitni
chromatografie doslo vzhledem k nizkym koncentracim jen k velmi slabému signalu na

membrang, a proto neni vysledek v této praci zahrnut.

Pii sledovani bun€k fluorescenénim mikroskopem jsme byli schopni detekovat aGal

epitop v bunéénych strukturach.
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Obrazek 9: aGal detekovany v buiikkdch IRE 11 pomoci fluorescencni mikroskopie se
znaCenim biotinylovanym GSL B4 biotinem a DyLight® 549 Streptavidinem.
Cervena — DyLight® 549 Streptavidin, modra — DAPI (znaeni DNA v jadfe) A: pfiblizeni
600x, B: ptiblizeni 400x.

Pro porovnani jsme pouzili i protilatky a lektiny k detekci core a-1,3-fukozy.

.

Obrazek 10: Core a-1,3-fukdza detekovana v bunkach IRE 11 pomoci fluorescencni
mikroskopie se znacenim biotinylovanym LCA a DyLight® 549 Streptavidinem.
Cervena — DyLight® 549 Streptavidin, modra — DAPI (znateni DNA v jadie) A: pfiblizeni
600x, B: ptiblizeni 400x.
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Obrazek 11: Core a-1,3-fukéza detekovana v buikach IRE 11 pomoci fluorescencni
mikroskopie se znacenim Anti-HRP a DyLight® 488 Anti-Rabbit IgG. Zelena - DyLight®
488 Anti-Rabbit IgG, modra — DAPI (znac¢eni DNA v jadie), ptiblizeni 600x.

Mnozstvi detekované core a-1,3-fukdzy je znacné vétsi, nez u aGal, jelikoz core a-1,3-
fukézu jsme byli schopni sledovat v téméf vSech bunkach. aGal se oproti tomu vyskytuje
Vv mensim mnozstvi pouze u nékolika bun€k z celé populace. Z vysledkl je patrné, ze se tyto
dva epitopy vyskytuji pfedev§im ve formé membranovych proteinii a jejich funkei je
komunikace s ostatnimi buikami a exkrece. Podobnych vysledkd bylo dosazeno u klistéci
bunécné linie IRE/CTVM-20.

Pti identifikaci purifikovanych proteinii zachycenych na magnetickych kulickach
hmotnostni  spektrometrii bohuzel jsme neziskali zadné prokazatelné vysledky,
pravdépodobné vzhledem k nizkym koncentracim. Jediny proteinem, ktery jsme byli schopni
identifikovat, byl streptavidin, se kterym byly magnetické kulicky konjugovany. Vysledek

proto neni v praci zahrnut.
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5 DISKUZE

V mé bakalatské praci bylo cilem detekovat aGal epitopy v klistécich buiikach. Tento typ
epitopu byl zvolen kvuli soucasnému fenoménu zvany alergie na Cervené maso, ktery
zpusobuje (Commins et al., 2016). Normaln¢ se aGal vyskytuje jako antigenni determinanta
¢ervenych krvinek u vSech savcl kromé primati a opic ¢eledi ko¢kodanovitych. V nedavnych
letech si aGal epitop ziskal ur¢itou slavu, a proto je na misté, aby bylo zjisténo, ¢im je alergie
Vv regionech, ve kterych se vyskytuje kliste I. ricinus (Evropa), A. americanum (Spojené staty

americké) a I. holocyclus (Australie; Saleh et al., 2012).

Pro detekci aGal byly vybrany lyzaty bunéénych linii z klistéte I. ricinus, u kterého byl
jiz tento glykan objeven v jeho travicim traktu (Hamsten et al., 2013). Nejdfive byly proteiny
purifikovany afinitni chromatografii s pouzitim magnetickych kulicek a biotinylovaného
lektinu GSL B4. Biotin, jako znacka na lektinu, je hojné vyuzivan pro svou stabilitu a interakce
savidiny a streptavidiny. GSL B4 se specificky vaze pravé na aGal a byl vyuzit i pro
naslednou vizualizaci glykoproteint nesouci tento glykan

(https://vectorlabs.com/biotinylated-gsl-i-isolectin-b4.html).

Ziskané frakce proteinli byly naneseny na polyakrylamidovy gel a elektroforeticky
separovany pomoci SDS-PAGE. Takto separované proteiny byly pienesené blotem na PVDF
membranu a nasledné€ znacené. Nejdiive byly proteiny znac¢ené biotinylovanym GSL B4, poté
byla membrana inkubovana s goat Anti-biotin protilatkou a nakonec Anti-Goat IgG
protilatkou, kterd byla konjugovana s alkalickou fosfatdzou a po ptfidani vyvijejiciho roztoku

zajistila viditelny signal.

Kvili problémiim s detekci byl pokus nékolikrat upravovan a optimalizovan. Byla
zménéna koncentrace lyzatu ve vzorku IRE 11, se kterym byly kulicky inkubovény.
Z pivodnich 0,25 pg/ul byla koncentrace zvySena na 1 pg/ul. Spolu s timto byla upravena
koncentrace GSL B4, se kterym byla inkubovana PVDF membrana, z 1:1000 na 1:500 a
vSechny ostatni koncentrace ztlistaly stejné. Po této zméné jiz byla detekce o dost snazsi,
z ¢ehoz mizeme usoudit, ze u klist’at, resp. u pouzivanych klistécich bunéénych linii, neni
velké mnozstvi proteinti nesouci aGal epitop a proto je nutné pouzit vyssi koncentrace k jejich
detekci. Pritomnost aGal epitopu v liniich z klistéte I. ricinus tedy byla prokazana a je to prvni
prukaz tohoto epitopu v liniich IRE.
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U frakci z prabéhu purifikace vzorkl bylo na membrané dosazeno stale slabych signald,
detekovatelné prouzky proteinti nesoucich aGal epitop uz ale byly viditelné u frakci z
magnetickych kuli¢ek a ve flow-through, stejné jako v lyzatu bun¢k klistéci bunécné linie IRE
11. Vzhledem Kk tomu, Ze jsme si ovéfili pritomnost glykoproteint nesoucich aGal epitop na
kulickach, byly tyto kulicky pouzity pro identifikaci proteinti pomoci hmotnostni

spektrometrie.

Druhym zplisobem detekce aGal, ktery byl v této praci zahrnut, je fluorescencni
mikroskopie. Lyzaty bunék IRE/CTVM-20 a IRE 11 byly zna¢eny biotinylovanym GSL B4 a
nasledné DyLight® 549 Streptavidinem, fixovany na skli¢ko pomoci Cyto-System Bio-Seal
(Hettich) a zakapnuty mountovacim médiem Vectashield s DAPI. Takto znacené buiky byly
sledovany fluorescen¢nim mikroskopem. Bunky znacené biotinylovanym GSL B4 a nésledn¢
DyLight® 549 Streptavidinem byly dobfe viditelné a spolu s DAPI, které znac¢i DNA v jadre,

jsme byli schopni identifikovat nespocet bungk, jejichz strukturnich souc¢asti byl aGal epitop.

Pro porovnani jsme naznacili buniky IRE 11 a IRE/CTVM-20pro detekci dalsiho CCD,
core o-1,3-fukézy, kterou se nam podafilo vizualizovat znacenim LCA, nasledné
DyLight® 549 Streptavidin a Anti-HRP, nasledné DyLight® 488 Anti-Rabbit IgG. Oba tyto
glykoepitopy jsme byli schopni detekovat v membranovych strukturach, coz znaci a potvrzuje,
Ze jsou soucasti membranovych proteinti a zajist'uji komunikaci mezi buiikami a exkreci (Huali

et al., 2016; Vancova & Nebesarova, 2015).

Glykoproteiny obsahujici aGal epitop jsou pivodcem alergie na ¢ervené maso. Vyskyt
této alergie byl pozorovan v regionech vyskytu klistéte amerického (A. americanum) a klistéte
obecného (1. ricinus), coz znaci, ze alergie je indukovana prave klistaty (Saleh et al., 2012).
Pii klistécim kousnuti se tyto glykoproteiny mohou dostat skrze sliny vpusténé do téla
hostitele, ktery nabyde na tento glykan intoleranci a jeho imunitni systém zacne s produkci
IgE protilatek po nasledném vystaveni tomuto epitopu. Cely princip toho, jak je alergie

zpusobovana, nebyl jeSté v soucasnosti pln¢ objasnen.

Alergie na Cervené maso muze v n¢kterych ptipadech doprovazet zavazny anafylakticky
Sok ptichazejici az n€kolik hodin po pozieni, ktery doty¢ného ohrozuje na zdravi. Proto je
velmi dualezité byt pii diagndze obezietni (Commins et al., 2016). Zaroven je podstatné dale

pokracovat ve vyzkumu aGal epitopu a mechanismu, kterym je tato alergie indukovana.
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6 ZAVER

Cilem této préace byla detekce alergenogennich glykoepitopt z lyzath klistécich bunék I.
ricinus, zvanych aGal epitop. Proteiny obsahujici tento epitop z klistéci linie IRE 11 byly
purifikovany metodou afinitni chromatografie za vyuziti magnetickych kulicek a lektinu GSL
| B4 a nasledn¢ identifikovany za vyuziti biochemickych metod (SDS-PAGE, lektinoblot).
Druhou c¢asti této prace byla detekce glykoproteinti nesouci aGal epitop v bunéénych
strukturach s vyuzitim fluorescenéni mikroskopie, ktera potvrdila jeho piitomnost

V bunéénych membranéch.

Vizualizaci purifikovanych proteini z klistécich bunék pomoci SDS-PAGE a
imunoblotu bylo potvrzeno, Ze se v téchto bunikach opravdu nachazeji proteiny nesouci tento
epitop. Znacenim pomoci lektini a protilatek a naslednou vizualizaci s pouzitim

fluorescenéniho mikroskopu byla potvrzena piitomnost aGal epitopu v bunkach I. ricinus.

Poslednim krokem prace byla identifikace proteini nesouci aGal epitop pomoci
hmotnostni spektrometrie, ktera byla provedena, ale nedoSlo k zddnym prokazatelnym
vysledkiim, pravdépodobné vzhledem k nizkym koncentracim Piestoze jsme byli schopni
potvrdit pfitomnost proteinti nesoucich aGal epitop, nedokazali jsme dosud tyto proteiny dale

charakterizovat.
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